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Introduction

L’hémodialyse est un moyen de traitement de I’insuffisance rénale chronique ou aigué,
elle demeure au Maroc la modalité classique d'épuration-extrarénale puisqu’elle est utilisée

dans plus de 98 % des cas (Damoune, 2012).

C’est un acte invasif imposant un acces vasculaire itératif, soit sur fistule artério-veineuse
native ou prothétique, soit sur cathéter veineux central chez les patients insuffisants
rénaux. Toute séance d’hémodialyse comporte le risque de transmission d’un microorganisme
pathogéne a chaque niveau du processus d’épuration. De plus, le patient insuffisant rénal
chronique est régulierement hospitalisé et ses fonctions immunitaires présentent beaucoup de
défaillance. Ceci explique pourquoi I’insuffisance rénale dialysée est caractérisée par une

fréquence ¢levée de complications infectieuses (Dalrymple, 2008).

Les infections nosocomiales représentent, chez les hémodialysés, la premicre cause de
morbidité et la deuxieéme cause de déces (Vandencasteele, 2009). Staphylococcus aureus
(S. aureus) étant le germe le plus souvent en cause dans les bactériémies de I'hnémodialyse. Le
portage nasal de S. aureus, présent chez 42% des hémodialysés, joue un role majeur dans
I'essaimage cutané du germe et par conséquent dans le risque infectieux chez le dialysé

(Vandencasteele, 2009).

La région nasale constitue un réservoir de S. aureus pour le portage cutané. De plus,
I’insuffisance rénale chronique, en altérant les défenses de I’organisme, favorise elle-méme le

développement d’infections.

Le premier réservoir de S. aureus est constitué par les patients colonisés et/ou infectés, le
deuxiéme réservoir est constitué par le personnel, il s’agit le plus souvent d’une simple
colonisation, notamment au niveau des mains. Le troisiéme réservoir potentiel de S. aureus
est I’environnement. En raison de I’excellente capacité de survie des staphylocoques dans ce

dernier.

Les épisodes de bactériémie et de furonculose a S. aureus observés chez les hémodialysés
et la notion de risque font que, rechercher le portage nasal de S. aureus tant chez les
hémodialysés que chez le personnel pour la prévention des infections a ce germe dans un
centre d’hémodialyse est important et nécessaire. Cette prévention nécessite une ¢tude de la

sensibilité aux antibiotiques ainsi que la virulence afin de porter un traitement particulier aux



personnes concernées. Ces ¢tudes sont capitales pour le personnel qui pourrait constituer un

vecteur de germes multirésistants et virulents vis-a-vis des patients.

Ainsi, l'identification d'une colonisation a S. aureus et plus encore a S. aureus résistant a
la méthilicine (SARM), permet d'identifier les patients a haut risque qui pourraient bénéficier

de mesures permettant de diminuer le risque d'infection.

C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a 1’étude du portage et de la
résistance de S. aureus dans les centres d’hémodialyse afin d’interrompre sa transmission et

de bien traiter en cas d’infections.

Objectif du travail

Les objectifs de ce travail visent a :

» déterminer la prévalence du portage nasal de S. aureus chez les malades et le
personnel de quatre centres d’hémodialyse de Fes,

» ¢tudier la résistance aux antibiotiques de I’ensemble des souches isolées vis-a-vis de
18 antibiotiques antistaphylococciques,

» ¢étudier enfin le profil en génes toxiniques chez les souches multirésistantes isolées.



Chapitre I : Staphylococcus aureus

S. aureus peut étre responsable de trois types de syndromes : les infections suppuratives

et les infections non suppuratives toxiques (toxémies staphylococciques).

» Les infections suppuratives impliquent la prolifération bactérienne, l'invasion, la

destruction des tissus de 1'hdte et la réponse inflammatoire.

» les infections suppuratives toxiques impliquant en plus de la colonisation et

I’inflammation, I’excrétion in situ de toxines

» Les toxémies staphylococciques impliquent 1’action a distance des toxines excrétées

par I’espece.

Le tableau I montre un apergu de I’implication de quelques facteurs de virulence de S. aureus

dans les infections staphylococciques.

Tableau I : Principaux enzymes et toxines produits par S.

Toxmes

Leucocidine
TSST

Exfoliative toxme
a-toximne

B-toxine

S-toxine

y-toximne
Entérotoxines
Coagulase
| Staphylokmnase

Nuglease,
Estérase
Hyaluromidase

Lipase,

| Mode d'action

Toxmne formant des pores

Superantigene--
sensibalite

Hyper

Toxine formant des pores
Toxine formant des pores
Toxine formant des pores
Toxine formant des pores

Toxine formant des pores

Activaton de la prothrombine
Dislocation des caillots

Hydrolyse de lewr substrat
respectif (ADN, lipides. ac.
Hyaluronique)

aureus (Vincenot et al., 2008)

Effets biologiques
Lyse les neutrophiles

Activation des lencocytes.
Sécrétion des nterleukines (111, 2
et TNF). choe toxique.

Epidermolyse

Heémolysines et formation

de pores dans les Leucocytes
membranes de nombreux
types cellulares

Intoxications alunentawres
Formation du caillot fibrineux

Dissemination de mucro-emboles

Lésions tissulaires, lesions
cutanées. lesions du tissu
conjonetif



I. Historique et taxonomie

eme

Les staphylocoques ont été identifiés pour la premicre fois a la fin du XIX™™ siecle.
En 1880, Pasteur a isolé ce genre bactérien, dénommé “vibrion pyogénique”, a partir
de pus d’anthrax et chez un patient souffrant d’une ostéomyélite. En 1883, Sir
Alexander Ogston, chirurgien anglais, donne le nom de staphylocoque pour ce genre

bactérien qui ressemble a des grains rassemblés sous forme de Grappe (staphyle).

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif de la famille des micrococcacae. Parmi
les 47 especes et sous-especes de staphylocoques décrites, S. aureus est une espéce
particuliere. Elle s’oppose aux autres especes d’un point de vue phénotypique et clinique.
S. aureus produit une enzyme appelée coagulase qui le distingue de la plupart des autres
especes regroupées en staphylocoques a coagulase négatif (S. epidermidis, S. capitis,
S. warneri, etc.) (Lowy, 1998). D’un point de vue clinique, S. aureus est ’espéce la plus

pathogene et sa virulence a été reconnue des 1’ere pasteurienne.

S. aureus est une bactérie commensale et pathogéne, il est responsable d’une grande
variété d’infections dont 1I’expression clinique dépend de la capacité de I’isolat a produire des

facteurs de virulence et a interagir avec 1’hdte (Figure 1) (Lowy, 1998).

- ~
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Infections toxiniques

Figure 1. Multiples possibilités d’interactions entre S. aureus et son hote. (Lowy, 1998).




II. Caractéres bactériologiques et moléculaires de S. aureus

1. Caracteéres Bactériologiques

S. aureus cultive facilement sur les milieux usuels, a des conditions de pH et de
température variables. C'est une bactérie mésophile (37 °C de croissance optimal), neutrophile

(pH 7 optimal) et halophile (se développe a de fortes concentrations de NaCl jusqu’a 7%).

Apres coloration de Gram, les staphylocoques apparaissent comme des cocci a Gram
positif de 0,5 a 1pum de diametre. Ils sont le plus souvent regroupés, par deux, par quatre ou en
petits amas (grappes). Ils sont immobiles, non sporulés et habituellement non capsulés (Bes et

Brun, 2002).

S. aureus est une bactérie aéro-anaérobies (capable de se multiplier a la surface de la peau
en aérobiose et dans les tissus mal oxygénés, comme les plaies profondes, en anaérobiose) ;
cultivant facilement en 24 heures sur milieu ordinaire ou sélectif (Chapman). Les colonies
observées sur milieu Chapman sont lisses, opaques, convexes et présentent un bord net. La

pigmentation jaune a jaune-orangée n'est pas toujours apparente (Bes et Brun, 2002).

S. aureus est catalase positive, capable de fermenter le glucose sans production de gaz et

il est capable de fermenter le mannitol mise en évidence sur le milieu de Chapman.

Les caractéristiques chimiques de 1’espece sont : la présence d’une coagulase libre, d’une
coagulase liée formant un clumping factor avec le récepteur fibrinogéne, de la protéineA et

d’une DNAse thermostable.

2. Génome et biologie moléculaire de S. aureus

Le génome de S. aureus a été séquenceé pour six souches de S. aureus (Lindsay et Holden,
2004). 11 s’agit d’un chromosome circulaire qui comprend 2,82 x 10°a 2,9 x 10° paires de
bases (pb). Le contenu en GC est de 33%. 84% du génome est codant, et entre 2592 et 2748
genes ont été identifiés. S. aureus contient en général un plasmide de 20 000 a 25 000 pb

contenant une trentaine de génes (Kuroda et al., 2001).

Le génome de S. aureus se caractérise par sa complexité et sa plasticité. La comparaison
des génomes séquencés et I’analyse par la technique des micropuces 8 ADN d’un échantillon
représentatif des différentes lignées de S. aureus montrent qu’environ 75% du génome est

hautement conservé (Lindsay et Holden, 2004). La majorit¢ des geénes de ces régions
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conservées sont impliqués dans la réplication de ’ADN, la synthése protéique, les fonctions

métaboliques.

