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INTRODUCTION

La fosse nasale héberge un nombre important de bactéries commensales pour
I” organisme, toutefois elle est également le réservoir de prédilection de Staphyl ococcus
aureus dont le portage constitue un facteur de risque avéré d'infection aussi bien en
milieu hospitalier (1, 2, 3, 4, 5) qu'en milieu communautaire (6, 7, 8, 9, 10). En dehors
de cette espece, d autres bactéries potentiellement pathogenes telles que Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae et Neisseria meningitidis peuvent également se
nicher dans la muqueuse nasale alors qu’ elles peuvent entrainer des pneumonies et des

meéningites graves.

Bien gue dans un état de commensalisme, ces bactéries peuvent donc représenter
une menace pour la santé a long terme, d’ autant plus que certaines especes comme S
aureus développent facilement une résistance contre les antibiotiques. En effet, S.
aureus est une bactérie normalement tres sensible aux B-lactamines mais ele est
devenue petit a petit résistante a la pénicilline puis a la méticilline a cause de la forte
pression de sélection liée a I’ usage de I’ antibiotique (11). Depuis son émergence dans
les années 60, |es souches de Staphylococcus aureus résistants ala méticilline (SARM)
sont devenues au fil des décennies |’ une des causes majeures d’infection liées aux soins,
auss bien dans les pays développés que dans les pays en voie de développement (12).
Derniérement, les infections a SARM semblent s étendre également dans la population
communautaire congtituant un probleme de santé publique et suscitant |'intérét
grandissante d’une étude sur sa diffusion dans la communauté pour une stratégie de
lutte ciblée (12).

Une étude multicentrique entreprise par I’ Ingtitut Pasteur de Madagascar (1PM)
au début du troisiéme millénaire, a estimé une prévalence de I'infection due a SARM a
7 % chez les malades hospitalisés (archives non publiées de I'IPM). Cependant, a notre
connaissance aucune étude publiée n’a été réalisée sur le portage nasal de ces bactéries
dans la population malgache qui, pourtant, ne semble pas étre épargnée par cette

menace.



A cet égard, il convient d’ apporter une documentation solide sur e portage nasal
des bactéries potentiellement pathogénes pour |’organisme. Cette documentation
permettra de situer le niveau de portage dans la communauté malgache mais pourra
également servir de base pour des éudes de diffusion des souches bactériennes dans

cette méme communauté.

Afin d'atteindre ces objectifs, nous avons entrepris une étude transversale
descriptive sur le portage nasal de ces quatre bactéries majeures, en réalisant des
séances d’ écouvillonnage nasal durant 2 mois sur les patients venant faire des analyses
biologiques au Laboratoire de Formation et de Recherche en Biologie Médicale
(LBM).

Pour faciliter la compréhension de notre travail, nous avons divisé notre
manuscrit en trois parties. Ains, la premiere partie aborde |’état des connaissances
actuelles sur ces bactéries avec un point d' orgue sur S aureus, en retracant leurs
caracteres bactériologiques, leurs pathogénies et virulences, leurs épidémiologies et
leurs diagnogtics bactériologiques. La deuxieme partie traite des matériels et méthodes
d étude et de nos résultats tandis que la troiséme partie relate nos commentaires et

discussions ains que nos suggestions et nos perspectives.



PREMIERE PARTIE : ETAT DES CONNAISSANCES



l. Bactéries commensales de la mugueuse nasale

La flore normale de I'homme est principalement constituée de quelques
champignons eucaryotes et des protistes majoritairement représentés par les bactéries.
Classiquement on peut regrouper |a flore bactérienne commensale de I’ organisme en 4
ZOones:

v Laflore cutanée

v Laflore digestive (intestinale)

v Laflore génitale (vaginale)

v Laflore respiratoire (oropharyngée) dans laguelle on peut distinguer la flore

bactérienne du nez, de la bouche et de la gorge.

|. 1. Ecologiedelaflore bactérienne nasale (13)

Grossierement, la flore bactérienne nasale est composée par des bactéries
provenant de la flore cutanée et de la flore oropharyngée. Le séquencage de I’ ARNr de
bactéries obtenues a partir des préévements nasaux a permis de démontrer la
prédominance de deux Phyla dans le domaine des bactéries. Toutefois la distribution ne
semble pas étre la méme chez les personnes saines et les personnes hospitalisées. En
effet, chez les individus considérés comme sains, 68 % des sequences d’ ARNr identifiés
appartiennent au phylum des Actinobactéries représentés par les bactéries a Gram
positif (telles que les Corynebacterium spp. et les Propionibacterium spp.) et 27 %
appartiennent aux HFrmicutes dans lesquels on retrouve les cocci Gram positif
(Saphylococci). Les 6 % restant sont partagés entre les Proteobactéries

(entérobactéries), les Bactériodes, les Fusobactéries et |es Cyanobactéries.

Chez les personnes hospitalisées, la répartition est dominée a 71 % par les
Firmicutes tandis que les Actinobacteries ne représentent que 20 %. Cette différence de
répartition est principalement due a |I’augmentation de deux espéces, Staphylococcus
aureus et S. epidermidis qui a elles seules représentent plus de 50 % des Firmicutes
chez les personnes malades. Parallélement, la diminution des Actinobactéries est liée a

une diminution des Propionibacterium acnés.



Ains, plusieurs bactéries aérobies et anaérobies colonisent de fagcon commensale
la muqueuse nasale. Malheureusement, certaines de ces bactéries sont potentiellement
pathogenes pour |'organisme car elles peuvent profiter d’une faiblesse de I’ état
immunitaire de I'organisme pour exprimer leur pathogénicité. Parmi elles,
Saphylococcus aureus est la plus fréguemment rencontrée mais Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae et Neisseria meningitidis, peuvent ére également

isolés de fagcon commensale.

|.2. Staphylococcus aureus
[.2.1. Données bactériologiques

L’ espece Saphyl ococcus aureus appartient a la famille des Micrococcaceae.
1.2.1.1. Habitat

Trés fréguemment isolés en pathol ogie humaine et particulierement au cours des
suppurations, les staphylocoques sont des germes ubiquitaires : on les trouve en effet
dansl'air, les sols et les eaux et ils appartiennent a la flore commensale de la peau et des
mugueuses de I'nomme et des animaux. Bien qu’il puisse coloniser de multiples sites du
corps, les narines antérieures représentent le site de portage privilégié de S. aureus bien

avant la peau et e périnée.

Une étude longitudinale a permis de distinguer 3 types de portage nasal de S
aureus chez les individus sains: les porteurs permanents, les porteurs intermittents et
les non porteurs. |l est important de les séparer car les porteurs permanents sont les
personnes qui ont une charge élevée de S aureus et donc un haut risque de contracter
une infection & S. aureus. Les porteurs intermittents peuvent étre considérés comme
non porteurs au moment d' un unique prélévement négatif alors qu'ils n'étaient que
temporairement non porteurs. Malheureusement aucun consensus n’a été établi afin de
déterminer la définition exacte d’ un porteur intermittent bien que tous s accordent adire
guil faut au moins 7 prélévements pour différentier un non porteur d'un porteur

intermittent.



Une autre &ude longitudinale a montré un taux de 20 % (moyenne 12-30 %) de
portage nasal permanent, approximativement 30 % (moyenne de 16-70 %) de porteur
intermittent et 50 % (moyenne de 16-69 %) de non porteur. (14, 15, 16)

Du point de vu de |’ &ge, les enfants semblent avoir un taux plus élevé de porteur
permanent par rapport aux adultes. Toutefois, ces taux varient beaucoup avec |'age

allant de 45 % durant les 8 premiéres semaines de vie a21 % apres 6 mois. (17)

Une étude transversale hollandaise sur la population saine adulte a montré un
taux de 27 % de portage nasal depuis 2000 aors que I’ estimation de la prévalence était a
35 % en 1934 (18). Ce deéclin consequent est attribué a |I'amélioration de | hygiene
personnelle, le changement de la classe socioéconomique et la diminution du nombre
d individu par famille.

1.2.1.2. Mor phologie

A |’examen microscopique, tous les Staphylocoques se présentent sous I’ aspect
de coques regroupés en petits amas, en diplocoques ou en trés courtes chainettes (3 a 5
éléments) et postivement colorés au Gram (Figure 1). Toutefois, le mode de
groupement dit en « grappe » ou en « amas » est plus caractéristique aprés culture sur
un milieu gélose.
Sur le plan individuel, ce sont des cocci mesurant 0,7 a 1,2m, immobiles , asporulés,

généralement acapsul és (ou ayant une faible capacité de synthése de capsule).

Figure 1: Cocci a Gram positif disposés en amas ou en « grappe » caractéristique des

Staphylocoques



|.2.1.3. Caractéresde culture

Saphylococcus aureus cultive facilement sur milieux ordinaires en aérobiose
comme en anaerobiose en formant, sur milieux solides, des colonies lisses, luisantes et
bombées, plus ou moins pigmentées en jaune or, dou l|'appellation familier de
« staphylocoque doré ». En milieu liquide, il produit, dans le bouillon, un trouble

homogéne.

Il n'a pas dexigences particulieres. En effet, s les conditions idéales de
croissance sont une température de 37° C et un pH de 7,5, de grandes variations sont
tolérées. 1l se multiplie dans des milieux contenant une forte concentration de NaCl (5 a
10 g pour cent) le faisant partie des bactéries halophiles comme tous les
Micrococacceae. |l est capable de transformer de nombreux substrats, notamment les
sucres, mais sa particularité est sa capacité a fermenter le mannitol (un polyalcool)

contrairement ala plupart des Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN).

1.2.1.4. Equipements enzymatiques et substances élabor ées

Outre ceux nécessaires aux fonctions métaboliques décrites ci-dessus, diverses
enzymes peuvent étre mises en évidence chez Saphylococcus aureus : Ainsi on y
retrouve la catalase qui existe chez tous les Micrococacceae, la coagulase, la
désoxyribonucléase, la phosphatase, la hyaluronidase, la fibrinolysine

(staphylokinase), lalipase et les protéolysines.

La présence d'une coagulase identifie en pratique courante |'espéce aureus. |l existe

une coagulase libre et une coagulase liée.

v La coagulase libre est une proténe diffusible, réagissant comme la
prothrombine en coagulant, en quelques heures, le plasma citraté de I'homme
ou du lapin.

v' Laforme liée, ou «clumping factor » réagit directement avec le fibrinogéne,
entrainant I'agglutination des staphylocogues quand on les mélange a un

plasma.



L'activité de toutes ces enzymes explique, en partie, la physiopathologie de
I'infection staphylococcique mais le pouvoir pathogene de Saphylococcus aureus tient
également a la production d'un grand nombre de substances diffusibles telles que les
hémolysines, la leucocidine de Panton et Valentine, les enterotoxines, les exfoliatines

(epidermiolysine), et la toxine du syndrome de choc toxique :

» Quatre hémolysines différentes (a-, B-, y-, 6-hémolysine) ont été
identifiées et eles produisent toutes une béta-hémolyse claire. Une
souche va produire plus d'un type dhémolysine qui vont sattaguer aux
cellules tissulaires entrainant ains une nécrose locale et la mort des
animaux de |aboratoire.

» La leucocidine de Panton et Valentine agit sur les granulocytes, les
macrophages et les basophiles et provoque leur immobilisation puis leur
dégranulation et leur lyse. Elle est antigénique et est donc inductrice de la
synthese d'anticorps chez |es sujets contaminés.

» Les entérotoxines élaborées par certaines souches de Saphylococcus
aureus sont responsabl es de toxi-infections alimentaires et d'entérocolites
pseudomembraneuses par leur activité de superantigenique.

= La toxine du syndrome de choc toxique ou TSST-1 (Toxic-Shock
Syndrom Toxin) est produite par quelques 15 % des souches d'origine
humaine et se comporte auss comme un superantigene, fortement
protéolytique mais peu ou pas hémolytique.

* Les epidermiolysines sont responsables de staphylococcies cutanées
bulleuses dues a des lésions histologiques caractérisées par un
décollement intra-épidermique donnant lieu au syndrome de la "peau

ébouillantée”" ou syndrome de Ritter.



1.2.1.5. Antigenes pariétaux

En dehors des antigénes pariétaux représentés par le peptidoglycane et I’acide
teichoique (congtituants normaux de la paroi bactérienne), Saphylococcus aureus
possede également une protéine de paroi « la protéine A » qui a la propriété de fixer
les immunoglobulines de classe G par leur fragment Fc. Cette propriété est mise a
profit, au laboratoire, dans des réactions de « co-agglutination ». Enfin, Les souches de
S aureus peuvent posséder soit une capsule vraie, soit une pseudocapsule ou
microcapsule. La capsule vraie est visible en microscopie optique aprés coloration
négative par I'encre de chine tandis que la pseudocapsule qui est une fine couche
polysaccharidique externe dénommeée « Slime» n'est pas visible en microscopie
optique.

[.2.1.6. Antibiorésistance (19, 20)
1.2.1.6.1. Resistance naturelle

Saphylococcus aureus est naturellement résistant aux polypeptides (colistine,
polymyxine), aux quinolones de premiére génération (acide nalidixique). Cette

résistance est d’ailleurs parfois utilisée pour I’ isolement sélectif de ces souches.

[.2.1.6.2. Resistance acquise aux f-lactamines

La résistance acquise aux p-lactamines releve principalement de deux

mécanismes :
@ L’inactivation de |’ antibiotique par des enzymes produit par la bactérie

& La modification de la cible de I’ antibiotique par mutation ou par acquisition

de gene exogene



X/

< L’inactivation del’antibiotique par des enzymes produit par la bactérie

La résistance est due a la production d’une pénicillinase codée par le géne blaZz
dorigine plasmidique, qui est retrouvé chez pres de 90 % des souches de
staphylocoques isolées en milieu hospitalier et extrahospitalier. Ces pénicillinases
extracellulaires inactivent la pénicilline (pénicillines G et V, les aminopénicillines, les
carboxypénicillines et les uréidopénicillines), en ouvrant le cycle B-lactame de la
molécule. Par contre, elles ont peu daffinité pour la méticilline, I’oxacilline, la
cloxacilline et toutes les céphalosporines qui restent donc actives sur ces souches
productrices de pénicillinase. Toutefois, ces pénicillinases sont inhibées par I’ acide

clavulanique.

+« La modification de la cible de I’ antibiotique par mutation ou par acquisition

de géne exogene

Cette résistance est la conséquence de la modification des protéines de liaison
aux pénicillines présentes au niveau de la paroi bactérienne. De fagcon normale, les B-
lactamines se fixent d'une maniére irréversible a lI'une ou l'autre de ces enzymes
appelées, pour cette raison, "P.L.P." (Protéine liant la pénicilline, en anglais : "P.B.P."
pour protein binding penicillin). Ainsi, en présence d'une B-lactamine, les bactéries ont
de cefait une paroi fragilisée et sont incapables de résister aux chocs osmotiques.

Les souches résistantes élaborent une "P.L.P. 2a" pour laquelle les B-lactamines
n'ont pas d'affinité ou une affinité réduite. Les souches possédant ce type de résistance,
sont alors dites "méti-R" et désignées par le sigle "SARM" (pour Saphylococcus
aureus résistant a la méticilline), lesguelles sont résistantes a toutes les p-lactamines y
compris aux céphalosporines de 3*™ génération et & I'imipenéme. De plus, toutes ces
souches produisent la pénicillinase staphylococcique et sont généralement résistantes

aux autres familles d'antibiotiques (souches polyrésistantes).

