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Résume :

Les bactériémies a staphylocoque coagulase négative (SCN) sont les infections
les plus courantes traitées dans les unités de soins intensifs néonatals et
pédiatriques avec une incidence importante sur la mortalité et la morbidité des

patients. Cependant, la différenciation entre le SCN pathogeéne et le SCN
commensal reste difficile.

Nous avons conduit une étude rétro-prospective qui a pour objectif de
déterminer la place des staphylocoques coagulase negative dans les bactériémies
néonatales a la clinique Hassiba Ben Bouali, aussi dans le but d’apprécier les
facteurs de risques ainsi que d’étudier 1’antibiorésistance.

Sur un total de 668 hémocultures enregistrées au laboratoire de Microbiologie
de la clinique Mére-Enfant HBB du CHU de Blida sur la période (Mars2018-
Mars 2020), 31% (211/668) ont éte considérées positives témoignant d’une
bactériémie néonatale contre 53% (352/668) ont été négatives. Les 16%
(105/668) ont été considérés comme des contaminants.

Le taux des staphylocoques coagulase négative retrouvé était de 22% (147/668)
dont 29% (42/147) était incriminé en infection et 71% (105/147) était jugé
contaminants.

Dans les 42 bactériémies a SCN 5% (2/42) des nouveau-nés présentaient une
cardiopathie, 5% (2/42) isolats a S. lugdunensis, et 90.47% (38/42) étaient des
prématurés dont 31.58% (12/38) avaient une septicémie précoce et 47.39%
(18/38) une septicémie tardive. Le S. epidermidis était 1’espéce la plus
communément isolée avec un taux de 34.2%. Les especes de SCN isolées chez
les nouveau-nés présentant une cardiopathie sont : S. epidermidis 50% (1/2) et
S.saprophyticus 50% (1/2). Notre étude a prouve que la prématurité et la
cardiopathie étaient des facteurs de risque statistiguement significatifs avec un P
<0.05.

Le taux des SCN méticillino-résistants était: 90.62%. Tandis qu’aucune
résistance a la vancomycine n’a été signalée.

L’incrimination est liée a la qualit¢ de prélevement et une fiche de
renseignement bien remplie.

Mots clés : Bactériémie, Prématuré, SCN, SCN Méti-R.



Abstract:

Coagulase-negative staphylococci bacteremia (CoNS) are the most common
infections treated in neonatal and pediatric intensive care units with a significant
impact on patient mortality and morbidity. However, differentiation between
pathogenic CoNS and commensal CoNS remains difficult.

We conducted a retro-prospective study which aims to determine the place of
coagulase negative staphylococci in neonatal bacteremia at the Hassiba Ben
Bouali clinic, also for the purpose of assessing risk factors and studying
antibiotic resistance.

Out of a total of 668 blood cultures recorded at the Microbiology Laboratory of
the HBB Mother-Child Clinic of Blida UHC over the period (March 2018-
March 2020), 31% (211/668) were considered positive for neonatal bacteremia
compared to 53% (352/668) negative blood culture. The remaining 16%
(105/668) represent the percentage of contaminated blood cultures.
The rate of negative coagulase staphylococci recovered was 22% (147/668), of
which 29% (42/147) was implicated in infection and 71% (105/147) was
considered contaminant.

In the 42 CoNS bacteremia 5% (2/42) of newborns had heart disease, 5% (2/42)
isolates to S.lugdunensis, and 90% (38/42) were preterm, of which 31.58%
(12/38) had early onset sepsis and 47.39% (18/38) late onset sepsis. S.
epidermids was the most commonly isolated species with a rate of 34.2%.

The CoNS species isolated in newborns with heart disease are: S.epidermidis
50% (1/2) and S.saprophyticus 50% (1/2). Our study showed that prematurity
and heart disease were significant statistic risk factors with P <0.05.

The rate of Methicillin-resistant CoNS was 90.62%. While no resistance to
vancomycin has been reported.

The incrimination is linked to the quality of the sample and a well-filled
information sheet.

Keywords: Bacteremia, Preterm, CoNS, CoNS Methi-R.
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Introduction

Introduction :
Malgré les progres récents dans les soins périnataux, la septicémie néonatale
demeure une cause majeure de morbidité et de mortalité. !

Les unités de soins intensifs néonataux (USIN) sont aujourd’hui confrontées a
un probléme commun de lutte contre la septicémie. Une politique de mesures
aseptiques strictement approuveée est le meilleur espoir pour la solution a ce
dernier. Néanmoins, les néonatologistes restent constamment déconcertés par les
modeéles changeants de la flore microbienne et leurs modeles de sensibilité, ce
qui rend la septicémie néonatale un probléme difficile a aborder. [

Dans les deux dernieres décennies, les staphylocoques coagulase négative qui
constituent un grand groupe d’especes apparentées que 1’on trouve couramment
au niveau de la peau et des muqueuses de personnes en bonne santé, sont
devenus une cause majeure de bactériémie dans les unités des soins intensifs.
L’incidence de la bactériémie a SCN est inversement corrélée avec le poids a la
naissance. [’administration de 1’émulsion lipidique, en particulier via un
cathéter veineux central, et la prématurité, sont aussi des facteurs de risque
importants pour la bactériémie a SCN. BI [4]

Comme les SCN sont commensaux de la peau, ces bactéries sont les
contaminants les plus courants des hémocultures. Dans la pratique clinique, il
est important de faire la distinction entre la contamination et la vraie
bactériémie, afin de prévenir la prescription inutile des antibiotiques qui peut
causer de nombreuses résistances, aussi pour éviter un long séjour hospitalier. !

Pour pouvoir poser un diagnostic correct, de nombreux critéres cliniques aussi
des critéres de laboratoire tels que 1’isolement des SCN dans plusieurs flacons
d’hémoculture, le temps de positivité des flacons d’hémoculture, marqueurs de

substitution cliniques, etc., ont été décrits comme des prédicteurs de I’infection a
SCN.

Cependant, en pratique ce n’est pas toujours faisable de faire plusieurs
hémocultures pour confirmer la vraie bactériémie & SCN surtout chez les
nouveau-nés, et pour cette raison poser un diagnostic bien précis avec une
prescription adéquate et au bon moment reste un dilemme pour les personnels de
la santé.

De ce fait, nous avons voulu savoir :
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-Quelle est la place des SCN dans les bactériémies néonatales ?

-Quand est ce que les SCN sont réellement incriminés dans les bactériémies
néonatales ?

-Est-ce que une hémoculture positive a SCN signifie une bactériémie a SCN ? Et
comment trancher entre une contamination d’hémoculture et une vraie
bactériémie ?

Pour répondre a ces questions, nous avons effectué une étude rétroprospective
sur D’incrimination du SCN dans les bactériémies néonatales ainsi que la
détermination de I’antibiorésistance, au niveau du laboratoire de microbiologie a
la clinique meére-enfant Hassiba Ben Bouali du centre hospitalo-universitaire
(CHU) de Blida durant la période allant de 01 mars 2018 au 05 mars 2020.
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Chapitre | : Staphylocoques a coagulase négative

1.1. Taxonomie :
1.1.1. Famille des micrococcacae :

Dans la 9éme édition du manuel de systématique bactérienne de Bergey, on
regroupe dans la famille des micrococcacae les quatre genres suivants :
Micrococcus, Staphylococcus, Planococcus et Stomatococcus. Ces derniers ont
trés peu de propriétés communes ; néanmoins, ce sont tous des cocci a gram
positif disposés en amas irréguliers, et qu’ils produisent du catalase.

Les espéces qui intéressent la pathologie humaine appartiennent presque
exclusivement au genre Staphylococcus, bien que quelque Micrococcus aient
déja été isolés, a I’occasion, de certains prélévements cliniques. [©

1.1.2. Genre Staphylococcus :

Il existe actuellement 49 espéces reconnues de staphylocoques [l et 23 sous-
especes définies selon les criteres reconnus par ’ensemble des taxonomistes —
pourcentages de réassociation des ADN/ADN, stabilité des hybrides et
caractéres phénotypicques distinctifs.

Parmi ceux-ci, 38 remplissent la catégorisation d’une espéce coagulase négative,
et une autre espece, S. schleiferi, comprend a la fois une sous-espéce coagulase
négative (S. schleiferi S/Esp. schleiferi) et une sous-espéce coagulase positive
(S. schleiferi S/Esp. coagulans). Les observations les plus récentes sur les
risques isolés a partir de spécimens cliniques humains comprennent S. jettensis,
S. massiliensis, S. petrasii (y compris S. petrasii S/Esp. petrasii et S. petrasii
S/Esp. croceilyticus) et S. pettenkoferi). Une autre espece du SCN, S. pseudo
lugdunensis, a été proposée. [

Entre-temps, deux especes precédemment considerées comme des SCN ont été
retirées de ce genre. S. Pulvereri, décrit en 1995, était identique a I’espéce S.
vituli-nus décrite préecédemment. S. Caseolyticus a été transféré au genre
nouvellement établi Macrococcus, comprenant des cocci a Gram positif,
catalase positive caractérisée par une teneur en ADN G C plus €levée, I’absence
d’acide teichoique de la paroi cellulaire, et de plus grandes cellules que celles de
’espéce staphylocoque. [1°

En OQutre, les découvertes et les classifications phylogénétiques, un schéma
simplifié mais plus utile et bien concu, principalement basé sur des aspects
cliniques et diagnostiques, est encore utilisé en médecine humaine : les
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staphylocoques sont divisés en SCP, le plus souvent représentés par S. aureus, et
les SCN. P

Les études d’hybridation ADN-ADN et d’analyse des séquences nucléotidiques
des génes d’ARNr 16s ont permis de définir différents groupes de SCN,
comprenant S. epidermidis et S. haemolyticus comme 1’espéce la plus répandue,
ainsi que d’autres espéces traditionnellement incluses (p. ex., S. capitis, S.
hominis, S. simulans et S. warneri), « S. saprophyticus» peut étre distingué de S.
epidermidis en étant une cause spécifique de I'urétrite aigué. Cependant, S.
saprophyticus peut également étre trouvé comme un agent pathogéne causant
des infections comme celles connues pour les membres du groupe S.
epidermidis. Certaines des especes de SCN récemment découvertes, comme S.
pettenkoferi et S. massiliensis, pourraient faire partie de ce groupe. Récemment,
S. lugdunensis est devenu de plus en plus connu comme une espece SCN dans
une « position intermédiaire » entre S. aureus et le groupe S. epidermidis,
affichant les caractéristiques cliniques des deux groupes. Dans cette revue, le
schéma decrit dessous est appliqué a moins que les aspects phylogénétiques et
taxonomiques soient discutés, (1111

ane Staphylococcus —

Coagulase-positive/variable

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) staphylococci (CoPS)

Animal- .
e Animal- Human-
Human-associated CoNS associated associated
and other
CoPS CoPS
CoNS
S. carnosus . : . S
i e S. epidermidis-like “group”: intermedius
L2t S. epidermidis, S. haemolyticus, S. sapro- S. intermedius
carnosus 3y poy A 4
S. felis S. capitis, S. hominis, phyticus S. hyicus S. aureus
2 S. pettenkoferi, subsp. S. aureus subsp. aureus

S. caprae
S. lentus
and others

S. simulans, S. warneri, saprophyticus
and others

subsp.
anaerobius
and others

Figurel : Schéma clinique et épidémiologique des espéeces staphylococciques, basé sur la
catégorisation de la coagulase comme facteur de virulence majeur et son impact sur la sante
humaine. [

1.2. Habitat :
1.2.1.Habitat naturel :

Les staphylocoques sont I'un des groupes bactériens les plus abondants sur la
peau et les muqueuses de I'nomme et des animaux, et ils sont le constituant le
plus essentiel de la flore résidente. Malgré les difficultés des études de I'écologie
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microbienne cutanée et muqueuse, un fait essentiel s'est fait jour : I'adaptation
des staphylocoques aux différents biotopes ; elle est observée d'une part en
fonction des espéces - hétes et, d'autre part, en fonction des différents gites ou
habitats sur un méme hote ; certaines especes sont rencontrées chez I'homme,
d'autres chez 1’animal ; certaines espéces en situation mixte présentent souvent
des variations phénotypiques selon leur origine. [*2

Les staphylocoques sont largement disseminés dans 1’environnement, occupant
des niches écologiques spécifiques, ils sont trouvés dans le cadre de la
microflore normale des humains et d’autres animaux, et ont généralement une
relation proportionnelle avec leur hote. Les staphylocoques sont également
isolés en large éventail dans les denrées alimentaires telles que le fromage, le lait
et la viande et de sources environnementales comme [’air, le sol et I’eau. [

1.2.2.Les staphylocoques d’origine animale :

Certaines espéces sont tres répandues chez les animaux. Le S. xylosus est
fréquemment trouve chez les mammifeéres et les oiseaux alors qu'il est rare chez
I'nomme ; il en est de méme pour S. sciuri, S. lentus, S. kloosii. Les souches
animales de S. saprophyticus se distinguent des souches humaines par I'absence
d'acidification du xylitol. S saprophyticus semble faire partie de la flore gastro-
intestinale des bovins et des porcs et un contaminant courant des aliments
respectifs comme le beeuf cru et le porc. 1112

S. gallinarum et S. equorum semblent avoir une spécificité d'hétes. La flore
staphylococcique differe, chez un méme ho6te, en fonction du site de
prélevement. S. hyicus, S. epidermidis, S. warneriet S. simulans sont abondants
dans le lait de vache prélevé stérilement et présentant des signes d'inflammation,
alors que S. haemolyticus, S. xylosus et S. sciuri sont presents sur la peau
avoisinante. 2]

1.2.3.Staphylocoques D'origine humaine :

IIs sont trouvés a l'état commensal sur la peau, et les muqueuses et dans
certaines circonstances, ils peuvent créer des Iésions locales et systémiques.
1.2.3.1.Les staphylocoques de la peau :

La peau a une structure anatomique complexe qui permet la colonisation en
surface ou en profondeur par de nombreuses espéces microbiennes (Figure
1.1).Elle présente selon les différents territoires des variations structurales et
fonctionnelles importantes, lesquelles s’accompagnent de variations dans la
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nature de micro-organismes présents. Les régions chaudes et humides, riches en
nutriments, en lipides et dont le PH est proche de la neutralité sont favorable a
la multiplication bactérienne.

Skin 8

.
\) 02 A} ) -
surface A YIRS X PLP SO LR ]
8

LB 7O PR TP 3G PATEP g 5 O T T L
» Sweat pore
L]

Epidermis

Dermis
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Figure 2 : Vue transversale de la peau humaine et de la flore microbienne
associée.
[13]

- S. epidermidis est I’espéce staphylococcique la plus fréquemment isolée.
Cette bactérie colonise la surface du corps, ou elle est particulierement répandue
sur les zones humides telles que les zones axillaires, inguinales et périnéales et
les toiles des orteils. ©!

- S. capitis devient prédominant dans le cuir chevelu au moment de la puberté
qui coincide avec 1’augmentation d’activité des glandes sébacées. C’est la raison
pour laquelle qu’on trouve que les staphylocoques sont abondants sur le front
qui est riche en glandes sudoripares et sébacées. [*?]

-S. auricularis fait partie du microbiote externe de 1’oreille humaine et colonise
exclusivement cette région. 4
-S. haemolyticus et S. hominis sont preférablement isolés des zones axillaires et

pubiennes riches en glandes apocrines. P11
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-S. lugdunensis : fait partie intégrante de la flore de la peau, il se trouve
particulierement dans le bassin et les régions du périnée, dans la région de
’aine, aux extrémités inferieures et dans les axiles. [161[17]

Par rapport a S. aureus, il est moins fréquent dans les narines antérieures, et
aucune donnée n’est disponible sur la question de savoir si S. lugdunensis
colonise ces zones de fagon permanente ou intermittente. 7]

1.2.3.2. Les staphylocoques des muqueuses

Les staphylocoques sont également trés frequents sur la plupart des muqueuses
de I'organisme mais ont eété moins etudiés que les bactéries anaérobies ou les
enterobactéries ; en particulier les denombrements ont été rarement pratiqués et
surtout I’identification précise des espéces n'a pas toujours été effectuée. (12

-Dans le tube digestif, la présence des staphylocoques a été signalée depuis
longtemps mais l'intérét s'est surtout porté sur S. aureus, et peu de travaux ont
donné des indications sur la nature des especes de SCN rencontrées. Dans le
livre de Leclerc et Mossel, les staphylocoques sont signalés comme des
constituants de la flore fécale sous-dominante ; S. aureus est exceptionnel et il
s'agit presque toujours de S. epidermidis présent chez 50 % des sujets, en faible
quantité (102-103 UFC/g). [*8l

- Chez le nourrisson allaité artificiellement, les staphylocoques sont présents
constamment a concentrations élevee (10 4-10 5 UFC/g). S. epidermidis, S.
aureus et d'autres espéces sont presents dans la bouche, le duodénum, le jéjunum
et I'iléon [?]

- Les staphylocoques a coagulase négatif sont des constituants essentiels de la
flore vaginale anaérobie facultative ; ils sont trouvés chez 50 a 90 % des
femmes a des concentrations élevées ; S. epidermidis est présent a des taux de
7,5 log1l0 UFC/g; S. aureus est présent chez 5 % des femmes a concentration
élevée. [

- S. saprophyticus sub sp colonise fréquemment le rectum et les organes
génito-urinaires selon 1’age et la saison (de préférence en été et automne). Selon
rupp et al le tractus urogénital a été colonisé chez 6.9% des femmes en bonne
santé 2% cependant dans 40% des humains, le réservoir principal est le tractus
gastro-intestinal (étude schneider et riley). 710
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-La flore microbienne spermatique temoignant probablement aussi de la flore
urétrale, contient des staphylocoques (S. epidermidis et S. aureus) a des
concentrations faibles en général (moins 10 3 UFC/ml). [21]

- S. epidermidis colonise principalement la conjonctive et les narines
antérieures. [

1.2.3.3. Autres SCN :

S. pasteuri a été trouvé dans un grand pourcentage (65.7%) des échantillons
d’eau potable d’un réseau de distribution responsable de I’approvisionnement en
eau des consommateurs, S. carnosus, S. condimenti, S. piscifermentans, S.
succinus et S. xylosus représentent des espéces staphylococciques qui sont

genéralement associes aux aliments fermentés et a leurs cultures de demarrage.
[22] [23]

1.3. Les caractéres bactériologiques :
1.3.1. Aspect morphologique :

Les staphylocoques coagulase négative sont des cocci d'un diameétre variant de
0.5 a 1.5 um. Ills se présentent isolés, en diplocogques, ou en amas realisant
I'aspect caractéristique d'une grappe de raisin 24, ils font partie des bactéries
Gram positif (voir annexe 1).Cependant les vieilles cellules perdent parfois leur
affinité tinctoriale et peuvent devenir a Gram variable. Elles sont immobiles,

non sporulés et sauf trés rares exceptions, ils sont dépourvus de capsule.[4 [2°]
[26] [6]
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Figure 3 : Morphologie du staphylocoque a coagulase négative visualisée a
I’aide de la coloration de Gram (grossissement de 10). [27]

1.3.2.Caractéristiques biochimiques et culturelles :
1.3.2.1.Caracteres culturaux :

Les staphylocoques coagulase négative se développent facilement en aérobiose
ou en anaérobiose 4 a 37°C sur les milieux usuels & ’exception de S.
saccharolyticus et de certaines souches qui sont anaérobies strictes. [251128

Sur gélose enrichis en sang, gelose nutritive, gélose trypcase soja ou une gélose
coeur cervelle les colonies de la plupart de SCN ont un diamétre de 1a 3mm
apres 24h et 3 a 8mm apres 3jrs d’incubation a 35°C.

La pigmentation des colonies dont la couleur varie du blanc au jaune ou au jaune
orangé peut apparaitre tardivement ou S’intensifier aprés une incubation
prolongée a température ambiante. [

Par exemple :

-Le S. epidermidis: produit des colonies semblables a celles du S. aureus,
excepté qu’elles sont pigmentées en blanc et ne produisent pas d’hémolyse béta.