Un quart du génome est caractérisé par une variabilité génétique importante et les génes
de ces régions sont dévolus a des fonctions non essentielles a la croissance et a la survie. Ces
régions variables sont composées d’éléments génétiques mobiles acquis par transferts
horizontaux a partir d’autres souches de S. aureus et d’autres especes bactériennes plus ou
moins ¢loignées (Fitzgerald et al., 2001). Ces ¢léments génétiques mobiles comprennent des
génomes prophagiques, des transposons, des séquences d’insertion, des plasmides, des
cassettes chromosomiques, des ilots de pathogénicité, des ilots génomiques (Lindsay et
Holden, 2004). La plupart de ces ¢éléments génétiques mobiles transportent des génes de

virulence ou des génes de résistance aux antibiotiques.

Des techniques d’identification moléculaire basées sur le caractére du génome de
S. aureus sont ainsi utilisées pour leur identification. L’amplification par la PCR du géne nuc
codant pour la thermo-nucléase du S. aureus a été utilisée comme test de référence a cet effet,
mais elle doit étre associée a d’autres tests comme celui de la coagulase ou le test de DNase

(Kateete et al., 2010).

III. Les facteurs de virulence et physiopathologies de S. aureus

Les rapports de S. aureus avec ses hotes font intervenir a 1’état commensal comme
pathogéne divers facteurs de virulence (Wertheim et al., 2005). 1l a été démontré que le
portage nasal avait un impact significatif sur la survenue d’une infection a S. aureus
(Corne et Marchandin, 2005) et son pouvoir pathogeéne est li¢ aux nombreux facteurs de

virulence qu’il est capable de produire (Chavakis et al., 2005).

Chaque isolat est constitué d’une paroi recouverte d’une capsule (éventuellement) et
exprime a sa surface des protéines capables d’initier la colonisation de 1’hote (Lowy, 1998).
S. aureus peut également produire dans le milieu extérieur des exotoxines (dont certaines

sont superantigéniques), avant de se disséminer dans 1’organisme (Dinges et al., 2000).



1. Facteurs intervenant dans la colonisation et 1'adhésion
1.1. La capsule et la paroi de S. aureus

Les polysaccharides capsulaires sont présents chez 90% des isolats cliniques de S. aureus
et sont classés en 11 sérotypes (Verdier et al, 2007). Les polysaccharides capsulaires
permettent a S. aureus de mieux résister a la phagocytose (Lowy, 1998). Associés aux
polysaccharides produits dans le milieu extérieur (PIA pour polysaccharide intercellular
adhesin), les polysaccharides capsulaires majorent les propriétés d’adhésion de S. aureus.
Comme pour les autres cocci a Gram positif, la paroi de S. aureus est constituée d’acides

lipoteichoiques et de peptidoglycane (Lowy, 1998).

Les acides lipoteichoiques interviennent dans 1’adhérence grace a leur domaine
hydrophobe et servent de molécule d’ancrage a certaines adhésines par des liaisons
¢lectrostatiques, alors que le peptidoglycane lie de maniere covalente la plupart des protéines

d’adhésion (Foster et Hook, 1998).

1.2. Les protéines d’adhésion exprimées par S. aureus

L’adhésion bactérienne est un processus indispensable avant toute invasion des
tissus de I’hdte. Elle évite la clearance bactérienne par des phénomeénes mécaniques et permet
I’action secondaire des toxines. L’adhésion de S. aureus est médiée par des forces physico-
chimiques (notamment les liaisons hydrophobes des acides lipoteichoiques) mais aussi par des
liaisons spécifiques aux différentes molécules du plasma, aux cellules de 1’hote et aux

¢léments de la matrice extracellulaire grace a I’expression de nombreuses adhésines (Foster et

Hook, 1998).

Les adhésines de S. aureus font partie de la famille des MSCRAMM (microbial surface
component recognizing adhesive matrix molecules) (Foster et Hook, 1998). Ces protéines
ont en commun plusieurs domaines : I’extrémité N-terminal constituée par le domaine S ;
des domaines uniques ou répétés (A, B, C, D ou R, contenant le site de liaison au ligand) ; et
une séquence a l’extrémité C-terminal constituée d’une région W, d’une région M
(permettant 1’ancrage dans la membrane cytoplasmique) encadrant un motif LPXTG

(liaison covalente au peptidoglycane) (figure 2) (Foster et Hook, 1998).



LPXTG

Protéine de liaison & |a fibronectine de type A g A 55 C ;[I,ED'D['W ['“'
Protéine de liaison au collagéne g A B B ‘ B |WM
Protéine de liaison au fiorinogéne de type A E A [ R Hl;
Protéine A 5 ‘ l r ‘ Wi ]w«: ]M.

Figure 2. Structure des MSCRAMM avec les domaines S (peptide signal), A, B, C, R
(contenant les sites de fixation au ligand représentés par *) W et M (ces derniers étant séparés
par le motif LPXTG). D’apres Foster et Hook (1998).

Les adhésines les mieux caractérisées sont celles qui reconnaissent la fibronectine,

le fibrinogene, le collagene, I’¢lastine, la laminine et la sialoprotéine osseuse.

1.2.1. La protéine A

Elle est considérée comme une MSCRAMM car elle se lie au facteur de von Willebrand
(un peptide présent au niveau de 1’endothélium 1€s¢). La protéine A peut de ce fait jouer le
role d’une adhésine au début d’une infection intra-vasculaire. De plus, la protéine A possede
deux domaines de liaison aux immunoglobulines : un fixant le fragment Fc et ’autre le
fragment Fab. L’interaction protéine A-fragment Fc des immunoglobulines interfére avec
I’opsonisation anticorps-dépendant tandis que I’interaction protéine A-fragment Fab entraine

une activation polyclonale des lymphocytes B.

1.2.2. La protéine de liaison au collagéne

L’attachement au collagéne est nécessaire et suffisant pour l'adhésion de S. aureus au
cartilage in vitro. Ce récepteur du collagéne constitue un facteur de virulence important dans

les infections osseuses et articulaires a S. aureus (Buckingham et al., 2004).



1.2.3. La protéine de liaison a la fibronectine

Les récepteurs pour la fibronectine contribuent a l'adhérence de S. aureus aux caillots
plasmatiques et aux biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang. Ils ont ainsi un role

important dans l'initialisation des infections sur corps étrangers.

1.2.4. La protéine de liaison au fibrinogéne (Clumping factor)

C'est une protéine de surface qui provoque l'agrégation des bactéries en présence de
plasma. Elle constitue un facteur de virulence pour les plaies et les infections sur corps

¢trangers.

D’autre protéines sont impliqué dans 1’adhésion, notamment les sidérophores,
indispensable a la croissance des staphylocoques; le Staphylokinase dont son action
fibrinolytique, expliquant les micro-embols essaimant, est a ’origine de la constitution de

métastases infectieuses (Collignon et al.,1998).

Récemment, des adhésines non exprimées a la surface de S. aureus mais produites dans
le milieu extérieur ont été décrites. Cette famille d’adhésine se nomme SERAM (secretable
expanded repertoire adhesive molecules) et comprend la protéine de liaison au fibrinogeéne
extracellulaire (Efb), la protéine de liaison a la matrice extracellulaire (Emp) et la protéine

d’adhésion extracellulaire (Eap) (Chavakis et al., 2005).

2. Facteurs impliqués dans la lyse cellulaire et ’envahissement
tissulaire

2.1.  Facteurs de lyse cellulaire

S. aureus a la capacité de lyser les cellules et les tissus de I’hote grace a la mise en
jeu d’un grand nombre de toxines (Dinges et al., 2000). De ce fait, 1’alpha-toxine (ou
hémolysine-alpha), la béta-toxine, la delta-toxine la gamma-toxine (leucocidine lukE-D et M)
et la leucocidine de Panton Valentine (PVL) sont des hémolysines qui forment des pores dans
la membrane des cellules endothéliales, des plaquettes, des monocytes et des hétérocytes. Ces
pores conduisent a la lyse cellulaire entrainant une libération massive de médiateurs et

d’enzyme de dégradation, qui sont a l'origine de 1ésions nécrotiques des tissus.



2.2. Facteurs impliqués dans I’envahissement tissulaire
2.2.1. Toxines superantigéniques Staphylococciques

Les superantigénes sont un groupe de molécules capables de provoquer une activation
polyclonale des lymphocytes T. Vingt-et-une exotoxines superantigéniques staphylococciques
ont ét¢ individualisées a ce jour (Dinges et al., 2000; Holtfreter et al., 2007; Thomas,et al.,
2007). 11 s’agit de la toxine responsable du syndrome de choc toxique staphylococcique "toxic
shock syndrome toxin-1" (TSST-1 codée par le geéne tsf) et de 20 entérotoxines
(Staphylococcal Enterotoxin [SE] ou Staphylococcal Enterotoxin-like [SEI] lorsque la toxine
ne possede pas de propriétés émétiques) : SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEIlJ,
SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEP, SEIQ, SEIR, SEIU, SEIU2, SEIV codées
respectivement par les genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, selj, selk, sell, selm, seln,

selo, sep, selq, selr, selu, selu2, selv (Thomas et al., 2007).