Il existe des souches résistantes homogenes a haut niveau ala méticilline maisle
plus souvent la résistance est hétérogene et seule une faible fraction des bactéries est

capable d’ exprimer sa résistance dans des conditions standards de culture.
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e Caractére génotypique de la résistance

Il aété clairement établi que ces P.L.P.2a sont codées par le géne mecA qui est
localisé sur le chromosome de S aureus (21, 22). Ce géne s attache au niveau des
ségquences inversees, caractéristiques des éléments transposables, sur un éément
génétique mobile appelé SCC (Staphylococca cassette chromosome). Il n'a pas été
décrit de géne allelique amec dansles S. aureus sensibles alaméticilline, mais ce géne
peut se répandre d’une espece a une autre avec une transmission horizontale probable
(23).

e Reégulation de la résistance

L’expression phénotypique de la résistance est induite en présefice de -
lactamine et influencée par les conditions environnementales, comme une forte
osmolalité, une température basse ou un pH acain. Aingd, en fonction des
caractéristiques génétiques propres a chaque souche qui acquiert mecA, les phénotypes

varient de sensible jusgu’ a une résistance de haut niveau aux f-lactamines.

La transcription du géne mecA est corégulée par deux éléments génétiques
associant un gene inducteur & un gene répresseur : mecR1- mecl, qui se situe sur le
méme élément mobile et a proximité du gene mecA, et blaR1-blal, porté sur le méme

plasmide gque le géne blaZ.

Les genes mecl et blal codent pour des protéines répresseurs du géne mecA, et
les génes mecR1 et blaR1 codent pour des protéines de signal transmembranaire qui

intégrent un site de fixation aux p-lactamines.

@ Ains, la présence des genes régulateurs intacts et pleinement
fonctionnels réprime fortement la production de la P.L.P.2a. C'est pourquoi
certaines souches porteuses du gene mecA peuvent apparaitre pleinement

sensiblesalaméticilline.

& En revanche, d’autres souches porteuses de mecA qui présentent un

systéme mecl-mecR1 non fonctionnel (par délétion ou mutation ponctuelle dans
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le cadre de lecture de mecl) vont produire la P.L.P.2a de fagon congtitutive s les
genes blaR1-blal sont absents. Si une B-lactamase inductible est présente, les
genes régulateurs blaR1-ball vont prendre le contréle du gene mecA, et réguler
la production & la fois df -lactamase et de P.L.P.2a qui deviendra elle auss

inductible.

1.2.6.3. Resistance acquise aux autres familles

d’antibiotiques

Saphylococcus aureus est normalement sensible aux aminosides mais des
résistances sont fréquemment détectées surtout parmi les souches méti-R. Elles sont
dues a une inactivation de I'antibiotique par diverses enzymes bactériennes. La molécule
la plus active étant la gentamicine, ains toute souche résistante a cet antibiotique résiste

également aux autres aminosides.

Les macrolides vrais (érythromycine, josamycine) et les lincosamides
(lincomycine, clindamycine) sont efficaces mais on observe des résistances par
modification de la cible ribosomale. Les synergistines (pristinamycine) sont presque

toujours actives et congtituent d'excellents anti staphyl ococciques.

Les glycopeptides (vancomycine, téicoplanine), elles sont trés efficaces mais
doivent étre réservés aux infections séveres. En effet, depuis 1992 quelques souches
commencent a avoir une sensibilité diminuée, voire une résistance ala vancomycine et a

latéicoplanine. Ces souches apparaissent chez des patients traités par glycopeptides.

Tous ces produits sont utilisables comme une alternative aux B-lactamines en cas
d'alergie a ces dernieres. Par contre la fosfomycine, | acide fusidique, la rifampicine et
les quinolones fluorées (péfloxacine, ofloxacine, ciprofloxacine) ne seront utilisés gu'en
association pour éviter la sélection de mutants résistants, mémes s'ils sont presque

toujours actifs.
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[.2.2. Virulence et pathogénie de Staphylococcus aureus
1.2.2.1. Facteursde virulence

Les facteurs de virulence de S. aureus sont les mieux caractérisés. On distingue
les protéines de surface qui permettent la colonisation de |I'hote, des facteurs qui
conduisent au développement et a I’extension de I'infection et des toxines spécifiques

responsabl es de syndromes toxiniques.

% Lesfacteursde colonisation

S. aureus colonise la peau et les muqueuses en adhérant aux cellules et aux
composants de la matrice extracellulaire. La colonisation s observe en dehors de toute
lésion préalable. Elle est cependant favorisée par toute effraction de la barriére cutanéo-
mugueuse.

S. aureus possede un grand nombre de protéines exposees a sa surface et qui ont
la capacité de se fixer sur des molécules de I’ h6te que I’ on appelle adhésines.

Ces adhésines appartiennent a la famille des MSCRAMM (Microbia Surface
component Recognizing Adhesive Matrix Molecule), ¢’ est-a-dire qu’ elles reconnai ssent

les molécules de la matrice extracellulaire (24).

Plus d'une dizaine d’adhésines ont été identifiées, les plus importantes et les
mieux caractérisees sont :
v' La protéine A, jouant le role d une adhésine au début d’'une infection

intra-vasculaire ;

v' Laprotéine deliaison au collagene detypel, Il et IV : jouant un réle

adhésine trés important dans les infections ostéo-articulaires ;

v Laprotéine deliaison alafibronectine : contribuant al’ adhérence de S
aureus aux caillots plasmatiques mais aussi aux biomatériaux ayant un

contact prolongé avec le sang ;
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v Lesprotéines de liaison au fibrinogéne: Clumping factor (CIfA, CIfB)
jouant un réle d’ adhésine dans les infections des plaies et les infections
sur corps étranger, et semble fortement impliqué dans la colonisation
nasale.

+» Lesfacteurs d extension et d envahissement

L’extension locale et la diffusion hématogéne sont assurées par les différentes
toxines (a-, B-, y-, 6-hémolysines, leucocidines) et les enzymes (les protéases, |’ élastase
et la hyaluronidase) produites par Saphylococcus aureus en dégradant les tissus
conjonctifs, et en détruisant les cellules endothéliales, les monocytes, les thrombocytes,
les macrophages et les polynucléaires. Ces destructions cellulaires favorisent la

dissémination des bactéries et |es métastases septiques a distance.

La capacité de la bactérie a se protéger de la phagocytose permet non seulement
a S. aureus d assurer une colonisation massive mais surtout une extension rapide dans
I’organisme. Cette protection est assurée par la présence de capsule composee
d  exopolysaccharide (présente chez 90 % des souches cliniques), la protéine A et la
coagulase. En effet, la coagulase se lie a la prothrombine et forme un complexe appelé
staphylothrombine. C'est ce complexe staphylothrombinique qui entraine la
polymérisation du fibrinogene en fibrine et la formation d’un caillot protégeant ains la

bactérie de la phagocytose.

Les entérotoxines, les exfoliatines A et B, et 1a TSST-1 sont des toxines agissant
a distance du foyer infectieux et possedent une activité biologiqgue commune, qui est
I” activité superantigenique. Ces sont donc des toxines capables d’induire une activation

polyclonae des lymphocytes T indépendamment de leur specificité antigénique.
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|.2.2.2. Pouvoirs Pathogéenes

[.2.2.2.1. Lesinfections suppur atives

S aureus est le type méme de |la bactérie pyogene. Les infections superficielles
cutanées, sous-cutanées et muqueuses comprennent les furoncles, anthrax, panaris,
impétigos, abceés, cellulites ou lymphangites. S aureus est également responsable
d'infection de la sphére ORL (Sinusites, otites, angines, mastoidites).

Toutes les atteintes cutanées (plaies traumatiques ou chirurgicales, brdlures,
ulcéres) sont des facteurs favorisants ces infections, de méme que les facteurs d’ atteinte
générale comme le diabéte, les thérapies immunosuppressives, et les déficits de

I"immunité cellulaire.

Les infections profondes surviennent soit par extension directe d’ une infection
superficielle, soit par diffusion hématogene des bactéries a |’ origine des septicémies. S.
aureus est la principale cause d’ ostéomyeélite, maisil peut également étre responsable de
méningite, d’ endocardite infectieuse, d’arthrite, d abces pulmonaire ou d abces du

cerveau.

1.2.2.2.2. Les infections associées a la diffusion de

toxines spécifiques

S aureus est auss responsable d'intoxications alimentaires causées par
I’ingestion d’entérotoxines thermostables préalablement fabriquées dans un aliment
contaminé et mal conservé. L’incubation est courte de 1 a 6 heures, en général 3 heures
apres le repas. Le malade apyrétique présente d abord des vomissements, puis des
douleurs abdominales, de la diarrhée, parfois un collapsus cardio-vasculaire.

Les exfoliatines sont responsables du syndrome de la peau ébouillantée chez les

enfants, de la maladie de Ritter chez les nouveau-nés et de |’ impétigo bulleux.
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Le syndrome de choc toxique staphylococcique est secondaire a la diffusion de
la toxine du syndrome de choc toxique (TSST-1) ou d’ entérotoxines (entérotoxine B). Il
se caractérise par une fievre avec hypotension artérielle, une érythrodermie une
desguamation diffuse, parfois limitée aux paumes et voltes plantaires et de fagon
variable par |’existence de diarrhée, céphalée, frisson et conjonctivite. Ce syndrome a
été observé sous forme épidermique chez des femmes en période menstruelle utilisant

des tampons ayant un fort pouvoir d’ absorption.

D’ autres sites colonisés par des souches de S. aureus productrices de cette toxine
peuvent étre a I’ origine des chocs survenant chez les hommes et les femmes. Chez les
malades atteints de SIDA, le tableau clinique peut ére sensiblement différent avec

prédominance de | ésions érythémateuses extensives chroniques.

[.2.3. Particularités des souches de SARM
[.2.3.1. Epidémiologie

Historiguement, ces souches résistantes ont fait leur apparition en 1961,
lorsqu'on vit apparaitre au Royaume-Uni les premiéres publications concernant
I”acquisition d’une résistance de certaines souches a |’ égard de la méticilline (25). Ces
affirmations ont éé rapidement confirmées dans d’autres pays européens mais auss
outre atlantique comme les Etats-Unis, le Japon et I’ Australie. C'est ains que depuis
plus de 20 ans, probablement en raison de la pression de sélection antibiotique, on
observe une augmentation importante de la proportion d'infection & S. aureus résistant

alaméticilline.

La proportion de S aureus résistant a la méticilline, malgré la politique de
prévention tend a augmenter dans certains pays occidentaux. Dans la population
générale, la prévalence du portage est estimée entre 1 a 8 % (8, 9, 14, 25). Aux Etats-
Unis, 60 % des infections staphylococciques en unité de soins intensifs sont dues a un
SARM. Au Japon pres de 70 % de S. aureus isolés par hémoculture sont résistants a la
pénicilline. L'Europe n'est pas en reste: au Royaume-Uni, 45 % des souches sont
SARM et la prévalence des SARM a augmenté de 9 a 22,6 % entre 1999 et 2004 en
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Allemagne (25). Seuls certains pays scandinaves comme la Finlande conservent un taux
tres bas de germes multi-résistants (1 %). Tandis que pour la France le taux tend a se
stabiliser a 30 %. Enfin a Madagascar, |’ Ingtitut Pasteur de Madagascar fait état de 7 %
de SARM a partir d’une étude multicentrique sur divers prélévements bactériol ogiques
(archives non publiées de I’ |PM).

[.2.3.2. SARM hospitalier

On identifie par souches de SARM hospitalier, les souches de SARM acquises
par un patient lors d’un s§our hospitalier, ' est-a-dire au cours ou au décours d’ une
prise en charge (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) dans
un établissement hospitalier s il a été établi qu'elles n'étaient ni présente, ni en

incubation (> 48h) au début de la prise en charge.

1.2.3.3. SARM communautaire

Les souches de SARM d'acquisition non hospitaliére sont dites des souches
communautaires, elles concernent les souches de SARM acquises par contact avec des
porteurs sains ou infectés sans notion de s§our dans un centre hospitalisé. Elles ont
commencé a apparaitre en 1990 et sont différentes des souches hospitaliéres par leur
sensibilité meilleure aux antibiotiques.

Différentes éudes ont montré que des souches de SARM sans aucun lien avec le
milieu hospitalier étaient présentes dans la communauté ou elles sont essentiellement
responsables d'infections de la peau et des tissus mous, beaucoup plus rarement de
pneumonies severes, chez des sujets jeunes, sans co-morbidités, issus des populations a

faible niveau socio-économique (26, 27).
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Classiqguement, une infection a SARM est dite communautaire si elle remplit les
quatre conditions suivantes :

o I"infection est diagnostiquée chez un patient non hospitalisé ou hospitalisé
depuis moins de 48 heures,

o le patient n’a pas d’antécédent d’infection ou de colonisation a SARM de
profil hospitalier, s§ourné dans une unité de long s&our

o le patient n’a pas été opéré

o le patient n’a pas été dialysé

o le patient n’est pas porteur d' un cathéter ou de tout autre matériel médical

d’ abord transcutané.

Cependant, il n'existe pas encore de consensus clairement défini car certains
articles évoquent 8 définitions différentes pour classer les infections & SARM en

communautaire ou nosocomiale (25).

1.2.3.4. Virulence des souches de SARM

Dans la capacité de survie intra leucocytaire, le pouvoir phagocytaire, la
production d’hémolysines, enzymes et toxines, il ne semble pas y avoir de différence
entre les souches de SASM et de SARM. Par contre, la production de lipase (associée
dans la capacité d’ envahissement) est augmentée chez les souches de SARM plus que

les autres staphylocoques multi résistants.

Par ailleurs, il existe une surmortalité chez les sujets ayant des bactériémies a
SARM. En effet, ceci a été souligné dans la méta-analyse de Cosgrove qui a repris 31
études portant sur les conséquences des bactériémies a SARM, en comparaison de
celles a SASM (28). De plus, les études génétiques de population ont montré que la
plupart des clones de SARM présentent le gene sea qui code pour une toxine super
antigénique pro inflammatoire SEA qui est un facteur de virulence intervenant dans les

chocs septiques chez |es patients ayant une bactériémie (29).
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La virulence des SARM communautaires semble plus importante par rapport
au SARM hospitalier et la prévalence des infections ains que leur sévérité sont plus
élevées (30, 31). Parmi ces facteurs de virulence, on retrouve des toxines comme PVL
(Panton Valentine Leucocidin), toxique vis-a-vis des leucocytes et entrainant des
pneumopathies nécrotiques, ou encore latoxine TSST-1 (29).
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I.3. Autres bactéries commensales potentiellement pathogéenes

|.3.1. Streptococcus pneumoniae (32, 33, 34, 35, 36)

Sreptococcus pneumoniae appartenant a la famille des Sreptococcaceae, a été
isolé pour la premiére fois par Pasteur en 1881. Il est responsable de fréguentes et
seveéres infections frappant tant I'enfant que I'adulte (ou le sujet &gé). Les pneumocoques
sont des hétes normaux des voies respiratoires supérieures de I'nomme. Le réservoir est
représenté essentiellement par le rhinopharynx des porteurs asymptomatiques. Ceux-ci
contribuent davantage a la transmission du pneumocoque que les malades. lIs se
transmettent d'homme a homme par voie aérienne. On ne les trouve pas dans la nature et

tres rarement chez I'animal qui est, dans ce cas, contaminé par I'homme.