-Le S. saprophyticus : produit, a 1’isolement primaire, des colonies légérement
pigmentées de jaune ; ces derniéres sont de plus grand dimension et légérement
plus bombé que les autres SCN. [
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S. aureus(S. doré) S. coagulase négative ( S. blanc)
4

Figure 4 : Aspect des colonies de S. aureus et SCN sur gélose au sang cuit. 129

Certains milieux de culture peuvent étre utilisés soit dans un but sélectif, soit
dans un but d'identification directe ou on retrouve notamment :

-Milieu géloses selectif Columbia :

Milieu relativement riche, mais qui reste un milieu de base qui permet la culture
des bactéries non exigeantes. Il Peut étre additionné aux antibiotiques CNA
(colistine et acide nalidixique) ou CAP (colistine et aztreonam) qui permettent
d'inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif, et ainsi de sélectionner les
bactéries a Gram positif dans un prélévement poly-microbien. B%

-Milieu sélectif de Chapman :

Ce milieu inhibe la plupart des bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Il
sélectionne seulement les bactéries du genre Staphylococcus. La lecture Apres
24 a 48 heures a 37°C en aérobiose une culture permet d'orienter l'identification
des SCN par la mise en évidence de colonies non pigmentées, brillantes,
crémeuses, blanches et de 1 a 2 mm de diamétre. B%
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Staphylococcus
epidermis

Figure 5: Aspect des staphylocoques a coagulase négative (S.epidermidis) a
gauche et de S. aureus a droite sur un milieu Chapman®, S. aureus fermente le
mannitol contenu dans le milieu ce qui se traduit par un changement de
coloration du milieu (indicateur de pH : rose —jaune). B

- Milieux chromogenes :

Permettant, grace a la mise en évidence d’activité enzymatique, l'identification
directe de certaines espéces bactriennes, ou l'orientation vers certains groupes de
bactéries

1.3.2.2. Caractéres biochimiques :

Les SCN sont oxydase (-) catalase (+). Cependant les différentes espéces du
SCN présentent des caractéristiques biochimiques différentes. Ce principe est
utilisé pour leur identification au moyen de galeries biochimiques
commercialisées et adaptées a la routine d’un laboratoire. [?8]

Le Tableau suivant représente les différents critéres biochimiques
d’identification de ces germes :
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Tableau 1 : Caractéristiques biochimiques et culturels des staphylocoques a
coagulase négative. [

Coagulase D-Xylose Sucrose D-Trehalose Maltose  Manitol Anaerobic Hemolysis
Species growth
thioglycolate

I
|
+
+
3
i
+

S. aureus °
S. schleiferi subsp. coagulans “
S. schleiferi subsp. schleiferi ® - -
S. epidermidis ¢ - - +
S. haemolyticus ® - - +
S. saprophyticus ® - I +
S. warneri ® - - +
S. hominis subsp. hominis ¢ - B +
S. hominis subsp. novobiosepticus © — - + -
+
+
+
+
+

-
|
F
!

[

!
+
!

S. simulans ¢ e

S. lugdunensis ®

S. capitis subsp. capitis - -
S. capitis subsp. urealyticus ¢

S. cohnii subsp. cohnii - -
b

+
I
+ 1 +H++++++

+
|
+

++++++F 1+

S. cohnii subsp. urealyticum
S. xylosus @ - +, +
S. caprae ? - -

+ 4+ +F 4+ 0

+ 4+ + + |
+
‘.|++-
F
I
g

(
F
|

1.3.3.Les variétés antigéniques :

La paroi des staphylocoques a coagulase négative contient les principaux
antigénes suivants :

1.3.3.1. MSCRAMMs (Microbial Surface Components
RecognizingAdhesive Matrix Molecules) :

Elles sont des protéines de surface impliquées dans I’adhérence microbienne
aux tissus hotes. On cite :

-Sdr G (Pei and Flock, 2001) : Serine-aspartate dipeptide repeatprotein G ; se lie
au fibrinogéne humain ;( SdrG/Fbe) (Ponnuraj et coll., 2003).

-Sdr F : Serine-aspartate dipeptide repeatprotein F (Arrecubieta et al., 2009) ; se
lie au collagene de type I.

-Emb p : Extracellular matrix-binding protein (Embp) (Christner et al., 2010)
Protéine de liaison a la matrice extracellulaire; liaison avec fibronectine.

-Ses J : représente un prototype d’une nouvelle sous-famille de Mscrammes,
exprimé sur la surface de S. epidermidis, trouvé aussi sur autres espéces SCN ;
Scs) pour  S.capitis  (Strain CRO1), ShsJ pour S. haemolyticus ( strain
JCSC1435) et Sdrl sur S. saprophyticus ( strain 7108).
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1.3.3.2. SRRPs (Serine Rich RepeatProteins) : trouvé dans S. haemolyticus
(SHO0326 dans les souches JCSC1435, Takeuchi et coll., 2005) et S. epidermidis
(SE2249 dans la souche ATCC 12228, Zhou et Wu, 2009). [

1.3.3.3. Les acides teichoiques de la paroi :

S.epidermidis présente des acides teichoiques glycérol avec des résidus de
glycosyle appelés polysaccharide B dans la littérature ancienne. B4

I.4. Pouvoir pathogene et facteurs de virulence :

Les SCN ou « staphylocoques blancs » sont reconnus majoritairement comme
des bactéries opportunistes responsables d’infections nosocomiales. IIs peuvent
étre responsables de bactériemies, d’endocardites, d’IOA, de méningites post-

opératoires ou sur matériel de dérivation, de conjonctivites, d’endophtalmies,
ot [351[36]

L’adhésion des SCN aux tissus de 1’hote dépend de 1’expression de différents
facteurs principalement étudiés chez S. epidermidis (Tableau 1). Les
MSCRAMMs (Microbial Surface Components RecognizingAdhesive Matrix
Molecules) sont des composants de la surface bactérienne indispensables a la
fixation de la bactérie aux protéines matricielles, en particulier, le collagene
(SdrF) et le fibrinogene (SdrG/Fbe). L’Embp (liaison a la fibronectine), I’Ebp
(liaison a 1’¢lastine), les adhésines AtIE et Aae, et les acides teichoiques de la
paroi (role démontré chez S. aureus) interviennent également dans ce processus
d’adhésion. La fixation des SCN est possible sur matériel inerte (cathéter,
prothése valvulaire ou orthopédique sondes de pacemaker) lorsque celui-ci a été
conditionné par un dépot protéique (fibrinogene, fibronectine, vitronectine,
thrombospondine, facteur de vonWillebrand) et plaquettaire. 1371138l

1.4.1.Le biofilm, principal déterminant du pouvoir pathogéne des SCN :

La phase initiale d’adhésion va permettre la synthése et la structuration d’un
biofilm nécessaire a la pérennisation de la colonisation, et elle est directement
impliquée dans la physiopathologie des infections a SCN. S. epidermidis et les
autres especes rencontrées en pathologie humaine ont en effet la capacité de
sécréter une matrice extra-cellulaire permettant la multiplication bactérienne en
exercant un role de barriére vis-a-vis des défenses de 1’hote : inhibition de
I’action des peptides antibactériens, de la phagocytose, et de la bactéricidie des
polynucléaires neutrophiles (PNN) dépendant d’un dépdt de fraction C3 du
complément et d’IgG sur la surface bactérienne ! . Le biofilm réduit également
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la diffusion de certains antibiotiques anti-staphylococciques (béta-lactamines,
glycopeptides, aminosides, fluoroquinolones) et contribue ainsi aux échecs
thérapeutiques observées lors du traitement des infections sur matériel 391 [401,
La diffusion de la rifampicine % | de la daptomycine et du linézolide ne semble
que peu ou pas altérée et permet I’obtention de concentrations intrabiofilm
efficaces aux posologies usuelles. Le linézolide pourrait avoir un effet inhibiteur
de la biofilmogenése supérieur a celui des autres molécules. 1114211431

1.4.2. Le poly-N-acétyl-glucosamine (PNAG) :

Il est un composant essentiel du biofilm et permet 1’agrégation bactérienne au
sein de celui-ci ™4 . La synthése de cet exopolysaccharide est codée par 1I’opéron
ICA (icaR, icaA, icaD, icaB, icaC), présent chez la grande majorité des souches
invasives de S. epidermidis [“l. Cependant, une production de biofilm
dépendante des protéines de surface Aap et Bap, est possible chez les souches
ica-négatives. La synthése du biofilm est I’étape ultime de détachement
cellulaire — source de dissémination métastatique dans les infections
endovasculaires — sont regulés par un systeme complexe de communication
intercellulaire (quorum sensing) dépendant de 1’expression du locus agr. ]

Biofllm matrix (PIA, teichoic acids, eDNA, proteins)

Primary attachment (s

\ Accumulation /
Host extracellular matrix maturation

proteins (e.g. fibronectin) \M
—

Artificial surface

Figure 6 : Structure, fonction et contribution de 1’adhérence inter-cellulaire
polysaccharidique (PIA) a la formation du biofilm de Staphylococcus
epidermidis. 471




Chapitre | : Staphylocoques a coagulase négative

@
o @ o

CI)cg OQQ
&

d&g@ﬁ .&%%%%@ %

Attachment Accumulation and Maturantion Detachment
To polymer surface(non-specific): Adhesive factors: Disruptive factors:
Autolysins (as, AtlE) PIA PSMs
Teichoic acids eDNA Proteases
Surface hydrophobicity Surface proteins (Aap, Bhp) Nucleases
To host matrix proteins(specific): Disruptive factors:
MSCRAMMs (as, SdrG/Fbe, Embp, PSMs
AtlE) Proteases

Nucleases

Figure 7 : Représentation de la formation du biofilm de S. epidermidis et les
facteurs de virulence impliqués dans chaque phase “®

1.4.3. Autres facteurs de virulence :

S. epidermidis et les autres SCN sécrétent tres peu de facteurs de virulence par
comparaison au S. aureus.

-Le  systeme CRISPR  (Clustered, Regularlylnterspaced,  Short
PalindromicRepeat):

Il est Commun chez S. epidermidis, pourrait limiter 1’acquisition d’éléments
génétiques mobiles codant des exotoxines. [4°]

-Les exoenzymes ou les proteases :

S. epidermidis produit des différentes exo-enzymes, en particulier, la protéase
SepA (dégradation de certains peptides antimicrobiens s’opposant a la
colonisation), la protéase Esp (dégradation du fibrinogene et la fraction C5 du
complément).

-FAME, Fatty-Acid Modifying Enzyme:

Une activité enzymatique capable de neutraliser les acides gras toxiques pour la
bactérie. [

-Résistance aux peptides antimicrobiens :
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Le systeme Aps semble avoir un role central dans la résistance aux peptides
antimicrobiens (AMPS) et I’évasion immune Y . Des mécanismes de régulation
ascendante pour protéger la cellule contre cette blessure; cela comprend
I’augmentation de la D-alanylation des acides teichoiques et lysylation des
phospholipides, ainsi que 1’augmentation de la charge positive globale de la
bactérie. B2

-Lantibiotiques :

S. epidermidis produit plusieurs lantibiotiques (p. ex., épiderme, Pepb5,
épilancine, épicidine), qui sont des bactériocines. Ces acides aminés contenant
des peptides antimicrobiens sont actifs contre une variété de bactéries et peut
fonctionner dans 1’interférence bactérienne et la colonisation réussie et la
persistance sur la peau humaine. 531054

- Les Phénol-Soluble Modulins (PSMs) :

Apparaissent comme les principaux facteurs de virulence sécrétés par les SCN.
Six types de PSMs ont été décrits chez S. epidermidis (PSMa, PSMDb, d-toxine,
PSMd, PSMe et PSMb1). 5]

L’expression des genes codant pour ces PSMs sont regroupés dans 4 loci
chromosomiques, et régulés par le systéme agr. Une PSM additionnelle (PSM-
mec) peut étre codée par un élément génétique mobile associé a différents types
de Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec), le support de la
résistance a la méthicilline chez les staphylocoques. Les fonctions de ces PSMs
sont proches de celles décrites chez S. aureus : induction de la réaction
inflammatoire, effet cytolytique sur les PNN, régulation de la maturation du
biofilm et des phénoménes de détachement bactérien et de dissémination de
’infection. [501156]

Tableau 2 : Principaux facteurs de colonisation impliqués dans le pouvoir
pathogéne de Staphylococcus epidermidis.
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Fonction Facteurs

Adhésion MSCRAMMs (SdrG, SdrF, Aap), AtlE/Aae, Embp,
acides teichoiques de paroi

Evasion immune et résistance Poly-N-acétylglucosamine (PNAG),
protéase SepA, acide poly-g

aux peptides antibactéeriens glutamique (PGA), systeme Aps

Synthese du biofilm PNAG, protéines Aap et

Bap
Détachement du biofilm/dissémination Phenol-Soluble Modulins

(PSMs) de I’'infection
MSCRAMMs Microbial Surface Components RecognizingAdhesive Matrix
Molecules.

Autres especes SCN :

L’¢étude des mécanismes de virulence chez d’autres espéces de staphylocoques
est limitée.

Toutefois, des progres ont été realisés avec les especes uro-pathogenes S.
saprophyticus et S. lugdunensis. Le S. saprophyticus montre une forte adhérence
aux cellules uro-épithéliales et aux érythrocytes et produit de I’uréase, facilitant
la croissance B B8l En outre, le séquencage du génome révéle que le S.
saprophyticus ATCC15305 est particulierement adapté a la croissance dans les
urines en raison de I’expansion des systemes impliqués dans I’osmotolération.
En ce qui concerne la S. lugdunensis, cette espéce ne produit pas de toxines et
facteurs d’adhérence semblables a S. aureus malgré son augmentation
apparente. [5°1160]

Cependant, plusieurs études ont révélé que S. lugdunensis lie les protéines
humaines de la matrice hote, y compris le collagéne, I’'lgg, le fibrinogéne,
laminine, vitronectine, fibronectine, thrombospondine et le VonWillebrand.
En outre, bien qu’il contient icaADBC locus, le S. lugdunensis semble produire
des protéines dependantes de biofilms et qui ne dépendent pas de PIA
(polysaccharide inter-cellular adhesin). (611621 [63]
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1.5. Méthodes d’identification :

Le développement des méthodes d’identification des espéces et sous-eSpeces
staphylococciques permet aux cliniciens d’obtenir de I’information sur la variété
des SCN présents dans les spécimens cliniques et de les considérer comme des
agents étiologiques des processus infectieux. 64

Il existe diverses méthodes d’identification du SCN, tant phénotypiques que
génotypiques. [

1.5.1. Méthodes phénotypiques :

De nombreux types de tests manuels et automatisés ont été mis au point pour
I’identification des especes du SCN en fonction de leur caractéristique
phenotypique.

I s’agit notamment du test API Staph, Staph-Zym test et systéeme de
microbiologie automatisé BD ; toutefois, la précision de ces methodes est faible,
et elle est de 50 a 70 %. Récemment, plusieurs tentatives ont été faites pour
identifier les différentes especes du SCN utilisant la desorption laser assistée par
matrice spectrométrie de masse de temps de vol (MALDI-TOF MS) base sur
différents profils d’expression des protéines. [

Toutefois, il existe une grande variation dans les méthodes de traitement de
I’échantillon, ce qui entraine une difficulté dans 1’identification des pathogénes
dans les cultures mixtes utilisant cette procédure. En outre, ’utilisation de cette
méthode est associée a une acquisition initiale de codt élevé, ce qui limite sa
mise en ceuvre dans de nombreux laboratoires. [¢°]

1.5.2. Méthodes génotypiques :

Les méthodes d’identification génotypiques basées sur le séquencage de
I’ ADN sont plus précises que les tests phénotypiques mentionnés ci-dessus.

Le polymorphisme de longueur des fragments amplifiés (AFLP) est relativement
discriminatoire, mais elle est chere et a forte intensité¢ de travail. L’analyse
d’hybridation ADN-ADN du génome complet a également été utilisée pour
I’identification des especes de Staphylococcus. Ces deux méthodes ne
conviennent pas a un usage courant, et leurs principaux inconvénients
comprennent la manipulation d’échantillons aprés [’étape de la PCR et
’exigence de sondes génétiques, dont la préparation peut prendre du temps. [
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L’identification des espéces de SCN par séquengage de I’ARN ribosomique 16S
(ARNr 16s) est largement acceptée comme une méthode normalisée
d’identification bactérienne. Cependant, dans certains cas, la méthode est
incapable de différencier les especes phylogénétiguement proches. Les
méthodes d’identification des espéces ont donc été développées sur la base du
séquencage d’autres genes domestiques. Le géne sodA a été largement exploité
pour I’identification génotypique des especes de SCN, cette utilisation est
expliquée par sa divergence qui est supérieure a celle de I’ARNr. [%

1.6.Sensibilité aux antibiotiques :

Une augmentation importante et spectaculaire du nombre de souches de SCN
résistantes a été observée, en particulier pour la pénicilline,
oxacilline/méthicilline, la ciprofloxacine, la clindamycine, 1’érythromycine et la
gentamicine. [©7]

1.6.1. Résistance naturelle a la novobiocine :

La résistance naturelle a la novobiocine chez les staphylocoques et les bactéries
d’autres genres est principalement due a [’accumulation de mutations
ponctuelles dans le géne gyrB, codant pour la sous-unit¢ d’ADN gyrase B
(Gyrb), cible de la novobiocine. 68

Le S. saprophyticus a été la premiere espéce de staphylocoque décrite ayant une
résistance naturelle a cet antibiotique. Depuis, d’autres especes résistantes sont
venues compliquer la reconnaissance de S. saprophyticus. [

De fagon intéressante, les especes de SCN résistantes a la novobiocine sont
moins sensibles aux fluoroquinolones que les espéces qui y sont sensibles. Cela
pourrait étre expliqué par le fait que I’ADN gyrase est une cible commune a la
novobiocine et aux fluoroguinolones. (¢

1.6.2. Résistance aux béta-lactamines :

La resistance aux béta-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux
grands types de mécanismes qui sont identiques pour les SA et pour les SCN :

Un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes inactivant
I’antibiotique et ; un mécanisme de résistance intrinséque par modification des
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protéines de liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLPs.
[70]

1.6.2.1. Résistance extrinseque ou par production de béta-lactamases
(pénicillinase) :

La plupart des souches de staphylocoques isolées en milieu hospitalier et extra-
hospitalier résistent a la pénicilline par production de pénicillinases qui ouvrent
le cycle béta-lactame de la molécule et inactivent 1’antibiotique. Ces
pénicillinases sont extra-cellulaires, inductibles et généralement codées par des
plasmides. Elles inactivent les pénicillines G et V, les aminopénicillines, les
carboxypenicillines et les uréidopénicillines. L’expression du géne blaZ codant
pour les B-lactamases (penicillinase) staphylococcique est de loin le phénotype
de résistance le plus fréqguemment rencontré par les SNC, et dans nos jours
habituellement plus de 90 % des SCN d’origine clinique, en particulier S.
epidermidis et S.haemolyticus, résistent a la pénicilline. [11172

1.6.2.2. Résistance intrinséque ou résistance hétérogene a la méticilline :

Environ 80 % a 90 % des isolats de SCN associés aux infections hospitalieres
sont des isolats resistants a la méticilline. La résistance a la meéticilline chez les
staphylocoques, pour la plupart des cas, est médiée par le géne mecA, qui
encode la protéine liant la pénicilline 2A (PLP2A), ce qui entraine une
diminution de 1’affinité pour les pénicillines semi-synthétiques. Ce gene est
largement disséminé chez les especes de Staphylococcus, ce qui pourrait étre di
a des transmissions horizontales entre les isolats du SCN et S. aureus. [7®1174]

Le géne mecA, est situé sur un grand génome mobile connu sous le nom de
staphylocoque cassette chromosome mec (SCC mec), qui porte également les
¢léments génétiques pour d’autres résistances aux antibiotiques et
transmissibilité. Ce gene a été trouvé dans plus de 80% des isolats de septicémie
néonatale tardive aux SCN. Cette resistance a la méticilline était
significativement plus élevée dans les isolats slime positifs (81 %) que dans les
isolats slime négatifs (57 %). ["°1176]

I1 existe aussi d’autres mécanismes de résistance tels que 1’hyper-production de
béta-lactamases ou la production des PLPs (protéine liant la pénicilline)
normales modifiées, qui ont une faible affinité pour la méticilline. ['"]
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Aussi les MR-SCN sont résistants aux antibiotiques des autres classes et ceci est
a un degré différent, p.ex.> 80% dans des cas des isolats nosocomiaux de S.
epidermidis présentant des résistances autres que la méticillino-résistance. "8l

Le principal probleme de cette résistance réside dans le fait que les infections
causées par les souches de staphylocoques résistantes a la méticilline sont
difficiles a traiter et pose un probléme d’échec thérapeutique. Dans certains cas,
les isolats ne sont sensibles qu’aux glycopeptides et aux nouveaux antibiotiques,
comme le linezolide, la tigécycline, la daptomycine et Ila
quinupristine/dalfopristine. [l

1.6.3. L’émergence de la résistance aux glycopeptides (vancomycine et
teicoplanine) :

La fréquence de la résistance a I’oxacilline/ Méticilline chez les souches de SCN
a augmenté considérablement au cours des dernieres décennies. Cela a conduit a
’utilisation fréquente des glycopeptides pour le traitement des infections a SCN.
Par conséquent, 1’émergence des souches de baisse sensibilité a la vancomycine
et a la teicoplanine ; a été signalé. Depuis les années 1990, une augmentation
mondiale dans le nombre des souches de SCN resistantes aux glycopeptides a
été décrite. 187

La résistance a la teicoplanine est la plus répandue et I’espéce S. haemolyticus
semble particulierement prédisposée a développer ce type de résistance. 8]

Le mécanisme de résistance des SCN aux glycopeptides n’est pas encore trés
clair. Les profils de sensibilité hétérogenes, y compris la sensibilité réduite a la
teicoplanine, peuvent indiquer une certaine prédisposition générale a une
résistance intrinséque a cette classe d’antibiotiques. [©2]

Néanmoins, certaines études ont signalé un épaississement de la paroi cellulaire
pour les SCN résistants aux glycopeptides (S. epidermidis et S. haemolyticus).
Aussi, certains SCN résistants aux glycopeptides peuvent posséder un exces de
sites de fixation du glycopeptide en raison de la surproduction de matériau de
peptidoglycane a la paroi cellulaire. ©!
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I1-1. Définitions :
11.1.1. Nouveau-né :

Selon ’OMS, un nouveau-né est un enfant qui a moins de 28 jours. Ces 28
premiers jours de vie sont pour I’enfant ceux ou le risque de déces est le plus
¢levé. Il est par conséquent crucial qu’une alimentation et des soins appropriés
soient dispenses au cours de cette période, a la fois pour améliorer les chances
de survie de I’enfant et pour poser les fondations d’une vie en bonne santé. [
11.1.2. Infection néonatale bactérienne :

Les infections néonatales bactériennes sont séparées en deux groupes :

Les infections néonatales bactériennes précoces ou infection bactérienne
materno-foetale et les infections néonatales bactériennes tardives et cela en
fonction du délai d’apparition par rapport a la naissance. 4

Les IMF surviennent dans les 3 a 4 premiers jours de vie. Elles sont
responsables de 12 % de la mortalité périnatale, de 9 % de la mortalité néonatale
précoce, et de 12 % de la mortalité néonatale tardive. Les infections néonatales
tardives primitives se déclarent entre j5 et j28 de vie [ et sont surtout des
infections post-natales et des infections nosocomiales. !