Les geénes codant pour les exotoxines superantigéniques sont tous localisés sur des
¢léments génétiques mobiles (plasmides, prophages ou ilots de pathogénicité) (Holtfreter et
Borker, 2005 ; Holtfreter et al., 2007). Le géne sea et le géne sep ont été détectés sur le
bacteriophage PhiSa3, au niveau du méme locus. Le géne see semble lui aussi étre localisé sur
un phage, distinct de PhiSa3. Les geénes sed et sej sont localisés conjointement sur le plasmide
pIB485 avec le géne bla qui code pour la pénicillinase. Le geéne selr, récemment découvert,
est localisé avec les geénes sed et sej sur le pIB485 ou seulement avec sej sur un autre
plasmide. Les genes seg, sei, selm, seln et selo sont regroupés sur un opéron dénommeé egc
pour enterotoxin gene cluster. Cet opéron est localis¢ sur un ilot de pathogénicité (SaPI ;
Staphylococcus aureus Pathogenicity Islands) dénommé SaPI3 avec deux autres groupes de

génes nommés serin protease gene cluster et leucocidin gene cluster (Holtfreter, et al., 2007).

Les 1lots de pathogénicité sont des segments d’ADN chromosomique de grande taille
probablement d’origine phagique qui portent divers génes de virulence dont au moins un geéne
codant une exotoxine superantigénique (Novick, 2003). Cinq ilots de pathogénicité¢ ont été
décrits chez S. aureus (Figure 3) (Holtfreter et Borker, 2005 ; Holtfreter et al., 2007). Quatre
d’entre eux appartiennent a la famille des TSST-1 islands et possédent les génes tst ou seb et
sont associés a sec, sel, seq ou sek. Ces 1lots de pathogénicité peuvent s’exciser et se répliquer
de maniére autonome. Ils posseédent tous le géne int a 'une de leur extrémité qui code pour
une intégrase nécessaire a I’intégration des TSST-1 islands dans le génome de S. aureus

(Holtfreter et Broker, 2005 ; Holtfreter et al., 2007).
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Figure 3. Les ilots de pathogénicité de S. aureus comportant des génes codant des exotoxines superantigéniques. En rouge, géne codant les exotoxines superantigéniques ; en
jaune, géne de sérine protéase (sp/) ; en bleu foncé, géne d’intégrase (inf) ; en bleu clair, géne de terminase-like ; en blanc, cadre de lecture ouverts de fonction inconnus ; tnp,

geéne de transposase ; [uk, géne de leucocidine. D’aprés Holtfreter et Broker 2005.



2.2.2. Les exfoliatines produites par S. aureus

Quant aux exfoliatines, ce sont des sérines protéases épidermolytiques impliquées dans
certaines pathologies cutanées spécifiques (Ladhani, 2001). Elles ont pour cible la
desmogléine-1 qui est un des composants essentiels de 1’adhésion intercellulaire au niveau
de la peau et des muqueuses. Il existe trois exfoliatines : I’exfoliatine A (ETA pour
exfoliatin toxin [ET] A), ’exfoliatine B (ETB) et I’exfoliatine D (ETD). ETA est une protéine
thermostable codée par un geéne localisé sur le chromosome, alors qu’ETB est thermolabile et

codée par un gene localisé sur un plasmide (Ladhani, 2001).

D’autres toxines staphylococciques ont été également décrites notamment, les facteurs
EDIN A, B, C (epidermal cell differenciation inhibitors) qui sont des toxines ADP-ribosylant
les protéines G hétérotrimériques. Cependant, si leur fonction est caractérisée, leurs
implications dans la virulence restent a ¢lucider (Vincenot et al., 2008).

Le tableau II (page 16) donne I’état des lieux des connaissances concernant 1I’implication

des facteurs de virulence dans les infections séveres a S. aureus (Ferry, 2007).

3. Dissémination et régulation de la virulence de S. aureus

La dissémination hématogene de S. aureus est liée a 1’expression coordonnée des
différents facteurs de virulence en fonction de la densité bactérienne (Dufour et al., 2000).
Plusieurs régulateurs, dont le locus agr (accessory gene regulator) est le principal,
interviennent dans ce programme séquentiel (Dufour et al, 2000). Le locus agr fonctionne
selon un systéme de quorum-sensing a deux composants, I’un senseur appelé AgrC sensible a
la concentration d’un peptide auto-inducteur, et I’autre régulateur de réponse appelé AgrA
dont I’activation entraine la production de I’effecteur du systeme, appelé ARNIIIL. Ce dernier
est indispensable a la transcription et/ou a la stabilisation des ARNm des exoprotéines et
réprime la production des protéines de paroi comme les adhésines. Ainsi, lorsque la densité
bactérienne est faible in vitro, le systéeme agr n’est pas activé et la synthése des protéines
d’adhésion prédomine sur la synthése des exoprotéines (Figure 4). A I’inverse, lorsque la
densité bactérienne augmente, la synthése des enzymes (protéases, nucléases, lipases) et des
hémolysines prédomine sur la synthése des protéines d’adhésion permettant in vivo
I’extension du foyer infectieux en favorisant la diffusion locale et générale de I’infection

(Dufour et al., 2000).
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Tableau II. Facteurs de virulence potentiellement impliqués dans chacune des infections graves a S. aureus . PAVM, pneumopathie acquise sous ventilation mécanique ; EI, endocardite infectieuse ; NTED,

neonatal toxic shock syndrome-like exanthematous disease ; TSST-1, toxic-shock-syndrome- toxin-1 ; SEA, staphylococcal enterotoxin A ; ETA, exfoliatin toxin A (Ferry, 2007).

Pathologies graves a S. aureus

Facteurs de virulence

Mécanisme d'action

Infections suppuratives
PAVM

Infection de cathéter

EI et autre infection endovasculaire

Ostéite et ostéoarthrite

Choc septique

Acide lipoteichoique et peptidoglycane
Protéine A

Protéine de laison a la fibronectine
Alpha-toxine

Protéine de liaison au fibrinogene
Protéine de liaison a la fibronectine
Adhésine intercellulaire PIA

Coagulase

Protéine de liaison au fibrinogene
Protéine de liaison a la fibronectine
Protéine A

Alpha-toxine

Adhésine intercellulaire PTA

Protéine de liaison a la sialoprotéine osseuse
Protéine de laison au collagéne

Protéine de laison au fibrinogene

Protéine A

Adhésine intercellulaire PIA

Variants microcolonies

Acide lipoteichoique et peptidoglycane
Polysaccharide capsulaire de type 5 et 8
Protéine A

Protéine de laison au fibrinogene
Alpha-toxine

Protéases Staphopain A et B

Recrutement et activation des cellules de I’immunité innée par interaction avec le TLR2
Production de cytokines Th-1 en interagissant avec le récepteur R1 au TNF-alpha
Adhésion a I’épithelium respiratoire

Lyse de I’épithélium respiratoire et destruction de la membrane alvéolo-capillaire

Adhésion a la fibronectine recouvrant I’interface
Adhésion au fibrinogéne recouvrant I’interface
Persistance par production de biofilm

Transformation du fibrinogéne en fibrine par activation de la prothrombine
Agrégation plaquettaire en liant le fibrinogéne circulant

A grégation plaquettaire en liant la fibronectine circulante

Agrégation plaquettaire en liant le facteur von Willebrand

Activation de I’endothélium vasculaire

Persistance par production de biofilm (valve prothétique)

Adhésion au tissu osseux

Adhésion au tissu osseux

Adhésion au tissu osseux

Arthrite par voie hématogéne

Persistance par production de biofilm (prothése ou matériel d’ostéosynthése)
Persistance dans les cellules de ’hote

Activation des cellules de I’'immunité innée en interagissant avec le TLR2

Résistance a la phagocytose

Agrégation plaquettaire en liant le fibrinogéne circulant

Résistance a la phagocytose

Activation endothéliales, dysfonction myocardique, apoptose
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Au cours d’une dissémination hématogene, S. aureus favorise la formation de
microthrombi et de métastases septiques. Dans un premier temps, la coagulase, qui est une
SERAM, transforme la prothrombine (facteur II) en thrombine (facteur Ila) dans le sang
circulant. Par la suite, la production d’une staphylokinase (enzyme fibrinolytique) fragmente

le caillot et favorise la survenue de métastases septiques (Chavakis et al., 2005).

Dissémina;ion

Facteurs de virulence Facteurs de virulence
associés a la paroi excrétés

Exotoxines

Exotoxines superantigénigues
TSST-1, SEA, SEB, etc.
Hemolysines
Alpha-toxine, Beta-toxine, ete.
Toxines synergohyménotro pes
Leucocidine de Panton-Valentine
Enzymes
Staphylokinase, Protéases,
Lipases, Mucleases,
Hyaluronidase, stc.

Adhésines (SERAMs)
Coagulase, Efh, Emp, Eap

Adhésines (MSCRAMMs)

Protéines de liaison 3 la fikronectine,
aul fibrinogene, au collagene, &
|'glasting & la laminine et 4 la
sialoprotéine osseuse

Protéine A liant le facteur
yon Willebrand et le
fragment F des Ig

Echappement aux
défenses de I'hdte
Iy

— Stress
CHPSU'E métabolique
P Facteurs de persistance
{peptidoglycane et acides P
lipoteicoiques)

Modification du phénotype (biofilm, variants microcolonies)

Figure 4 : Facteurs de virulence exprimés a la surface ou excrétés par S. aureus en

fonction de la densité bactérienne (Chavakis et al., 2005).