« Pathogeénie

Le pouvoir pathogene des pneumocoques dépend de la présence de la capsule

qui lesrend résistants a la phagocytose.

La pneumonie franche lobaire aigué est la plus classique des pneumococcies,
elle cede bien aux traitements antibiotiques mais reste redoutable chez le sujet &ge ou
immunodéprimé. Parfois l'infection respiratoire a pneumocoques est une bronchite
catarrhale grave chez le nourrisson (bronchite capillaire), le vieillard ou

I'immunodéprimeé (32).

Les séreuses peuvent étre infectées entrainant une pleurésie avec risque

d’'empyeme, une péricardite, une synovite ou une péritonite.

Les pneumocoques sont également responsables d'infections ORL (otites,
mastoidites, sinusites, angines, pharyngites ou laryngites) lesquelles sont plus

fréquentes chez I'enfant.

Enfin, les bactéries peuvent atteindre les méninges par contiguité ou par voie
hématogene provoquant une méningite purulente dévolution souvent sévere ou

compliqueée par la survenue de cloisonnements de |'espace sous-arachnoidien (33).
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¢+ Caracteres bactériologiques

Les pneumocoques sont des diplocoques a Gram positif en forme de "flamme de
bougie” ou de "8" et parfois associés en courtes chaines (Figure 2). Les formes
virulentes sont capsulées. Sa culture exige des milieux riches et sur gélose au sang, ils
forment de petites colonies entourées d'une zone dhémolyse . Une atmosphére
anaérobie est préférable mais non indispensable et comme tous les streptocoques, ils

sont dépourvus de catalase et d'oxydase.

-
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Figure 2: Aspect en «flamme de bougie » avec présence de capsule de S

pneumoni ae.

Les pneumocoques étaient encore récemment réputés sensibles a tous les antibiotiques
sauf les aminosides toutefois, depuis quelques années, on assiste a I'émergence de
souches "de sensibilité diminuée ala pénicilline” sur lesquelles les 3-lactamines ont une

faible efficacité.

La résistance afix -lactamines résulte de modifications qualitatives et

quantitatives des P.L.P. Les modifications touchent essentiellement les P.L.P 1a, 2x et
2a. Une résistance significative ala pénicilline G implique souvent au moinstrois P.L.P
altérées. Pour |les céphal osporines, une seule P.L.P altérée peut suffire.
Ces modifications sont d’origine chromosomique. Les souches de pneumocoque de
sensibilité diminuée a la pénicilline (PSDP) possedent des genes « mosaiques ». Ces
géenes mosaiques sont obtenus par recombinaison de séquences « résistantes » qui
proviennent de génes homologues d’ especes voisines (S mitis, S. sanguis, S. oralis), ou
de transferts entre pneumocoques sensibles et résistants, mais aussi par mutations sous
la pression de sélection.

Les substitutions d’ acides aminés se déroulent en étapes successives. Les P.L.P

aing modifiées sont caractérisées par une grande diversité de profils de mobilité
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électrophorétique et d affinité. La résistance a la pénicilline est croisée avec toutes les

B-lactamines, mais |’ expression de cette résistance varie selon les molécules (36).

1.3.2. Haemophilusinfluenzae (37, 38, 39)

Haemophilus influenzae (ou bacille de Pfeiffer) appartient a la famille des
Pasteurellaceae. C'est un héte exclusif de |’ espece humaine et sa transmission est donc
interhumaine. Les enfants sont presque obligatoirement contaminés apres I'age de 2
mois car le portage est tres fréguent dans la population. Ce sont surtout des souches
capsulées que l'on isole chez les nourrissons qui sont démunis d' anticorps
anticapsulaires tandis que les adultes et les grands enfants sont porteurs de souches

commensales non capsul ées.

L’ organisme ne peut pas empécher le commensalisme des Haemophilus mais
s oppose a la généralisation de I'infection gréce a ces anticorps anticapsulaires (IgA

sécrétoires) a effet opsonisant et au systeme du compl ément.
% Pathogénie

Les infections a Haemophilus influenzae commencent par une colonisation de la
muqueuse pharyngée ou des voies respiratoires supérieures souvent favorisées par une
infection virale intercurrente. Survient alors une extenson locale avec réaction
inflammatoire. S les défenses sont efficaces et la souche peu virulente, I’ infection reste
localisée, sinon les ganglions lymphatiques sont envahis, entrainant une propagation

bactériémique et systémique.

Haemophilus influenzae sera alors responsable d’infections variées, plus sévéres
chez I’enfant ou les sujets fragiles. || convient de distinguer des infections aigués avec
bactériémie occasionnées par des souches invasives, capsulées, (du sérovar b, biotype |
le plus souvent) et des infections aigués ou chroniques, sans bactériémie, provoquées

par des souches non capsulées :

Ains, les souches capsulées sont responsables de méningites, d’ epiglottites et

d’ états septicémiques fébriles accompagnés ou non de signes de localisations (arthrite,
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otite, ostéite, ostéomyélite, cellulite, péricardite, pneumonie, orchi-épididymite), tandis
gue les souches non capsul ées, réputées non invasives, sont isolées au cours d’infections
diverses : otites moyennes aigués (deuxieme rang, aprés Streptococcus pneumoniae) et
autres infections de la sphére oto-rhino-laryngol ogique, infections broncho-pulmonaires
et conjonctivites mais auss d’ une infection néonatal e généraisee severe et d’infections

puerpérales.

++ Caracteres bactériologiques

C’est un coccobacille a Gram négatif souvent polymorphe (Figure 3), immobile,
non sporulé, parfois capsulé, aéro-anaérobie facultatif et ayant la particularité de ne se

multiplier qu’en présence de facteurs X et V.

1

Figure 3 : Aspect coccobacillaire a Gram négatif d'un H. influenzae

Le fait le plus marquant concernant |’effet des antibiotiques sur Haemophilus
influenzae est I’ émergence de souches résistantes a I’ ampicilline par production de -
lactamase. La sensibilité est conservée pour les pénicillines A associées a un inhibiteur
de B-lactamase, les céphal osporines de deuxiéme et troisiéme génération, les quinolones
fluorées et la gentamicine. Toutefois, des résistances aux tétracyclines, chloramphénicol
et kanamycine sont souvent associées et, en testant ces quatre antibiotiques, on

détermine une douzaine de phénotypes de résistance.

De rares souches résistent aux cotrimoxazoles et les lincosamides sont

généralement inactives tandis que les macrolides sont irrégulierement efficaces.
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1.3.3. Neisseria meningitidis (40)

Isolé du LCR par Weichselbaum en 1897, Neisseria meningitidis (ou

familiérement méningocoque) est |'agent responsable de la méningite cérébrospinale.

Le méningocogue résiste trés peu dans le milieu extérieur. C'est une bactérie

strictement humaine dont la transmission est interhumaine directe par voie aérienne.

Le portage pharyngé sans maladie est trés fréquent, les porteurs sains seraient
immunisés. C'est dans les tranches d'éage ou les taux d'anticorps circulants sont les plus
faibles que la maladie est la plus fréquente (6 a 24 mois). L'immunisation naturelle se
produirait par la colonisation du rhino-pharynx par des méningocoques ou par des

commensales proches telle que Neisseria lactamica.
% Pathogénie

Les méningocoques pénetrent par voie aérienne e se fixent sur la paroi du
pharynx ou ils adhérent grace aleurs pili. Cette fixation est facilitée par I'lgA protéase.
IIs pénétrent ensuite dans les cellules épithélides et de |a disséminent dans |'organisme

par voie sanguine.

llIs peuvent étre a I'origine de différentes manifestations cliniques:
principalement on retrouve une meéningite cérebro-spinale dont la mortalité est estimée
de 2 a4 % et un purpura fulminans dont la mortalité est élevée (30 %). Cette derniere
est un choc septique d'apparition brutal dans lequel le malade présente des lésions
purpuriques. |l existe toutefois des formes cliniques moins fréquentes comme les
infections pulmonaires, les ostéomyeélites, les arthrites, les cellulites, les péricardites et

les péritonites.

++ Caracteres bactériologiques

Les méningocoques sont des diplocoques a Gram négatif de 0,6 a 0,8 um
disposés en «gran de café» apparaissant parfois capsulés et en situation
intraleucocytaire dans le liquide céphal o-rachidien purulent. IIs sont des aérobies stricts,
immobiles, non sporulés, oxydase + et catalase +.
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Figure 4 : Aspect en « grain de café » des méningocogues

Enfin, les méningocoques sont sensibles aux antibiotiques mais de rares souches
produisent une pénicillinase. Depuis peu, on commence a isoler des souches de
sensibilité diminuée afx -lactamines. LesCéphalosporines de 3°™ Génération
(cefotaxime, ceftriaxone) sont recommandées pour |e traitement des méningites cérébro-

spinales.
II. Les moyens de diagnostic biologique des bactéries
I1.1. Staphylococcus aureus (41)
% |solement et identification

La morphologie (cocci Gram + en amas ou en grappe de raisin) est tres
évocatrice dés I'examen microscopique. Staphylococcus aureus peut étre facilement
cultivé sur des milieux ordinaires mais il existe des techniques de culture sur milieux
sdlectifs pour permettre d'évaluer 1a présence de S. aureus a partir des prélévements

plurimicrobiens. Il sagit principalement des milieux suivants :

e Le milieu hypersalé de Chapman (a 75 % de NaCl) est généralement sélectif
pour S aureus et les staphylocoques qui hydrolysent le Mannitol. Ces bactéries
font virer le milieu de rouge au jaune. Certains micro-organismes et les
entérocoques du groupe D, en particulier, peuvent produire la méme réaction sur
le milieu ; il est donc nécessaire de vérifier la catalase qui est négative pour les
streptocoques.

* Le milieu de Baird-Parker a I'oauf (contenant du Tellurite de potassium et du

Chlorure de Lithium comme agents sélectifs) est utilisé pour isoler et dénombrer
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les staphylocoques a coagulase positive dans |es produits alimentaires et permet
de mettre en évidence I'activité Iécithinase. Sur ce milieu les colonies de S.
aureus, et d'autres especes a coagulase positive apparai ssent avec un centre noir

entouré d'un halo opaque.

A partir des colonies isolées, des épreuves enzymatiques simples (oxydase -,
catalase +) permettent de reconnaitre le genre. Pour I'identification d’espece, les
méthodes traditionnelles pour différencier S. aureus de Staphylococcus « non aureus »
reposent sur la recherche de la coagulase libre, de la DNase et sur I'obtention d'une
agglutination sur latex visant & mettre en évidence la présence du facteur d'affinité pour

le fibrinogéne, de la protéine A et d'antigenes capsulaires.

En bactériologie médicale, il est classique dopposer I'espece S aureus,
caractérisée par la production d'une coagulase, aux autres espéces dites a coagulase

négative.
+ Recherche dela résistance aux antibiotiques

La pénicillinase est détectée en observant sur I’ antibiogramme standard la zone
d inhibition autour d' un disgue de pénicilline G. Elle se traduit par une diminution du
diamétre d'inhibition par rapport & une souche sensible, non productrice de
pénicillinase. Une souche sensible présente un grand diametre d'inhibition avec une
bordure floue, appelée zone fantdme, qui correspond a une lyse des bactéries. Une
souche résistante donne une zone d’inhibition plus petite a bord net. A la périphérie de
cette zone d'inhibition se trouvent des colonies bien développées appelées « colonies

squatteurs ».

Pour favoriser |'expression de la résistance a la méticilline sur un
antibiogramme, il est nécessaire de placer un disque de méticilline (ou d’ oxacilline qui
est plus stable) dans des conditions spéciales ou la résistance hétérogéene se traduit par la
présence de petites colonies dans la zones d’inhibition autour du disque. Ces colonies
sont mieux visibles aprés une incubation de 48 heures.
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Récemment, I'agglutination de particules de latex sensibilistes avec des
anticorps anti-PLP2a a été proposée pour détecter les souches meti-R, et dont la
sensbilité est voisine de 100 %. De plus, certains laboratoires proposent des géloses

imprégnées d’ antibiotique pour permettre la détection rapide de ces souches.

La biologie moléculaire peut étre sollicitée, non pas pour I'identification
d’ espéce mais surtout pour la détection des genes de résistance a |’ antibiotique et des
genes d’ expression des facteurs de virulence (mecA, PVL). Ains la recherche peut se
faire principaement par polymerase chain reaction (PCR) conventionnelle ou en temps

réel ou encore par sonde d’ hybridation.

I1.2. Streptococcus pneumoniae (33, 34)

L'examen direct, en particulier dans les préléevements monomicrobiens est tres
évocateur du diagnostic car la morphologie en diplocoques capsulés a Gram positif en

forme de "flamme de bougie" ou de "8" est trés caractéristique.

La culture sur gélose au sang donne naissance a des petites colonies, parfois

formant un cratére et entourées d'une zone d’hémolyse o.
Les caracteres didentification bactériologique sont :

o lasengbilité al'optochine,
e lalyseparlesselshiliaires,

o le«gonflement de lacapsule » en présence de sérums anti-pneumococci ques.

I'agglutination de la souche par un sérum anti pneumococcique polyvalent.

On peut détecter |'antigene capsulaire (antigene soluble) dans le LCR, le sérum, les
urines ou toute autre sérosité en utilisant une suspension de particules de latex

recouvertes de sérum antipneumococci que.
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Enfin, les techniques de biologie moléculaire comme la PCR permettent une
détection rapide et ssimultanée des pneumocoques et de leurs résistances, mais ces

techniques ne sont pas encore utilisées en routine diagnostique.

I1.3. Haemophilus influenzae (37, 38)

L’examen direct du produit pathologique est souvent évocateur gréce a la
morphologie particuliere du germe (coccobacille a Gram négatif souvent polymorphe,

immobile, non sporulé, parfois capsul é).

On doit ensemencer le prélévement sur gélose au sang cuit ou gélose chocolat,
parfois sur milieux d’'isolement contenant des antibiotiques, qu' on incube ensuite a
37°C. Les colonies, obtenues apres 24 heures, sont petites, blanc grisatres et luisantes s

la souche est capsulée.

L’identification d espece repose sur la morphologie et sur les exigences en
facteur X et V qu'on met en évidence par exemple par le test du satellitisme ou par
culture en présence de NAD et d’hémine. On emploie souvent des disques de papier-
buvard imprégnés de substance X ou V ou X+V, et on observera qu Haemophilus

influenzae ne se développe qu’ autour du disque X+V.

L’éude des caracteres biochimiques (uréase, ornithine décarboxylase et
production d’indole) permet de reconnaitre le biotype et des réactions d agglutination
sur lame en présence de sérums spécifiques permettent de reconnéitre le sérotype si la
souche est capsulée (e.g : Hib).

Un diagnostic rapide peut étre également obtenu gréce a la mise en évidence
d antigénes solubles dans les humeurs du malade (LCR, sérum, urines) a I’aide d’un

réactif congtitué de particules de latex recouvertes d'anticorps antipolysaccharidiques.

Enfin, La recherche de génome d’ Haemophilus influenzae par PCR est possible

en cas de prélévement pauci microbien comme le LCR et sérum.
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I1.4. Neisseria meningitidis (40)

Dans un LCR purulent on peut observer, en situation intra ou extracellulaire, des
diplocoques a Gram négatif ; ils sont parfois tres rares et I'examen direct peut étre

négatif.