L'infection néonatale (INN) est aussi définie par un syndrome clinique de
bactériémie caractérisé par des signes et symptomes cliniques survenant chez un

nouveau-né de 0 a un mois de vie, pouvant s’étendre jusqu’a 3 mois [#7],

11.1.3. Bactériémie :

La bactériemie est définie par la présence dans le sang de bacteéries viables. Elle
peut étre transitoire, asymptomatique, ou, au contraire s‘accompagner de
manifestations cliniques majeures dans ce cas elle peut étre intermittente ou
continue. (881189

Elle peut étre aussi primaire si le germe pathogene isolé dans I’hémoculture
n’est pas impliqué dans I’infection d’un autre site, ou secondaire a un foyer, si le
micro-organisme isolé¢ dans 1I’hémoculture est déja impliqué dans 1’infection
d’un autre site de I’organisme .,

Il existe aussi la pseudo-bactériemie qui est définie par la présence d’une
hémoculture positive pour un ou plusieurs germes mais dont la croissance ne
reflete pas la réalité clinique: Contamination [°%,

Pour la vraie bactériémie, en général, un temps de positivité inférieur a 24
heures est considéré comme compatible avec la bactériémie. [°2

E
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Les vraies bactériémies dues aux SCN, sont définies par I’isolement des mémes
souches de SCN a partir de multiples échantillons de sang préleveés
(généralement 02 hémocultures) a différents endroits ou a des intervalles de
temps différents, dans ce cas il est plus susceptible de I’incriminer comme un
agent pathogeéne que le considérer comme un contaminant 31,

11.2. Epidémiologie :

La septicémie néonatale demeure 1’une des principales causes de morbidité
et la mortalité chez les nouveau-nés. Bien que, les progres réalisés dans les soins
néonataux ont amelioré la survie et réduit les complications chez les nourrissons
prématurés, la septicémie contribue encore de facon significative a la mortalité
et a la morbidité chez nouveau-nés tres de faibles poids a la naissance (VLBW<
1500 g) dans les unités de soins intensifs. [°4

Les staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont les principaux pathogenes
impliqués dans le sepsis néonatal tardif, en particulier chez les prématures.
Selon les données les plus récentes des National Institutes of Child Health and
Development (NICHD), la mortalit¢ liée a I’infection n€onatale chez les
nouveaux nés de treés faible poids a la naissance (poids a la naissance 1500
grammes) est en moyenne de 10 %, mais peut atteindre 40 % selon 1’agent
pathogene en cause. Les nouveau-nés prématurés présentent un risque éleve
d’infection néonatale, ce qui entraine une mortalité¢ élevée et des morbidités
graves a long terme. [

11.3. Physiopathologie :

11.3.1. Mode de contamination :

Les nouveau-nés représentent une population de patients unique et tres
vulnérable, ceci est principalement dii & I’immaturité immunologique et les
barrieres cutanées altérées qui jouent un role dans la vulnérabilité des nouveau-
nés aux infections nosocomiales. Durant la premiere semaine de vie, le risque
des infections aux SCN augmente considérablement avec 1’utilisation de
cathéters veineux centraux (CVC), la ventilation mécanique, la nutrition
parentérale et ’exposition a d’autres procédures invasives pour la peau.

Les SCN sont des habitants communs de la peau et des muqueuses, bien qu’une
faible proportion de nouveau-nés acquiérent des SCN par transmission verticale,
I’acquisition se fait principalement horizontalement. Par conséquent, les
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nouveau-nés admis a 1’hdpital obtiennent la plupart de leurs microorganismes de
I’environnement de I’hodpital, de leurs parents et du personnel. 961 [71 [9€]
La transmission par les mains du personnel hospitalier peut conduire a des

souches endémiques circulantes pendant une longue période. 71

11.3.2. Adhésion et formation de biofilm :

La formation des biofilms est incriminée dans 80 % des infections microbiennes
chroniques. Ainsi, les bactéries des biofilms présentent une capacité accrue a
survivre en présence de fortes concentrations d’antibiotiques bactéricides. Ce
phénomene appelé « tolérance des biofilms aux antibiotiques » est multifactoriel
et phénotypiquement associé au mode de vie de biofilm. En effet, lorsque les
bactéries quittent le biofilm, elles perdent la majorité de leur tolérance aux
antibiotiques. [#911200]

Les capacités d’adhésion des staphylocoques aux cellules humaines, aux
matrices extracellulaires et aux corps étrangers sont des facteurs essentiels des
processus de colonisation et d’infection, aboutissant a la formation de ces
communautés structurées de cellules bactériennes entourées d’une matrice
polymérique autoproduite et adhérant & une surface inerte ou vivante, [101]

La phase initiale d’adhésion va permettre la syntheése et la structuration d’un
biofilm nécessaire a la pérennisation de la colonisation et elle est directement
impliquée dans la physiopathologie des infections a SCN. En effet,

le S. epidermidis et les autres espéces rencontrées en pathologie humaine ont la
capacité de sécréter une matrice extra-cellulaire permettant la multiplication
bactérienne en exercant un role de barriére vis-a-vis des défenses de 1’hote :
inhibition de I’action des peptides antibactériens, de la phagocytose, et de la
bactéricidie des polynucléaires neutrophiles (PNN) dépendant d’un deépdt de
fraction C3 du complément et d’IgG sur la surface bactérienne. [192]

11.3.3. Interférence avec le systeme immunitaire :

Une conséquence grave des infections a SCN est la septicémie. La production
des cytokines telles que les facteurs alpha de la nécrose tumorale (TNF alpha),
les interleukines-1 et 6 (lI-1 et 11-6) joue un réle majeur dans la physiopathologie
des évenements inflammatoires de cette septicémie. En effet, les SCN peuvent
interférer avec le systeme immunitaire en libérant des composants de leur paroi
cellulaire, tels que les peptidoglycanes et 1’acide téichoique qui stimulent les
lymphocytes humains a produire les TNF alpha, IL-1 et IL-6 d’une maniére
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dépendante de la concentration. Cette libération excessive entraine le syndrome
de choc septique qui peut induire la mort du patient (%1,

Cependant, L’opsonophagocytose semble é&tre le principal mécanisme de
défense de 1’hdte contre les espéces de SCN. Chez les nouveau-nes, le
complément C3 et les 1gG se sont révelés qualitativement et quantitativement
deéficients, et ces lacunes se rapportent directement au nouveau-né présentant un
risque accru de septicémie & SCN. Les SCN obtiennent des résultats
relativement de faibles niveaux d’IL-12 p70, IL-18, et IFN- par rapport au S.
aureus, ce qui conduit a la baisse de la différenciation de Thl et, par conséquent
moins d’immunité adaptative médiée par le Th1. 104

11.3.4. Internalisation et persistance dans les cellules hétes comme une
stratégie d’évasion au systéme immunitaire :

A P’instar de S. aureus, les SCN peuvent passer d’un style d’infection plus
agressif a un mode de vie adapté au niveau intracellulaire, et ceci a cause des
SCVs (small colony variants) qui ont une vitesse de croissance lente, une
morphologie atypique des colonies et des caractéristiques biochimiques
inhabituelles, chose qui fait d’eux un défi pour les microbiologistes cliniques
pour les identifier. [10°]

Ce phénotype a une importance primordiale dans la stratégie genérale de la
survie bactérienne, en outre pour la persistance intracellulaire des
staphylocoques a croissance extracellulaire. Ce changement de style de vie qui
s’accompagne par une profonde conversion du métabolisme du micro-
organisme, affecte drastiquement 1’interaction hote-pathogéne, avec des
conséquences cliniques majeures conduisant a des infections chroniques et
récurrentes, souvent réfractaires a la thérapie. (1%

I1.4. Aspects cliniques :
11.4.1. Principaux caractéristiques cliniques :

- Bien que les especes des staphylocoques a coagulase négatif constituent une
composante majeure de la microflore normale chez 1’homme, leur rdle (en
particulier celui de S. epidermidis) causant des infections nosocomiales
a été reconnu et bien documenté au cours des deux derniéres décennies. [X7]
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-Les Caractéristiques cliniques d’une septicémie a SCN peuvent varier de subtile
a écrasante septicemie et incluent une apnée, augmentation du soutien
respiratoire, bradycardie, instabilité de la température, acidose métabolique,
intolérance alimentaire, distension abdominale, hypotension, pneumonie,
méningite, taux élevé ou diminué de globules blancs, thrombocytopénie et
hyperglycémie 181,

11.4.2. Bactériémie néonatale tardive a SCN :

Le sepsis néonatal tardif concerne les infections contractées pendant le séjour a
I’hopital, c.-a-d. les infections nosocomiales ou associées aux soins de sante, qui
sont le plus souvent définies par des preuves cliniques claires de I’infection et au
moins un résultat positif découlant d’une hémoculture. [y compris les
staphylocoques a coagulase négative (SCN) et les pathogenes fongiques]

[109]

Cependant, la définition de la bactériémie causée par les SCN est souvent
discutable, et il est possible que certaines des infections SCN signalées reflétent
des échantillons contaminés . Mais, au cours des derniéres décennies, les
especes des staphylocoques a coagulase négative (SCN) ont émergé comme
I’organisme le plus communément identifi¢ dans les septicémies néonatales
tardives [1*%Tableau 3 et Figure8. L’incidence élevée de ces infections est due
non seulement a un taux élevé des procédures invasives chez les patients
immunodéprimés, mais également a la capacité de la bactérie a former des
biofilms. [

Le S. epidermidis est généralement considéré comme 1’espéce la plus fréquente
dans ce contexte. Cependant, de récents rapports ont identifié le S. capitis
comme une cause émergente de bactériémie dans les soins intensifs néonataux.
[112] Aussi, des études récentes ont révélé une morbidité grave par S. capitis, en
particulier en raison d’un clone multi-résistant aux medicaments (NRCS-A), qui
est endémique sur les unités de soins intensifs néonataux dans le monde. Bien
que les infections par le SCN aient été décrites comme relativement bénignes,
mais chez les nouveau-nés sensibles : prématurés et faibles poids de naissance
<1500g, aussi les nouveau-nés avec des antécédents de cathétérisme
intravasculaire prolonge, ou séjour hospitalier plus long, elles sont associées a
une morbidité importante, y compris une morbidité respiratoire, des maladies
pulmonaires chroniques et parfois la mort. 72111131
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Les survivants d’une septicémie néonatale tardive due aux agents pathogénes en
particulier les nouveau-nés sensibles, y compris les SCN présentent a long terme
un risque d’une détérioration du développement neurologique, incluant une
incapacité majeure et un retard cognitif. [*14

70.0

60.0 B Coagulase-negative staph
8 Sraphylococcus aureus

5

30.0 8 Escherichia coli

P u Klebsiella spp.

B Enterobacter spp.

o Pseudomonas spp.

Incidence (%0)

o Candida spp.

10.0

0.0

USA  Aovstralia Korea Germany Asia  Taiwan Kuwait Turkey Mexico

Figure 8: Principaux agents pathogénes responsables de la septicémie

néonatale d’apparition tardive et leur incidence selon les régions géographiques.
[114]

Tableau 3: Les germes associés a un sepsis tardif et leur prévalence
approximative, 110

Organisms Fréquence
Gram-positives 75%
Coagulase-negativestaphylococci 60-70%
Staphylococcus aureus 10%

Group B streptococci 3-5%
Enterococcussp. 3-5%

Group A streptococci 1-2%
Gram-negatives 20%
Escherichia coli
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5-7% each

Klebsiella

Enterobacter

Citrobacter 1-2% each

Pseudomonas

Serratia

others

Candida sp. 5%

11.4.3. Bactériémie persistante a SCN :

Les infections @ SCN ont une tendance a persister, avec ou sans fiévre ni autres
signes d’infection, et souvent en association avec une thrombocytopénie, aussi
avec une augmentation dans le taux du CRP. 1]

- La plupart des cas de bactériémies persistantes dues aux SCN sont dus a une
endocardite qui doit étre prise en considération. Aussi, les cathéters veineux
centraux prédisposent probablement, bien qu’une bactériémie persistante a SCN
peut se produire chez les nouveau-nés qui n’ont jamais eu de cathéter veineux
central.

-Les facteurs de risque d’une infection persistante a SCN sont la durée
de la nutrition parentérale, I’hydrocortisone, antibiothérapie inadéquate,
ventilation mécanique avant I’infection, intubation endotrachéale, les cathéters

Intraveineux et la production de biofilms. [11]
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Les SCN ou « staphylocoques blancs » sont reconnus majoritairement comme
des bactéries opportunistes responsables d’infections nosocomiales. Certains
facteurs favorisent la colonisation parmi lesquels la prématurité des nouveau-
nés, I’immuno-dépression (vandanesch et al, 1995), I’'implantation de divers
corps étrangers tels que les prothéses, les stimulateurs cardiaques, les cathéters
vasculaires, les shunts de dérivation du LCR (huebneret al 1999) ou encore la
multi-résistance de certains SCN aux antibiotiques. 171

111.1.Prématurité :
111.1.1. Définition :

Le terme prématurité désigne selon I’OMS les bébés nés vivants avant la fin de
37 semaines de grossesse. [l

Il existe des sous catégories de naissances prématurées fondées sur 1’age
gestationnel :

-Extrémement prématuré : moins de 28 semaines.
-Trés prématuré : de 28 a 32 semaines.
-Prématuré moyen a tardif : 32 a 37 semaines. &

On distingue également la prématurité spontanée et la prématurité induite (ou
consentie) résultant d’une décision médicale d’arréter la grossesse avant son
terme pour une pathologie maternelle ou feetale. (1]

I11.1.2. Implication de la prématurité dans les bactériémies a SCN :

A la naissance, le systtme immunitaire adaptatif du nouveau-né n’était pas
éduque. Pour se protéger contre I’infection, les nouveau-neés doivent donc
compter fortement sur les réponses immunitaires innées et sur les mécanismes
immunitaires adaptatifs passifs acquis de la meére (p. ex., transfert trans-
placentaire d’anticorps), qui sont déficients chez les nouveau-nes prématures.
Ces derniers cumulent alors les facteurs de risque d’infection qui sont le faible
transfert d’IgG maternelles, I’infection ovulaire primitive (Chorioamniotite)
lorsqu’elle existe, ainsi que I’incidence des IMF septicémiques. (119 [1201(121]

On cite aussi  I’immaturit¢é des fonctions des polynucléaires, dont le
chimiotactisme et la bactéricidie, qui contribuent a la mauvaise réponse
antimicrobienne. L immunité humorale postnatale (IgG et IgA) est induite par la
colonisation microbienne, en particulier digestive. [*21 La cinétique de cette
derniere varie en fonction de 1’age postnatal mais aussi de 1’age gestationnel, de
I’alimentation, et au lait maternel ou artificiel. La colonisation débute des les
premiéres heures de vie, pour atteindre un équilibre entre les bacilles a Gram
négatif, les cocci a Gram positif et les anaérobies, avant la fin de la premiere
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semaine chez le nouveau-né a terme et les staphylocoques sont présents des le
quatrieme jour de vie. Chez le grand prématuré, la colonisation digestive est
ralentie, elle est mono- ou pauci-microbienne pendant 8 a 10 jours, et est
constituée essentiellement de staphylocoques coagulase négative (SCN) [1221[123],
Ces  déséquilibres inter-microbiens induits par une stase digestive ou
I’antibiothérapie peuvent €tre a 1’origine d’une translocation et donc de
bactériémie secondaire ; facilitées par I’absence d’IgA sécrétoires a la naissance
et le déséquilibre microbien. [124]

Chaque année, on estime que 15 millions de bébés naissent avant terme (avant
37 semaines de gestation) et ce nombre augmente selon I’OMS. Environ 20%
des prématurés de trés faible poids a la naissance (moins de 1500 g) sont atteints
d’une septicémie néonatale tardive (aprés 3 jours de vie). La moitié¢ de ces
infections sont causées par SCN et sont associées a un taux de mortalité de 9%.

S.epidermidis représente de 60% a 93% des infections causées par SCN, avec
des contributions moindres de S. haemolyticus, S. hominis, S. warnei, S.
saprophyticus, S. cohnii, S. capitis et d’autres espéeces.

Les analyses épidémiologiques ont identifié plusieurs facteurs de risque pour
I’infection a SCN, notamment 1’age gestationnel bas, et le faible poids a la
naissance. %]
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Figure 9: Le taux des infections a SCN selon 1’dge gestationnel chez les
nouveau-nés entre 23 et 42 semaines par 1000 jours-patients. *2°]

Les nouveau-nés prématurés sont predisposés aux infections invasives a SCN.
Les raisons en sont notamment le systéme immunitaire immature, ainsi que les
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barrieres cutanées et les muqgueuses altérées des nouveau-nés prématurés car
cette perméabilité de la barriére cutanée facilite, le passage systémique des
antiseptiques, aussi expose le prématuré a des risques toxiques, ce qui réduit la
gamme des antiseptiques utilisables et limite leur durée de contact. 1271128l

En outre, les nourrissons extrémement prématurés ou de trés faibles poids a la
naissance sont régulierement exposes a des procédures invasives, y compris
I’insertion de corps étrangers, pendant les soins intensifs néonataux, ou les
prématurés de poids de naissance (PN) inférieur a 1500 g ont un risque relatif
(RR) x 6,8. Aussi, ils cumulent une immaturité plus importante au plan
immunitaire et digestif, un besoin prolongé de ventilation, invasive ou non, de
cathéters centraux et d’alimentation parentérale. De plus, I’utilisation d’anti-H2
et les perfusions de lipides accroissent le risque d’infections nosocomiales (IN).
Les antibiotiques administrés par voie orale ou par voie parentérale, lorsqu’ils
sont excrétés par voie biliaire sous forme active, induisent un désequilibre inter-
microbien, diminuant, voire faisant disparaitre les souches sensibles et

augmentant la concentration des souches résistantes et le risque de translocation.
[9] [121]

La septicémie d’apparition tardive survient chez environ 25 % des nouveau-nes
de tres faible poids a la naissance (1500 g) pendant leur hospitalisation. Les
staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont la cause la plus fréquente de
septicémie tardive, représentant de 30 a 50 % de tous les épisodes. [1?°]
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CoNS Episodes/1000 patient-days

600-699 800-899 1000-1099 1200-1299 1400-1499
700-799 900-999 1100-1199 1300-1399
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Figure 10: Infections a staphylococciques coagulase-négative selon le poids a la
naissance -600-1499-des nouveau-nés par 1000 patient-jours. (12
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La prématurité est parmi les principaux facteurs de risque et le SCN est plus
souvent responsable des bactériémies secondaires, il peut étre aussi impliqué
dans les infections ostéo-articulaires. Les nouveau-nés prématurés sont
prédisposés, particulierement, aux infections invasives a SCN telles que la
septicémie, 1’endocardite, la méningite et les infections liées au corps étranger
entrainant un séjour prolongé a I’hopital, la morbidité et la mortalité. [**°]

111.2. Immuno-dépression:
111.2.1. Définition :

Immuno-dépression ou également dit « I’incompétence immunitaire » est
I’incapacit¢ d’un organisme a développer une réponse immunitaire
normale. Cela peut étre di a des maladies chroniques (diabete, VIH, maladies
rhumatologiques et oncologiques, syndrome de carence en anticorps due aux
troubles génétiques, insuffisance rénale chronique), malnutrition ou encore un
traitement immunosuppresseur (chimiothérapie, transplantation de moelle
osseuse ou d’organe). (131

111.2.2. Implication de ’immunodépression dans les bactériémies a SCN :

Chez les patients immunodéprimés, le systeme immunitaire est affaibli, ce qui
réduit la capacité du corps a lutter contre les infections et d’autres maladies. %2