4. Persistance dans ’organisme

Apres invasion cellulaire et/ou dissémination dans 1’organisme, S. aureus est capable
de persister des mois et des années, notamment dans les os ou au contact de matériel (Plouin-
Gaudon et al.,, 2006). La production de biofilm et/ou de variants microcolonies sont les deux
principales voies d’adaptation (von Eiff et al., 2006). Les bactéries qui constituent le biofilm
ralentissent leur métabolisme, réduisent leur cinétique de multiplication et peuvent entrer en

phase de dormance (Yarwood, et al., 2004).
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IV. Epidémiologie de S. aureus

1. Réservoirs de S. aureus

S. aureus est un germe commensal de la peau et des muqueuses (Kavakis et al,. 2005),
mais sa niche écologique dominante est la partie antérieure du nez (Kluytmans ef al., 1997).
L’Homme est le principal réservoir de S. aureus, le taux de portage nasal varie selon la
population étudiée, les méthodes de prélévement et de culture. Nouwen et al, 2004 ont

déterminé trois modes de portage nasal chez les individus sains :

» porteurs permanents ~ 20% (12-30%) : colonisés le plus souvent par une seule souche
de S. aureus sur une longue période ; la charge bactérienne est importante donc la
dispersion et le risque d’infection sont trés ¢levés ;

» porteurs intermittents ~ 30% (16-70%) : colonisés par différentes souches au cours du
temps ;

» non porteurs ~ 50% (16-69%).

2. Modes de transmission

La transmission de S. aureus est interhumaine directe ou indirecte (via I’environnement)
par voie manuportée. Il existe aussi des possbilités de contamination par voie aérienne
impliquant des aérosols (5 um de diamétre) ou de particules en suspension (poussiére)
(Wertheim et al., 2005).

Les clones hospitaliers (notamment les SARM) diffusent dans les hopitaux du fait de la
pression de sélection des antibiotiques et par manuportage via le personnel soignant
(Wertheim et al., 2005).

Les principaux facteurs d’acquisition de SARM hospitalier sont : I’hospitalisation
prolongée (particuliecrement en réanimation), et la proximité avec un patient colonisé ou
infect¢ 8 SARM hospitalier ou une personne travaillant a I’hopital (Lescure et al., 2006). Les
clones SARM communautaires diffusent dans la communauté par des contacts

cutanés rapprochés, au sein d’une population a risque (Gonzalez et al., 2008).
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Chapitre II : Sensibilité de S. aureus aux antibiotiques et les

supports génétiques impliqués dans la résistance

S. aureus a développé des résistances a quasiment tous les antibiotiques mis sur le marché
dont les deux classes d’antistaphylococciques majeurs (figure 5). Les mécanismes impliqués
comprennent la synthése d’enzymes inactivatrices, la modification de la cible des
antibiotiques et des systémes d’efflux qui diminuent la concentration de I’antibiotique dans la

bactérie.

Staphylococcus aureus,

b— 1942 " infroduction

de la pénicilline
B-lactamase ——

¥
S. aureus pénicilline R

1960 : introduction
de la méticilline
gene mecA

5. aureys méticilline R

[ 1980-90 : utilisation

- _ de la vancomycine
modification de la paroi ————

géne vanA ————

L J
S. aureus résistant
aux glycopeptides

Figure 5 : Utilisation des antibiotiques et acquisition des résistances par S aureus (Hardy et
al., 2004).

Les antistaphylococciques les plus utilisés appartiennent aux familles suivantes : les béta-
lactamines (I’oxacilline du groupe des pénicillines M), les glycopeptides (vancomycine ou
teicoplanine) en cas de résistance ou d’intolérance a cette premiere classe, les aminosides

(gentamicine), permettent d’obtenir une bactéricidie rapide en association a 1’'une des deux
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classes précédentes, et les Fluoroquinolones. D’autres antibiotiques sont également utilisés :
les streptogramines (pristinamycine), les macrolides, les lincosamides, le cotrimoxazole, la
rifampicine, 1’acide fusidique et la fosfomycine. Ces trois derniéres molécules sont données

en association du fait des fréquences ¢élevées de mutations (Daurel et Leclercq, 2008).

Plus récemment, de nouveaux antibiotiques sont venus renforcer I’arsenal thérapeutique :
une oxazolidinone, le linézolide, un lipopeptide, la daptomycine et une glycylcycline, la
tigécycline. Les conditions techniques générales pour les méthodes de dilution et de diffusion
en milieu gélosé sont référencées dans les recommandations du Comité d’antibiogramme de

la Société Frangaise de Microbiologie (Daurel et Leclercq, 2008).

I. La résistance aux béta-lactamines

Les antibiotiques de la famille des béta-lactamines (pénicillines, céphalosporines,
carbapénemes), présentent une parenté structurale avec le dipeptide D-Ala-D-Ala constitutif
de la paroi, ce qui leur permet d'inhiber l'action des enzymes associées a la synthése du
peptidoglycane. Actuellement, 80 % a 95 % des souches de S. aureus sont résistants aux béta-
lactamines rendant leurs indications obsolétes. Deux mécanismes de résistance sont décrits, la
production de pénicillinase et la modification de la cible des béta-lactamines (Felten et al,

2002).

1. Résistance a la pénicilline par production de pénicillinase

L’expression de la pénicillinase plasmidique est inductible par les béta-lactamines, elle
se traduit par une large dispersion des CMI de la pénicilline et de 1’amoxicilline.
L’interprétation de 1’antibiogramme peut ainsi étre difficile pour des CMI limites. Par la
méthode de diffusion en gélose, la détection de cette résistance se fait en utilisant un disque de

pénicilline G chargé a 6pg (CA SFM, 2011).

» Les souches sensibles a la pénicilline ont un diamétre d’inhibition largement supérieur
a 29 mm, et la zone d’inhibition présente une bordure floue faite de colonies s’amenuisant et

devenant transparentes, réalisant une « zone fantome » (figure 6A).

» Les souches résistantes a la pénicilline G ont un diamétre variable (souvent inférieur a
25 mm). La zone fantdome est remplacée par des colonies opaques de grande taille, réalisant
une bordure nette avec parfois des colonies « squatters » occupant la zone d’inhibition

(figure 6B). Cet aspect est caractéristique de la présence d’une pénicillinase sans qu’aucun
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test additionnel ne soit nécessaire. La présence de pénicillinase pourrait étre vérifiée par un
test a la nitrocefine (méthode enzymatique) en prenant les colonies induites par une

pénicilline (colonies en bordure de disque).

Figure 6 — Aspect de la bordure de la zone d’inhibition autour d’un disque de pénicilline
avec les aspects typiques de zone fantome pour une souche de S. aureus non productrice de
pénicillinase (A) et un aspect d’arrét net de croissance avec grosses colonies pour une souche

productrice de pénicillinase (B)

2. Méthicillino-résistance par modification de cible.

Le principal mécanisme de résistance a la méthicilline est li¢ a la modification de la cible
des béta-lactamines, le PLP (Protéines liant les pénicillines). Cette résistance est due a la
production d’une PLP additionnelle, la PLP2a (ou PLP2’), qui se surajoute aux PLP
«normales». En présence de béta-lactamines (pénicillines, céphalosporines, carbapénemes),
les PLP sont inhibées, sauf la PLP2a. Cette protéine a une faible affinité pour les béta-
lactamines, contrairement aux autres PLP, et elle est capable de réaliser a elle seule la

polymérisation de la paroi bactérienne.

La résistance peut étre homogene (exprimée par toutes les souches) ou hétérogenes
(exprimée par une proportion de colonies filles issues d’une colonie mére exprimant la

résistance) (Felten et al., 2002).

2.1. Génétique de la résistance a la méthicilline

Le géne qui code pour la PLP2a est le géne mec4 (Chambers, 1997). Il est transporté
dans un élément génétique appelé « Staphylococcal Chromosomal Cassette mec» (SCCmec)

(Katayama et al., 2000). SCCmec est un fragment de 21-67 kb qui s’intégre dans un site
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unique proche de 1’origine de réplication du chromosome de S. aureus. Il véhicule des copies
de plasmides intégrées responsables de la résistance a des antibiotiques autres que les béta-
lactamines. Par analogie avec les ilots de pathogénicité, il peut étre considéré comme un ilot
de résistance aux antibiotiques. Pour se déplacer, SCCmec contient 2 genes spécifiques qui
codent pour des récombinases (ccrA et ccrB) et tout récemment le ccrC (Chongtrakool et al.,

2006).

Le complexe génétique mec comprend le géne de résistance proprement dit et un systéme
complexe de régulation avec deux systémes répresseurs/anti-répresseurs de la transcription,
mecl/mecR1 et blal/blaR1 (Rosato et al., 2003). Le systéme mecl/mecR1 exerce une inhibition
plus forte que blal/blaR1. Si le systéme mecl/mecR1 est fonctionnel, la transcription du gene
mecA est trés fortement inhibée et la souche apparait sensible avec les techniques usuelles
d’antibiogramme. Toutefois, grice au systeme blal/blaRl, la méthicilline sera lentement
inductrice de la résistance. En pratique clinique, la majorité des souches actuelles ont un
systeme mecl/mecR 1 non fonctionnel et la transcription du géne mecA est sous la dépendance
de blal/blaR]1 : dans ce cas la résistance est rapidement inductible par les béta-lactamines. Des
génes auxiliaires appelés femA, femB, femC, femD sont également impliqués dans 1’expression
de la résistance a haut niveau chez les souches présentant une résistance hétérogene a la

méthicilline (Berger-Bachi, 1994).