La culture du méningocoque nécessite des milieux enrichis et souvent sélectifs.
On ensemence abondamment sur milieux riches (gélose au sang cuit) et on incube a
37°C en aérobiose avec 5 a 10 % de CO,. Les colonies grisatres a bords réguliers

apparaissent alors en 24 heures.

L'identification doit étre compléte car la présence dans la gorge de Neisseria

commensales est fréquente.

Elle est fondée sur les caractéres biologiques (oxydase +, catalase +, glucose +,
maltose +, saccharose -, lactose -, nitrates -) et sur les caractéres antigéniques :
agglutination sur lame dune suspension de la souche par des antisérums anti

meéni Ngocoques.

On peut également mettre en évidence dans le LCR, le sérum ou les urines
I'antigene du meéningocoque a l'aide de réactifs au latex sensibilisés par un antisérum ou

par contre-immuno-€lectrophorese.

Due également a sa grande fragilité et ses exigences de culture, la biologie
moléculaire est souvent sollicitée pour la détection de Neisseria meningitidis dans les
prélévements de LCR compte tenu de |’ urgence. On peut ains avoir recours a la PCR

en temps réel afin de devancer |’ apparition lente et difficile des colonies sur gélose.



DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL EXPERIMENTAL
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l. MATERIEL ET METHODES

Il Sagit d’une étude descriptive prospective transversale portée sur le portage
nasal en bactérie commensale potentiellement pathogene pour I’organisme, d une
partie de la population malgache venant en consultation pour anayses médicales au
Laboratoire de Formation et de Recherche en Biologie Médicale sise a Faravohitra.

Ce laboratoire de la Faculté de Médecine d° Antananarivo est avant tout un
centre formation et de recherche pour les étudiants en médecine humaine et vétérinaire
ains gue pour le spécialiste en biologique médicale. Il fournit également un service

d’ analyse biologique médicale pour le grand public.

[.1. Critéresde sflection des patients

La population d'étude est représentée par les patients venant effectuer une
analyse médicale au laboratoire, sans considération du type d’ analyse, et ceci aprés un
échantillonnage al éatoire systématique durant une période de deux mois.

Les patients réfutant les prélevements ains que les patients de nationalité

étrangere ont été exclus de I’ étude afin d'assurer le caractére national du portage.

|.2. Paramétresétudiés

Les variables principal es étudiées sont le sexe et I’ &ge des patients, ains que leur
antécédent d’ antibiothérapie et d’hospitalisation lesquels représentent les principaux
facteurs de risques potentiels de colonisation. La variable secondaire concerne

|” antibi orési stance des souches retrouvées.

|.3. Procéduresd’'identification des bactéries commensales

1.3.1. Prédévements nasaux

Les prélevements par écouvillonnage nasal des patients ont été réalisés
contemporainement aux autres prélévements. La procédure de prél évement adoptée est
celle qui est recommandée par |e centre de coordination de la lutte contre les infections

nosocomiales frangais C-CLIN (Annexe |). Brievement, I’ écouvillonnage a été réalisé
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au niveau des deux narines antérieures par un seul écouvillon, en prenant soin de faire
5 rotations dans chague narine. Les prélévements sont ensuite directement acheminés a
la paillasse technique dans un étui de transport.

Pour le respect de I’ éhique, un consentement éclairé a été sollicité pour chague
patient.

[.3.2. Condition de culture et caractéristiques des géloses

Les écouvillons ont été immeédiatement ensemences sur des gél oses permettant
la pousse des bactéries commensal es potentiellement pathogenes de la fosse nasale.

Ainsi pour permettre la pousse de Saphyloccocus aureus et Streptococcus
pneumoniae on a utilisé une gélose Columbia additionnée de 5 % de sang de mouton
défibriné tandis que pour faciliter la pousse de Haemophilus influenzae et Neisseria
meningitidis une gélose Columbia additionnée de 5 % de sang de mouton supplémenté
en VCF (Vancomycine, colisting, Funzizone) Bio-rad ® a été préféré.

Apres |’ ensemencement, ces milieux sont incubés a 37°C pendant 24h dans une
atmosphere enrichie en CO, (5 a 10 %). D’autres géloses ont éé utilisees pour

permettre I’identification d’ espéce de Staphyloccocus aureus.

1.3.2.1. Gélose Columbia Agar CONDA®

La gélose Columbia Agar a servi de gélose de base a la préparation de gélose au

sang de mouton défibriné a5 % et de gélose au sang cuit de mouton a5 % (Figure 5).
L’ addition de sang au milieu de base peut avoir plusieurs buts :

» apporter des facteurs de croissance nécessaires aux microorganismes étudiés

* neutraliser certainsinhibiteurs contenus dans les peptones des milieux

* neutraliser, du fait de I’action peroxydasique et catalasique de |’ hémoglobine,
des ions superoxydes ou des peroxydes toxiques produits par le micro-
organisme (intéressant en particulier pour les bactéries catalase — comme les

Sreptococcaceae)



31

Par ailleurs, il permet la lecture d’un caractére important lors de la détermination du
germequi est I’hémolyse, laquelle est particulierement nette sur la gélose de base

Columbia

Le sang est a gjouter araison de 5 % au milieu de base. Aing, la gélose au sang
de mouton défibriné permet d’isoler les principaux germes peu exigeants de la flore
nasale tels que Saphylococcus aureus et Corynebacterium spp. tandis que la gélose au
sang cuit de mouton va permettre |I’isolement des germes plus exigeants (Haemophilus
influenzae et Neisseria meningitidis) et ceci grace a la libération en grande quantité de

facteur de croissance (NAD et NADP) lors de la cuisson du sang.

Figure5 : Gélose Columbia supplémenté de 5 % de sang de mouton (a) ; Gélose

Columbia supplémenté de 5 % de sang de mouton cuit (b)

1.3.2.2. Gélose Baird Parker Agar CONDA®

Le milieu de Baird-Parker + RPF (plasma de lapin + fibrinogéne bovin) est
généralement utilisé pour isoler et dénombrer les staphylocoques a coagulase positive
dans les produits alimentaires, et permet de mettre en évidence I'activité coagulase. Sur
ce milieu les colonies de S. aureus, apparaissent avec un centre noir entouré d'un halo
de précipitation opague plus ou moins claire (Annexe |1, 42). En effet, la prothrombine
du plasma de lapin forme un staphylothrombine en présence de coagulase libre, de plus
le fibrinogene présent dans le supplément entraine la polymérisation et |a précipitation
d'un dépdt de fibrine autour des colonies bactériennes. Enfin un inhibiteur de la
trypsine, également présente dans le supplément va empécher la fibrinolyse qui pourrait

rendre la coagul ation négative au bout de 24 heures.
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1.3.2.3. Gélose MRSA Agar CONDA®

Ce milieu chromogénique est adapté pour le dépistage en routine de
Saphylococcus aureus. La particularité de la gélose est de contenir un substrat
chromogénique clivable par |I'alpha-glucosidase produit par Saphylococcus aureus.
Ains les colonies de S aureus prendront une coloration bleu sur la gélose MRSA
CONDA® (Figure 6). De plus I'gjout de la Cefoxitin a 4mg/L permet de rendre le
milieu sélectif pour la pousse de SARM en conformité avec les techniques de référence
pour la détection des SARM sur gélose imprégné d’ antibiotique (43).

'ﬁﬂ-ﬁ'@mq-mm-ﬁ

Figure 6 : Gélose MRSA Agar CONDA avec des colonies bleues de SARM

.3.2.4. Gélose Mueller Hinton BIO-RAD®

Ce milieu riche est la gélose de référence pour la réalisation d’antibiogramme
recommandée par le comité de I’ antibiogramme de |a société francaise de microbiologie
(CA-SFM). Sa composition (notamment |a concentration en magnésium, en calcium, en
thymine et en thymidine), son épaisseur (4mm) sont standardisées (44, 45). Il permet la

pousse de nombreux micro-organismes.
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Figure 7 : Antibiogramme des souches de S. aureus sur milieu Mueller Hinton

La gélose Mueller Hinton a été utiliste pour rechercher la sensibilité de
Saphylococcus aureus aux antibiotiques (Figure 7), ains les disques sont :
e Lesp-lactamines
o Pénicilline G (6 pg)
0 Amoxicilline + acide clavulanique (20 pg + 10 pg)
0 Oxacilline (5 pg)
e LesAminosides
o Gentamicine (10 Ul)
e LesMacrolides— Lincosamides
o Erythromycine (15 Ul)
0 Lincomycine (15 pg)
e LesHuoroquinolones
0 Ofloxacine (5 pug)
e LesTétracyclines
o Tétracycline (30 UI)
e Les Sulfamides— Triméthoprime
0 Cotrimoxazole = Triméthoprime (1,25ug) + Sulfanéthoxazole (23,75
Hg)

L’interprétation de diamétre de sensbilité, intermédiaire et résistance ont été
faite selon la recommandation du Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie (Tableau XV, Annexe l11).
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1.3.3. Identification des différ entes souches bactériennes

Les bactéries commensales non pathogénes de la fosse nasale ont été identifiées
sur la base de leurs caractéres microscopiques a I’ examen direct (coloration de Gram)
et leur aspect macroscopigue sur la gélose Columbia additionnée de 5 % de sang de
mouton. N’ étant pas pathogenes, aucune identification d espece n'a été effectuée sur
ces bactéries (Corynebacterium spp., Proteus spp., Bacillus spp., Staphylocoques a
Coagulase Négative).

1.3.3.1. Souches de Staphylococcus aureus

Les souches de Saphylococcus aureus ont été suspectées d' apres |’ aspect de
leurs colonies sur la gélose Columbia additionnée de 5 % de sang de mouton et la
présence de cocci a gram positif en amas a I’ examen direct ains que la positivité du
test alacatalase.

— Ces colonies ont été alors résolées sur la gélose Baird Parker + RPF afin
d’identifier la présence dune activité coagulase, lagquelle est déterminée par la
présence d’' un halo de précipitation claire autour des colonies a centre noir. Celles qui
ne présentaient pas d' halo de précipitation ont été classées comme Staphylocoques
Coagulases Négatives.

Les Saphylococcus aureus identifiés ont été réisolés sur lagélose MRSA Agar®
pour détecter la présence d'une méticillino-résistance. Ains les souches SARM sont
identifiées devant la présence de colonies bactériennes sur ce milieu contrairement aux

souches SASM qui n'y pousseront pas.

s Pour les Saphylococcus aureus Résistant a la méticilline, un
antibiogramme complet a été réalisé pour confirmer et identifier les

résistances associées aux autres antibiotiques.
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s Pour les Saphylococcus aureus sensibles a la méticilline, seules la
senshbilité vis-avis de la pénicilline G et de I’'amoxicilline + acide
clavulanique (AMC) ains que la recherche de la pénicillinase par le test a

|a céfinase, ont été effectuées.

1.3.3.2. Souches de Streptococcus pneumoniae

Les colonies suspectes de Streptococcus pneumoniae sont celles qui présentent
une a-hémolyse sur gélose au sang et une catalase négative, associées a la présence de
diplocoques a Gram positif, lancéolés et capsulé en forme de 8 ou idéalement « en
flamme de bougie » al’ examen direct.

Leur sensbilité a I'optochine permet une identification présomptive des
pneumocoques qui sera confirmée par le test de solubilité a la bile. En effet, parmi les
streptocoques seuls les pneumocoques sont solubles dans la bile (en présence de
désoxycholate de sodium a 10 %).

L’ espéce identifiée a fait I’ objet d’un test de sensibilité au disque d oxacilline 5
Kg pour rechercher une diminution de la sensibilité ala pénicilline.

1.3.3.3. Souches d’Haemophilusinfluenzae

L’identification des souches Haemophilus influenzae est effectuée par la
réalisation du test au facteur V et X. Ains, les colonies suspectées d étre des
Haemophilus (colonies transparentes sur la gélose au sang cuit uniguement et se
présentant en bacille ou coccobacille Gram négatif a I’examen direct) sont réisolées
sur gélose Columbia avec mise en présence des disques V, X et XV. La double
exigence en facteur X et V permet |’identification d’ espéce d’ Haemophilus influenzae.

L’ espece identifiée a ensuite fait I’ objet d’un test a la céfinase pour rechercher la

présence d’ une B-lactamase (Figure 8).
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Figure 8: Mise en évidence de la production de B-lactamase par un test
chromogénique (négatif a gauche, positif a droite).

1.3.3.4. Souches de Neisseria meningitidis

Les souches du genre Neisseria sont suspectées sur les colonies transparentes
oxydase positifs a partir de la gélose au sang cuit se présentant a I’examen direct
comme des cocci a Gram négatif en diplocogues avec fréguemment un aspect
caractéristigue en «grain de café». La confirmation de I'espéce Neisseria
meningitidis est effectuée par le test d’ acidification du glucose et de la matlose postif
et la présence de gamma-glutamyl transférase (yGT).

L’ espece identifiée fera ensuite I’objet d'un test de senshilité au disque

d oxacilline pour rechercher une diminution de la sensibilité ala pénicilline.

|.4. Analyse gtatistique des données

La saisie et I’exploitation informatique des données ont été faites a I’aide du
logiciel Excel 2007 de Windows. Le test de x> ou le test exact de Fisher (selon la
distribution) ont été utilisés pour la comparaison de nos proportions avec I'aide du
logiciel d’anayse statistique et de mise en graphe GraphPad Prism 5®. Une valeur de p

< 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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. RESULTATS

Le laboratoire a recu 1430 patients en I'espace de deux mois, notre
échantillonnage aléatoire systématique a permis de collecter des prélévements nasaux
chez 304 individus, dont 188 de sexe féminin et 116 de sexe masculin (Sex-ratio M/F :
0,61).