La majorité des SCN sont des bactéries opportunistes essentiellement
responsables d’infections nosocomiales et I’immuno-dépréssion favorise ces
infections. 1%

Certains composants de la réponse immunitaire sont particulierement importants
pour prévenir la septicémie due aux SCN. Le systéeme immunitaire est
traditionnellement décrit en termes de systémes immunitaires innés et
adaptatifs. Le systéme immunitaire inné est responsable de la réponse « naive »
plus rapide et de premiére ligne a ’infection 3,

L’immunosuppression ou un systeme immunitaire immature représentent
d’autres facteurs de risque pour les infections SCN indépendantes du corps
étranger. [130]

Chez les patients neutropéniques, ce groupe de germes (SCN) est le principal
agent responsable de la septicémie. (34

Les patients greffés d’organes solides ou de cellules souches hématopoiétiques
sont sensibles également aux infections staphylococciques a coagulase négative.
Cette sensisibilité est principalement due a [I’immunosuppression, au

cathétérisme intravasculaire et a la dégradation des muqueuses ou de la peau.
[135] [136]
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Ces infections se manifestent le plus souvent sous forme d’infection sanguine
par S. epidermidis et sont dues a un cathéter intraveineux infecté. La mucosite et
la dégradation de D’intégrité des muqueuses gastro-intestinales, liées a la
chimiothérapie cytotoxique ou a la radiothérapie, peuvent constituer une autre
source de bactériémie staphylococcique a SCN. [13711138],

I11.3.Cardiopathie :

Les staphylocoques coagulase négative SCN ont été reconnus comme des
agents pathogenes importants dans les infections nosocomiales, en particulier en
lien avec des matiéres étrangeres implantées. En opération cardiaque, ils sont
parmi les pathogénes les plus courants isolés des plaies sternales infectées. [2]

I11.3.1.Infections d’appareils électroniques implantables cardiovasculaires :

L’endocardite infectieuse de la valvule prothétique (PVIE) est I'un des types
d’infection les plus graves le plus souvent causée par les SCN. Une ¢tude
observationnelle menée aupres de plus de 500 patients atteints de PVIE a révelé
que dans 16 % des cas 1’agent pathogene responsable est SCN, 82 % de ces
isolats ont été identifiés comme S. epidermidis. Des études récentes ont
démontré que les SCN étaient la cause la plus fréquente (45.5%) des infections
cardiaques par un implant éléctronique %, Les patients ayant subi une
transplantation cardiaque courent un risque accru d’infections des plaies

sternales et de mediastinite causées par des staphylocoques a coagulase
négative. (721 [92 [139] [140]

Une infection par un appareil électrophysiologique cardiaque (stimulateur
cardiaque, défibrillateur) survient dans 1 % a 2 % des procédures de placement
de I’appareil; ou les staphylocoques a coagulase négative (principalement des S.
epidermidis) représentent environ 50 % a 60 % de ces infections [141 [142] [143]
L’infection peut étre limitée a la poche ou peut se propager via des dérivations
intravasculaires pour impliquer des tissus endocardiques. Un quart des infections
par stimulateur cardiaque se produisent de facon aigué dans le mois qui suit
I’insertion, mais des retards allant de 1 a 2 ans sont couramment observés. Les
facteurs impliqués dans le risque accru d’infection comprennent le diabéte, la
corticothérapie concomitante, le repositionnement urgent des électrodes et les
maladies de la peau. 1%
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I11.4. Autres Facteurs :
111.4.1. Patients subissant une dialyse péritonéale :

Les staphylocoques a coagulase négative, qui représentent de 25% a 50% des
cas, sont la cause la plus fréquente de péritonite chez les patients subissant une
dialyse péritonéale [**4l. Le S. epidermidis est responsable de 50% a 80% des
infections causées par les staphylocoques a coagulase négative, avec une grande
variété d’autres espéces de SCN moins fréquemment observables [14 La
propagation clonale de staphylocoques a coagulase négative a été documentée
dans certains centres [1461 1471 | es SCN accedent au péritoine par la peau du
patient, par la voie intra-luminale ou par la voie péri-luminale.

111.4.2. Patients brulés :

Il n’est pas surprenant que les grands briilés aient un taux d’infection sanguine
exceptionnellement élevé. Le taux d’infection de la circulation sanguine
associée a la ligne centrale est plus élevé dans les unités bralées (3,7 par 1000
jours de CVC (cathéters veineux centraux)) que dans toute autre unité étudiée, et
les staphylocoques coagulase négative sont parmi les pathogénes les plus
frequemment isolés. Ces infections sont associées a une augmentation de la
morbidité et de la durée du s¢jour a 1’hdpital, ce qui souligne la nécessité d’une

attention scrupuleuse a I’insertion de CVC et aux lignes directrices en matiere de
soins. [1481[149] [150]

111.4.3. SCN en neurochirurgie :

L'infection  post-neurochirurgicale reste peu fréguente mais grave,
s'accompagnant d'une lourde morbidité et mortalité. Les staphylocoques,
particulierement, les SCN occupent une place de choix dans cette pathologie.
Toutefois, sa présence dans un prélevement pose moins de problémes
diagnostiques que dans les autres disciplines car il est tenu pour responsable de
I'infection dans la majorité des cas ou il est isolé. Cing types d'infections
peuvent survenir en période post-opeératoire : les infections de paroi, les ostéites,
les infections du LCR (méningites et ventriculites), celles du parenchyme
cérebral (abcés et empyemes), enfin les infections sur matériel (shunts
essentiellement). 1]

111.4.4. Patients subissant autres progrées médicaux :

Les SCN sont la cause la plus fréquente des infections pour la plupart des
patients qui ont un cathéter urinaire en place, ont récemment subi une chirurgie
des voies urinaires ou une transplantation rénale, ou ont connu une maladie
rénale ou une vessie neurogene ou une uropathie obstructive. lls sont la cause
d’environ 3 % des infections nosocomiales des voies urinaires, ou le S.
epidermidis est responsable de 90 % de ces isolats. !5
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Les staphylocoques coagulase négatif sont facilement récupérés des cultures
conjonctivales de patients en chirurgie pré-ophtalmologique et il n’est donc pas
surprenant qu’ils soient la cause la plus fréquente d’endophtalmie
postopératoire, responsable de 60 a 70 % des cas. [1521[15%]

Le cerclage cervical pour prévenir une fausse couche tardive ou un
accouchement prématuré a été incriminé dans la survenue d’infection a
staphylocoque. [*54

111.4.5. Rupture prolongée de la poche des eaux (rupture prématurée des
membranes) :

Une rupture prolongée de la poche des eaux entraine une augmentation des
infections feetales, dont la fréquence est multipliée par 10 a 100 apres 24 heures.
Au-dela de 48 heures, le taux d’infections reste stable. 1?1

111.4.6. Un traitement maternel :

Un traitement maternel peut perturber les defenses immunitaires comme la
chimiothérapie ou bien la corticothérapie au long cours qui entrainent un risque

accru d’infection feotale.

[121]
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Chapitre 1V : Réle du laboratoire de microbiologie dans le diagnostic des
bacteriémies dues aux SCN :

Il est difficile de déterminer I’importance clinique des staphylocoques a
coagulase négative isolés des hémocultures, et divers parametres cliniques et de
laboratoire devraient étre examinés au moment de faire cette détermination. Il ne
s’agit pas d’un probléme banal parce que les contaminants traités comme de
véritables pathogenes entrainent un traitement antibiotique inutile, 1’émergence
d’une résistance aux antibiotiques, 1’utilisation excessive des ressources de
laboratoire, les effets secondaires et la toxicité associés aux antibiotiques et une
augmentation des co(its. [*°°]

Le probléme le plus difficile dans les diagnostics des infections a SCN est
I’évaluation de leur pertinence clinique. Ainsi, la tache diagnostique principale
consiste a evaluer si un isolat de SCN donné représente une contamination du
spécimen pendant [’échantillonnage et le traitement, une colonisation
physiologique de la peau ou des muqueuses, ou une infection cliniqguement
significative. Cette situation difficile devient encore plus compliguée dans le cas
des infections poly-microbiennes par les SCN, en particulier pour le choix des
antibiotiques pour la thérapie si les isolats présentent des schémas de
susceptibilite différents. Enfin, ce dilemme clinique et diagnostique crucial ne
peut étre résolu qu’en étroite collaboration entre cliniciens et spécialistes de
laboratoire de microbiologie. !

IV.1. Critéres d’incrimination des SCN dans les bactériémies néonatales :

La fiche de renseignements joue un réle crucial pour cette étape de diagnostic
bactériologique. Effectivement, afin de déterminer I’aspect pathogene ou
contaminant d’un SCN isolé d’un flacon d’hémoculture on doit étudier les
renseignements cliniques du patient et surtout quand il s’agit d’un nouveau-ne.

Ainsi, pour les nouveau-nés, les SCN sont considérés comme responsables de
bactériémies en cas de : Prématurité, Positivité du flacon d’hémoculture dans les
24H qui suivent le prélevement sanguin et Isolement de la méme espece a partir
de plusieurs flacons d’hémoculture.

D’autres parametres de laboratoire qui peuvent avoir une certaine utilité pour
différencier les contaminants des pathogénes comme le typage moléculaire 56
[1571[1%8] et la production de biofilms 59, Kitao et ses collégues % ont noté que
plus de la moitié des isolats de S. epidermidis obtenus a partir de cultures
sanguines possédaient des génes pour la production de biofilm (icaAB) et la
résistance a la methicilline (mecA), alors que seulement 1,5 % des isolats de la
peau étaient positifs par PCR pour ces marqueurs potentiels d’infection clinique.
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IVV.3. Diagnostic bactériologique :

IV.3.1. Etude bactériologique des flacons d’hémoculture :

Les hémocultures sont les prélevements les plus fréquents en milieu hospitalier,
elles doivent s’effectuer au pic fébrile, au moment de 1’hypothermie et avant
toute antibiothérapie ou aprées une fenétre thérapeutique tout en respectant les
régles d’asepsie et les modalités de prélévement (annexe 2). Le volume de sang
prélevé en néonatologie est compris entre 1-2 ml, effectué genéralement selon le
poids.

Les flacons d’hémoculture doivent &tre acheminés au laboratoire dés que

possible étiquetés et accompagnés d’une fiche de renseignements. 161

L’¢étude des hémocultures est faite par deux méthodes :

-Methode conventionnelle : I’inspection macroscopique journaliére (1-2 fois
par jours) des flacons par mirage, vise a déceler des signes d’une croissance
microbienne qui sont :

-Sur la gélose : présence de colonies
-Dans le bouillon : apparition d’un trouble ou d’une hémolyse

Un flacon négatif montrera un culot globulaire rouge vif et le bouillon reste
limpide.

-Méthode automatisée : les flacons sont incubés dans le bactec jusqu'a
signalement de la positivite et maximum pendant 07 jours pour les faire sortir
négative.

Le principe genéral de détection de la croissance microbienne repose en
une mesure indirecte du dioxyde de carbone (CO,) dégagé par les bactéries soit
par réflectométrie (BacT/ALERT) soit par fluorimétrie (Bactec). Une alarme
visuelle et/ou sonore avertit de tout résultat positif. 162

L’automatisation joue un réle primordial dans le diagnostic des bactériémies,
elle a amélioré les performances de I’hémoculture par :

-Diminution des délais de réponse grace a une surveillance automatique et
continue de la croissance microbienne.

-Augmentation de la vitesse de croissance.
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-Amélioration de 1’assurance qualité. [162]

1VV.3.2. Identification bactériologique des SCN :
I1VV.3.2.1. Examen direct :

L’examen direct du prélévement s’il est possible donne une orientation
diagnostique importante. En effet, 1’association de Cocci Gram positif et de
polynucléaires dans un prélevement évoque fortement une infection a
staphylocoque. Cependant, le diagnostic définitif du genre et de I’espece ne sera
obtenu qu’aprés la culture et ’identification des souches. [

L’examen direct se fait apres incubation dans 1’automate d’hémoculture, lorsque
le flacon est reconnu positif par I’automate. 164

Figure 11 : Amas de staphylocoque aprés coloration de Gram. [1¢°
IVV.3.1.2. Isolement et mise en culture :

L’isolement et la culture des SCN sont relativement faciles et simples, sur des
milieux usuels, enrichi ou sélectif de type Chapman. [*63

I\V3.1.3. Identification biochimique:

Les souches sont phénotypiquement identifiées par les méthodes standards

d’identification basées sur la coloration de gram, la morphologie, la catalase
positive (ID color catalase ; biomerieux, mary [1’étoil, France), la non
agglutination des colonies avec test pasteurex staph plus (biorad, marne la
coquette, France), et la non production de la coagulase libre en présence du
plasma lyophilisé de lapin. %% D’un point de vue diagnostique et clinique, il est
essentiel de faire une distinction claire et valide entre les especes SCN et les
especes SCP, ces derniéres étant majoritairement S. aureus dans les spécimens
cliniques humains. L’identification par les espeéces des SCN associés a

E
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I’infection, en particulier dans le cas d’une culture pure, est devenue une
coutume. Parmi les SCN, la reconnaissance précise de S. lugdunensis est d’une
importance particuliére, [°1[166]

L’approche standard pour la détection et 1’identification comprend la culture sur
une gélose sanguine non sélective ainsi que dans un bouillon d’enrichissement,
suivie de procédures biochimiques et autres procédures connexes, y compris
I’utilisation de systémes commerciaux a des fins d’identification. Aujourd’hui,
les approches d’identification biochimique sont de plus en plus remplacées par
I’application de 1’ionisation par désorption laser matricielle — temps de vol de la
spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)= matrix-assisted laser
desorptionionization—time of flight mass spectrometry. [
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V.1. Traitement :
V.1.1. Généralités :

Les points clés qui doivent étre pris en consideration pour le traitement et la
prise en charge des infections a SCN sont : le site de I’infection, 1’état
immunitaire du patient a titre d’objectif particulier, la présence de corps
étrangers inserés ou implantés, la morbidité associée au retrait de cet
instrument, la sensibilité aux antibiotiqgues et les considérations
pharmacocinétiques/dynamiques des antibiotiques. Il faut aussi prendre en
considération que le traitement anti-infectieux des infections SCN est
essentiellement entravé par deux faits : la prévalence élevée de la résistance
acquise et 'implication de la formation de biofilm qui est un principe majeur

dans de nombreuses infections associées typiquement a des matériels étrangers.
[167] [72]

V.1.2. La prise en charge du nouveau-né :

La nature subtile et non spécifique des signes cliniques, ainsi que la progression
rapide de la septicémie néonatale rendent le diagnostic précoce et le traitement
antimicrobien cruciaux pour la bonne prise en charge des nouveau-nés. Tout
retard dans de I’initiation de traitement antibiotique expose le nouveau-né atteint
de septicémie a un plus grand risque de mortalité. Néanmoins, les études
pharmacocinétiques sur lesquelles reposent les doses et les intervalles de doses
recommandés montrent des variations selon 1’age gestationnel, le poids a la
naissance, le retard de croissance et 1’dge postnatal, de sorte que les
recommandations relatives a la posologie sont souvent complexes, ce qui rend la
toxicité un grand probléme chez les nouveau-nés. Pour cette raison, il faut savoir
les rechercher pour une prise en charge précoce adaptée. 168l

[169] [116]

V.1.2.1. Les gestes a faire :

Le traitement principal est 1’antibiothérapie systémique appropriée et le retrait
de I’implant coupable 7. Si un patient cathétérisé présente une seule culture
sanguine positive a SCN, alors des cultures supplémentaires d’échantillons de
sang provenant du cathéter présumé et d’une veine périphérique devraient étre
effectuées, avant le début du traitement antimicrobien. Car avant de commencer
I’antibiothérapie, il est important d’évaluer les preuves disponibles pour
distinguer une infection d’une contamination de culture, pour éviter les

E



Chapitre V : Traitement et prévention

traitements inutiles, donc un prélevement bactériologique avec antibiogramme
avant d’entreprendre le traitement est indispensable. 174 [172]

V.1.2.2. Traitement empirique :

Bien que les infections de la circulation sanguine dues aux staphylocoques a
coagulase négative chez les nouveau-nés prématurés soient associées a une
morbidit¢ a court terme importante, ainsi qu’a une déficience
neurodéveloppementale a long terme, elles ne sont pas associées a une
augmentation de la mortalité. Avec I’amélioration des techniques de culture
sanguine qui fournissent des résultats de culture en temps réel, une thérapie
empirique étroite avec un antibiotique antistaphylococcal B-lactam tel que la
nafcilline combiné avec un aminoglycoside, pourrait étre amorcée chez les
nouveau-nés non colonisés par le SARM et modifiée si le rétablissement des
agents pathogenes suggere une autre couverture antimicrobienne. En outre, il a
¢té démontré qu’une telle stratégie réduit 1’utilisation de la vancomycine dans
’unité de soins intensifs néonatals 17311174,

V.1.2.3. Traitement directe :

Une fois que les agents pathogenes ont été identifiés, ainsi que
I’antibiorésistance et le site d’infection ont été connus, une antibiothérapie
appropriée devrait étre administrée. Etant donné que la majorité, si ce n’est pas
la totalité, des isolats de staphylocoques a coagulase négative sont résistants aux
B-lactamines, y compris les pénicillines résistantes a la pénicillinase, la
vancomycine demeure le médicament de choix pour les infections éprouvées.
Elle est I’antibiotique le plus fréquemment utilise par les unités néonatales ou le
SARM est endémique, mais son utilisation peut étre réduite en limitant la
thérapie empirique chez les nouveau-nés atteints d’une infection grave aux
staphylocoques coagulase a négative ou SARM, et par interruption du traitement
apres 48 h quand les résultats de la culture sanguine sont stériles.

Dans les cas de bactériémie staphylococcique a coagulase négative persistante
sans source peuvent bénéficier de I’ajout de rifampine 17,

La clindamycine, la telavancine, le tedizolid et la dalbavancine "% ainsi que la
linezolide et la daptomycine sont des thérapies alternatives qui devraient étre
réservées a 1’échec du traitement ou a la résistance aux médicaments de
premiere ligne. 17
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V.2. Prévention:

Etant donné que les infections présentées par les SCN ont tendance a étre
difficiles a éradiquer, I’emphase est mise sur la prévention de 1’exposition du
dispositif a I’agent pathogéne ainsi que sur la colonisation en cas d’exposition.
Le principal moyen d’atteindre ces objectifs est le respect strict des bonnes
pratiques de lutte contre les infections. On estime que de 6 a 32 % de toutes les
infections nosocomiales pourraient étre prévenues grace a une meilleure
application des procédures de contréle des infections. (17l

Vu que ’'infection croisée est une possible source d’infection aux SCN liée aux
CVC (Worthington et coll., 2000), les stratégies pour prévenir ces infections
sont les mémes utilisées pour la prévention des infections nosocomiales. En
milieu hospitalier, pilier de la prévention contre la septicémie néonatale
comprend  un respect constant des mesures d’hygieéne, 1’organisation
architecturale, I’isolement des nouveau-nés colonisés par un germe résistant aux
antibiotiques, 1’asepsie des systémes de circulation, la propreté des locaux et
I’utilisation de matériels a usage unique, la formation du personnel soignant
ainsi que les mesures individuelles qui sont fondées sur 1’asepsie des soins grace
au lavage strict des mains avant et aprés chaque manipulation d’enfant par un
soluté hydroalcoolique et le port d’un vétement protecteur spécifique a chaque
nouveau-né. les procédures aseptiques minutieuses dans la gestion des lignes
intraveineuses 71 soins de la peau; utilisation judicieuse des antibiotiques;
promouvoir la nutrition entérale précoce (par opposition a la nutrition
parentérale), de préférence avec du lait maternel (c.-a-d. pour améliorer les
défenses immunitaires gastro-intestinales du nouveau-né), sinon 1’utilisation
d’une salle blanche en pharmacie et/ou d’un flux laminaire dans les services
pour la préparation des solutés de perfusion et des alimentations parentérales ce
qui permet de réduire le risque de contamination des fluides et donc d’infection
secondaire.; diminuer les interventions invasives (p. ex., retrait rapide des CVC,
réduction de la ventilation mécanique). [781 (1791 [1&0]

Et enfin une surveillance continue est essentielle pour surveiller les taux
d’infection et cibler les mesures de fagon appropriée. [172
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I. Objectif :
I.1. Objectif principal :

Evaluer la prévalence des bactériémies néonatales a staphylocoques a coagulase
négative.

I.2. Objectifs secondaires :

Déterminer les facteurs de risque qui peuvent engendrer une bactériémie a SCN
chez les nouveau-nés.

Etudier le profil de résistance aux antibiotiques des especes de SCN.
Il. Matériels et méthodes :
I1.1. Lieu d’étude :

Notre €tude s’est déroulée au laboratoire de microbiologie de la clinique Mere-
Enfant Hassiba Ben Bouali (HBB) du Centre Hospitalo- Universitaire de Blida.

11.2. Type d’étude :

I1 s’agit d’une étude rétro-prospective descriptive et analytique, menee sur une
période de deux années allant du mars 2018 au mars 2020.