Actuellement, sept grandes classes de SCCmec ont été décrites (type I a VII) sur la base
des différents complexes ccr (types 1 a 8) et des classes du complexe mec (A et B) (Hiramatsu
et al.,, 2001, Chongtrakool et al., 2006 ; Heusser et al., 2007 ; Oliveira et al., 2006). Le type I
a été retrouvé dans les premicres souches de SARM dans les années 60. Les types II et III
caractérisent les souches de SARM isolées actuellement et disséminées dans le monde. Le

type IV a été décrit dans les nouvelles souches émergentes de SARM dites communautaires.

Le diagnostic des SARM repose sur la détection du gene mecA. L’expression d’une
PLP2a peut aussi étre recherchée a I’aide de kits commercialisés. Selon les recommandations
du CA-SFM, la détection de la résistance peut se faire en utilisant des disques de la céfoxitine

ou le moxalactam qui ne nécessite pas de conditions particulieres (CA SFM, 2011).

II. Résistance aux glycopeptides

La cible des glycopeptides (vancomycine et la teicoplanine) est le résidu D-ala-D-ala du

peptidoglycane. Le mécanisme de résistance a la vancomycine est 1i¢ a un épaississement de
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la paroi bactérienne qui piege les glycopeptides dans les couches superficielles en les
empéchant d’atteindre la membrane cytoplasmique ou le peptidoglycane est synthétisé
(Hiramatsu, 2001). La base génétique de la résistance n’est pas encore comprise. Elle n’est

pas liée au gene mecA (Walsh et Howe, 2002).

Les souches exprimant une résistance de haut niveau a la vancomycine (VRSA)
hébergent le geéne vanAd présent habituellement chez les entérocoques résistants aux

glycopeptides (Chang et al., 2003 ; Daurel et Leclercq, 2008).

III. Résistance aux aminosides

Les aminosides (kanamycine, tobramycine, gentamicine,...) inhibent la synthése
protéique en se fixant sur la sous-unité 30S du ribosome bactérien. Ils exercent une activité
bactéricide rapide qui justifie leur association aux antibiotiques inhibiteurs de la synthese de
la paroi (oxacilline et vancomycine) pour le traitement des infections graves. Le principal
mécanisme de résistance aux aminosides est li¢ a des modifications de la cible ribosomale par
des enzymes codées par des genes plasmidiques ou transposables (CA SFM, 2011). On

distingue trois phénotypes de résistance chez S. aureus :

» une résistance de haut niveau a la kanamycine et ’amikacine (phénotype K)

» une résistance de haut niveau a la kanamycine, a ’amikacine et a la tobramycine
(phénotype KT)

» une résistance de haut niveau a la kanamycine, a ’amikacine, a la tobramycine et a la

gentamicine (phénotype KTG).

Tableau III : Enzymes inactivatrices des aminosides et phénotypes de résistance (Daurel et
- Leclercq, 2008).

At:'onlm du

phénotype
Kanamyzins K Tﬁﬁa@ﬂﬁmmm Pas de synerge avec kanamycine e amikacing
T T Aminoaids nucleotidyltransferass 4 4" tpe | Pas de synergie aves kanamycing, tobramycing
Varamerecoamere. KT | i i
Kanamycme-tobramycine kT Aminoside acetytransierase 6 - Pas de synergie avec kanamycne, gentamicing,
gentamicne phasphatransferase 2° [AACIE'-APH2") nétimicine, tobramycing, amikacne
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IV. Résistance aux macrolides, lincosamides et aux streptogramines

Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS) appartiennent au méme groupe
du fait d’un mode d’action proche (inhibition de la synthése protéique par fixation sur ’ARN
23S de la sous-unité 50S du ribosome bactérien) et d’une résistance fréquemment croisée

entre ces antibiotiques. Cependant, ces antibiotiques sont a considérer classe par classe :
v Les macrolides comprennent : Erythromycine, Clarithromycine, Spiramycine, etc. ;
v Les lincosamides sont composés de la lincomycine et de la clindamycine ;

v' Les streptogramines sont une association des deux composés, le composé A
(pristinamycine IA ou dalfopristine) et le composé B (pristinamycine IIA ou
quinupristine). Leur place dans 1’arsenal thérapeutique antistaphylococcique est

d’autant plus importante qu’ils sont une alternative en cas d’allergie aux pénicillines.

Contrairement aux streptogramines, les macrolides et les lincosamides ne sont pas
bactéricides pour S. aureus (Daurel et Leclercq, 2008). Plusieurs mécanismes sont décrits

dans la résistance aux MLS :

1. Méthylation ribosomale (phénotype MLSg)

Ce mécanisme de résistance est le plus fréquent (Leclercq, 2002). II est lié a la
modification du ribosome due a la méthylation de I’adénine 2058 de I’ARN ribosomal 23S.
Ce groupement méthyle empéche alors toute fixation de 1’antibiotique sur sa cible. Cette base
¢tant un site de fixation commun aux macrolides, lincosamides et streptogramines B, la
résistance affectera ces trois groupes. Les génes codant une méthylase sont nommés erm

(erythromycin ribosome methylase). Chez S. aureus, les deux principaux geénes identifiés sont

erm(A) et erm(C).

2. Efflux (phénotype MSB)

C’est le deuxieme mécanisme de résistance aux macrolides le plus important chez
S. aureus. La présence d’une pompe ATP-dépendante codée par le gene plasmidique msrA va
conférer une résistance par efflux aux macrolides ainsi qu’aux streptogramines B (Leclercq,

2002).
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3. Resistance a I’érythromycine et a la lincomycine (phénotype MLSB
constitutif)

Seule la pristinamycine dans ce cas est active, mais la modification de D’activité

bactéricide fait discuter son utilisation.

& souche de 5 sunsus sensible; B souchs 08 5. sureaws MLSg mductible (zore -en forms
da 0, C: =ouche de & supus MLSg constitutive; D résistance oar effiu.

Figure 7 : Phénotype de résistance a 1’érythromycine (E), a la lincomycine (L) (Daurel et
Leclercq, 2008).

D’autre phénotypes ont été rapporté notamment la résistance isolée a la lincomycine a

I’érythromycine et a la pristinamycine.

V. Autres résistances

La rifampicine inhibe I’ARN polymérase ADN dépendante, bloquant ainsi la
transcription. Elle est bactéricide, les mutations au sein du géne rpoB codant la chaine béta de

I’ARN polymérase sont responsables du phénotype de résistance a cet antibiotique.

Les fluoroquinolones (Ofloxacine, Péfloxacine, Ciprofloxacine,...) inhibent la croissance
bactérienne par arrét de la croissance. La résistance aux fluoroquinolones est due a une

modification de la cible, soit la topo-isomérase IV par mutation des génes chromosomiques

22



grlA ou griB soit les sous-unités de la gyrase par une mutation au sein des genes gyr4 ou
gyrB, ou a un systeme d’efflux grice a une protéine transmembranaire codée par le gene

chromosomique norA (Quincampoix et Mainardi, 2001).

Les glycylcyclines dont la tigécycline est le seul représentant de cette sous-classe dérivée
des tétracyclines. Cet antibiotique a spectre large est actif contre les souches de
staphylocoques hébergeant les classiques mécanismes de résistance aux tétracyclines par

protection du ribosome ou efflux actif (Rodloff et al., 2008).

L’association sulfamides et triméthoprime, en raison de leur activité anti-folique,
interférent avec la synthése des acides nucléiques et des protéines. L’association de ces deux
molécules est synergique. Cette synergie est maintenue en cas de résistance isolée aux
sulfamides, mais pas en cas de résistance isolée au triméthoprime. Chez S. aureus, la
résistance aux sulfamides est fréquente, souvent par modification de la cible. La résistance au

triméthoprime est elle aussi due a une modification de la cible.

La résistance a la fosfomycine est due a la sélection de mutants au niveau du systéme de
transport de la molécule dans la bactérie (genes glpT et uhp). La résistance a 1’acide fucidique,
inhibe la synthése protéique en interférant avec une GTPase (facteur d’¢longation G [EF-G]),
empéchant la progression de la chaine polypeptidique au niveau du ribosome (Daurel et

Leclercq, 2008).
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Chapitre I11 : S. aureus chez les hémodialysés
I. L’hémodialyse

L’hémodialyse est un moyen de traitement de I’insuffisance rénale. Sa préconisation
dépend du statut de chaque patient insuffisant rénal. En effet, I’insuffisance rénale chronique
correspond a une altération progressive et permanente des fonctions rénales. Longtemps
silencieuse, elle induit pourtant des lésions anatomiques irréversibles qui, au stade terminal,
mettent la vie de la personne en danger. L’hémodialyse permet donc un traitement par
épuration extra-rénale, chez les insuffisants rénales chroniques qui sont privés de toute

fonction rénale, leur permettant ainsi d’avoir une servie prolongée.

L’hémodialyse est un acte invasif et impose un acces vasculaire itératif, soit sur fistule
artério-veineuse native ou prothétique, soit sur cathéter veineux central. De plus, les fonctions

immunitaires du patient insuffisant rénal chronique sont altérées :

» par Dinsuffisance rénale elle-méme qui altére directement ou indirectement les

fonctions neutrophile et lymphocytaire ;

» par I’épuration extra-rénale qui induit la libération de cytokines possédant des effets

dépresseurs sur le systéme immunitaire.