[1.1. Portage nasal des ger mes commensaux non pathogenes

Tableau | : Taux de portage nasal en bactéries commensales non pathogenes

Effectifs Fréquence
(n=304) (%)
Porteurs de Corynebacterium spp. 191" 62,83
Porteurs de Staphylocoques a
» -y ‘ 208 68,42
Coagulase Négative (SCN)
Porteurs de Bacillus spp. 15 4,93
Porteurs de Proteus spp. 7 2,30

" différence non significative (y>=2.107 ; d.l.1.=1 ; p =0,1466)

Une évaluation quaitative des bactéries isolées apres la mise en culture des
prélévements a permis de dépister, 208 porteurs de Corynebacterium spp., 191 porteurs
de Staphylocoques a Coagulase Négative (SCN), 15 Bacillus spp., 7 Proteus spp.
(Tableau I).
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I1.2. Portage nasal de Staphylococcus aureus

% Portage nasal de Staphylococcus aureus selon le sexe
Tableau 11 : Distribution des 304 individus en fonction du portage nasa de

Saphylococcus aureus et du sexe

Porteursde S aureus  Non porteursde S. aureus

No (%) No (%)
Sexe masculin (n=116) 46 (39,65) ™ 70 (60,34)
Sexe féminin (n=188) 70 (37,24) 118 (62,76)
Total (n=304) 116 (38,16) 188 (61,84)

"S: différence non significative (2=0,178 ; d.l.I.=1 ; p =0,673)

Cent seize (116) porteurs de S. aureus dont 47 (40,17 %) de sexe masculin et 69
(36,90 %) de sexe féminin ont été identifiés. Le portage nasal de S. aureus est donc
estimé a 38,16 % avec un intervalle de confiance compris entre [32,70 % et 43,62 %]
pour 95 % de certitude. La différence de portage entre les deux sexes n'est pas

significative (Tableau I1).
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x Portage nasal de S. aureus associé aux autres bactéries non
pathogenes
Tableau 111 : Répartition du portage de Staphylococcus aureus associé aux autres

bactéries non pathogenes

Effectifs Fréquence
(n=304) (%)
Corynebacterium spp.+
n PP 19 6,25
Staphylococcus aureus
Staphylocoques a Coagulase
Négative (SCN) + Saphylococcus 45* 14,80
aureus
Corynebacterium spp.+ SCN +
m P 30 9,87
Saphylococcus aureus
Proteus spp.+ Staphylococcus
SLY aphyl 4 132
aureus
Bacillus spp.+ Staphylococcus 0 0
aureus
Tota 98 32,24

* : différence significative (x2=12.39; d.I.1.=4 ; p = 0,0147)

Le portage isolé de Saphyloccocus aureus a été retrouvé chez 18 (5,92 %)
individus tandis que le portage associé aux autres bactéries commensales non
pathogenes chez 98 (32,24%) patients. Le portage associé aux Staphylocoques a
Coagulase Négative (24,67 % + 4,85 %) est significativement le plus fréquent (Tableau
[1).
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x  Portage nasal de S. aureusen fonction del’ age

Tableau 1V : Répartition du portage nasal de Saphylococcus aureus en fonction de
I’age

Tranches d &ge (moyenne) Porteurs de S. aureus Non porteurs de S. aureus
No (%) No (%)

< 15 ans (10) 15 (31,25) ™ 33 (68,75)

15-30 ans (21) 33(37,50) 55 (62,50)
31-45 ans (36) 31(38,75) 49 (61,25)

46- 60 ans (50) 25 (40,32) 37 (59,69)

>60 ans (69) 12 (46,15) 14 (53,85)

Tota 116 (38,16) 188 (61,84)

" différence non significative (x>=1.826 ; d.l.|.=4 ; p =0,7677)

La moyenne d &ge de la population d’ étude (subdivisée en 5 tranches d’ age pour
les besoins de I’ éude) est de 33,47 + 17,55 ans.

La prévalence du portage nasal a été plus basse (31,25 % +5,21 %) chez les
individus de moins de 15 par rapport aux autres tranches d’ age (Figure 5). Cependant,

cette différence n’ est pas significative (Tableau 1V).
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Figure 9: Taux de portage nasal en Saphylococcus aureus selon la
tranche d’ age

x Portage nasal de Staphylococcus aureus selon les motifs d’ examen

Tableau V : Distribution des porteursde S. aureus selon les motifs d’ examen

_ Porteurs de S. aureus Non porteursde S. aureus
Motif d’ analyse
No (%) No (%)
Céphalée (n=58) 28 (48,28) ™ 30 (51,72)
Contrdle (n=47) 20 (42,55) 27 (57,45)
Autres (n=199) 68 (34,17) 131 (65,83)
Total (n=304) 116 (38,16) 188 (61,84)

"S: différence non significative (y>=4,242 ; d.l.I.=2; p =0,1199)

Plus de 30 motifs d’ examens différents ont été répertoriés, la céphalée (58
individus) et le contréle (47 individus) sont de loin les motifs les plus retrouvés. Sur les
porteurs de S aureus, 28 ont mentionné la présence d’ une céphaée tandis que 20

porteurs venaient pour un controle dont la nature n’ a pas été spécifiée.
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[1.3. Portage nasal de Staphylococcus aureus résistant a la meéticilline
(SARM)

M Porteur de SASM H Porteur de SARM 1 Non porteur de Staphylococcus aureus

Figure 10 : Répartition du portage nasal en Staphylococcus aureus selon la sensibilité a
laméticilline

Sur les 116 porteurs de Staphylococcus aureus, la colonisation nasale par SARM
a été retrouvée chez 45 individus soit 38,80 % des souches de S. aureus. La prévaence
du portage nasal de SARM rapportée a toute la population d’ étude est donc estimée a
14,80 % avec un intervalle de confiance compris entre [10,81 % et 18,79 %] pour 95

% de certitude.
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x  Portage nasal de SARM selon le sexe

Tableau VI : Distribution des 116 souches de S aureus en fonction du sexe et de la
sensibilité alaméticilline

Porteurs de souche de SASM  Porteurs de souche de SARM

No (%) No (%)
Sexe masculin (n=46) 32 (69,57) 14 (30,43) ™
Sexe féminin (n=70) 39 (55,72) 31 (44,28)
Total (n=116) 71 (61,21) 45 (38,79)

" différence non significative (y>=2,24 ; d.l.|.=1; p =0,134)
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Figure 11: Histogramme de répartition des souches selon le sexe et la

sensibilité alaméicilline

La répartition montre une prédominance de portage de souche SARM chez la

femme mais stati stiquement non significative (Tableau VI).
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x  Portage nasal de SARM selon lestranches d age

Tableau V11 : Distribution des 116 souches de S. aureus en fonction de I’age et de la
sensihbilité alaméticilline

Porteurs de souche de SASM Porteurs de souche de SARM
Tranches d’ &ge (moyenne)

No (%) No (%)
<15 ans(10) 10 (66,67) 53333 "™
15-30 ans (21) 19 (57,58) 14 (42,42)
31-45 ans (36) 20 (64,52) 11 (35,48)
46- 60 ans (50) 15 (60,00) 10 (40,00)
>60 ans (69) 7 (58,33) 5 (41,67)
Total (n=116) 71(61,21) 45 (38,79)

"S: différence non significative (y>=1,746 ; d.|.I.=4 ; p =0,7824)
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Figure 12 : Représentation du taux de portage nasal de SARM selon la
tranche d’ age

Les résultats montrent un taux de portage faible statistiqguement non significatif
chez les personnes de moins de 15 ans.
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I1.4. Analyse des facteurs de risque de portage nasal de Staphylococcus

aureus

La relation entre le portage et [|'antécédent d hospitdisation e ou
d antibiothérapie a été éudiée. Une notion d hospitalisation a éé retrouvée chez 106
individus tandis que 90 patients ont reconnu avoir pris des antibiotiques sans spécifier la

nature de I’ antibiotique et la durée de la prise.

Tableau VIII : Distribution des porteurs de S. aureus en fonction de |’ antécédent
d’ hospitalisation
Noi Absence de Colonisation a Colonisation a S. aureus (n=116)
otion
d hospitalisation S aureus Souche SASM  Souche SARM
0,
No (%) No (%) No (%)

Oui (n=106) 57 (53,77) 33(31,14) 16 (15,09)

Non (n=198) 131 (66,17) 38 (19,19) 29 (14,64)

Total (n=304) 188 (61,84) 71 (23,36) 45 (14,80)

& Sur la notion d’hospitalisation, la présence de S. aureus est plus fréquemment
retrouvée dans la population présentant une notion d hospitalisation (46,22 % contre
33,83% ; p=0,03). Cependant, dans cette méme population il n’existe pas de différence
significative sur le portage de souche de S. aureus meticillino-résistant (15,09 % contre
14,64 % ; p=0,91).
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Tableau 1X : Digtribution des porteurs de S. aureus en fonction de |’ antécédent
d antibiothérapie

Nalti Absence de Colonisation & Colonisation a S. aureus (n=116)
otion
S
d’ antibiothérapie aureus Souche SASM Souche SARM
No (%
0 (%) No (%) No (%)
Oui (n=90) 48 (53,34) 23 (25,55) 19 (21,11)
Non (n=214) 140 (64,43) 48 (22,43) 26 (12,14)
Total (n=304) 188 (61,84) 71 (23,36) 45 (14,80)

&  Sur la notion dantibiothérapie, la présence S aureus est beaucoup plus
fréguente dans la population présentant une notion d’ antibiothérapie que dans la
population inverse (46,66 % vs 34,11 % ; p=0,04). De plus, il existe une différence
significative sur le portage de souche de S. aureus meticillino-résistante (21,11 % vs
12,14 % ; p=0,04).
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Tableau X : Distribution des porteurs de S aureus en fonction de |’ antécédent
d’ hospitalisation et d’ antibiothérapie

Notion Absence de Colonisation & Colonisation a S. aureus (n=116)
d’ hospitalisation et S aureus
Souche SASM Souche SARM
d’ antibiothérapi No (%

antibiothérapie o (%) No (%) No (%)
Oui (n=34) 15 (44,12) 15 (44,11) 4 (11,77)
Non (n=270) 173 (64,08) 56 (20,74) 41(15,18)
Total (n=304) 188 (61,84) 71(23,36) 45 (14,80)

@  Dans la population qui présente une notion conjointe d’hospitalisation et
d’antibiothérapie, la présence de S. aureus est retrouvée dans 55,88 %. Un résultat
significativement élevé par rapport au porteur sans antécédent et avec seulement un
antécédent (35,92 % ; p=0,02). Cette différence n’est pas ressentie dans les souches
SARM (11,77 % contre 15,18 % ; p=0,6).
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[1.5. Portage nasal de S. aureus et sensbilité aux autres antibiotiques

Tableau X1 : Pourcentage des souches de SARM Intermédiaire et Résistante (I+R)

Antibiotiques Méti-S (n=71) Méti-R (n=45)

No (%) No (%)
Pénicilline G 64 (90,14) 45 (100)
Amoxicilline+Acide clavulanique 0(0) nt
Oxecilline nt 45 (100)
Gentamycine nt 2 (4,44)
Erythromycine nt 30 (66,67)
Lincomycine nt 14 (31,11)
Tétracycline nt 32 (71,11)
Ofloxacine nt 24 (53,33)
Cotrimoxazole nt 31 (68,89)
nt : non testé

Parmi les 71 souches de Staphyl occocus aureus sensible ala méticilline, 91 % *

5 % sont résistantes a la pénicilline G avec présence de pénicillinase mais I’ activité des

B-lactamines est restaurée en présence d’ acide clavulanique.

Pour les souches SARM, en dehors du taux de résistance a 100 % pour la

pénicilline G et I’oxacilling, le taux de résistance a la tétracycline est le plus devé

(71,11 %) tandis que la gentamycine ale taux de résistance le plus bas (4,44 %).
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I1.6. Portage nasal de Streptococcus pneumoniae

Tableau X1 : Répartition du portage nasal de S. pneumoniae en fonction de |’ age

] Non porteurs de
Porteurs de S. pneumoniae

Tranches d’ &ge (moyenne) No (%) S. pneumoniae
No (%)

<15 ans(10) 10 (20,83) * 38 (79,17)
15-30 ans (21) 3(3,41) 85 (96,59)
31-45 ans (36) 0(0) 80 (100)

46- 60 ans (50) 3 (4,84) 59 (95,16)
>60 ans (69) (0)) 26 (100)
Tota (n=304) 16 (5,26) 288 (94,74)

* : différence significative (>=13,97 ; d.I.1.=2 ; p =0,0009)

En tout, 16 (5,26 % + 2,75 %) souches de Streptococcus pneumoniae ont été
isolées dont 10 souches chez les moins de 15 ans, trois souches chez les 45- 60 ans et
trois souches chez les 16-30 ans, avec un Sex-ratio M/F de 1,0. 8 porteurs ont
mentionné un antécédent d hospitalisation tandis que deux porteurs ont noté
I"utilisation antérieure d’antibiotique. Cette prédominance dans la premiere tranche

d’ &ge est statistiquement significative.

La présence de capsule a été identifiée sur 4 souches a |’ examen microscopique,

tandis que toutes les souches sont sensibles a la pénicilline.

Enfin, aucune souche de Streptococcus pneumoniae n'a été associé a du S

aureus.
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Tableau X111 : Distribution des porteurs de S. pneumoniae en fonction de I’ antécédent
d’ hospitalisation

Non porteurs de

Notion Porteurs de S pneumoniae _
o S. pneumoniae
d hospitalisation No (%)
No (%)
Oui (n=106) 6 (5,66) 100 (94,34)
Non (n=188) 10 (5,31) 178 (94,69)
Total (n=304) 16 (5,26) 288 (94,74)
& Il n"existe pas de différence significative dans le portage de S. pneumoniae

rapporté al’ hospitalisation (5,66 % contre 5,31 % ; p=0,90).

Tableau X1V : Distribution des porteurs de S. pneumoniae en fonction de |’ antécédent

d’ antibiothérapie

Non porteurs de

Notion Porteurs de S pneumoniae _
L S pneumoniae
d’ antibiothérapie No (%)
No (%)
Oui (n=90) 1(1,11) 89 (98,89)
Non (n=214) 15 (7,01) 199 (92,99)
Total (n=304) 16 (5,26) 288 (94,74)

& Le portage de S pneumoniae est significativement faible chez les individus
présentant une notion d’ antibiothérapie (1,11 % contre 7,01 % ; p=0,03).
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[1.7. Portage nasal de Haemophilusinfluenzae

Sur 304 individus, 3 (0,98 % 1,11 %) Haemophilus influenzae non capsulés
ont été isolés chez 3 femmes entre 16 et 30 ans (19, 23, 27) sans antécédents

d  hospitalisation ni d’antibiothérapie.

Letest alacéfinase a été négatif pour lestrois souches, affirmant 1’absence de B-

lactamases. Enfin, aucun des portages n’ont été associésadu S aureus.

11.8. Portage nasal de Neisseria meningitidis

Aucun portage de Neisseria meningitidis n’aétéisolé



TROISIEME PARTIE : REFLEXIONS
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l. COMMENTAIRESET DISCUSSION

% Sur portage nasal des bactériesnon pathogenes

Le taux de portage de Corynebacterium spp. et de SCN (62,83 % et 68,42 %) ne
présentent pas de différence significative (p>0,10). La littérature nous renseigne que le
portage nasal en Corynebacterium spp. est largement plus élevé par rapport au
Saphylococcus spp. dans la population saine (69 % contre 25,6 %). Toutefois cette
proportion est inversée dans la population malade (66,5 % contre 14,9 %) (13).

Notre population d étude ne peut ére considérée comme « population saine »
car la plupart des patients viennent au laboratoire suite a un symptéme, cette population
est donc considérée comme « potentiellement malade » et méme malade. Ceci pourrait

expliquer I’ absence de différence significative entre les deux genres.

¢+ Sur portage nasal de Staphylococcus aureus

& Portage global de Staphylococcus aureus

La prévalence de colonisation nasale par Saphylococcus aureus (38,16 % +
5,46 %) rapportée dans notre étude est superposable avec les différentes études qui
rapportent un portage nasal entre 20 % - 50 % dans la population géenérale (46, 47, 48,
49, 50).

Il est difficile d’évaluer sur un seul prélevement le caractére permanent ou
intermittent du portage. Toutefois, différentes études soutiennent que la proportion de
Saphylococcus aureus est significativement élevée voire exclusive chez les porteurs
permanents (47, 48). Cette consdération peut nous permettre d’ estimer le portage
permanent de Saphylococcus aureus a 5,92 % puisque nous avons notifié la
prédominance de cette espece chez 18 individus. Ceci est logiquement en-deca des
valeurs rapportées par les éudes occidentales qui évaluent le portage permanent a 10-20
% puisque nhous n'avons pas éé en mesure d évaluer le caractere permanent ou

intermittent des autres porteurs faute de prél evement répété (46).