11.3. Recueils des données :

Nous avons fait appel a une fiche d’exploitation comportant :
Nom, Numéro de demande, année de demande, age, service.
Prématurité ou non, age gestationnel.

Présentation ou non d’un probable facteur de risque.
Positivité ou négativité de I’hémoculture.

L’espece de SCN isolée.

Antibiogramme.

YV VVVYVYY

11.4. Population étudiée :

Notre population était constituée de patients nouveau-nés dont 1’dge est
compris entre 0 et 28 jours.

11.4.1. Critéres d’inclusion :
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Notre étude a porté sur tout échantillon d’hémoculture arrivé au laboratoire de
microbiologie de 1’'unité Hassiba Ben Bouali CHU-Blida en provenance du
service de néonatologie et dont I’age est compris entre 0 et 28 jours.

On a incriminé aussi les deux sexes.

11.4.2. Critéres d’exclusion :

Tout échantillon d’hémoculture des patients non nouveau-nes.
Tout échantillon d’hémoculture dont le résultat est non trouvé.

I1.5. Analyse bactériologique des hémocultures : (du fin janvier au 10mars
2020)

11.5.1. Recueil des hémocultures :

Les hémocultures étaient réalisées par ponction veineuse peériphérique ou de la
veine fémorale et parfois au niveau du cathéter veineux central. Une quantité de
1 a 3 ml de sang prélevée est ensuite injectée dans un flacon d’hémoculture
pédiatrique. Les hémocultures étaient réalisées chaque fois qu’une bactériémie
est suspectée chez les patients présentant un syndrome infectieux.

Le prélevement s’est effectué le plus tot possible dans 1'évolution de la maladie,
avant tout traitement antibiotique (ou avant I’administration de la prochaine dose
d’antibiotique), pendant l'acces fébrile s'il existe.

Il est nécessaire de ne plus toucher la peau a I’endroit de la ponction ; afin
d'éviter la contamination de 1’échantillon par les bactéries de la flore cutanée
telles que les staphylocoques a coagulase négative et de désinfecter les bouchons
de caoutchouc des flacons a hémoculture avec de I’alcool i0odé (respecter ce
temps de contact). (\VVoir annexe2)

-Méthode d’étude : Les prélevements recus au laboratoire avec leur fiche de
renseignement sont enregistrés dans un registre spécial pour les prélevements
d’hémocultures. Les flacons sont mis directement a I’automate ou a I’étuve
pour la méthode conventionnelle.
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11.5.2. Culture :

Les flacons sont incubés dans le BD BACTEC FX40(le systéme d’automate
utilis¢ A la clinique HBB) jusqu’a signalement de la positivité et maximum
pendant 07-10 jours pour les faire sortir négatives. (Voir annexe 8) (Figure 13)

Le principe de détection de la croissance bacterienne est la mesure du CO2
libéré dans les flacons.

Pour les méthodes conventionnelles, les flacons sont incubés a 1’étuve pendant 7
jours, ils sont inspectés chaque jour ou mieux deux fois par jour en vue de
rechercher des signes témoignant d’une croissance visible (détection visuelle de
la croissance bactérienne). Cette méthode nécessite un repiquage précoce apres
24 h d’incubation (figure 14).

Les flacons positifs sont ensemences sur :

- des géloses de sang cuit (GSC), incubées a 37°C sous atmosphere enrichi en
CO2 dans une jarre a bougie.

-Milieu Chapman sélectif pour les Staphylocoques et milieu hektoen ou BCP
sélectif pour les Bacilles Gram négatifs incubés en atmosphere ordinaire.

Figure 12 : Repiquage sur milieu Chapman sélectif pour les staphylocoques.
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Hémoculture

Flacon de|l'automate

Bactec
Signal rouge

Présence\l/de bactérie

Sous PSM, Repiquage

Examen direct/ Coloration de Gram

Noter la présence de
bactérie, voire sa forme,
son arrangement et sa
mobilité, et le type de
paroi

-

Subculture

l

Bactec
Signal vert

Absence de croissance bactérinne

Résultat négatif
remis au
clinicien

l

Gélose au sang cuit

(atmosphére, C0o2)

Culture de la plupart
des bactéries
rencontrées en

pathologie humaine.

!

Coloration de Gram

Test d’orientation

Identification

K biochimique

~

/

Mc Conkey

(En aérobiose)

Sélectif au BGN

02 types de
colonies lactose

Figure 13: Diagramme de traitement des flacons d’hémocultures a
surveillance automatisee.
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Hémoculture
Flacons a surveillance manuelle

l

Etat frais et coloration de Gram

Subculture aprés 24h d’incubation a 37°C

Ré-incubation des flacons d’hémoculture

l

Mc Conkey / BCP

f

Subculture Positive Subculture Négative

!

Coloration de Gram. Subculture apres cinq jours d’incubation
Tests d’orientation. Sur GSC seulement

Identification biochimique.

Ré-incubation des flacons d’hémoculture

Antibiogramme. ‘

! !

Subculture Négative Subculture Positive

Subculture aprés dix jours d’incubation

Sur GSC seulement

l l

Tests d’orientation

!

Subculture Positive

-

\_

Généralement des
contaminants.
Relancer le flacon mais au
méme temps : Gram, Tests
d’orientation, Identification

~

J

Coloration de Gram.

Identification biochimique.

l Antibiogramme.

Subculture Negative

Hémoculture considérée négative

Figurel4: Diagramme de traitement des flacons
d’hémoculture a surveillance manuelle.
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11.5.3. Identification du genre des staphylocoques a coagulase négative
(SCN) :

Apres la culture nous avons fait I’identification des souches qui sont
phénotypiquement identifiées par les méthodes standards d’identification basées
sur la coloration de gram, la morphologie (cocci gram positif), la catalase
positive (ID color catalase ; biomerieux, mary 1’étoile, France). La non
agglutination des colonies avec test pasteurex staph plus (biorad, marne la
coquette, France), et la non production de la coagulase libre.

Les méthodes :

* Coloration de gram ; on a déposé une goutte de la suspension bactrienne sur
une lame puis faire toute une série de coloration a fin de determiner le Gram.
(Voir annexe 3) et on I’a examiné a I’objectif a immersion (grossissement x100).
Ce dernier a pour but de noter : la morphologie de la flore bactérienne (cocci ou
bacille), leur disposition les uns par rapport aux autres ainsi que 1’affinite
tinctoriale des éléments bactériens (Gram+ ou Gram-). Par conséquent cet
examen nous donne une orientation sur la bactérie.

*Test a la catalase: une fois que nous avons défini la morphologie et nous
savons que c’est un cocci gram positif, on passe a un test biochimique
d’orientation de la catalase qui différencie entre les staphylocoques qui sont
catalase (+) et entre les streptocoques qui sont catalase (-).

On dépose sur une lame une goutte d’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogeéne) a
I’aide d’une pipette Pasteur. On préleve une colonie. Puis, on dissocie la colonie
dans la goutte. Si on apercoit des bulles d’oxygene le test est positif. La bactérie
est dite Catalase(+).

*Test coagulase pastorex : permet la distinction entre les staphylocoques
coagulase négative et staphylocoques dorés (S.aureus)

Technique : sur du papier fournis avec le kit une goutte de réactif est bien
mélangeée avec une colonie bactériénne. La lecture est faite dans les 30 secondes
suivant I’homogénéisation du réactif avec la colonie.
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Test positif : agglutination S.aureus confirmé
Test negatif :- non agglutination des colonies, staphylocoque blanc confirmé.

-Confirmation d’espéce par la galerie API staph.

@000
@000

2 YT,
..\ vkoms -

PASTOREX"

° Dmo Date.: Date.: Date.:

e |
Figure 15: Carte d’agglutination du test de coagulase (staphorex).

11.5.4. Identification des espéces de SCN :
*|dentification des espéces de SCN par la Galerie API® Staph :

API® Staph est un systeme standardis¢é pour [D’identification des genres
staphylococcus micrococcus et kocuria comprenant des tests biochimiques
miniaturisés ainsi qu’une base de données.

*Principe : la galerie API® Staph comporte 20 micro tubes contenant des
substrats déshydratés ,les micro tubes sont inoculés avec une suspension
bactérienne réalisée dans API staph medium qui réhydrate les tests , les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou révélés par 1’addition de réactifs, la lecture de ces réactions
se fait a 1’aide du tableau de lecture (voir annexe 4) et I’identification est
obtenue a I’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification .

*Meéthode : les souches sont ensemencées sur gelose au sang et le lendemain
une suspension bactérienne riche et homogene est préparé en emulsifiant
quelques colonies de 18-24h dans une ampoule d’API staph medium, les tubes
de la galerie sont ensuite remplis avec I’API staph medium ensemencé, une
anaérobiose est créee dans les tests ADH et URE en remplissant leur cupule
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d’huile de paraffine pour former un ménisque convexe. Les boites d’incubation
sont fermées et incubées a 37°C pendant 18 h. Aprés 1’incubation, les réactions
sont lues conformément au tableau de lecture en ajoutant une goutte de chacun
des réactifs VP, NIT et PAL aux cupules correspondantes. (voir annexe 4)

Examen pratique : flacon numéro 468
Age: 19 jours.
Service : Néonatologie.

Souche identifiée : Staphylococcus epidermidis.

Figure 16: La galerie API® Staph de la souche Staphylococcus epidermidis
*Exemple de pratique : flacon numéro 464 recu le 05/02/2020

-Age: 13jours pathologie associée : dysmorphie faciale

-Service : Néonatologie

-Souche identifiée : Staphylococcus haemolyticus.
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Figure 17: la galerie API® Staph de la souche Staphylococcus haemolyticus.

Figure 18 : Réisolement de la souche Staphylococcus haemolyticus sur gélose
nutritive (GN).

11.5.5. Antibiogramme :
-Méthode de diffusion de disques imprégnés en milieu gélose + E-Test® :

Nous avons effectué des antibiogrammes standards selon les recommandations
du CLSI, par la technique de diffusion de disque sur milieu gélosé.
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-Technique : On a préparé une suspension bactérienne 0,5MF a partir d’une
culture pure de 24h, puis on a ensemencé la gélose Mueller-Hinton (seché avant
I’emploi) a I’aide d’un écouvillon stérile trempé dans 1’'inoculum. On a appliqué
les disques d’antibiotiques testés (mentionné dans la Standardisation nationale,
2011) sur une serie de 3 boites dont une boite est ensemencée avec une
suspension diluée 1/10 éme a partir de la suspension bactérienne.

-Les antibiotiques testés dans notre étude sont :

*Boitel: pénicilline (P), vancomycine  (VAN), kanamycine (KMN),
rifampicine (RIF), clindamycine (CMN), érythromycine(ERY), teicoplanine
(TEC).

*Boite2: gentamycine(GMN), chloramphénicol (C), ofloxacine(OFX),
oxacilline(OXA), cefoxitine(FOX), triméthoprime — sulfamétoxazole(SXT).

*Boite 3 diluée : pristinamycine(PTN), acide fusidique (FAD), fosfomycine
(FSF). (Voir annexe 5)

-On a appliqué également les bandelettes des E-test. [-bandelette E-
Test® utilisée : oxacilline] (Voir Annexe 8)

-Incubation: pendant 24h a 1’étuve a 37°C.

-Lecture : on a mesuré¢ avec precision le diametre d’inhibition autour des
disques a 1’aide d’un pied a coulisse ou pour les E-test, on a déterminé la CMI
(concentration minimale inhibitrice), elle correspond a la graduation, située a la
jonction entre ’ellipse (dessinée par 1’inhibition de la culture bactérienne) et la
bandelette E-test. On a comparé les diameétres retrouvés avec les valeurs
critiques figurant dans les tables de lecture correspondantes. (Standardisation
nationale, 2011) et on a classé la bactérie dans la catégorie R ou S ou 1. (voir
annexe 6). Il est a noter que la résistance a la méticilline (ou 1’oxacilline) est
testee par le disque de la cefoxitine (voir annexe 7).
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Figure 19 : Exemple d’antibiogramme standard de la souche Staphylococcus
epidermidis.

11.5.6. Critéres d’incrimination des SCN :

Nous avons incriminé toute hémoculture positive apres un repiquage a 24h pour
les nouveau-nés prématurés ou avec cardiopathie. Toute positivité
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d’hémoculture apres le 2 éme ou le 3 eme repiquage est considérée comme une
contamination.

11.6 .Etude statistique :

Nous avons fait une étude rétro-prospective descriptive et analytique des
hémocultures pour déterminer la place des staphylocoques a coagulase négative
dans les bactériémies néonatales ou les données sont recueillies a partir des
registres d’hémocultures grace a une fiche de renseignement (ordonnance)
¢tablie par le médecin, elle accompagne chaque flacon d’hémoculture destiné au
laboratoire de Microbiologie pour une étude bactériologique ; les variables
suivantes ont été notees :

a. L’age des patients : notre population a inclus des nouveau-nés (0 a 28 jours,
également des prématurés).

b. Le service : Néonatalogie.
c. La date exacte de prélevement.

d. Les renseignements cliniques liés aux malades : présence d’une hyperthermie
ou hypothermie lors du prélevement, maladie sous-jacente (pneumopathie,
cardiopathie, leucémie ....), antibiothérapie.

e. Une fiche de renseignement bien remplie est indispensable pour
I’interprétation des bactériémies et obtenir des résultats fiables (sans faux
positifs et faux négatifs).

f. Des données microbiologiques ont été prises en considération :
-Le résultat de la culture : positif, négatif ou contaminé.

-La qualité des germes isolés : staphylocoques coagulase négative avec 1’espéce
et autres germes (on a mentionné juste autre).

-Le résultat de I’antibiogramme pour uniquement les cultures positives a
staphylocoques coagulase négative : bactéries résistantes ou sensibles aux
antibiotigques testés.

*L’exploitation et I’analyse des données ont été réalisées avec le logiciel Excel
année 2010.
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11.7. Contraintes :
A propos de notre étude, les contraintes étaient :

- Le nombre de flacons des prélévements regus au laboratoire dans I’année
2020 eétait bas a cause de la pandemie du coronavirus covid-19, on n’est pas
arrivé a terminer notre pratique jusqu’au fin de mois d’avril.

- On n’a pas mentionné les contaminants des autres germes a cause de D’arrét
inattendu de notre stage pratique suite a la pandémie de corona virus.

-Manque de renseignements cliniques : 1’état clinique du malade n’a pas été bien
décrit chez certains patients, parfois la fiche de renseignement a porté
uniquement le nom du malade et le service dans ce cas on n’est pas arrivé a
determiner le sexe du malade notamment les nouveau-nés, et parfois méme
I’age est non mentionné pour certains nouveau-nes.

- Parfois, il n’y avait pas d’Api staph pour déterminer les espéces de SCN, ¢’est
la raison d’avoir des especes de SCN non déterminées dans nos résultats.

Ps : Pour les cas ou I’age est non mentionné, on a pris en considération la
présence du terme nouveau-ne dans les fiches de renseignement (ordonnances),
et c’est la raison pour laquelle qu’on les a inclus dans notre étude.

E



Partie pratique : Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion :

Les SCN sont les pathogenes les plus répondus dans les bactériémies néonatales,
ils posent un probléeme de santé publique de part de leur diagnostic difficile et
leur multi-résistance aux antibiotiques. Le meilleur moyen diagnostic et
thérapeutique repose sur la réalisation et 1’analyse correctes des hémocultures,
ainsi que la détermination de 1’antibio-résistance.

Durant la période de notre étude rétro-prospective, 668 flacons d’hémoculture
ont été recus au laboratoire de microbiologie a la clinique mere-enfant Hassiba
Ben Bouali du centre hospitalo-universitaire (CHU) de Blida durant la période
allant de mars 2018 au mars 2020.

111.1. Description de notre population :
I11.1.1 Selon ’année :

Tabeau 4 : Répartition des flacons d’hémoculture regus au laboratoire de
microbiologie selon les années n=668.

Anneées Nombre n=668 Pourcentage %
2018 (01 mars- 31decembre) 283 42.37%

2019 (01 janvier- 31 decembre) 331 49.55%

2020 (01 janvier- 05 mars) 54 8.08%

Total 668 100%

H pourcentage

49,55%
42,37%

8,08%

2018(01mars-31décembre) 2019(01janvier-31décembre) 2020(01janvier-05mars)

Figure 20 : Répartition des prélevements recus au laboratoire de microbiologie
selon I'année n=668.
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Les 668 flacons d’hémoculture sont répartis selon I’année comme suit : 283
(420.37%) hémocultures durant I’année de 2018 (mars-décembre), 331
(49.55%) durant ’anné¢e de 2019 (janvier-décembre), 54 (8.08%) durant I’année
de 2020 (janvier-mars).

111.1.2. Selon I’age de I’hospitalisation :

Tableau 5: Répartition des nouveau-nés selon 1’age de 1’hospitalisation, N=668.

Age Nombre n=668 Pourcentage %
0-4 jours 227 33.98%

5-28 jours 301 45.06%

Non mentionné 140 20.96%

Total 668 100%

50,00%
45,06%
45,00%

40,00%
35,00% 33,98%
30,00%

25,00%

20,96%

20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%
0-4jours 5-28jours non mentionné

Figure 21: Répartition des nouveau-nés selon 1’age de I’hospitalisation a la
clinique HBB n=668.

Sur un total de 668 nouveau-nés étudiés, 227 nouveau-nés ont été hospitalisés au
niveau de la clinique mere-enfant Hassiba Ben Bouali du centre hospitalo-
universitaire (CHU) de Blida entre I’age de 0 jour et 4 jours donnant un
pourcentage de 33.98%. Tandis que, le nombre des nouveau-nés hospitalisés
entre 5 et 28 jours a ¢t€¢ 301(45.06%). Pour les 140 cas restants, 1’age n’a pas été
mentionné dans les fiches de renseignements. A partir des deux intervalles, on
remarque que les pourcentages des nouveau-nés suspects d’un sepsis précoce (0-
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4jours) 33.98% a été légerement inférieur au pourcentage des nouveau-nés
suspects d’un sepsis tardif (5-28 jours) 45.06%.

111.1.3. Selon le terme de la grossesse :

Tableau 6 : Répartition des prélévements recus au laboratoire de microbiologie
selon le terme de la grossesse n=150.

Nouveau-nés Nombre de flacons | Pourcentage %
recus

Prématuré 150 22.46%

A terme 518 77.54%

total 668 100%

22.46%

B NOUVEAU NE PREMATURE
H NOUVEAU NE A TERME

Figure 22 : Répartition des nouveau-nés selon le terme de la grossesse n=668.

Sur le total de 668 nouveau-nés enregistres, le pourcentage de la prématurité
était 22.46% (150/668) contre 78.54% (518/668) nouveau-nes a terme. Nous
pouvons dire que pres de 1/4 (22.46%) des nouveau- nés sont issus d’un
accouchement prématuré, chose qui peut étre inquiétante vu leur vulnérabilité et
I’immaturité de leur systéme immunitaire, donc ils courent un plus grand risque
de morbidité et mortalité. Ce pourcentage est légerement inférieur a celui trouvé
dans une étude de I’épidémiologie de I’infection néonatale a 1’Université de Tizi
Ouzou durant la période entre 01 janvier 2018 et 31 mars 2018 ou le
pourcentage de la prématurité enregistré était 23.3% sur un total de 202
nouveau-nés. Néanmoins ce taux est significativement inférieur a celui trouvé
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dans une étude sur I’incidence de la septicémie néonatale et de la sensibilité aux
antibiotiques des agents responsables dans deux unités de soins intensifs
néonataux a I’Iran dont le taux enregistré était 55.9% sur un total de 84
nouveau-nés pendant la période de 2006-2009. [18111182]

Tableau 7 : Fréquence des nouveau-nes prématurés dans notre étude comparée
a d’autres études en Algérie et ailleurs.

Nouveau-nés Notre étude | Etude de Tizi | Etude de I’Iran
Nn=668 Ouzou n=202 n=84

Prématuré 22.46% 23.3% (47/202) | 55.9% (47/84)
(150/668)

A terme 77.54% 72.8% (147/202) | 46.1% (37/84)
(518/668)

Dépassement de| - 4% (8/202) -

terme
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111.1.4. Selon I’age gestationnel :

Tableau 8: Répartition selon 1’age gestationnel n=150.

Age gestationnel (SA) Nombre n=150 Pourcentage %
25-30 SA 22 14.67%

30-35 SA 86 57.33%

>35 SA (ou égale) 23 15.33%

Non mentionné 19 12.67%

Total 150 100%

57,33%

) 15,33%
18,67% oy

25-30 SA 30-35 SA >35 SA Non mentionné

Figure 23 : Répartition a la clinique HBB selon 1’age gestationnel n=150.
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Durant la période de notre étude, 150 flacons d’hémocultures des nouveau-nés
prématurés ont été regu, dans 19 cas 1’age gestationnel n’a pas ét¢ mentionné
(12.67%). Un taux de 14.67% (22/142) a été enregistré pour un age gestationnel
entre 25 et 30 SA, soit presque le double que celui enregistré dans une étude
rétro-prospective sur les nouveau-nés prématurés hospitalisés au centre
hospitalo-universitaire Hassan 2 Fes au Maroc durant la periode de janvier
2006- décembre 2006 ou le taux était 8.4%. Pour 1’age gestationnel entre 30 et
35 SA le pourcentage trouvé dans notre étude était 57.33% (86/150), ce taux est
relativement inférieur a celui trouvé dans la méme étude de Maroc (72.9%).