Ceci explique pourquoi I’insuffisance rénale dialysée est caractérisée par une fréquence
¢levée de complications infectieuses et une mauvaise réponse a la vaccination au sein d'une
population particulierement agée et aux comorbidités nombreuses (diabete, cardiovasculaires,

hémopathies, cancers...) (REIN, 2008).

II.  Processus de I’hémodialyse et les sites a risques

Le principe repose sur le passage du sang dans un circuit extracorporel au contact d'un
liquide de dialyse et au travers d'une membrane semi-perméable. L'épuration est réalisée par
osmose et nécessite l'existence d'un acces vasculaire sur fistule artério-veineuse, pontages

synthétiques artério-veineux, ou cathéters centraux.
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Figure 8 : Circuit d’hémodialyse avec les sites a risque (cercle rouge) de transmission d’agent
pathogene.

Toute séance d’hémodialyse comporte le risque de transmission d’un micro-organisme
pathogene a chaque niveau du processus (figure 8) d’épuration notamment : eau de dialyse,

solutions concentrées, générateur, lignes et acces vasculaires (REIN, 2008).

III. Epidémiologie du risque infectieux en hémodialyse

Les infections bactériennes que 1’on observe chez les patients dialysés peuvent étre de
tous types (infections du site d'insertion, tunnellites, bactériémies, péritonites, infections
métastatiques ostéoarticulaires, endocardites...). Mais en hémodialyse, deux d’entre elles sont
d’une importance prédominante en termes de morbidité et mortalit¢ et font I'objet
prioritairement de surveillance épidémiologique. Ce sont les infections sur acces vasculaires
(TIAV) et les bactériémies (BAC) considérées comme des indicateurs de la qualité des soins

(DIALIN, 2008).

En hémodialyse chronique, les infections bactériennes représentent la seconde cause de

mortalité aprés les accidents cardiovasculaires, et restent un enjeu de santé publique
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(Vandecasteele, 2009). Les bactériémies restent la premiere cause de décés par infection
suivies par les infections de site d’acces (Ayzac, 2009). S. aureus est le pathogene le plus
fréquent, responsable de 27 a 39% des bactériémies chez les patients dialysés (Dalrymple,

2008).

Dans les infections des acces vasculaires, Les principaux micro-organismes en cause sont

en majorité (Dalrymple, 2008) :

» des cocci a Gram positif dans 77,7 % des cas avec 33,2 % liées S. aureus (dont 8,9%
de SARM), et 29,7 % a S. epidermidis,

» les bacilles a Gram négatif : les entérobactéries représentent 10,4 % (E. coli : 2,5 % de
méme que E. cloacae et P. mirabilis) et Pseudomonas aeruginosa 4,5 %.

Pour les Bactériémies, Les germes en cause sont (Ayzac, 2009) :

» des cocci a Gram positif : 61.1% avec 31% de S. aureus (5,3% de SARM) et 14.2%
de S. epidermidis,

» des entérobactéries : 30,1% dont E. coli est représenté dans 14,2% et Enterobacter

cloacae dans 2,6%.

Les risques d’infections virales sont cliniquement représentés par trois virus hématogenes
que sont le virus de I’hépatite B (VHB), de I’hépatite C (VHC) et le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) (REIN, 2008).

Les patients hémodialysés tout comme les patients atteints de diabéte ont un risque accru
de portage intermittent ou persistant de S. aureus dés le début de la dialyse. En plus, les
hémodialysés porteurs de S. aureus ont de 1,8 jusqu’a 4,7 fois plus de risque de contracter des

infections vasculaires et de bactériémies par rapport aux non-porteurs (Wertheim et al., 2005).

IV. Relation entre le portage nasal et les infections a S. aureus chez les
hémodialysés

L’association entre portage nasal a S. aureus et les infections staphylococciques a été
décrite pour la premiere fois par Danbolt en 1931, qui avait étudié les furonculoses. Une étude
(Stefaan et al., 2009) a confirmé ce travail, mettant en évidence un génotype identique de la
souche responsable de I’infection cutanée et de celle présente au niveau nasal.

En général, les patients hémodialysés ont un portage nasal de S. aureus qui varie entre
32 a 82 % (Stefaan et al.,, 2009). La majorité des patients dialysé€s portent la méme souche sur

les mains et dans le nez. Par ailleurs, ces souches sont souvent les mémes que ceux qui
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proviennent des infections successives. Comme dans le cas de la population générale, la
majorité¢ des infections a S. aureus chez les patients hémodialysés doivent donc étre

considérées comme des auto-infections (Stefaan et al., 2009).

Des études de cohortes ont démontré que I’age, le sexe masculin, I’alcool, le cancer, le
diabéte, I’insuffisance rénale terminale et la dialyse sont des facteurs de gravité d’infections
communautaires a S. aureus nécessitant une prise en charge en milieu hospitalier. Ces facteurs
ont aussi été identifiés comme des déterminants du portage nasal dans les études cas-témoins

et transversales (Kluytmans et al., 1997).
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I. Echantillonnage

1. Population d’étude

La population d’étude était constituée de personnels médicaux et patients de quatre
centres d’hémodialyse de Fés. Ces quatre centres étaient composés de deux cliniques privées,
du Centre Hospitalier Universitaire Hassan II (CHU) et de I’hdpital provincial Al Ghassani de
Fés. Les patients et le personnel consentants ont été recensés entre janvier et mars 2012. A
l'inscription, tous les patients et personnel ont rempli un questionnaire de santé (annexe 2)
¢tabli par I’Institut Pasteur du Maroc (IPM), et ont subi ensuite le prélévement nasal. En plus
de remplir le questionnaire, les dossiers médicaux des patients sous dialyse ont été revus
(toute fois si cela était possible) pour plus d'informations sur la prescription d’antibiotiques, la

présence de cathéters ou de fistules intraveineuses, et les antécédentes affections médicales.

2. Questionnaire et recueil des données

Le questionnaire comprenait des questions relatives a 1’identité (Nom et Prénom, I’age, le
sexe et ’adresse). Certains facteurs de comorbidités ont été¢ également inclus notamment les
hépatites virales C et B (HVC et HVB), l’infection a VIH, tabagisme chronique,
I'hospitalisation récente, le diabéte et I’antibiothérapie récente ou d’autres antécédents
médicaux. Le questionnaire spécifique des patients dialysés comportait également des
questions sur le type de dialyse (chronique ou aigué€), la durée de la dialyse, et la méthode de
dialyse : cathéter (en général fémoral) ou fistule intraveineuse (Annexe 2, questionnaire

d’enquéte).
II. Analyse statistique

L'étude statistique a été réalisée en collaboration avec le laboratoire d’épidémiologie, de
la recherche clinique et sant¢ communautaire du CHU Hassan II de Fé¢s. Les analyses ont été

faites en utilisant le logiciel SPSS statistics version 17.0.

L’analyse des variables qualitatives a été effectuée par les tests non paramétriques : test
de chi 2 de Pearson, la correction de Yates et le test de ficher exacte. Une différence est jugée
statistiquement significative si la valeur de p (la probabilité qu'un événement quelconque soit

le simple fait du hasard) qui correspond a ces tests est inférieure a 0,05.
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Pour les variables quantitatives, le test de Student (T) a été utilisé. Une différence est

jugée statistiquement significative si la valeur de p qui correspond a ces tests est inférieure a

0,05.
III. Mode de prélévement et recueil des échantillons

Les prélévements ont été effectués par des écouvillons stériles. Le méme écouvillon a été
utilisé pour les deux narines. Le prélevement a été réalisé en enfongant 1’écouvillon sec d’au

moins 1 cm dans les narines et en le vrillant au moins 3 fois.

Immédiatement aprés les prélévements, les écouvillons ont été acheminés directement au

laboratoire a la température ambiante et mise en culture sur le milieu Chapman.

IV. Analyses microbiologiques et identification bactérienne

Le portage de S. aureus a été recherché par étalement des écouvillons nasaux sur milieu

de culture Chapman. Les colonies fermentant le mannitol ont été suspectées comme S. aureus.

L’identification bactérienne a été basée sur les critéres suivants : 1’état frais, la coloration
de Gram, la recherche de catalase, la fermentation du mannitol, les tests d’agglutination
(Slidex staph® plus « bioMérieux, France »), le test de coagulation du plasma de lapin, la
galerie API Staph et la recherche du geéne nuc. Les souches identifiées ont été conservées a -

20°C.

Un isolat bactérien n’est identifi¢ comme S. aureus que si les conditions suivantes sont
remplies : fermentation du mannitol sur milieu Chapman, cocci Gram positif, catalase positif,

coagulase libre et liée positives et I’amplification du géne nuc positive.