53

Un portage associé aux Staphylocoques a Coagulase Négative (24,67 % + 4,85
%) est significativement le plus fréquent (p=0,0147). Cette prédominance d’ association
entre Staphylococcus aureus et SCN peut s expliquer par le fait qu'il est plus difficile
pour Staphylococcus aureus de coloniser un environnement dga colonisé au préaable
par des souches de Corynebacterium spp. En effet, la présence de Corynebacterium spp.
aurait un impact négatif sur laprolifération de Staphylococcus aureus. Cette propriété a
d ailleurs été exploitée dans une étude scientifique pour éradiquer le portage de

Saphylococcus aureus résistant ala méticilline de la muqueuse nasale (51).

& Portage nasal de Staphylococcus aureus selon le sexe

Dans notre étude, il n'existe pas de différence significative en terme de
répartition des porteurs de Staphylococcus aureus selon le sexe (39,32 % contre 36,90
% ; p =0,567). Pourtant la littérature présente le plus souvent une prédominance de
portage chez les hommes (52). Cependant, une étude de portage nasal chez |les médecins

et leur famille n"a montré aucune différence significative (53).

& Portage nasal de Staphylococcus aureus selon |’ age

Aucune différence significative n’a été retrouvée entre nos différentes tranches
d age (p =0,7677). La plupart des études évoquent un portage nasal élevé chez les
nouveaux nées (70 %), les enfants et les adolescents (30 %) pour régresser
progressivement avec I’age (52, 54, 55). Notre étude montre plutdt une courbe
ascendante mais non significative laissant évoquer une augmentation du portage chez

les personnes ages.

Une étude menée en Turkey sur le portage nasal de S. aureus chez les enfants sains
agés de 4 a 6 ans a montré une prévalence de portage de 28,4 % (56), en sélectionnant
cette méme tranche d’'age notre étude rapporte un seul cas. Une autre étude dans la
communauté rurale indienne a rapporté un taux de portage de 52,3 % chez les enfants de

5a 15 ans(57), nos résultats montrent un taux de 28,12 % pour cette tranche d’ &ge.
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En somme, notre étude rapporte des valeurs de portage toujours en-dega des autres

études quelque soit le choix de latranche d’ &ge.

% Sur le portage de Staphylococcus aureus résistant ala méticilline

& Portage globale de SARM

Le taux de portage nasal de SARM (14,80 % + 3,99 %) que nous avons
retrouvé est significativement élevé par rapport aux taux rapportés dans une étude
américaine et canadienne (0,98 % et 3,2 %). Cependant ces études ont été effectuées sur

la population saine et ne présentant apparemment pas de facteurs de risques de portage
nasal (58, 59).

Si on considere le fait que notre population d’ étude est potentiellement malade et
dont la plupart présentent des notions d’ hospitalisation et d’ antibiothérapie, nos résultats
sont superposables a d'autres éudes canadiennes qui se sont focalisées sur les
populations a haut risque. Ces taux de portage vont de 7,2 % jusgu’a 32 % chez les
individus hospitalisés (60), les toxicomanes (61), les vétérinaires (62) et les sans

domiciles fixes consommateurs d’ antibiotiques (63).

Enfin, une étude palestinienne permet d’ évoquer I’influence de | hospitalisation
sur le portage nasale en SARM car €lle retrouve un taux de 2,0 % chez des individus ne

présentant aucun antécédent d’ hospitalisation (48.)

& Portage nasal de SARM selon le sexe et |I’age

Le portage de SARM chez lafemme est plus élevé gue chez I’homme mais non
sgnificatif (45,71 % contre 30,43 % ; p=0,0998), aors quaucune différence
significative n’est retrouvé selon I’ &ge. Une étude américaine a pourtant mentionnée la
probabilité d’ avoir un portage de souche de SARM élevé chez les personnes agées de
plus de 65 ans et chez les femmes (64) tandis qu’'une autre éude canadienne n'a

retrouvé aucune prédominance dSignificative  (59). D’autres  paramétres
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environnementaux comme la notion d’ hospitalisation et de fréguentation des centres de
soins, sont probablement impliquées dans ce processus de colonisation

indépendamment du sexe et del’ &ge.

¢ Sur I’origine communautair e ou hospitaliére du portage de S. aureus

L’acquisition de S aureus communautaire est suspectée par |'absence
d’ hospitalisation et |’ absence de pathologie chronique. En effet nous estimons que les
pathol ogies chroniques induisent une forte probabilité de traitement ambulatoire, celles-
ci congtituent donc des critéres présomptifs.

Un portage de S aureus d acquisition hospitaliere est a consdérer par la
présence d’ antécédent hospitalier, cependant |I’interrogatoire n’a pas été assez poussée
pour évaluer la durée de cette hospitalisation ni I’unité dans laguelle le patient a été

hospitalisé.

5 individus porteurs de S. aureus présentent des motifs d’ analyses (hypertension
artérielle, épilepsie, diabete, rhumatisme articulaire aigue) suggérant une maladie
chronique nécessitant un suivi ambulatoire («check-up » régulier), ains tous ces
individus ont une forte probabilité d acquisition de S. aureus hospitalier méme s'ils

n’ont pas évoqué d’ hospitalisation.

¢ Sur I’analyse desfacteursde risque de portage de S. aureus

Il existe des facteurs favorisant la colonisation nasale et des facteurs favorisants
la diffuson de S aureus qui permettent dexpliquer I'influence de la notion
d’ hospitalisation et d antibiothérapie dans le portage nasal en S. aureus et en SARM.
Nous aimerions rappeler ces notions afin de mettre en exergue |'importance de cette

analyse.
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& Facteurs favorisant la colonisation nasale (54)

La colonisation nasale par S. aureus nécessite 4 conditions préalables. La
premiere concerne bien évidemment, le contact du nez avec la bactérie tandis que la
seconde concerne I'adhésion de S. aureus a certains récepteurs dans la niche nasale. La
troisiéme est |a capacité de la bactérie a passer outre la défense nasale de I’ organisme et
la derniere impligue la capacité de la souche a se propager dans la muqueuse nasale en
dépit des souches bactériennes préexistantes. Ains la présence d'une pression de
sdlection par antibiothérapie va entrainer le tarissement de la flore nasale bactérienne
comme celles des Corynebacterium spp. et la prolifération des souches de S. aureus
résistantes. Les deux dernieres conditions sont réunies lors de I’ usage d’ antibiotique et
lorsgque la personne présente une baisse de I'immunité. Les deux premieres sont

intimement liées aux facteurs de diffusion de S. aureus.

& |esfacteursfavorisantsladiffusion de S. aureus

S aureus peut vivre pendant des mois sur n’importe quel type de surface et son
principa vecteur de transmission de la surface vers le nez est représenté par la main
(65). Aing, S aureus est principalement retrouver au niveau des narines antérieures
(vestibule) car c’est I’endroit ou I’ on met e plus souvent le doigt pour se gratter le nez
« pick-nose » (66). Toutefois, S aureus peut également atteindre le nez directement par
voie aérienne (67), les personnes présentant des rhinites peuvent donc disperser plus
abondamment S. aureus dans I’ environnement représentant ains une source d’ épidémie
d'infection &S aureus (68). Les porteurs permanents congtituent a cet effet, un réservoir
important de diffusion du portage nasal.

Des facteurs environnementaux influencent également le portage nasal en S
aureus. En effet, une étude récente de Peacock and col (65) a montré une corrélation
entre mere et enfant avec la présence de la méme souche indiquant que la transmission
est liée a un contact étroit entre les individus. Toutefois il N’y aucune relation entre le
taux de portage et la saison, latempérature et I” humidité (69, 70, 71).

La diffusion de personnes a personnes se fait le plus souvent chez des patients

hospitalises ou ayant des soins a domiciles. L’'hospitalisation est donc un risque
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important de portage de S. aureus (72). Toutefois, latransmission directe d’ un patient &
I"autre est rare. La transmission indirecte est beaucoup plus fréguente: équipe
soignante, environnement, matériel. Enfin, le transfert de patient d’un service ou d un
établissement a un autre pour raisons médicales ou administratives contribue a cette
diffusion.

Les infections nosocomiales a SARM sont particuliéres par leur risque élevé de
transmission. Bien que la résistance a la méticilline de novo apparaisse parfois a
I’occasion d’une antibiothérapie, les porteurs de SARM sont |la principale source de

diffusion de ce pathogene entre patients.
Un nombre important de facteurs de risque a été suggére (73,74) :

o Utilisation fréquente d’ antibiotique large spectre

e Hospitalisation prolongée

¢ Notion d’ hospitalisation antérieure

e Surpopulation hospitaliére

e Hygiéne insuffisante et échec des pratiques de contréle des infections.

e Mangue de personnel soignant

Pour toutes ces raisons, nous avons voulu essayer d’'analyser la relation entre le
portage de S. aureus, de S. aureus résistant a Méticilline et la notion d’ hospitalisation et
d antibiothérapie, en estimant le risque relatif de ces deux facteurs de risque par le
calcul de I’ odds ratio éant donné que nous n’avons pas la prévalence réelle du portage

en S aureus dans la population générale.

< Notion d’antibiothérapie isolée

Dans notre population d’étude, la notion d’ antibiothérapie est significativement
élevée chez les porteurs de S. aureus. Avec un odds ratio de 1,65 [IC 95 %, 1.00-2.73;
p=0,04] on peut dire que I’ antibiothérapie augmente |égérement le risque de portage

nasal ; une étude sur le portage nasal des ménages aux Etats-Unis a pourtant montré une
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corrélation significative (p=0,002) sur I’utilisation récente d'antibiotique et le portage
nasale. Dans le méme sens, I’ antibiothérapie semble augmenter encore plus le portage
de SARM avec un oddsratio de 1,93 [IC 95 %, 1.01-3.71 ; p=0,04].

& Notion d’hospitalisation isolée

La notion d'hospitalisation est significativement élevée chez les porteurs de S
aureus avec un odds ratio de 1,68 [95% IC, 1.04-2.72; p=0,03]. On peut dire que
I” hospitalisation augmente |égerement le risque de portage nasal. Malheureusement,
nous ne pouvons pas estimer la force de liaison entre I’ hospitalisation et le taux de
portage nasal en SARM car les résultats sont statistiquement non significatifs OR : 1,03
[1C 95 %, 0.53-2.00 ; p=0,91].

& Notion d’hospitalisation associée a la notion d’ antibiothérapie

C'est la notion conjointe d’hospitalisation et d’antibiothérapie qui révéle un
risque élevé de portage de S. aureus avec un odds ratio de 2,25 [IC 95 %, 1.09-4.64 ;
p=0,02] pour les raisons que nous avons déa développées précédemment. Il faut
cependant souligner que nous navons pas pu distinguer |'utilisation itérative
d antibiotique, d’'une utilisation exceptionnelle mais récente, e nous n’avons pas pu
préciser la nature de I'antibiotique. De méme, nous nN'avons pas pu préciser la
fréquentation hospitaliére (court s§our ou de long sgour). Enfin, laforce de liaison de
ces deux facteurs de risque sur portage nasal en SARM n'est dtatistiquement pas
significative OR : 0,74 [IC 95 %, 0.24-2.22 ; p=0,56].
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¢+ Sur I’évaluation du portage en tant que facteur de risque d’infection

Rappelons que le portage de S aureus est un important facteur de risque
d'infection spécialement dans les infections profondes et les septicémies (75, 76). En
effet, les souches de colonisations sont souvent similaires a celles isolées dans les
infections tissulaires. Le portage nasal augmenterait le risque d'infection de 2 a 3 fois
chez les soldats (77) et chez les sans domiciles fixes (63). De plus, un taux de portage
méme assez bas de SARM communautaire peut conduire a une dissémination des
infections aux SARM chez les athlétes (78) et 1a population pédiatrique (79). Enfin, le
risque d’ infection passe a 5 fois dans la population VIH positive (80).

Rappelons également que le risque d'infection en milieu hospitalier est
particulierement élevé. En effet, le portage de S. aureus mais aussi de SARM augmente
de 10 fois le risque dinfection d'une cirrhose (péritonites, infections urinaires,
bactériémies) (81, 82). En moyenne, les études évoquent un risque relatif de 4 a 12 de

bactériémie chez les porteurs nasals en service chirurgicale (83, 84).

Notre étude n’est nullement adaptée pour évaluer la cote du risque infectieux en
cas de portage car elle n’a permis de collecter que des symptdmes cliniques souvent

subjectifs sans lien directs avec une infection probable a S. aureus.

L’ observation de la relation entre |e portage nasal et les motifs d’ analyses nous a
montré une prédominance de la céphalée et le contréle. Toutefois, il est difficile
d’accorder de I'importance sur la relation entre céphaée et portage de S aureus étant
donné que c’est un symptdéme tres facile a évoquer pour le malade et sans aucune
spécificité. Par contre, le controle peut supposer une fréquentation élevee des centres de
santé et d' analyse médicale, augmentant ains |e risque de colonisation nasale par le S.
aureus. Quoigu’il en soit, une étude hospitaliere est a notre avis plus adaptée pour

évaluer cesrisques d'infections.
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« Sur |"évaluation de |’ antibior ésistance des souches de S. aureus

& Antibiorésistance des souches de SASM

L’ étude de la sensibilité des souches de SASM vis-a-vis de la pénicilline G nous
a montré une résistance tres importante a 90,14 %. Toutefois ce taux de résistance
rejoint parfaitement les taux évoqués par les diverses publications surtout rapportées en
France (85). Forte heureusement, |’ activité des -lactamines est restaurée sur la totalité

des souches gréce aux inhibiteurs de B-lactamases.

& Antibiorésistance des souches de SARM

Cette étude nous montre que la résistance associée aux souches de SARM est
tres importante, en effet nous avons retrouvé un taux de résistance éleve vis-a-vis de la
tétracycline (71,11 %), de la cotrimoxazole (68,89 %), de I’ érythromycine (66,67 %), de
I’ ofloxacine (53,33 %) et dela lincomycine (31,11 %).

x Larésistance aux aminosides

Dans la famille des aminosides, la gentamycine présente un taux de résistance
faible (4,44 %) lequel rejoint le taux de résistance a la gentamycine rapporté dans une
étude réalisée a Bamako (2 %) qui S est attachée a étudier |le portage nasal des patients
hospitalisés en chirurgie. Ce taux est toutefois moins élevé que celui retrouvé en Iran
(26 %) lors d’ une étude sur le portage nasal des personnes hémodialysés (86, 87). Ceci
sexplique par le fait que la résistance a la gentamycine est rare dans les souches de
SARM communautaire tandis que les souches hospitalieres présentent une résistance
plus élevée bien que moins spectaculaires (88). Enfin, il est également plus fréquent de
retrouver des résistances dans les souches de SARM isolées a partir des produits
pathologiques comme celles retrouvées dans I’ étude frangaise (88). Cependant, depuis
le début des années 1990, la fréquence de résistance a la gentamicine en France a
diminuer de 50-60 % dans les années 1995-1998, de 11 & 20 % en 1999 et 2000, et auss
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basse que 4 % en 2002 (89). Le mécanisme de résistance des souches étant lié a

I” acquisition d’ enzymes inactivant ces antibiotiques.
x Larésistance aux macrolides et apparentés

Il est étonnant de retrouver une résistance élevée pour les macrolides et
apparentés (I’ érythromycine a 66,67 % et la lincomycine a 31,11 %). En effet, ces
taux sont significativement plus élevés par rapport a ceux rapportés dans les études
menées a Bamako (6 % et 1 %), en Palestine (18,5 % et 11,1 %) et en Iran (12,9 % et 7
%) et en Chine (22 % et 11 %). (48, 86, 87, 90). En France, environ 50 a 60 % des
souches hogspitalieres de Saphylococcus spp. sont sensibles a I’ érythromycine, et
environ 30 % sont résistantes ala lincomycine (91).