Les pourcentages de la prématurité moyenne ou dite tardive (>35) étaient les
plus proches entre les deux études : 15.33% (23/150) pour notre étude contre
18.7% (20/107) pour 1’étude de Maroc. [18

Tableau 9 : Répartition selon 1’age gestationnel durant notre étude comparée a
celle d’une étude au Maroc.

Age gestationnel (SA) Notre étude n=150 Etude de Maroc n=107
25-30 SA 14.67% (22/150) 8.4% (9/107)

30-35 SA 57.33% (86/150) 72.9% (78/107)

>35 SA (ou égale) 15.33% (23/150) 18.7% (20/107)

Non mentionné 12.67% (19/150) 0

Total 100% (150/150) 100%6(150/150)

I11.2. Fréquence des bactériémies a SCN :

I11.2.1. Repartition des flacons des hémocultures recus a la clinique HBB
durant notre étude :

Tableau 10 : Fréquence des bactériémies néonatales a la clinique HBB n=668.

Hémocultures Nombre n=668 Pourcentage %
Positives 211 31.59%
Négatives 352 52.69%
Contaminées 105 15.72%
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fréquence des bactériémies néonatales n=668

i 31.59% CULTURE POSITIVE

B CULTURE NEGATIVE

m HEMOCULTURE
CONTAMINEE

52.69%

Figure 24: Fréquence des bactériémies néonatales a la clinique HBB n=668.

Sur les 668 flacons d’hémocultures €tudi€s, le pourcentage de la positivité
enregistré était 31.59% (211/668), celui-ci indique la fréquence des bactériémies
néonatales diagnostiquées a la clinigue HBB durant notre étude, contre 52.69%
(352/668) flacons d’hémocultures négatifs.

Le taux de positivité trouve dans notre étude est supérieur a celui d’une étude
rétrospective (janvier 2010-décembre 2013) dans 1’hopital Tertiary de Ghana sur
la septicémie néonatale ou le taux enregistré était 21.9% (1763/8025), contre
76.3% (5968/8025) hémocultures negatives, mais il est tres proche par rapport
au taux trouvé dans 1’étude de Kabway, et al sur les hémocultures avec suspicion
de septicémie au CHU- Lusaka Zambia (octobre 2013-mai 2014); ou le
pourcentage correspondant était 32.91% (103/313), contre 63.90% (200/313)
hémocultures négatives. [1841[185]

Les hémocultures contaminées ont été également enregistrées durant notre étude
donnant un pourcentage de 15.72% (105/668), ceci est supérieur aux
pourcentages trouvés dans les méme études de Ghana et Zambia ou les

pourcentages étaient 3.6% (294/8025) et 3.19% (10/313) respectivement. [184
[185]
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Tableau 11 : Comparaison de la fréquence des bactériémies néonatales de notre
étude avec deux études en Afrique.

Hémocultures Notre étude | Etude de Ghana | Etude Zambia
n=668 n=8025 n=313

Positives 31.59% 21.9% (1763/8025) | 32.91% (103/313)
(211/668)

Négatives 52.69 % | 76.9% (5968/8025 | 63.90% (200/313)
(352/668

Contaminees 15.72 3.6% (294/8025) | 3.19% (10/313)
%%(105/668)

Total 100% (668/668) | 100%0 (8025/8025) | 100% (313/313)

111.2.2. Repartition des bactériémies néonatales selon 1’Age des nouveau-

nes :

Tableau 12 : Répartition des bactériémies néonatales selon 1’dge des nouveau-

nés n=211:

Age Nombre n=211 Pourcentage %
0-4 jours 72 34.12%

5-28 jours 88 41.71%

Non mentionné 51 24.17%

Total 211 100%
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Figure 25 : Répartition des bactériemies néonatales a la clinigue HBB selon
I’age des nouveau-nés n=211.

Sur 211 nouveau-nés presentant une bactériémie neonatale, 34.12% (72/211)
étaient agés entre 0-4 jours indiquant une bactériémie précoce, 41.71% (88/211)
entre 5-28 jours indiguant une bactériémie tardive, et dans 24.17% (51/211) cas
I’age n’a pas été mentionné.

La comparaison des résultats de notre étude, avec 1’étude prospective indienne
sur les septicémies néonatales dues aux SCN (aolt 2017-mai 2018) faite a
Kashmir, a trouvé un taux de bactériémie précoce supérieur a celui de notre
étude 70.27% (130/185), par contre la fréquence des bactériémies tardives a été
inférieure a celle enregistrée dans notre étude 29.73% (55/185). La différence
entre les pourcentages peut étre due au pourcentage disant elevé des cas avec un
age non mentionne, ce pourcentage reflete le manque des données cliniques dans
les fiches de renseignements. [8€l

Cependant, dans 1’étude de Zambia 41.75% des nouveau-nes (43/103) avaient
présenté une bactériémie précoce ou 1’age est compris entre 0-3 jours, et 58.25%
(60/103) avaient présenté une bactériémie tardive (4-28jours), ces deux taux
sont supérieurs a ceux trouvés dans notre étude. (&

111.2.3. Fréquence des SCN responsables de bactériémies néonatales :

111.2.3.1. Par rapport au total des hémocultures positives :

E



Partie pratique : Résultats et discussion

Tableau 13 : Fréquence des SCN responsables de bactériémies néonatales par
rapport aux hémocultures positives, n=211.

Hémocultures positives | Nombre n=211 Pourcentage
A SCN 42 20%

A autres germes 169 80%

Total 211 100%

Bactréiémie a
staphylocoque
coagulase
négative
20%

Bactréiémie a
autres germes

U .

Figure 26: Fréquence des SCN responsables de bactériémies néonatales par
rapport aux hémocultures positives n=211.

Les résultats de notre étude montrent que les SCN occupent une place non
négligeable dans les bactériémies néonatales. Leur fréquence était d’environ
20%, contre 80% des autres germes.

Ce résultat est comparable a celui enregistré dans une étude en Egypt qui a
donné un pourcentage de 24.28%. 1871 mais il est supérieur a celui de 1’étude
rétrospective de Maroc sur la bactériémie neonatale ou la fréquence enregistree
était 12% du total des isolats causant une bactériémie. [18

111.2.3.2. Par rapport aux SCN isolés des hémocultures recus de ’unité de
neonatalogie :

Tableau 14 : Fréquence des SCN incriminés par rapport aux SCN isolés des
hémocultures recus de 1’'unité de néonatalogie n=147.
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Hémocultures a SCN Nombre n=147 Pourcentage %
SCN incriminés 42 28.57%

SCN contaminants 105 71.43%

Total 147 100%

m SCN incriminés  ® SCN contaminants

28.57%

Figure 27: Fréquence de SCN responsables de bactériémie néoantale par rapport
aux total des SCN isolés des hémocultures recues au laboratoire de
microbiologie n=147.

La somme des SCN isolés des hémocultures étudiées, etaient 147, dont 42
isolats (28.57%) ont été incriminés, tandis que 105 isolats (71.43%) ont été
considérés comme des contaminants des hémocultures. Ces résultats ont été
comparés avec une étude marocaine rétrospective de 5 mois en 2016 sur le profil
bactériologique des infections néonatales ou ses résultats étaient comme suit :
sur 43 d’isolats de SCN, 21 isolats ont été responsables des bactériémies
néonatales (48.84%), contre 22 isolats représentaient une contamination des
hémocultures (51.16%).

La disparité des résultats peut étre expliquée par le manque d’hygiene dans la
cliniqgue HBB ainsi que le non-respect des modalités de prélevements chez les
nouveau-nés. 189

111.2.4. Répartition des bactériémies néonatales a SCN selon ’age :
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Tableau 15 : Répartition des bactériémies neonatales a SCN selon 1’age n=42.

Age Nombre n=42 Pourcentage %
0-4 jours 15 35.71%

5-28 jours 19 45.24%

Non mentionné 8 19.05%

Total 42 100%

Répartition des Bactériémies a SCN selon I'age

19

15

0-4) 5-28) Age non mentionné

Figure 28: Répartition des bactériémies néonatales a SCN selon I’age n=42.

Les staphylocoques blancs ont ¢émergé comme ['organisme le plus
communément isolé dans les bactériémies néonatales tardives.

Dans notre étude nous avons enregistré 19/42 isolats de SCN incriminés dans la
septicémie néonatale tardive (5-28jours) donnant un taux de 45.24%, ce dernier
était 1égerement élevé a celui des isolats incriminés dans la septicémie précoce
(0-4 jours) ou le taux trouvé était 35.71% (15/42), pour les 8 isolats restants
I’age des nouveau-nés n’a pas été mentionné, chose qui peut influencer la
précision de nos résultats.

Toutefois, ces résultats semblent en accord avec ceux rapportés par plusieurs
études en terme de prédominance des bactériémies tardives par rapport aux
bactériémies précoces a SCN, ou ces derniers sont la cause plus fréquente des
infections nosocomiales qui surviennent généralement apres le 5 éme jour de
vie. Une étude menée a 1I’Université d’Henri Poincaré de NANCY en 2002 a
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montré, que sur un total de 81 SCN incriminés seulement 4 SCN ont été
incriminés d’étre une cause d’IMF (< 5 éme jour de vie). Tandis que 77 isolats
ont été incriminés apres le 5éme jour de vie, et ils ont été considérés comme des
germes responsables d’infection nosocomiales. (1]

111.2.5. Répartition des SCN responsables des bactériémies néonatales selon
les facteurs de risque :

Tableau 16: Répartition des SCN responsables des bactériémies néonatales
selon les facteurs de risque n=42.

Facteurs de risque Nombre Pourcentage %
Prématurité 38 90.48%
Cardiopathie 2 4.76%

S. lugdunensis 2 4.76%

Total 42 100%

Répartition des bactériémies a SCN selon les facteurs
de risque

4.76% 4.76%

Nouveau né prématuré

= Nouveau né avec
cardiopathie

S.LUGDUNENSIS
90.48%

Figure 29 : Répartition des SCN responsables des bactériémies néonatales selon
les facteurs de risque n=42.

Nous avons incriminés 42 isolats de SCN selon la présence des facteurs de
risque sous-jacents et la positivité de I’hémoculture apres 24h. Dans notre étude,
nous avons marqué une predominance absolue de la prématurité comme le
facteur de risque le plus rencontré avec un taux de 90.48% (38/42). Par contre,
la cardiopathie a été trouvée avec un pourcentage minime 4.76% (2/42) par
rapport a celui de la prématurité. Quatre isolats de S. lugdunensis étaient
incriminés vu la virulence comparée de cette espece a celle de S. aureus. De ce
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fait le S. lugdunensis est directement incrimine quand il est trouvé méme en cas
d’absence d’un facteur de risque. Il est a noter que deux isolats de S. lugdunensis
ont été trouvés dans des hémocultures des nouveau-nés prématures.

Dans une étude rétrospective effectuée en Népal durant une période d’une année
allant du avril 2014 jusqu’a avril 2015 sur le profil bactériologique et la
sensibilité aux antibiotiques des infections néonatales, le pourcentage de la
prématurité trouvé était 57.14%, ce taux est jugé inférieur a celui retrouvé dans
notre étude. Aussi, le pourcentage trouvé dans une autre étude rétrospective faite
au CHU de Caire en 2017 sur le profil bactériologique des septicémies
néonatales était 52.94%, ce taux est comparable a celui de 1’é¢tude de Népal,
mais il est inférieur de celui de notre étude. (191111871

*Critéres d’incrimination :

Le calcul de risque relatif (RR) pour la prématurité et la cardiopathie a donné
les résultats suivants :

Tableau 17 : Tableau de calculs de risque relatif de la prématurité.

Facteur de | Présence de | Absence de SCN | Total
risque SCN

prématuré 38 112 150
Non prématuré |4 514 518
Total 42 626 668

Pour la prématurité, les nouveau-nés prématurés ont 33 fois plus de risque de
faire une septicémie a SCN par rapport aux nouveau-nés a terme. Ce risque est
statistiquement tres significatif. OR (IC 95%) = 32.8 (17.56-61.26), p<<0.001
Tableau 18 : Tableau de calculs de risque relatif de la cardiopathie.

Facteur de | Présence de SCN | Absence de SCN | Total
risque

Présence 2 3 5
Cardiopathie

Absence 40 623 663
cardiopathie
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Total 42

626

668

Pour la cardiopathie, les nouveau-nés présentant une cardiopathie sont 7 fois
plus susceptibles de développer une bactériémie a SCN par apport aux nouveau-
nés qui ne présentent pas une cardiopathie. OR (IC 95%)=6.8 (2.07-22.32),
p<0.01, ce résultat est tres significatif sur le plan statistique.
Ces reésultats sont en concordance avec ceux des études qui incriminent la
prématurité, ainsi que la cardiopathie comme des facteurs de risque pour la

bactériémie a SCN. [192]

Tableau 19 : Fréquence de la prématurité retrouvée dans notre étude comparée

avec d’autres études.

Bacteriémies Notre  étude | Etude de | Etude de
n=42 Népal n=14 | Caire n=17

Bactériémies a SCN chez les | 38 (90.48%) 8 (57.14%) 9 (52.94%)

prematurés

Bactériémies a SCN chez les | 4 (9.52%) 6 (42.86%0) 8 (47.06%0)

non prématurés

Total 42 (100%0) 14 (100%0) 17 (100%0)

111.2.6. Fréquence des bactériémies a SCN chez les prématurés :

Tableau 20 : Fréquence des bactériémies a SCN chez les prématurés, n=150.

Prématurés Nombre Pourcentage %
Présence de | 38 25.33%
bactériémie a SCN

Absence de bactériémie | 112 74.67%

a SCN

Total 150 100%
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m Présence de bactériémie a SCN m Absence de bactériémie a SCN

25.33%

74.67%

Figure 30 : Fréquence des bactériémies a SCN chez les prématurés, n=150.

Durant ce travail, parmi les 668 flacons d’hémocultures, 150 ont été des flacons
des nouveau-nes prématures. Parmi les 150 prématurés, 38 ont développé une
bactériémie a SCN présentant ainsi un pourcentage de 25.33 %. Ce taux indique
que la bactériémie a SCN a survenu chez le un quart des prématurés durant
notre période d’étude.

Ce taux est comparé a celui d’une étude au Maroc sur des nouveau-nés
prématurés qui a donné un pourcentage de 13.08% soit 14/107 nouveau-nés
prématurés presentant une septicémie a SCN. Nous remarquons ainsi un écart
important dans les résultats de notre étude et ceux du Maroc, et cela peut nous
indiquer un non-respect probable des régles d’hygiéne dans la clinique HBB,
notamment I’entretien des CVC, les couveuses, etc. [l

111.2.6.1. Répartition des bactériémies a SCN selon I’Age des nouveau-nés
prematureés :

Tableau 21: Répartition des bactériémies a SCN selon 1’age des nouveau-nes
prématurés n=38.

Age Nombre n=38 Pourcentage %
0-4 jours 12 31.58%

5-28 jours 18 47.37%

Non mentionné 8 21.05%

Total 38 100%
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Figure 31: Répartition des bactériémies a SCN selon 1’dge des nouveau-nes
prématures, n=38.

Les 38 nouveau-nés prématurés présentant une bactériémie a SCN ont été
répartis selon 1’age comme suit : 31.58% (12/38) pour un age de 0-4 jours, et
4737 % (18/38) avec une tranche d’age de 5-28 jours. Une proportion
importante de 21.05% ou 1’age n’a pas été mentionné, cette derniere refléte le
manque de données enregistrées dans les fiches de renseignements. L’incidence
élevee des bactériémies tardives est justifiee, vu que les SCN sont beaucoup plus
incriminés dans les infections nosocomiales.

Le pourcentage pratiqguement élevé des septicémies tardives (survenues chez les
prématurés agés entre 5 et 28 jours) peut étre expliqué par I’allongement du
séjour hospitalier et 1’utilisation excessive des matériels de soins (CVCs,
alimentation parentérale, couveuses, etc.) qui sont la cause principale de
bactériémie chez les nouveau-nés.

[11.2.7. Répartition des bactériémies a SCN selon I’age gestationnel :

Tableau22 : Répartition des bactériémies a SCN selon 1’age gestationnel, n=38.

Age gestationnel Nombre n=38 Pourcentage %
25-30 SA 3 7.89%

30-35 SA 12 31.58%

>35 (ou égale) 11 28.95%

Non mentionné 12 31.58%

Total 38 100%
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Figure 32 : Répartition des bactériémies a SCN selon 1’age gestationnel, n=38.

Sur les 38 nouveau-nés prématurés, nous avons marqué un taux relativement
faible de 7.89% (3/38) avec un &ge gestationnel de [25-30 SA], et des taux plus
¢levés de 31.58% (12/38) pour 1’age gestationnel de [30-35 SA[, et 28.95%
(11/38) pour I’age >35 SA, sans oublier le pourcentage non négligeable des cas
avec un age gestationnel non mentionné 31.58% (12/38)

Le calcul des taux de survenue de I’infection par rapport au total de chaque
intervalle d’age (tous les prématurés de chaque intervalle) a montré des
pourcentages croissants qui augmentent avec 1’augmentation de 1’age
gestationnel : 3/22 (13.63%) pour [25-30[, 12/86 pour (13.95%), et 11/23
(47.82%) pour >35.

La survenue des bactériémies néonatales a SCN est généralement inversement
corrélée a I’age gestationnel. Cependant, dans notre étude ce constat n’a pas été
retrouvé, car les bactériémies a SCN enregistrées n’étaient pas en relation avec
I’age gestationnel des prématurés, cela peut étre justifié par le manque
d’information ou nous avons trouvé 12/38 sans la mention d’age dans les fiches
de renseignement.

Aussi, ¢a peut étre di a I’incidence probablement élevée de la mortalité surtout
chez les grands prématurés avant méme de trouver I’agent causatif. De plus la
quantité de sang prélevé est généralement insuffisante pour détecter le germe en
cause (au moins 2 ml), du coup le risque de faux négatifs n’est pas a exclure.
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111.3. Répartition des espéces de SCN isolés a la clinique HBB :

111.3.1. Répartition des especes de SCN responsables de bactériémies
néonatales

Tableau 23 : Répartition des espéces de SCN responsables des bactériémies
néonatales chez les nouveau-nés prématures n=38 :

Espéces Nombre n=38 Pourcentage %
S. epidermidis 13 34.21%
S. haemolyticus 6 15.79%
S. hominis 5 13.16%
S. saprophyticus 4 10.53%
S. capitis 3 7.89%
S. lentus 2 5.26%
S. lugdunensis 2 5.26%
S. xylosus 1 2.63%
SCN non determiné 2 5.26%
Total 38 100%
SCN non determiné 2
S. xylosus |
S. lugdunensis 2
S. lentus 2
S. capitis 3
S. saprophyticus 4
S. hominis 5
S. haemolyticus 6
S. epidermidis 13
0 2 4 6 8 10 12 14

Figure 33: Répartition des especes de SCN responsables des bactériémies
néonatales chez le nouveau-nés prématurés n=38.

Dans cette étude rétro-prospective, nous avons mis en évidence la répartition des
différentes espéces de SCN responsables de bactériémies néonatales chez les
prématurés. En accord avec d’autres études, 1’étude actuelle a montré
que le S.epidermidis était le plus commun parmi les espéces de SCN causant une
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septicémie, ou nous avons noté que le S.epidermidis 13(34,21%) s’est avéré étre
la plus courante espéce, suivie de S.haemolyticus 6 (15,79 %) et de S.hominis
5 (13.6 %). Des résultats similaires ont été signalés dans une étude de
I’Inde en 2004 dans laquelle 1’ordre d’apparition de ces trois espéces
¢tait le méme, alors qu’il y avait des variations dans leurs
pourcentages : S.epidermidis 234(40%), S.haemolyticus 84(14%) et S.hominis
65(11%). Aussi dans une autre étude en Grece avec les pourcentages suivants :

S. epidermidis 59.80%, 31.80 S. haemolyticus et 5.90% pour le S. hominis. La
dissimilarité entre notre étude et les deux autres réside dans le reste des especes
isolées. (1%

Néanmoins, une étude menée au Suede sur la bactériémie chez les prématurés a
enregistré 1’isolement de trois espéces sur un total de 14 isolats : 11/14 S.
epidermidsis, 2/14 S. capitis et 1/14 S. lugdunensis. [194]. Cependant, cet ordre
d’apparence n’a pas €té retrouvé dans une étude faite a I’Université de Nancy en
2002 sur la septicémie nosocomiale en néonatologie ou les 3 premiéres especes

incriminées étaient : S. epidermidis 70%, S. warneri 10%, et S. haemolyticus
804, [190] [195]

A propos des autres especes dans notre étude la répartition était comme suit : S.
saprophyticus 10.53% (4/38), S.capitis 7.89% (3/38), S. lentus et S. lugdunensis
5.26% (2/38), S. xylosus 2.63% (1/38), et dans deux cas I’espéce n’a pas été
determinée. Il est a noter que le S. xylosus était I’espéce la moins isolée.