1. Caractére morphologique

N’ont été retenu que les isolats dont la taille des colonies varie entre 0,8 a 1 mm apres 18
a 24 heures d’incubation a 37°C, avec un contour lisse, légérement convexe sur milieu
Chapman. Les colonies ont été reconnues par leur pigmentation (couleur jaune a jaune-
orange). La coloration de Gram a été effectuée pour chaque isolat présentant 1’aspect
caractéristique des Staphylocoques. En plus des caractéres morphologiques, I’identification a

aussi été effectuée sur la base de quelques caracteres biochimiques (Frney et al., 2007).
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2. Caracteres biochimiques

2.1. Recherche de la catalase

Ce test permet de différencier les staphylocoques des streptocoques (qui sont catalases
négatifs). Quelques goutes de peroxyde d’hydrogene (H,O,) sont déposées sur une lame. A
partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures sur milieu MH, quelques colonies sont prélevées
et ajoutées au H,0; sur la lame. Une réaction positive se traduit part le dégagement de bulles

d’air (oxygene) dans les 5 secondes qui s’en suivent.
2.2. Recherche de la Coagulase libre et liée
Cette recherche a été faite en utilisant deux tests :

> Le test de Slidex® Staph plus pour la recherche de la coagulase liée (annexe 5), test
rapide d’agglutination sur plaquette permettant la détection simultanée du facteur d’affinité

pour le fibrinogene, de la protéine A et des polysaccharides capsulaires de S. aureus.

» Le test de plasma de lapin pour la recherche de la coagulase libre (annexe 6) tout en

respectant les recommandations des producteurs.

En cas de discordance de positivité entre la coagulase libre et la coagulase liée,
d’autres caracteéres biochimiques ont été recherchés en utilisant la galerie API 20 Staph

(annexe 4).

2.3.  Recherche du géne nuc par PCR

Le geéne de la nucléase thermostable (gene nuc) a ét¢ amplifié par PCR pour toute

souche exprimant les caractéres morphologiques et biochimiques de S. aureus.

V. Sensibilité aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de diffusion de disques
(Bio-Rad, France), en milieu gélos¢ MH selon les recommandations décrites par le CA-SFM,
2011. Un inoculum de 0,5 McFarland correspondant & 10* UFC/ml a été préparé pour chaque
souche bactérienne et le milieu MH a été ensemencé par écouvillonnage ; apres 18-24 heures

d’incubation a 37°C, la lecture et I’interprétation des antibiogrammes ont été faites. Une
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souche de référence du laboratoire de bactériologie de I’IPM, sensible a I’ensemble des

antibiotiques testés a été utilisée comme témoin pour I’ensemble des antibiogrammes réalisés.

Le tableau IV montre les différentes familles d’antibiotique utilisé. Au total, 18

antibiotiques ont ét¢ utilisés.

Tableau IV : Liste des antibiotiques testés

Antibiotiques
FAMILLES NOM SYMBOLE charge de disque
. . Fusidic Acid (acide
Fusidamine fusidique) FA 10pg
Glycopeptides Vancomycine VA 30 ug
Teicoplanine TEC 30 ug
Fluoroquinolones Péfloxacine PEF 5ug
Glycylcylines Tigécycline TGC 15 ng
Phenicolés Chloramphénicol C 30 ug
Les rifamycines Rifampicine RA 30 ug
L. Kanamycine K 30 UI
Aminosides -

Tobramycine ™ 10 ng
Gentamicine GEN 15 ng
Macrolides Erythromycine E 15 Ul
Streptogramines Pristinamycine PT 15 pg
Lincosamides Lyncomycine L 15 pg
Acides fosfoniques Fosfomycine FOS 50 ug
Pénicilline P 6 ug
Béta-lactamines Cefoxitine FOX 30 ug
Moxalactam MOX 30 ug
Tétracyclines Tétracycline TE 30 UI

La lecture interprétative des antibiogrammes a été faite selon les recommandations du
CA-SFM (2011). Les diamétres d’inhibition ont ét¢ mesurés manuellement a 1’aide d’une

régle graduée et/ou d’un compas.

La recherche de la résistance a la méthicilline a été effectuée par la méthode de diffusion
du disque de céfoxitine et du moxalactam. Un diamétre d’inhibition autour du disque de la
céfoxitine de moins de 27 mm témoigne de la suspicion de la présence d’'un SARM. La
recherche du geéne responsable de cette résistance (gene mecA) a été réalisée par PCR pour
toute souche présentant une sensibilité¢ diminuée a la céfoxitine.
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VI. Extraction d’ADN bactérien

L’extraction de I’ADN bactérien a été faite par la technique de choc thermique : a partir
d’une culture fraiche de 18 a 24 heures a 37°C sur gélose ordinaire, quelques colonies sont
mises en suspension dans 500 pl de 1’eau ultra-pure (eau de biologie moléculaire, dépourvue
de DNase et ARNase) et portées a I’ébullition (100°C) pendant 10 min puis transférer
directement dans la glace (0°C) pendant 5 min. 300ul du surnageant sont ensuites récupérés
apres une centrifugation de 14500t/min pendant 10 min. Le surnageant contenant I’ADN a été

conservé a -20 °C.

VII. Confirmation de I’espéce : recherche du géne nuc

Une souche de S. aureus n’est définitivement retenue que s’elle possede le géne de la

thermo-nucléase (geéne nuc) dans son génome.

Les réactions de PCR classique sont réalisées dans un volume réactionnel d'amplification
de 50 pul contenant en concentration finale du tampon de la Taq PCR 1X concentré ; 1,5 mM
de MgCl, ; 100 uM de dNTP ; 1 Unité de Tag DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,4 uM des
deux amorces (Tnl : 5’GAC TAT TAT TGG ATC AC CTG 3’ et Tn2 : 5’GCC TTG ACG
AAC TAA AGC TTC 3’) et 2ul d’ADN bactérien extrait par choc thermique. La taille du
fragment amplifiée est de 218 pb.

Le protocole d’amplification comprenait : premier cycle avec 5 min a 94°C, 30 cycles de
3 phases (1 min a 94°C, 1 min a 54°C, 1 min a 72°C) et une étape d’¢longation de 7 min a
72°C. Les produits d’amplification sont séparés par ¢lectrophorése sur gel d’agarose a 1,5%
avec du bromure d’éthidium (0,5pug/ml). Les photos de gels ont ét¢ prises sous UV par

I’appareil « Gel Doc ».

Pour chaque réaction de PCR une souche de référence (souche D11) a été utilisée comme
témoin positif (la souche possede le géne nuc) ; la réaction comprenait également un controle

négatif.
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VIII. Recherche du géne mecA chez S. aureus

Pour les souches dont les diameétres d’inhibitions autour du disque de la céfoxitine sont
moins de 27 mm, une PCR multiplex a été réalisée pour rechercher simultanément les génes
mecA et nuc. La PCR multiplex recherchant simultanément un fragment de 310 pb spécifique
au gene mecA, et d’un fragment de 218 pb du geéne nuc (sa recherche a joué un réle de témoin
interne d’amplification et d’identification) a été réalisée en utilisant les deux couples
d’amorces déja décrites (Tnl et Tn2) (Chesneau et al, 1993) et (PCSAmecAl ;
PCSAmecA?2 ) (Vannuffel et al., 1995).

Les réactions de PCR multiplex sont réalisées dans un volume réactionnel d'amplification
de 50 pl contenant en concentration finale du tampon de la Taq PCR 1X concentré ; 1,5 mM
de MgCl, ; 100 uM de dNTP ; 1 Unité de Tag DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,4 uM de
chacune des amorces (PCSAmecAl: 5 TG GCT ATC GTG TCA CAATCG 3,
PCSAmecA2: 5 CTG GAA CIT GIT GAG CAG AG 3°, Tnl:
5’GACTATTATTGGATCACCTG 3* et Tn2: 5°GCC TTG ACG AAC TAA AGC
TTC 3”) et 2ul d’ADN bactérien extrait par choc thermique de toute souche suspicieuse de
SARM. Pour le protocole d’amplification, il est le méme que celui utilisé pour la recherche du

gene nuc (Cf. recherche du géne nuc).

Pour chaque réaction de PCR multiplex une souche de référence (souche D11) a été
utilisée comme témoin positif (la souche posséde le géne nuc et le géne mecA a la fois) ; la

réaction comprenait également un controle négatif.

IX. Recherche de génes codants pour les toxines staphylococciques

1. Génes recherchés

Les génes des entérotoxines staphylococciques (SE) A, B, C, D, H et R (sea, seb, sec,
sed, seh, et selr), des entérotoxines statphylococciques like (SIE) K, L, M, O, P, et Q (selk,
sell, selm, selo, selp et selg), de la toxine TSST-1 (zst), des toxines inhibitrices de la
différenciation des cellules épidermiques (EDIN) A, B et C (edin A, edinB et edinC), des
exfoliatines ou épidermolysines A, B et C (eta, atb et etd), des leucotoxines M et de Panton-
Valentine (lukM et [ukPV) et de I’hémolysine béta (h/b) ont été recherchés par des PCR

multiplex.
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Les entérotoxines au méme titre que la TSST-1 sont des superantigenes. La détection des
génes codant pour le SEIM et le SEIO (selm et selo) signale aussi habituellement la présence
des génes codant pour le SEG, SEI et le SEIN (seg, sei et seln) car ces génes sont portés par
un méme ¢lément génétique (le locus egc pour enterotoxin gene cluster) (Hu et al., 2008). De
méme, la détection du gene SED (sed) signal habituellement la présence du géne codant pour

le SEJ (sej) car ils sont souvent portés par un méme plasmide (Omoe et al., 2003).