Chez S aureus, le mécanisme de résistance aux macrolides la plus fréguemment
retrouveé est la modification de la cible par méthylation de I’ ARNr 23S. Elle est liée a
I’ expression du gene erm qui peut étre congtitutive ou inductible et qui va produire une
méthylase responsable d’ une diméthylation spécifique de I’adénine de ARNr 23S (19,
20).

% Larésistance aux fluoroquinolones

La résistance de nos souches aux fluoroquinolones est significativement élevée
par rapport aux taux rapportés a Bamako (1 %), en Palestine (29,6 %) et en Iran (9,7 %).
Seules les souches provenant des prél évements pathol ogi ques rapportées dans une étude

francai se présentent des taux de résistance plus élevés a 92 % (88).

Cette résistance est en mgjorité due ala mauvaise affinité par modification de la
cible (I'ADN gyrase). L’apparition de la résistance a la fluoroguinolone peut étre
expliquée par le fait que cet antibiotique entraine un taux de mutation élevé aux seins
des souches bactériennes induites permettant la sélection de mutants résistants. En
France, la senghilité de Staphylococcus spp. aux fluoroguinolones concerne
actuellement environ 60 a 70 % des souches, et principal ement les souches résistantes a
laméticilline (85).
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x Larésistance aux cotrimoxazoles et a la tétracycline

Le taux de résistance des souches a I'endroit de la cotrimoxazole est
étonnamment plus élevé que celui retrouvé a Bamako (2 %), en Iran (19,3 %) ains que

en par rapport aux souches frangaises (0 %).

De méme, la résistance des souches face a la tétracycline est également élevée
par rapport a la résistance des souches isolées en Paestine (7,4 %) et en France (37 %)
mais se rapproche du taux de résistance des souches de Bamako (71 %).

Pour la tétracycline la résistance est liée soit a un mécanisme d’ efflux soit a une
modification de la cible ribosomale de ces antibiotiques tandis que celle de la
cotrimoxazole est liée a une diminution de la perméabilité et a la production de
synthétase additionnelle (19, 20).

Contrairement aux fluorogquinolones, la mutation entrainée par la cotrimoxazole
et latétracycline est moindre mais ¢’ est plut6t |” hypothése de la résistance par mutation
adaptative qui est évoquée. Cette mutation adaptative est activée lors d’ une pression de
sélection lente (92). Bien gu’une seule mutation dans un géne clé réduise peu a elle
seule la sensibilité de la bactérie a I’ antibiotique, cela peut suffire pour lui permettre de
survire jusgu'a |’ acquisition de nouvelles mutations ou d’ autres informations génétiques
aboutissant a une résistance a |’ antibiotique. Cette possibilité est d’autant plus évoguée
lorsgue I’on réalise que ces 3 antibiotiques sont largement utilisés & Madagascar tant
apres prescription médicale que par simple automédication, cette derniére étant source
d’ antibiothérapie sous dosées permettant a la bactérie méme endommagées de subsister

et de matérialiser une résistance adaptative.
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x La résistance de nos souches de SARM par rapport aux souches de
I"IPM

En comparant nos résultats aux souches provenant des différents prélévements
pathologiques rapportées dans une éude menée par |’ Ingtitut Pasteur de Madagascar
(93), on remarque qu'’il existe une différence significative dans |a résistance des souches
collectées. En effet, nos souches présentent un taux de résistance significativement
éleve pour la cotrimoxazole (68,89 % contre 38,88 %), |’ érythromycine (66,67 % contre
33,33 %) et ofloxacine (53,33 % contre 13,88 %). Toutefois, la résistance a la
tétracycline est tout aussi élevée dans les deux études (71,11 % contre 75 %) (Tableau

XVI, annexe I11).

Les données publiées concernant I’ évolution de la résistance des souches de S
aureus sont rares a Madagascar hormis les études entreprises par |’ Institut Pasteur de
Madagascar (IPM). En tenant compte des seules données de I'IPM, nous ne pouvons
que malheureusement constater la grande progression des souches résistantes a la
méticilline. En effet, le premier rapport de I'lPM n’a révélé aucune souche de SARM
en 1997-1998 tandis qu’ une collecte de souche de S. aureus (36 souches) durant |’ année
2001 jusgu'a 2005 a montré un taux de 5,75% de SARM (92, 95). Enfin une autre
étude transversale multicentrique réalisée en 2008 par I'lPM a montré un taux de
SARM a7 % dans différents prélévements pathol ogiques provenant des hdpitaux de la

capitale (archives non publiées de |’ |PM).

Il existe encore trop peu de données exploitables pour pouvoir réaliser une étude
de régression linéaire et ains estimer I'évolution du portage de SARM dans notre
population. Toutefois, en compilant ces données avec les nétres, une tentative d’ analyse
de régression linéaire montre que I’ augmentation du taux de SARM est estiméea 17 %
en 2014 (p=0,04), aors que ce taux de SARM régresse ou se stabilise en France. Il en
est de méme pour I’ évolution de la résistance aux autres antibiotiques selon les données
publiées par I'observatoire national de I'épidémiologie de la résistance bactérienne
(ONERBA) en France. En effet, nos souches tendent a exprimer plus de résistances que
les souches Francaises (96). Dans cette évolution, seule la Lincomycine et la
gentamycine reste stable. Pour e lincomycine cette tendance est probablement due au

fait que ¢’ est un antibiotique qui est encore peu utilisé en dehors de I hdpital, tandis que
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pour la gentamycine méme s elle est accessible en dehors de I'hépital, sa forme

gal énique injectable diminue fortement I’ entrain pour son utilisation intempestif.

Cependant notre analyse de régression est grossiére car nos souches proviennent
d un portage et non de foyer infectieux et le risque de développer une infection n’est
élevé que chez les porteurs permanents lesquels n’ont pas été expressément identifiés.
Toujours est-il que les souches sont présentes, quelques soient le caractére permanent
ou intermittent du portage et ceci est d’autant plus inquiétant, par la présence de multi

résistance qui limite fortement les alternatives thérapeutiques.
% Leniveau de résistance de nos souches a la méticilline

Rappelons que les SARM peuvent étre divises en quatre classes définies
arbitrairement selon les valeurs de concentration minimale inhibitrice (CMI) (97). Les
souches appartenant aux 3 premieres classes sont hétérogénes. Elles sont composées de
deux ou trois sous-populations qui différent selon la valeur de la CMI et la fréquence
d expression. La majorité des souches appartenant a la classe 1 ont une CMI comprise
entre 1,5 et 3 mg/L al’oxacilline. Les CMI des souches appartenant aux classes 2 et 3
varient de 6 a 12 mg/L et de 50 a 200 mg/L respectivement. Les souches de la classe 4
constituent une résistance homogene, la CMI est supérieure a 800 mg/L.

Méme s nous n'avons pas pu déterminer la classe de nos souches par la
réalisation de la CMI, nous pouvons affirmer que toutes les souches sont hétérogenes.
En effet, la résistance hétérogene est repérée par la présence de petites colonies dans la
zone d'inhibition du disque d’ oxacilline (Figure 13). Malheureusement, celles-ci sont
les plus dangereuses car on peut les rater lors de |’ antibiogramme par diffusion sur
gélose. Passer a coté de ces bactéries entrainerait un traitement inapproprié et donc une
sélection des souches résistantes. La vigilance du laboratoire est donc primordiale et
ceci passe par la qudité de la rédisation de |'antibiogramme selon les normes

recommandées.
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Figure 9 : Comparaison entre SARM homogene (a droite) et SARM hétérogene

(agauche)

Enfin, les souches de SARM communautaire sont, contrairement aux souches
nosocomiales, plus sensibles a la plupart des antibiotiques, hors mis [is -lactamines
(94). La présence de ces multiples résistances suggére une fois de plus la mixité quant a

I’ acquisition communautaire ou nosocomial e de nos souches.

¢+ Sur le portage de Streptococcus pneumoniae

Selon la littérature, la colonisation du rhinopharynx apparait précocement au
cours de la vie. Tous les enfants ont éé au moins en contact avec une souche de
Sreptococcus pneumoniae avant |’ age de 2 ans (98) et 50 % des enfants de cet age sont
porteurs (99). Cette colonisation est maximale en age préscolaire, puis decline
progressivement, pour atteindre chez les adultes sans contact avec de jeunes enfants un

taux de portage de 2 a9 %.

Avec une estimation de la prévalence a 5,26 %, notre étude cadre bien avec ces
données de la littérature. D’ailleurs, la prédominance significative du portage chez les
moins de 15 ans (20,83 % ; p=0,0009) montre bien I'importance du portage dans cette
tranche d’age méme s cette valeur est bien en-deca du taux de portage (48,2 %)
rapporté dans une étude francaise chez des enfants gardés dans les creches (100).

Ceci s expliquerait par le fait que la fréquence du portage est augmentée par d’ autres

facteurs, comme la vie en collectivité de jeunes enfants notamment en creche,
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I'importance de la fratrie, les conditions de logement notamment la promiscuité,
I’ existence d’une infection virale concomitante (101). Malheureusement ces éléments

n’ont pu étre collectés pour pouvoir apprécier I'importance de ces facteurs favorisants.

Selon toujours la littérature, la fréquence du portage est diminuée par certains
traitements antibiotiqgues et certains vaccins. Les antibiotiques actifs sur le
pneumocoque diminuent le portage en fin de traitement, mais cet effet disparait en
moins de 1 moais. Le vaccin conjugué réduit significativement le portage des sérotypes

inclus dans le vaccin chez I’ enfant vacciné.

Dans notre étude, le portage de S. pneumoniae est faible chez les individus
présentant une notion d antibiothérapie (1,11 % vs 7,01 % ; p=0,03). En estimant le
risque relatif, on obtient un odds ratio de 0,14 [I1C 95 %, 0.02-1.14], on peut donc dire
gue le risque de portage est diminué par I’usage d’ antibiotique. Par contre la notion
d hospitalisation n'a pas dinfluence sur le portage contrairement au portage de
Saphylococcus aureus car |I'oddsratio est de 1,06 [1C 95 %, 0.37-3.03].

Fort heureusement, I’unique souche susceptible d’avoir subi une pression de
sdlection par antibiothérapie n'est pas une souche de senshilité diminuée a la
pénicilline. En effet, le portage de souche de PSDP est largement favorisé, a titre
individudl, par la presson de sdection exercée par le nombre de traitements
antibiotiques et la dissémination de ces souches permet, par |I’ensemble des facteurs
favorisant un taux de portage éleve (102).

Dans une étude menée par I'lPM sur 52 souches isolées des liquides céphalo-
rachidiens des enfants hospitalisés a Antananarivo, aucunes ne présentaient une
diminution de senshilité a la pénicilline (103). La résistance bactérienne de S

pneumoniae semble donc encore peu dével oppée dans les souches mal gaches.
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X/

«» Sur le portage de Haemophilusinfluenzae

Notre étude montre un taux de portage nasal tres faible (0,98 %) par rapport aux
taux de portage commensal recensé dans la littérature. En effet, elle nous renseigne que
le portage qui commence des les premiers mois de la vie, peut concerner 75 % des
jeunes enfants et 35 % des enfants plus agés et des adultes (104). Toutefois, il existe de
grandes variations dans le portage des souches encapsul ées, notamment Hib, qui le plus
souvent ne dépasse pas 5 % mais peut atteindre des valeurs plus élevées, notamment en
créche. Tel était le cas, lors une étude réalisée dans une creche d'une région francaise
(Bourgogne Franche-Comté) qui a permis de retrouver un portage nasal de 44,1 % chez
les enfants (100). Quoi qu’il en soit, le portage dans notre étude est trop faible pour
pouvoir évoguer quelque relation que ce soit entre le portage, les notions
d’ antibiothérapie et d’ hospitalisation car nous estimons que |’ analyse de ces données ne

sera pas contributif.

% Sur le portage de Neisseria meningitidis

Aucun portage en N. meningitidis n’a éé retrouvé dans notre étude, alors que la
littérature rapporte un portage moyen de 5 a 10 % dans la population occidentale
générale (40). On peut expliquer cette absence par le fait que la muqueuse nasale ne
constitue qu’ une voie de passage pour N. meningitidis. En effet, le site de colonisation

est surtout le pharynx.

Cependant, cette absence de portage peut étre due au manque de sensibilité de
notre technique d'isolement pour I’ espece N. meningitidis qui est une bactérie d’ autant
plus fragile dans un environnement polymicrobien. En effet, méme s nous avons utilisé
un milieu de culture qui permet la pousse sélective de cette espéce, nous n’avons pas
utilisé de milieux de transport lors de I’acheminement de nos prélévements jusgu’a la
salle d’ ensemencement pour palier au risque de dessiccation et d’ autolyse spontanée de

cette bactérie tresfragile.
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¢+ Sur I’association des bactéries potentiellement pathogénes

Il est tout a fait possible de voir S. aureus, H. influenzae et S. pneumoniae
coexister dans un méme environnement. D’ailleurs, selon une étude américaine le
niveau de colonisation des souches de H. influenzae est augmenté dans un
environnement déja colonisé par des souches de S aureus ou S pneumoniae (105).
Aing, il aurait éé plus logique de retrouver dans notre étude de telles associations.
Cette absence d'association peut étre le fruit du hasard mais elle peut suggérer
I"intervention d’'autres paramétres non encore déterminés dans le mécanisme de

coexistence de ces bactéries.
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. SUGGESTIONSET PERSPECTIVES

Cette éude nous permet d’estimer |a prévalence du portage de S. aureus ains
que des bactéries potentiellement pathogenes pour I’organisme. A I’exception de N.
meningitidis qui est tres difficilement isolable a partir d’un prélévement polymicrobien,
nos résultats sont en bonne corrélation avec les différentes études internationales. Les
contraintes nécessitées pour |’isolement de cette espéece nous laissent penser qu'il est
préférable de faire une étude isolée sans risque d'interférence avec les autres especes
bactériennes en privilégiant un prélévement pharyngé et en utilisant des tests plus

sensible comme la biologie moléculaire.

Nous n’avonsfait ici qu’ une étude de portage sur une population potentiellement
pathogéne, il ne nous a pas été possible de distinguer les malades des non malades. Une
étude de portage dans des établissements non sanitaires (écoles, créches, ménages,
divers établissements publics et privés) pourrait nous informer un peu plus sur la

répartition globale de ce portage nasal dans la population saine.

Par ailleurs, des études hospitaliéres devrait étre menées afin d apprécier le
risque relatif d’une infection a SASM et SARM associée au portage nasal. Ceci devrait
étre mené en priorité dans les services de réanimation, soins intensifs de moyen et court
sgjours, les services de soins et suites de rééducation, les établissements pédiatriques,
les services psychiatriques, les services de soin de longue durée car ces services

présentent un haut risque de dissémination et de transmission croisée.