Tableau 24 : Tableau comparatif en vue d’identifier les différentes espéces de
SCN isolées chez les prématurés :

Espéces Notre étude n=38 | Etude du suéde
n=14

S. epidermidis 13 11

S. haemolyticus 6 0

S. hominis 5 0

S. saprophyticus 4 0

S. capitis 3 2

S. lentus 2 0

S. lugdunensis 2 1

S. xylosus 1 0

SC non | 2 0

determiné

Total 38 14
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111.3.2. Répartition des SCN contaminants des hémocultures

Tableau 25 : Répartition des SCN contaminants n=105.

especes nombre pourcentage%o
S.epidermidis 51 48,57%
S.haemolyticus 22 20,95%
S.hominis 8 7,62%
SCN non détermine 6 5,71%
S.xylosus 5 4,76%
S.chromogenes 4 3,81%
S.lentus 3 2,86%
S.auricularis 2 1,90%
S.saprophyticus 2 1,90%
S.capitis 1 0,95%
S.warneri 1 0,95%
Total 105 99,98%
S.warneri 0,95%
S.capitis | 0,95%
S.saprophyticus 1,90%
S.auricularis 1,90%
S.lentus 2,86%
S.chromogenes 3,81%
S.xylosus 4,76%
SCN non déterminé 5,71%
S.hominis 7,62%
S.haemolyticus 20,95%
S.epidermidis 48,57%

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00%

Figure 34: Répartition des SCN contaminants isolés a la clinique HBB durant

notre étude n=105.

Parmi les 147 SCN isolés dans le laboratoire de la clinique HBB, 105 ont eté
jugés des contaminants des hémocultures. Le S. epidermidis prend une place
Importante dans ce contexte 48.57% (51/105), suivi de S. haemolyticus 20.95%
(22/105), S. hominis 7.62% (8/105), S. xylosus 4.76% (5/105), S. chromogenes
3.81% (4/105), S. lentus 2.86% (3/105), S. auricularis et S. saprophyticus 1.90%
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(2/105), S. capitis et S. warneri 0.95% (1/105), et 5.71% SCN non identifiés
(6/105).

Ces résultats sont en concordance avec ceux révelés dans une étude faite au
CHU d’Oxford ou I’espéce S. epidermidis occupe toujours une place majeure
parmi les SCN contaminants mais avec un pourcentage plus élevé que celui de
notre étude 70.91% (39/55). Aussi, dans une étude sur la contamination des
hémocultures allant du mars 2006 au février 2007 a I’Iran, le S. epidermidis
était 1’unique espéce jugée contaminant. Ces données paraissent explicables vu
que le S .epidermidis est I’espéce la plus communément isolée par rapport aux
autres especes des staphylocoques blancs. [1911197]

L’¢éventualité d’une contamination de I’hémoculture au moment du prélevement,
au cours de son acheminement ou au moment de I’ensemencement n’est pas a
exclure. Une étude faite au service de néonatologie du CHU de Tizi-Ouzou a
retrouvé; le staphylocoque coagulase négative ainsi que d’autres germes, dans
les prélévements de 1’environnement. (1%

111.3.3. Répartition des especes de SCN responsables de bactériémies
néonatales selon 1’age :

Tableau 26 : Répartition des espéces de SCN responsables de bactériémies
néonatales chez les selon I’age, n=42

Especes Age
0-4 jours 5-28 jours Non mentionné

S. epidermidis 4 8 2
S. haemolyticus |2 3 1
S. hominis 0 3 2
S. lentus 1 1 0
S. lugdunensis 2 1 1
S. saprophyticus | 3 1 1
S. xylosus 0 1 0
S. capitis 2 0 1
SC non | 1 1 0
derminé

total 15 19 8
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SCN NON DETERMINE g 1 1
S.capitis 0 2
S.xylosus + 1
S.saprophyticus -1—h 3
S.lugdunensis =_ 2
S.lentus A 1
S.hominis Fz 3
S.haemolyticus * 3

2
S epidermidis | —— g

0 2 4 6 10
AGE NON MENTIONNE m5-28) mO0-4)

Figure 35: Répartition des SCN responsables de bactériémies néonatales selon
I’age d’apparition, n=42.

Nos resultats ont rapporté d’une fagon approximative que la survenue des
septicémies a SCN ont été généralement apres le 5 éme jour de vie, avec le S.
epidermidis qui occupait toujours la premiére place vu qu’il était I’espece la plus
isolée 8/12. Trois isolats de S. haemolyticus sur cing ont été responsables de
septicémie entre 1’age de 5a 28 jours. Méme nombre de S. hominis a été isolé a
cet age sauf que le dernier représentait la totalité des isolats 3/3. Aussi, le reste
des especes isolées a cet age étaient réparties de la facon suivante : S. lentus 1/1,
S. lugdunensis 1/3, S. saprophyticus 1/4, S. xylosus 1/1, S.capitis 0/2. D’apreés
ces résultats, nous pouvons dire que les espéces: S. lugdunensis, S.
saprophyticus et S.capitis étaient beaucoup plus isolées entre 0 et 4 jours de vie.

111.3.4. Répartition des SCN responsables de bactériemies néonatales selon
I’age gestationnel :

Tableau 27 : Reépartition des especes SCN responsables de bactériémies
néonatales selon I’age gestationnel, Nn=38
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25-30 SA | 30-35 SA | >35SA | Non Total
mentionne

S.epidermidis 1 5 3 4 13
S.haemolyticus |2 0 3 1 6
S.hominis 0 2 2 1 5
S.lentus 0 1 1 0 2
S.lugdunensis |0 0 0 2 2
S.saprophyticus | 0 2 1 1 4
S.xylosus 0 1 0 0 1
S.capitis 0 0 0 3 3
SCN non | 0 1 1 0 2
determiné

Total 3 12 11 12 38

Répartition des SCN responsables des
bactériémies néonatales selon I'age gestationnel
n=38

25-30SA m30-35SA m>35SA  m NON MENTIONNE

Figure 36 : Répartition des especes de SCN responsables de bactériémies
néonatales selon I’age gestationnel, N=38.

Selon nos statistiques, les espéces de SCN isolés chez les prématurés ont été
réparties selon I’age gestationnel comme suit :

Le S.epidermidis a été isolé dans: 1/13 cas chez les prématurés avec age
gestationnel (25-30 SA), 5/13 cas chez les prématurés (30-35 SA), 3/13 cas chez
les prématurés tardifs (>35 SA).

Le S. haemolyticus a été isolé dans : 2/ 6 cas chez les grands prématurés, 0 cas
pour age gestationnel (25-30 SA), 3/6 cas chez les prématures (>35 SA).
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Le S.hominisa été isolé dans 2/5 cas chez les prématurés avec ages
gestationnels de 30 a 35 semaines et (>35SA).

Le S. lentus a été isolé chez prématurés avec ages gestationnels (30-35 SA) et
(>35 SA) en proportions égales : 1 cas /2.

Le S. saprophyticus a été isolé dans 2 /4 cas chez les prématurés (30-35 SA),
1/4 cas chez ceux ayant un dge gestationnel (>35 SA).

Le S. xylosus a été egalement isolé dans 1 cas et autres SCN ont été isolés dans
1/2cas pour les prématurés avec ages gestationnels : (30-35 SA) et (>35 SA).

Pour les 12 prématurés ou 1’age gestationnel n’a été pas mentionné : S.
epidermidis était isolé dans 4/12 cas, S.lugdunensis 2/12 cas, S.capitis 3/12 cas
et 1/12 cas pour S.haemolyticus, S.hominis et S.saprophyticus.

Nos résultats ont révélé que le S.epidermidis prend une place chez les
prématures avec ages gestationnels bas. Ces résultats ont été comparé avec une
étude retrospective a Geneve sur le sepsis a staphylocoque epidermidis chez les
grands prématurés et qui a montré que plus d’un quart de grands prématurés
ayant fait un sepsis a Staphylococcus epidermidis (n= 542) ou le nombre total de
sepsis a S. epidermidis était 34 cas repartis en : 26/34 et 8/34 cas pour les
prématurés avec ages gestationnelsde [24- 30 SA [et [30- 32 SA]
respectivement. 19

Aussi, la place de S.haemolyticus dans nos réesultats est comparée avec une
é¢tude a Oslo sur la persistance des SCN dans 1'unité des soins intensifs
néonataux parmi les 180 isolats de SCN, 19 cas de S.haemolyticus a été isole ;
cette espece a éteé retrouvee chez les prématurés avec un age gestationnel plus
bas (médian AG=26SA) par rapport a ceux qui sont infecteés par d’autres SCN
(médian AG=29 SA). (200

Dans une étude faite a Lyon, les grands prématurés ont été infectés par S.
capitis dans 28/229 cas avec un age gestationnel médian 26.4 SA (25, 7 ; 27,
8). [201]

I11.4. Profil de résistance des SCN responsables de bactériemie néonatale
aux antibiotiques :

I11.4.1. Résistance aux antibiotiques des SCN responsables de bactériémie
chez le nouveau-né premature :

E
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Tableau 28: Résistance aux antibiotiques des SCN responsables de bactériémie
chez le nouveau-né prématuré, n =38 :

Antibiotiques Résistants (R) | Sensibles (S) | Total % (R/R+S)
(StR)
Penicillline P 27 0 27 EF
Cefoxitine FOX |29 3 32 90.63%
Kanamycine ou |29 2 31 93.55%
amikacine K
Gentamycine 21 3 24 EF
Erythromycine |17 14 31 54.84%
Clindamycine 5 23 28 EF
Pristinamycine |1 30 31 3.23%
Rifampicine 15 11 26 EF
Ofloxacine 18 11 29 EF
chloramphenicol | 0 24 24 EF
Fosfomycine 6 26 32 18.75%
Vancomycine 0 30 30 0%

2

Figure 37 : Résistance aux antibiotiques des SCN responsables de bactériémie
chez le nouveau-né prémature, n =38.

Concernant le profil de résistance des especes de SCN responsables de
bactériémie chez le nouveau-né prémature, les isolats de notre étude ont
exprimé une résistance absolue a la pénicilline  soit 27/27 disques
d’antibiotiques testés. Ce résultat est comparable a celui d’une étude faite au
Kuwait sur 1’antibio-résistance et la virulence des SCN chez les prématurés ou le
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pourcentage des SCN résistants a la pénicilline était 95.92%, ainsi que dans une
autre étude a Lyon sur I’antibio-résistance de S. capitis chez les prématurés
99%. Dans notre étude les SCN ont présenté un taux de résistance élevé a la
méticilline 90.63% (29/32), un taux significativement proche a celui trouvé dans
la méme ¢étude de Lyon (95.6%), mais il est supérieur a celui de I’étude de
Kuwait 57%, aussi pour une étude au Maroc 70%, ainsi que pour une étude en
Egypt oU le taux trouvé était 68%. [2021 [188] [201]

La résistance a la Kanamycine a été également élevée dans notre étude donnant
un pourcentage de 93.55% (29/31), qui est supérieur a celui retrouvé dans
I’étude de la multi-résistance de S. epidermidis chez les nouveau-nés au niveau
de I’hopital de la croix rousse au Lyon 62%. Par contre, la kanamycine a été
pratiquement active sur toutes les souches isolées dans une étude en Turkey sur
les nouveau-nés prématurés présentant une septicémie néonatale, le pourcentage
de sensibilité était 98.7%. L’érythromycine a exprimé une résistance moyenne
dans notre étude, ou nous avons marqué qu’un peu plus de la moitié des isolats
de SCN ont été résistants a 1’érythromycine 54.84%. Ce résultat est en parfaite
concordance avec ceux des etudes menées au kuwait et en Turkey qui ont été
51% et 56% respectivement. Toutefois, une résistance élevée a 1’érythromycine
(96 %) a éte rapportée dans une étude de 1’Inde pour les isolats de SCN chez les
nouveau-nés présentant une septicémie, [20311204] [205]

A propos de reste des antibiotiques testés nous avons noté que : 21 souches
(21/24) ont ete résistants a la gentamycine, 5/28 a la clindamycine, 15/26 a la
rifampicine, 18/29 a Il’ofloxacine. Nous avons remarqué aussi qu’aucune
résistance au chloramphénicol n’a ét¢ marqué 0/24, contrairement a une étude
rétrospective menée en Egypt sur des nouveau-nes avec un sepsis neonatal ou 13
sur 17 souches de SCN isolées ont été résistantes au chloramphenicol. Tandis
quun taux de 3.23% (1/30) des isolats de SCN a été résistant a la
pristinamycine, un résultat dit comparable a celui de 1’étude de Lyon. 187112011

Comme d’autres études en Inde et I’ Arabie Saoudite faites sur des nouveau-nes,
les isolats de SCN de notre étude étaient également uniformément sensibles a la
vancomycine (0% des isolats résistants) 19102061 Toutefois, des isolats de SCN
présentant une sensibilité réduite a la vancomycine (3.6%) ont éteé signalés dans
une ¢tude de 6 mois faite a I’Université de Médecine de Philadelphia (Etats-
Unis) sur des nouveau-nés dans les soins intensifs néonataux. 2%7]

Le tableau (29) suivant compare le profil de résistance des SCN isolés des
hémocultures des nouveau-nés prématurés durant notre étude avec différentes
études.

E



Partie pratique : Résultats et discussion

Antibiotiques Notre Etude Etude Etude Etude
étude Lyon kuwait Turkey Egypt
n=38 n=204 n=93 n=77 n=17

(EF)

Penicillline P 27127(EF) | 202 (99%) |92 - 14/14

(95.92%)

Cefoxitine FOX | 29/32 195 53 (57%) |- -
(90.63%) | (95.6%0)

Kanamycine ou | 29/31 - - 1(1.30%) | 13/14

amikacine K (93.55%)

Gentamycine 21/24 (EF) | 194 72 (77%) |45 (58%) | 15/17

(95.1%)

Erythromycine | 17/31 29 (14.2%) | 47 (51%) |43 (56 12/17
(54.84%) %)

Clindamycine 5/28 (EF) |21 (10.3%) |42 (45%) |- -

Pristinamycine | 1/31 13 (6.4%) |- - -
(3.23%)

Rifampicine 15/26 (EF) | 91 (44.6%) | 9 (10%) |- 13/17

Ofloxacine 18/29 (EF) | - - - -

chloramphenicol | 0/24 (EF) |- - - 13/17

Fosfomycine 6/32 - - - -
(18.75%)

vancomycine 0/30 (0%) | - 0 (0%) 0 (0%) 0/17

111.4.2. Résistance des SCN responsables de bactériémie chez les nouveau-
nes avec cardiopathie :

Durant la période de notre étude, deux cas de nouveau-nes présentant une
cardiopathie ont fait une bactériémie a SCN avec I’isolement des especes S.
epidermidis et S. saprophyticus. L’antibiogramme de 1’espéce S. saprophyticus
n’a pas €té trouve dans le registre de I’antibiogramme. Tandis que, celui de

S. epidermidis a présenté les résultats rapportés dans le tableau (30) suivant :

Le tableau 30: Antibio-résistance d’un cas de nouveau-né présentant une
bactériémie a SCN avec cardiopathie n=1.
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Antibiotiques résistants Antibiotiques sensibles
Penicilline Erythromycine
Méthicilline Clindamycine
Kanamycine Pristinamycine
Gentamycine Ofloxacine
Rifampicine Chloramphenicl
Fosfomicyne
Vancmycine

A propos de cet antibiogramme, nous avons remarqué une résistance de 100%
au béta-lactamines, ainsi qu’aux aminosides. La rifampicine a été également
inhibée par cet isolat de S. epidermidis. Par contre, 1’érythromycine, la
clindamycine, la pristinamycine, [’ofloxacine, la chloramphenicol, la
fosfomycine, et la vancomycine ont ete tous actifs sur cette souche.

Ces resultats donnent plus au moins des choix thérapeutiques pour cette souche
Méti-R, vu que les principaux antibiotiques de références pour le traitement des
infections staphylococciques résistantes a la méticilline y étaient sensibles, et
notamment la vancomycine, et méme ils donnent des choix pour la bithérapie
qui évite I’émergence de la multi-résistance de la souche Méti-R aux autres
antibiotiques.

111.4.3. Répartition des SCN méticillino-résistants responsables de
bactériémie chez le nouveau-né prématuré :

Tableau 31: Répartition des SCN méticillino-resistants responsables de
bactériémie chez le nouveau-né prématuré, n=29.

Especes SCN Nombre SCN Pourcentage %
S.epidermidis 9 31.03%
S.haemolyticus 5 17.24%
S.hominis 4 13.79%
S.capitis 3 10.34%
S.saprophyticus 3 10.34%
S.lugdunensis 2 6.90%
S.lentus 1 3.45%
S.xylosus 1 3.45%
SCN non détermineé 1 3.45%
Total 29 99.99%
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SCN non déterminé 1
S.xylosus 1
S.lentus 1
S.lugdunensis 2
S.saprophyticus 3
S.capitis 3
S.hominis 4
S.haemolyticus 5

S.epidermidis 9

® Nombre SCN

Figure 38: Reépartition des SCN méticillino-resistants responsables de
bactériémie chez le nouveau-né prématuré, n=29.

Les SCN gagnent en importance en raison de la résistance a la méticilline et, par
conséquent, de sa résistance a tous les antibiotiques béta-lactamines. Les MR-
SCN sont devenus un organisme prédominant chez les patients hospitalisés. [2%¢,
Notre étude rétro-prospective a rapporté également une résistance élevée a la
méticilline chez les prématurés soit 90.63% (29/32).

La répartition des espéces Méti-R a montré une prédominance de I’espéce S.
epidermidis présentant 31.03% (9/29) de total des espéces Méti-R. Ce résultat
est inférieur a celui d’une étude saoudienne ou le pourcentage était beaucoup
plus élevé 77% (137/178), par contre le taux de S. haemolyticus était Iégérement
supérieur : 17.24% pour notre étude contre 11.23% pour 1’étude saoudienne. 2%

Les taux des autres especes durant la période de notre étude a montré les
résultats suivants: S.hominis 13.79% (4/29), S.capitis 10.34% (3/29),
S.saprophyticus 10.34% (3/29), S.lugdunensis 6.90% (3/29), S.lentus 3.45%
(1/29), S.xylosus 3.45%(1/29), SCN non détermine 3.45% (1/29).

Cependant, certaines études en Inde et en Brésil sur des nouveau-nés ont
présenté une résistance moindre a la méticilline parmi les SCN isolés : 49% pour
I’étude indienne et 69 % pour celle de Brésil. [2091[20%]

Tableau (32) suivant montre la répartition des espéces méticillino-résistantes
chez les nouveau-nés prématurés de notre étude comparée a une étude a
1’ Arabie Saoudite faite sur des nouveau-nés présentant une septicémie néonatale
a SCN :

E
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Espéces de | Notre étude n=38 Etude de I’Arabie Saoudite
SCN n=190

Nombre Meéti-R Nombre Méti-R
S.epidermidis | 13 9 144 137
S.haemolyticus | 6 5 21 20
S.hominis 5 4 19 18
S.capitis 2 3 1 1
S.saprophyticus | 2 3 - -
S.lugdunensis | 4 2 1 0
S.lentus 1 1 -
S.xylosus 3 1 - -
S. hyicus - - 1 0
S. warneri - - 2 2
S. auricularis | - - 1 0
SCN non | 2 1 - -
determiné
Total 38 29 (90.63%) | 190 178 (93.6%0)

I11.4.4. La résistance des espéces Méti-R aux autres antibiotiques testes :

Tableau 33 : La résistance des especes Méti-R aux antibiotiques testés n=29

E
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Antibiotiques (R/R+S)
Espéces Nom | P K G E [CM|PT |RIF|OFX |C FOS | VAN
-bre
S.epidermidis 9 8/8 |7/8 |5/7 |3/8|0/6 [0/8 |2/7 |37 0/8 |4/9 0/9
S.haemolyticus |5 4/4 |5/5 | 4/5 |5/5|1/5 [0/5 |3/4 |4/5 0/4 | 0/5 0/5
S.hominis 4 4/4 | 4/4 |3/3 |2/4|0/3 [0/4 |2/3 |2/3 0/3 | 0/4 0/3
S.lentus 1 /1 |11 |11 |1/1|0/2 (0/1 [1/1 |11 0/1 |0/1 0/1
S.lugdunensis 2 212 12/2 |2/2 |2/2|2/2 [0/2 |0/2 |2/2 0/2 |1/2 0/2
S.saprophyticus | 3 22 |3/3 [1/1 |1/3|0/3 [0/3 |3/3 |2/3 - 0/3 0/3
S.xylosus 1 /1 (1/1 |11 |1/1]0/2 (0/1 |1/1 |11 Non | 0/1 0/1
testé
S.capitis 3 3/3 |3/3 |1/1 |1/3]1/3 |0/3 |1/1 |1/3 |0/3 |0/3 |0/3
SCN non |1 - 0/1 {1/1 |0/20/1 (0/1 |1/1 |11 0/1 |0/1 -
détermineé
Total 29 25/ |26/ |19/ |16/ |4/ 0/ 14/ | 17/ 0/ 5/29 |0/ 27
25 |28 |22 |28 |26 |28 |23 |26 22
P : penicilline, K : kanamycine, G : gentamycine, E : erythromycine, CM : clindamycine, PT :
pristinamycine, RIF: rifampicine, OFX: ofloxacine, C: chloramphenicol, FOS:
fosfomycine, VAN : vancomycine.
0 (L. 26 28 .7
25 22 22
19
20 16 17
14
15 - 2
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5 - 2 3 4 msS
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0 : ;
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Figure 39: Profil de résistance des MR-SCN aux antibiotiques testés, n=29.