Il serait également intéressant d’ éudier le portage chez les patients a haut risque
d’infection tels que les dialysés chroniques et les porteurs de cathéter central de longue
durée. L’ objectif étant principalement d’'évaluer |’intérét d’un dépistage a |I’admission
pour éviter une infection ultérieure, minimisant ains le risque de surcolt et de
morbidité (106). Si le portage est confirmé, des mesures d’'isolement, d’ hygiene
standard, de maitrise de la prescription des antibiotiques et d’éradication du portage

nasal seront alors entreprises (107).
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Les résultats de notre éude sont encore loin d'étre dramatiques au point
d’ envisager une décolonisation des porteurs, mais nous estimons gque ces données sont
tres utiles pour les milieux hospitaliers ou le dépistage devrait étre réellement débattu.
Une étude a I'Hopital Mére et Enfant de Tsaraldana est d'ailleurs en cours afin
d’ estimer la prévalence de portage de SARM dans cet établissement pédiatrique et afin
d’instaurer le débat de ces mesures préventives de dépistage et de décolonisation en tant

gue mesure de lutte contre le SARM en milieu hospitalier.

Une mesure, qui ne doit pas attendre ces études de portage, est de veiller a ce
gue chaque laboratoire de bactériologie, tant hospitalier qu’ extrahospitalier soit capable
de diagnostiquer rapidement une infection & SARM pour une prise en charge rapide. En
ce sens, une éude est également en cours au laboratoire LBM afin d’'évaluer la
performance des tests d'identification d’espéce de S. aureus. En effet, la majorité des
laboratoires publics utilise le test de coagulase par plasma humain pour faire le
diagnostic d'espéce, pourtant nos résultats partiels montrent une faiblesse de la
sensihilité de ce test par la présence de faux négatifs. Il faudra donc bien évaluer
I’ efficience et I’ effectivité de ces tests diagnogtics.

La surveillance de la consommation des antibiotiques est également une mesure
utile ainstaurer ains que le renforcement de I’ éducation sur la bonne prescription des

antibiotiques en pratique hospitaliére et en pratique de ville.

L’ examen bactériologique de la fosse nasale et du nasopharynx sont des tests
peu utilisés en bactériologie parce que les prélévements sont polymicrobiens et peu
informatifs sur le diagnostic étiologique d’une infection profonde donnée. Pourtant la
muqueuse nasale peut représenter un point de départ infectieux par le fait qu'elle est la
niche de prédilection des bactéries potentiellement pathogenes. Notre attention est
particuliérement portée sur deux pathologies que sont la méningite bactérienne et la
pneumonie bactérienne et dont le diagnostic biologique de certitude repose sur des
examens bactériologiques invasifs (ponction lombaire, liquide d’ aspiration bronchique,
hémoculture) rarement réalisés en routine dans notre communauté. Dans le cas d’ une

étiologie bactérienne, les germes responsables sont le plus souvent S. pneumoniae et H.
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influenzae dont le site de colonisation est justement le nasopharynx. A cet effet, une
étude de corrélation entre un portage nasal et ces pathologies infectieuses serait
intéressante afin d'estimer le risque relatif d infection associé a ce portage. En d’autre
terme, cette é&ude permettrait de faire le lien entre une infection en cours et |le portage
nasal. S ce lien est fort, nous pourrons alors proposer un examen non invasif et peu

onéreux dans |’ aide au diagnostic d’ une infection bactérienne profonde.

Sur I'antibiorésistance, nous noterons que |I'utilisation trop libérale de
I’ antibiotique semble avoir un impact treés péoratif sur la résistance bactérienne. Cette
étude démontre indirectement I'importance d une antibiothérapie post-antibiogramme.
Certes, |’ antibiothérapie probabiliste permet un gain de temps non négligeable maiselle
doit étre vite corrigée par |’antibiogramme afin d’ éviter |’ escalade thérapeutique car la
résistance bactérienne semble augmenter dans notre communauté. D’ailleurs, le choix
de I’ antibiothérapie de premiére intention devrait étre ajusté en fonction de |’ évolution

des souches.

Malheureusement, nous n’avons pas pu tester la sensibilité de nos souches de
SARM a la vancomycine, faute de disponibilité du produit, pourtant considéré comme
I antistaphylococcique de référence sur les souches meticillino-résistantes. De méme,
nous n’avons pas pu conserver la totalité de nos souches pour d éventuelle analyse
moléculaire afin de déterminer les clones de SARM définit par le type de séquence
(ST), le gene spa et la cassette SCCmec, d'identifier le géne mecA et le géne de
virulence PVL tres éudié sur les souches communautaires. En effet, ces données
moléculaires sont importantes pour suivre la diffusion des clones de SARM multi-

résistants.

A la vue de la facilité déconcertante des bactéries & développer une résistance
aux antibiotiques, il est de mise de penser a d’autres alternatives thérapeutiques. Une
piste qui est actuellement de plus en plus creusée par les laboratoires de recherche est le
contréle de I'expression des facteurs de virulence des bactéries via le systeme de
« Quorum-sensing ». En effet, I'inhibition de I’expression des facteurs de virulence

rendrait les bactéries inoffensives et facilement détruites par le systéme immunitaire de



72

I’organisme sans |'aide des antibiotiques. A ce sujet, beaucoup de recherches
prometteuses ont déja été réalisees sur S. aureus et surtout sur Pseudomonas aer uginosa
qui est une bactérie saprophyte et opportuniste de I’ organisme (108, 109). De méme,
certaines molécules ont dga été identifiées comme ayant une activité anti-quorum-
sensing in vitro (110). Cependant le chemin est encore long avant d'arriver a
I’ obtention d’une molécule active susceptible de remplacer |’ antibiotique d’ autant plus

gue cette approche est plutét préventive que curative.
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CONCLUSION

Cette étude nous a permis d’estimer la prévalence du portage nasal de S. aureus
ains que des bactéries potentiellement pathogene pour |’ organisme (S. pneumoniae, H.
influenzae, N. meningitidis). Elle constitue une base solide pour argumenter d autres
études de portage de grande échelle sur ces bactéries tant dans le milieu hospitalier que

communautaire.

Le taux de portage nasal en S. aureus (38,16 %) et S. pneumoniae (5,26 %) de
notre population d’ étude rgjoint la plupart des taux rapportés par les études de portage
occidentales et orientales. Par contre le portage nasal en SARM (14,80 %) est
sensiblement élevé pour des prélevements effectués en dehors des centres hospitaliers
(donc a priori souches communautaires) mais ceci peut étre expliqué par le fait que
notre population d’ étude est considérée comme potentiellement malade et que 5,26 %

de ces porteurs ont mentionné une hospitalisation antérieure.

Aucune prédominance significative n’a été retrouvée selon le sexe et I’ége mais
I’analyse de I’estimation des risques relatifs de portage nasal a montré gue la notion
conjointe d hospitalisation et d antibiothérapie est un facteur augmentant le portage
nasale de S. aureus tandis que le I’ antibiothérapie est un facteur diminuant le portage de
S pneumoniae.

Le taux de résistance élevé des souches SARM pour |’ érythromycine,
cotrimoxazole et fluoroquinolone par rapport aux souches étudiées par I'IPM durant
I”année 2005 est étonnant et inquiétant. D’autant plus inquiétant que notre analyse de
régression linéaire montre une augmentation nette du taux de SARM dans la

communauté malgache.

L’absence de résultat contributif sur le portage de H. influenzae et N.
meningitidis nous amene a proposer d’ autres études plus spécifiques sur |I’isolement de
ces bactéries exigeantes. En ce sens, la mise en place d'un plateau de biologie

mol éculaire peut étre d’ une grande utilité.
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Enfin, d’autres études de portage des souches de S. aureus, e S. pneumoniae
devront étre menées en milieu hospitalier afin de confirmer ou infirmer cette tendance et
de mieux évaluer les risgues relatifs liés a leur portage nasal. Quoiqu’il en soit, cette
étude permet déja de montrer que I’ acquisition de la résistance bactérienne vis-a-vis des
antibiotiques est en phase ascendante dans la grande Tle. Il est opportun de penser a
élaborer une stratégie pour freiner cette progression ains que pour limiter la diffusion
des souches multi résistantes par des mesures préventives dga fortement appliquées
dans les pays a fort taux de résistance bactérienne comme la France, premier

consommateur d’ antibiotique en Europe (111).
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ANNEXE |

Fiche 1

’N Centre de Coordination de la Lutte
contre les Infections Nosocomiales
OUVEST (Inter Région Ouest)

Dépistage des patients porteurs de
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)

Le dépistage des porteurs de SARM est un élément de la politique
de prévention des infections nosocomiales 34 SARM.

PRE-REQUIS Le dépistage doit étre réalisé dans un cadre défini par le CLIN de 1'établissement.
Les mesures appliquées aux patients porteurs de SARM doivent étre définies.
Les patients (ou a défaut leur représentant légal) doivent étre informés.
Le dépistage doit faire I'objet d'une prescription médicale.
Le dépistage doit faire I objet d"une notification spécifique sur le bon d’examen.

PROCEDURE
POUR LE PRELEVEMENT NASAL

PRELEVEMENTS POUR LE DEPISTAGE

e piclever a 1'écouvillon sec, ou humide si narine seche Au_mmlmum, écouf_lllonn:_lge des 2 narines anldicurce

(ampoule unidose de sérum physiologique stérile) :  sites avee perte d'iniégrité de la peau telles que

k les plaics ct stomics.

® insérer I'écouvillon dans la narine antérieure du patient Ovtionnel +

(1-2 em) et recueillir les séerdtions nasales en effec- . I;mge‘ :

tant 5 rotations complétes de 1’ écouvillon ; T T ——
@ péter la méme procédure dans 1"autre narine du ventilation ;

patient sans changer d’écouvillon ; e urines si présence de sonde urinaire ;

N . . « sites d'insertion si cathéters vasculaires, sus-pubicn ;
e placer I'écouvillon dans un €tui de transport. « périnéelpéri-anal ;
= ombilic des nouveau-nés.

QUAND PRELEVER ?

A Pentrée dans le service, et en fonction du cadre
défini par le CLIN. Toujours avant les soins.

ACHEMINEMENT AU LABORATOIRE

Acheminer rapidement® le(s) écouvillon(s) i température
ambiante (pas de probléme de conservation si délai de
prise en charge du prélévement < 24 h).

Profondeur
1aZ2em

Schéma issu de la référence 1

Les résultats positifs sont transmis en 24 4 48h *
Les résultats négatifs sont transmis en 48h
L’antibiogramme n’est pas transmis (sauf demande particuliére)

RESULTATS ATTENDUS

Le portage est signalé a 'EOLIL communiqué au patient
et colligé dans le dossier du patient.

TRANSMISSION ET TRACABILITE

* en fonction de I isation interne de I"étabii

Groupe Inter-Régional : R. Baron, F. Borgey, M. Chabawd-Mayer, E. Chedeville, J. Delhomme, F. Delille, M. Eveillard, C. Fidvre, M. L Jolv-Guitlon, . Lawdas, ©. Lehiani,
R Leservaisier, F. Linallier, E. Morin, 8. Picault, E. Piedroir, G. Rolland-Jacob, H. Sénéchal, N. van der Mee-Marguet, J. Vaucel Version 1 -4 juillet 2007
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ANNEXE 1

AT .
CONDA pronadisa
y s & Halcus s
BAIRD PARKER AGAR BASE (RPF) ISO-FDIS 6888-2
CAT N¢: 1319 For the selective isolation of coagulase-positive staphylocacci in foods

FORMULA IN g/l

Glycine 12,00 Lithium Chloride 5.00
Casein Pancreatic Digest 10.00 Yeast Extract 1.00
sodium Pyruvate 10,00 Bacteriological Agar  13.00
Beef Extract 5.00

Final pH 7.2 % 0.2 at 25°C

Stphwlococous araus
ATCC 25023

PREPARATION

Suspend 5.6 grams of the medium in 90 ml of distilled water. Mix well and dissolve by heating with frequent agitation.
Boil for one minute until complets dissolution. Sterilize in autoclave at 121°C for 15 minutes. Cool to 45-50°C and
aseptically add one vial of the RPF Supplement ISO4FDIS 6888:2 (Cat. 6024) reconstituted in 10 ml of sterile distilled
water. Homogenize gently and dispense into Petri dishes. Store at 2-8°C, protected from light and for one month
maximum. The color of the prepared medium is clear amber, slightly opalescent.

The dehydrated medium should be homogeneous, free-flowing and light toasted in color, If there are any physical
changes, discard the medium.

RPF Supplement (ISO-FDIS 6888-2) (Cat. 6024)
(1 vial to prepare 100 ml of medium}

Bovine Fibrinogen . 380mg

Rabbit Plasma .. 2.5ml

Trypsin Trhibitor .. . 25mg

Potassium Tellurite ..ocvsiicannns. 2.5 Mg

USES

BAIRD PARKER AGAR BASE (RPF) is used for the isolation and -ation of coagulase-positive Staphylococe in food

and other materials. Supplement RPF (Cat. 5024) is used with Baird Parker Agar Base instead of Tellurite Egg Yolk
Emulsion, saving 24 hours on the traditional method.

Casein pancreatic digest, Beef extract and Yeast extract provide nitragen, vitamins, minerals and amino acids essential
for growth. Lithium chloride, Trypsin inhibitor and Potassium tellurite inhibit the accompanying flora, and Glycine and
Sodium pyruvate facilitate the Staphylococer growth. Bacteriological agar is the solidifying agent.

Baird Parker Agar Base formula is described in ISO- FDIS 68€€-1 normative, ISO 6668.2 recommends this medium for
the count of coagulase-positive Staphylococcus aurous. RPF supplement allows the isolation of coagulase-positive
Staphylococcus aureus .

Inoculate and incubate at 35 £ 2°C and observe after 18 - 24 hours but, if needed, re-incubate for a further 16 - 24
hours, Coagulase-positive S. aureus colonies are ringed with a precipitation halo.

LABORATORIOS CONDA, S.A. www.condalab.com
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ANNEXE 111
Tableau XV : Concentrations et diametres critiques pour Saphylococcus aureus (CA-
SFM, 44)
o q Concentrations I?:L?{%it;is
it Charge du critiques (mg/L)
Antibiotique disque (mm)
S R S R
Pénicilline G 6 ug (10 UI) <0,25 >0,25 >29 <29
Oxacilline Sug <2 >2 >20 <20
Gentamicine 15 g (10 UI) <1 >1 >20 <20
Erythromycine 15Ul <1 >4 >22 <17
Lincomycine 15 ug <2 >8 >21 <17
Ofloxacine 5 ug <1 >4 >22 <16
Tétracycline 30 Ul <4 >8 >19 <17
Triméthoprime/sulfaméthoxazole 1,25+23,75ug | <2/38 > 8/152 > 16 <10

Tableau XVI : Comparatif de la résistance des souches de SARM isolées sur portage

nasal et sur différents prélévements bactériol ogiques (IPM, 93)

Souches de SARM provenant

Souches de SARM en
Antibiotiques portage nasale p

de différents préléevements
bactériologiques (1PM)

Taux de résistance (%)

Taux de résistance (%)

Pénicilline G 100 100 NS

Gentamycine 4,44 11,11 NS
Erythromycine 66,67 33,33 0,002

Lincomycine 31,11 19,44 NS

Tétracycline 71,11 75 NS
Ofloxacine/Ciprofloxacine 53,33 13,88 0,0002
Cotrimoxazole* 68,89 38,88 0,0069

*Trimethoprim-sulfamethoxazole ; NS :

non significatif
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