Nous avons étudié dans ce travail la résistance des espéces de SCN méticillino-
résistantes aux autres antibiotiques. Dans notre étude, les Méti-R avaient une
résistance absolue a la pénicilline. Les reésultats trouvés montrent aussi que MR-
SCN avaient également une résistance accrue méme aux antibiotiques non
bétalactames, réduisant ainsi les options thérapeutiques.
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Les aminosides se trouvaient en premier lieu dans ce contexte donnant un
pourcentage de 92.85% (26/28) pour I’amikacine, et 86.36% (19/22) pour la

gentamycine. Tandis que, 1’ofloxacine a été inhibé par 65.38% souches Méti-R
(17/26).

Les especes Méti-R ont montré également une résistance accrue a la rifampicine
60.87% soit 14/23, 1I’érythromycine se positionne derriere lui avec un taux de
57.14% (16/28). Toutefois, les MR-SCN ont présenté une résistance moins
significative pour les antibiotiques suivants : clindamycine 4/26, fosfomycine
5/29.

Cependant, aucune résistance n’a ¢ét€¢ marquée pour la vancomycine, la
pristinamycine ainsi que le chloramphenicol.

L’émergence de la résistance des souches MR-SCN aux autres classes
d’antibiotiques est aussi observée dans d’autres études. Nous citons 1’étude de
I’Inde ou tous les MR-SCN ont présenté une résistance a la pénicilline, un
résultat parfaitement similaire a celui de notre étude. La résistance a la
gentamycine était supérieure dans cette étude 95.81%, mais elle est jugée
inférieure pour 1’amikacine ou 83.22% souches étaient résistantes. La plus
grande discordance entre les deux etudes se voit dans la résistance a la

clindamycine : 15.38% pour notre étude, contre 91.26% pour 1’étude de I’Inde.
[205]

De méme, une étude faite en Arabie Saoudite a montré un résultat pratiqguement
identigue pour la résistance a la Gentamicine 89.70%. Par contre,
I’érythromycine a été inactivée par 86.20% des souches de Méti-R,
contrairement a notre étude 57.14%. La résistance a la clindamycine eétait
également supérieure dans cette étude 75.9%. [210

Pour résumé, nos résultats ont montré une résistance maximale des MR-SCN
aux penicillines, une émergence importante dans la resistance aux aminosides,
aux quinolones, ainsi qu’aux macrolides et a la rifampicine. Une résistance dite
réduite a été marqué pour la fosfomycine. Tandis que la vancomycine, la
pristinamycine et la chloramphenicol ont été tous actifs sur les especes de MR-
SCN minimisant ainsi les échecs thérapeutiques que peut engendrer leur
résistance.

E



Ce tableau (34) montre la résistance des MR-SCN isolés durant notre période
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d’étude aux antibiotiques avec celle des différentes etudes :

Antibiotiques

Notre étude n=29

Etude de I’Inde

Etude de 1’Arabie

R/R+S n=286 Saoudite n=29 (%)

Penicillline P 25/25 286/286 (100%0) | -

Kanamycine ou | 26/28 238/286 -

amikacine K (83.22%)

Gentamycine 19/22 271/286 (89.70%0)
(94.29%

Erythromycine | 16/28 274/286 (86.20%0)
(95.84%)

Clindamycine 4/26 261/286 (75.6%0)
(91.26%0)

Pristinamycine | 0/28 - -

Rifampicine 14/23 - 0%

Ofloxacine 17/26 - -

chloramphenicol | 0/22 262/286 -
(91.61%)

Fosfomycine 5/29 - -

Vancomycine 0/27 - 0%
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Recommandations

Recommandations :

A la lumiére de notre étude, nous faisons les recommandations suivantes:

1.

Prélever au bon moment : au pic fébrile ou au moment de 1’hypothermie et
avant tout antibiothérapie ;

Prélever une quantité de sang suffisante et le nombre de flacons
nécessaires ;

Faire le repiquage aprés 24h d’incubation surtout chez les nouveau-nes
présentant un facteur de risque ;

Intérét de 1’automate (Bactec BD) pour des résultats bien précis et
repiquage précoce méme en cas de manque de renseignements cliniques ;
Respecter les conditions d’hygiéne dans les unités de soins néonataux et
surtout lavage des mains ;

Améliorer les conditions de prélevement;

Appliquer les bonnes pratiques de prélevement a travers la formation
continue ;

L'application de [l'algorithme pour déterminer la signification des
hémocultures positives pour les SCN;

Remplir bien la fiche de renseignement car I’'implication des SCN en
Néonatalogie doit impérativement correler aux signes cliniques et facteurs
de risques;

10.Nécessité urgente d’optimiser nos stratégies de prescription des

antibiotiques en réanimation néonatale afin de limiter la sélection et
I’émergence de souches SCN multi résistantes ;

11.Le respect des regles d’utilisation des CVC (cathéters veineux centraux)

pour éviter les infections nosocomiales surtout chez les prématurés : le
choix de cathéter, hygiene des mains et port des gants, manipulation
correcte par des personnels formés, I’entretien, la surveillance et I’ablation
de ce dispositif, etc.

12. Application des mesures d'asepsie en salle d'accouchement et en

néonatologie, en particulier pendant les soins afin de réduire la survenue
des infections du nouveau-né.

13.Prescription d’une bithérapie pour les souches MéEti-R pour prévenir

I’emégence de la multi-résistance aux autres antibiotiques.
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Conclusion

Conclusion:

Les staphylocoques coagulase négative sont les germes les plus retrouves dans
le service de néonatologie. Ils sont a la fois des agents pathogénes responsables
de bactériémies et aussi des contaminants fréquents des flacons d’hémoculture.

Leur diagnostic doit étre rapide et précis, I’hémoculture est I’outil puissant qui
permet de poser ce diagnostic, mais son interprétation est souvent difficile. Le
clinicien doit intégrer de nombreux parametres dans son analyse pour
appréhender correctement la signification, le pronostic et la meilleure approche
thérapeutique d’une hémoculture positive.

De plus, pour pouvoir distinguer entre la vraie bactériémie et la contamination,
ainsi qu’avoir un résultat fiable et bien précis, il est trées important de faire le
repiquage apres 24h d’incubation, cela surtout chez des patients présentant un
facteur de risque de développer une bactériémie a SCN. La positivité de
I’hémoculture dans ce cas reflete geénéralement la présence d’une vraie
bactériémie a SCN.

Selon notre étude statistique a la clinique Hassiba Ben Bouali durant la période
de Mars 2018 au Mars 2020, le taux des SCN isolés dans les flacons
d’hémoculture est 22.01% (147/668), c’est un taux non negligeable par rapport a
notre échantillonnage (668 flacons hémocultures regus). Toutefois, il peut étre
beaucoup plus important a cause des probables faux négatifs, et cela di
principalement, au non-respect des bonnes conditions de prélevement
notamment un prélevement avant tout antibiothérapie et de la fenétre
thérapeutique qui pourra augmenter la fréquence des flacons positifs a SCN.

Aussi, le taux d’incrimination des SCN dans les bactériémies néonatales est
assez faible 28.57% (42 épisodes bactériémiques sur 147 flacons hémocultures
positives a SCN) par rapport a celui des SCN contaminants 71.43%(105/147).
Cela 1mpose impérativement la mise en ceuvre d'un algorithme pour déterminer
la signification biologique et clinique des SCN pour faire la part entre vraie
bactériémie et une contamination. Tout en sachant les critéres d’incrimination
des SCN dans les bactériémies néonatales, notamment la prématurité. C’est la
raison pour laquelle la fiche de renseignement doit étre bien remplie dans les
bactériémies néonatales ou les SCN sont obligatoirement incriminés comme
especes pathogenes chez le nouveau-né prématuré. (Taux trouvé dans notre
étude est 90.48%).

Le taux ¢levé des SCN contaminants reflete 1’état d’hygicne et le non-respect
d’asepsie a la clinique HBB, on citant la contamination environnementale dans

3
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le service de néonatologie, contamination en moment de prélevement et dans
laboratoire de Microbiologie, et méme la contamination par les personnels.

Nous avons remarqué aussi que la survenue des bactériémies a SCN chez les
nouveau-nés notamment les prématurés est souvent tardives indiquant en
général une infection nosocomiale, cela montre que la désinfection des
couveuses et de I’environnement ainsi que les matériaux des soins est critique
pour éviter toute contamination.

L’étude de [I’antibio-résistance a rapporté une résistance maximale aux
bétalactamines soit 100% pour la pénicilline et 90.63% pour la méthicilline, et
une résistance élevée pour les aminosides. Aucune souche résistante a la
vancomycine n’a été isolée, chose qui est importante vu qu’il est ’antibiotique
de choix pour le traitement des infections a MR-SCN. Les especes de Meti-R
ont présenté dans notre étude une multi-résistance plus ou moins importante,
limitant ainsi les choix thérapeutiques, notamment vis-a-vis les aminosides, les
quinolones, ainsi que les macrolides. Cependant, 1’absence de la résistance a la
vancomycine, semble primordiale pour éviter tout un éventuel échec
thérapeutique.

E
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Annexe 1 : Rappel sur la structure bactérienne des staphylocoques.

Les staphylocoques font partie au groupe des bactéries a Gram positif possédent
en commun avec les Gram négatif, le peptidoglycane qui est un constituant
essentiel, spécifiqgue au monde bactérien. Ce constituant confere a la bactérie sa
forme et sa rigidité qui lui permet de résister a la pression osmotique intra
cytoplasmique.

Le peptidoglycane est la partie la plus externe de la bactérie. Il est plus épais que
chez les bactéries a Gram négatif et entoure la membrane cytoplasmique de la
bacterie.

Référence : livre le guide pratique des bactéries pathogénes édition Sociétée
Marocaine d’Infectiologie Pédiatrique et de Vaccinologie ; 2017

Polysaccharides capsulaires

/.

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines \

= o @
L Bicouche lipidique
I —-—/—/

Peptidoglycane et ——
Acides téchoiques ———

Chromosome

Figure 1 : Structures de la membrane et de la paroi de peptidoglycane chez
les bactéries Gram*/Gram-

Référence :
http://www.unige.ch/cyberdocuments/theses2001/BisognanoC/these body.html

Les protéines liant les pénicillines (PLP) : sont des protéines ancrées dans la
membrane cytoplasmique et émergent dans 1’espace péri-plasmique, elles sont
toutes porteuses d’activités enzymatiques notamment la synthése du


http://www.unige.ch/cyberdocuments/theses2001/BisognanoC/these_body.html

peptidoglycane (Transpeptidase et Glycosyltransférase) et peuvent étre inhibées
par les Bétalactamases.

Référence : Livre le guide pratique des bactéries pathogenes édition Société
Marocaine d’Infectiologie Pédiatrique et de Vaccinologie ; 2017

Annexe 2 : Procédure de prélévement direct des flacons d’hémocultures

Asepsie de la peau Désinfection des opercules des flacons Relier l'adaptateur au dispositif de Pratiquer la ponction veineuse  I'aide de

prélévement l'aiguille (type épicranienne protégée)
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Figure2:Procédure de prélevement direct des flacons d’hémocultures
© bioMérieux

Annexe 3 : ldentification bactérienne par la coloration de GRAM

1. On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d’une suspension
bactérienne : on agite la suspension afin de ’homogénéiser et d’éviter d’avoir un
culot au fond du tube. Avec l’aide d’une anse que l’on aura préalablement
stérilisé (en le passant sous le bec benzene), on préleve un peu de la solution
bactérienne en prolongeant le fil de platine de ’anse dans le tube a essai.

2. On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des
rotations jusqu’a séchage.

3. On procede a la fixation du frottis soit avec de 1’éthanol a 90° (5 minutes)
puis on enflamme la lame ou on directement 3 fois la lame dans la flamme du
bec Bunsen.

4. La coloration au violet de Gentiane (colorant basique) : la lame est prolongée
pendant 2 & 3 minutes (en fonction de la concentration) dans la coloration au



violet de Gentiane. Toutes les bactéries sont colorées en violet puis rincer a 1’eau
déminéralisée.
5. Mordancage au lugol (solution iodo-ioduree) : étaler le lugol et laisser agir 20

secondes ; Rincer a I’eau déminéralisée. Cette étape permet de stabiliser la
coloration violette.

6. Décoloration a I’alcool : verser goutte a goutte 1’alcool sur la lame inclinée
obliqguement. Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Rincer a I’cau
déminéralisée.

7. Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine : laisser agir 30
secondes a 1 minute. Laver doucement a I’eau déminéralisée. Sécher a I’air ou

en chauffant vers 40°C, 10 a 15 minutes. Les bactéries Gram négatif sont
colorées en rose.

8. Observer a I’objectif x 100, en immersion avec de I’huile a immersion.
Exemples : Les bactéries a Gram+ : Les Staphylocoques apparaissent en grappe
de raisin violette. Les Streptocoques sous la forme d’une chainette violette

Référence ; www.technobio.fr/article-16615932.html

Annexe 4 : lecture de la galerie miniaturisee API 20 STAPH

Tests Composant actif Réaction/ Résultats
enzyme Négatif Positive

Aucun Aucun Témoin Rouge -
négatif

GLU D-glucose Témoin Rouge Jaune
positif

FRU D-fructose

MNE D-mannose

MAL D-maltose .

LAC D-lactose Acidification | Rouge Jaune

TRE D-tréhalose

MAN D-mannitol

XLT Xylitol

MEL D-mélibiose

NIT Nitrate de | Réduction des | NIT 1+ NIT 2 /10 mins

potassium nitrates  en| Incolore/ | Rouge

nitrites rose pale

PAL Beta Phosphatase | ZYM A+ZYM B /10mins



http://www.technobio.fr/article-16615932.html

naphtylphosphate | alcaline Jaune Violet
VP Pyruvate de | Production Réactifs VP1+VP2/10mins
sodium d’acétyl- Incolore/ | Rose/ violet
carbinol rose pale
RAF D-raffinose Acidification | Rouge Jaune
XYL D-xylose
SAC D-saccharose
MDG Méthyl alpha D-
glucopyranoside
NAG N-acétyl-
glucosamine
ADH L-Arginine Arginine Jaune Rouge/Orange
dihydrolase
URE Urée Uréase Jaune Rouge/Violet
API® STAPH

Este sistema permite la identificacién de microorganismos pertenecientes al género
Staphylococcus, Micrococeus y Kocuria. Es una galeria conformada por 20
microtubos.

PRUEBAS NEGATIVAS
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Figure 3 : Lecture de la galerie API 20 STAPH.

Annexe 5: liste des antibiotiques testés sur les SCN au laboratoire de
Microbiologie de la clinique Hassiba Ben Bouali.




Famille | Groupe Antibiotique Abreéviatio | Charge
n
Beta pénicilline pénicilline P 10
lactamine Oxacilline 5 OXA5 5
S Céphalosporine | Céfoxitine FOX 30
Aminosid | Aminoside Gentamicine GM 10
e Kanamycine K 30
Amikacine AK -
Macrolid | Macrolide vrai | Erythromycine E 15
es et ng
apparenté
S Lincosamide Clindamycine CMN 2
Hg
Synergistine Pristinamycine PTN
15
Glycopep | Glycopeptide | Vancomycine VA 30
tides
Teicoplanine TEC 30
Hg
Quinolon | Fluoroquinolon | ofloxacine OFX 5
e e ug
ciprofloxacine CIP 5
Hg
sulfamide | sulfamide Trimethoprime+sulfa | SXT 25
S méthoxazol ug
Rifampicine RIF 5
ue
cyclines tetracycline | tetracycline TET 30
ug
Phénicolés Chloramphénicol C 30
ue
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Fosfomycine FOS 50
Acide fusidique AF ou |10
FAD ug

Annexe 6 : table de lecture d’antibiogramme : valeurs critiques des diameétres
des zones d’inhibition et des CMI pour Staphylococcus spp.

Antibiotique testé | Charge | Diametres CMI critiques commentaires
de critiques
disque | (mm)
R I |S R I S
Pénicilline 10Ul | <28 |- |>29(>0.25 |- |<0.12
Oxacilline - - - |- >4 - <2 -Le disque
(S_au reus et d’oxacilline n’est pas
S |u dunensis) fiable,tester le disque
v 9 — de cefoxitine 30 pug
S.aureus et résistance a la
Oxacilline(  SCN |- S 205 |- (2025 | S e e
sauf S. lugdunensis S.lugdunensis Si
) l’oxagi!line et la
Céfoxitine  (SCN | 30 <24 - |>25]- - - cetoxttine L. %"
éstées et 1'un ou
sauf S. I’autre donne une
lugdunensis) interprétation R il
faut répondre
(oxacilline resistant)
Gentamicine 10 <1213 |>15|>16 8 |4
14
Kanamycine 30 <13 |14 |>18 |>64 |32 |<16
17
Amikacine 30 <14 |15 | >17 | >64 32 <16
16
Erythromycine 15 <13|14|>23 | >8 1- | <0.5
- 4
22
Clindamycine 2 <14 |15 | >21 | >4 1- [<0.5



https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCg
https://fr.wiktionary.org/wiki/%CE%BCg

- 2
20
Vancomycine(S.au | CMI - - |- >16  |4- |2
reus) 8
Vancomycine(SCN | CMI - - |- >32 8- |4
) 16
Teicoplanine 30 <10 |11 |>14 | >32 16 | <8
13
Ofloxacine 5 <14 |15 | >18 | >4 2 |<1
17
Triméthoprime+sul | 1.25/2 | <10 |11 | >16 | >4/76 |- |<2/38
faméthoxazole 3.75 -
15
Rifampicine 3) <16 |17 | >20 | >4 2 |<1
19
Tetracycline 30 <14|15(>19>16 |8 |<4
18
Chloramphénicol | 30 <12 |13 |>18 | =32 16 | <8
17
Pristinamycine 15 <19|19|>22 | >2 - <1
21
Acide fusidique 10 <24 |- |224 =1 - =1
Fosfomycine 50 <14 |- |>14|>32 |- |32

Annexe 7 : Recherches complémentaires obligatoire: Recherche de la
résistance de Staphylococcus spp a I’oxacilline par Test de diffusion du disque
de cefoxitine (30ugQ) :

Technique :
La résistance des staphylocoques aux isoxazolyl pénicillines (oxacilline) est

Recherchée a I’aide d’un disque de cefoxitine (30pg) dans les conditions
standards de I’antibiogramme.

Lecture :

La lecture du diamétre d’inhibition doit se faire a 1’aide d’un pied a coulisse.




* Pour Staphylococcus aureus :

- Si le diameétre de la cefoxitine est <19mm, la souche est dite résistante a
I’oxacilline.

- Si le diamétre de la cefoxitine est > 20mm, la souche est dite sensible a
I’oxacilline.

Devant tout probleme d’interprétation, faire un test de confirmation par la
technique du screening a 1’oxacilline (Test MRSA).

* Pour Staphylococcus a coagulase négative :

- Si le diametre de la cefoxitine est < 24mm, la souche est dite résistante a
I’oxacilline. Devant tout probleme d’interprétation faire une détermination de

la CMI a I’oxacilline.

Test a la cefoxitine (30 ng)

|
v v

S. aureus et S. lugdunensis autres SCN

l l |

! !

>20mm <19mm >25mm <24 mm
Souche Souche Souche Souche
OXA (S) OXA (R) OXA (5) OXA (R)

Confirmer par Confirmer par
- la recherche de la PLP2a la determination

- 0U bien screening test de la CML.



- ou bien la détermination de la CMI

Tableau récapitulatif : Recherche de la résistance des Staphylococcus spp a

L’oxacilline.
S. aureus S. a coagulase négative
Antibiogramme <19 mm <24 mm
Cefoxitine (30ug) Résistant Résistant
Test de Screening test a | CMI a I’oxacilline sur
Confirmation I’oxacilline MH + 2% NaCl
(MH + 4%NacCl + 6ug
d’oxacilline)
Test rapide de Test de détection de la
Confirmation PLP2a

Référence : fascicule de standardisation de I’antibiogramme en médecine
humaine a I’échelle nationale 5 ¢éme edition 2008



Annexe 8 : Photos de pratique au laboratoire de Microbiologie de la clinique
Hassiba Ben Bouali.

Figure 4 : Systeme BACTEC pour la détection automatisée



Figure 5 : bandelette E-test oxacilline utilisée dans notre pratique.

Figure 6 : réalisation d’un frottis pour la coloration du gram



Figure 7 : repiquage sur les milieux de culture (GSC+Hektoen).