La détermination du profil des geénes toxiniques des souches de S. aureus multirésistantes

a été effectuée suite a six réactions de PCR multiplex :

v" PCR multiplex N°1 pour la recherche des génes : lukM/seh/selm/tst en utilisant comme

témoin positif les ADN des souches de S. aureus du laboratoire de bactériologie de

I’IPM : la souche SA61 (slem/tst/lukM), SA26 (seh).

v" PCR multiplex N°2 pour la recherche des génes : eth/sed/selr/sec/eta en utilisant
comme témoin positif les ADN des souches de S. aureus du laboratoire de

bactériologie possédant les geénes eth, sed, selr, sec et le géne eta.

v" PCR multiplex N°3 pour la recherche des génes: sea/luk-PV/hib/selp, en utilisant
comme témoin positif les ADN des souches de S. aureus du laboratoire de

bactériologie positives pour les différents génes.

v" PCR multiplex N°4 pour la recherche des génes seb/selq, en utilisant comme témoin
positif I’ADN des souches de S. aureus du laboratoire de bactériologie, positives pour

chaque gene recherché.

v" PCR multiplex N°5 pour la recherche des génes etd/sell/selo en utilisant comme
témoin positif les ADN des souches de S. aureus du laboratoire de bactériologie

positives pour les génes recherchés.

v" PCR multiplex N°6 pour la recherche des génes edinA/edinB/edinC/selk en utilisant
comme témoin positif les ADN des souches de S. aureus du laboratoire de

bactériologie positives pour les différents genes.
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2. Mélanges réactionnels pour les différentes PCR multiplex

Le mélange d’amplification est spécifique pour chacune des six PCR multiplex. La

concentration des différents constituants était variable d’une PCR a ’autre :

Pour les PCR multiplex N°1, N°S et N°6, les mélanges réactionnels ont été réalisés dans
un volume final de 40 pl. Mais en concentration finale, les réactifs nécessaires €taient

différents de :

v" 1X du tampon Taq PCR ; SmM de MgCI2 ; 0,125mM de dNTP ; 2 Unités de Taq
DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,187uM de chaque amorce et 2 pl d’ADN bactérien

extrait par choc thermique, pour la PCR multiplex N°1.

v" 2X du tampon Taq PCR ; 3,75mM de MgCI12 ; 0,125mM de dNTP ; 1,5 Unités de Taq
DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,187uM de chaque amorce et 2 pl d’ADN bactérien

extrait par choc thermique, pour la PCR multiplex N°S5.

v" 1X du tampon Taq PCR ; 5mM de MgCI2 ; 0,125mM de dNTP ; 2 Unités de Taq
DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,075uM de chaque amorce et 2 pl d’ADN bactérien

extrait par choc thermique, pour la PCR multiplex N°6.

Alors que pour les PCR N°2, N°3 et N°4, les mélanges réactionnels ont été réalisés
dans un volume final de 50 pl. Mais en concentration finale, les différents réactifs étaient
différents :

v 1X du tampon Taq PCR ; 5SmM de MgCl, ; 0,125mM de dNTP ; 2 Unités de Taq

DNA polymérase (Invitrogen) ; 0,15uM de chaque amorce et 2 pl d’ADN bactérien

extrait par choc thermique, pour la PCR multiplex N°2.

v" 2X du tampon Taq PCR ; 4 mM de MgCl, ; 0,1mM de dNTP ; 2 Unités de Taqg DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,15uM de chaque amorce et 2 pul d’ADN bactérien extrait
par choc thermique, pour la PCR multiplex N°3.

v" 2X du tampon Taq PCR ; 3mM de MgCl, ; 0,ImM de dNTP ; 2 Unités de Taqg DNA
polymérase (Invitrogen) ; 0,15uM de chaque amorce et 2 ul d’ADN bactérien extrait
par choc thermique, pour la PCR multiplex N°4.
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3. Les amorces utilisées pour les différentes PCR multiplex

Les amorces utilisées ont été¢ déja décrites (Holtfreter et al., 2007). Elles sont également

utilisées par le centre national de référence (CNR) de Lyon en France.

Les tableaux V a X montrent respectivement les amorces utilisées dans les PCR
multiplex 1 (MTX1), PCR MTX2, PCR MTX3, PCR MTX4, PCR MTXS5 et la PCR MTXG6 ;
le nom des geénes et les toxines recherchées ainsi que la taille des amplifiats sont aussi

indiqués.

Tableau V : Amorces utilisées pour la détection des genes lukM, seh, selm et tst dans la PCR MTX

1
] Taille
Toxines Geénes e Séquence (5’ 3°) Taille fragment
amorce amorce
(pb)
LukM kM luk-M1  TGGATGTTACCTATGCAACCTAC 23n 730
e kM2 GTTCGTTTCCATATAATGAATCACTAC 2l
SEH seh seh 1 CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 24n 376
o_____seh2  CATCTACCCAAACATTAGGACC 20
selm1 CTATTAATCTTTGGGTTAATGGAGAAC 27n
SEIM selm 300
o oooselm2  TTCAGTTTCGACAGTTTTGTTGTCAT 26n
TSST -1 - tst 1 TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 30n 180
tst2 TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT 30n

Tableau VI : Amorces utilisées pour la détection des geénes etb, sed, selr, sec, et eta dans la PCR
MTX 2

Nom Taille , L2ie
Toxines  Génes Séquence (5’2 3°) fragment

amorce amorce (ph)

ETB oth etb-1 CAGATAAAGAGCTTTATACACACATTAC 23n 612
[ etb-2 AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACTC 31n

SED od sed-1 GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG 30n 492
[ sed-2  GCTGTATTTTTCCTCCGAGAGT 22n

SER selr ser-1 AGCGGTAATAGCAGAAAATG 20n 363
L ser-2  TCTTGTACCGTAACCGTTTT 20n

SEC sec secl CTTGTATGTATGGAGGAATAACAAAACATG 30n 275
[ sec-2  CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT 26n

ETA ol eta-1 ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT 23n 190
eta-2 TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC 30n
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Tableau VI I : Amorces utilisées pour la détection des genes sea, luk-PV, hib, et selp dans la
PCR MTX 3

Nom Taille iradlle

Toxines Génes Séquence (5°> 37) fragment
amorce amorce (ph)
SEA seq sea-1 GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 26n 560
sea-2 CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC 28n
. pvl-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 31n
VL HESTEER: pvl-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 27n w2l
HLB b hlb-1 GTGCACTTACTGACAATAGTGC 22n 309
hlb-2 GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 23n
selp-1 GAATTGCAGGGAACTGCT 18n
SI3IL Selp celp2 GGCGGTGTCTTTTGAAC 17n 182

Tableau VIII : Amorces utilisées pour la détection des geénes seb, et selg dans la PCR MTX 4

Nom Taille il

Toxines Génes Séquence (5°> 37) fragment
amorce amorce (pb)
SEB seb seb-1 ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA 27n 404
seb-2 ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT 21n
SEIQ o selg-1 ACCTGAAAAGCTTCAAGGA 19n 204
selg-2 CGCCAACGTAATTCCAC 17n

Tableau IX : Amorces utilisées pour la détection des geénes etb, sell, selo dans la PCR MTX 5

Taille

Toxines Génes Al Séquence (5°> 3°) el fragment
amorce amorce

(pb)

ETD otd etd-1 CAAACTATCATGTATCAAGGATGG 24n 358
etd-2 CCAGAATTTCCCGACTCAG 19n

SEIL sell sell-1 GCGATGTGTAGGTCCAGGAAAC 20n 735
sell-2 CATATATAGTACGAGAGTTAGAACCATA 28n

SEIO selo selo-1 AGTTTGTGTAAGAAGTCAAGTGTAGA 26n 180
selo-2 ATCTTTAAATTCAGCAGATATTCCATCTAAC 31n

Tableau X : Amorces utilisées pour la détection des génes edinB, edinA/C et selk dans la PCR
MTX 6

Taille

Toxine Géne alljn:)):;e Séquence (5°>37) a]I;?;Llfe fra(irlr)l)ent

edinB edinB-1 GACTTAGTTGAAGCTACTAAATGGGG 26n

EDIN edinB-2 CAGCATATTCTGTCCCTCTAGG 22n 560
edind/C edinA/B-1 GATTTAGATGAGGCAACTAAATGGGG 28n
edinA/B-2 CAGCGTATTCTGTGCCTCTAGG 22n
selk1 ATGCCAGCGCTCAAGGC 17n

SEIK selk selk-2 AGATTCATTTGAAAATTGTAGTTGATTAGCT 31n 134
selK-3 TGCCAGCGCTCAAGGTG 17n
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Pour chaque réaction de PCR multiplex, I’ADN des souches de contrdle est inclus

comme témoin positif. Pour les témoins négatifs des réactions, I’ADN est remplacé par I’eau

de biologie moléculaire (eau ultra pure, libre de DNase et de RNase).

4. Programme d’amplification des différentes PCR multiplex

Le programme de PCR ¢était le méme pour les six PCR multiplex. Les conditions

d’amplification sont résumées dans le tableau XI.

Tableau XI : Condition d’amplification des génes toxiniques

N° PCR multiplex Nombre de cycle Température en °C Durée
PCR MTX1 1 94 5 mn
PCR MTX2
PCR MTX3 25 94 30 secs
PCR MTX4 55 30 secs
PCR MTX5 72 1 mn
PCR MTX6 1 72 10 mn

Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorése sur gel d’agarose a 1,5%

avec du bromure d’éthidium (0,5pug/ml). Le voltage de la migration était de 120V/45min. Les

photos des gels ont été prises sous UV par I’appareil « Gel Doc ».
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I. Identification bactérienne

Sur les 175 prélévements nasaux effectués (Annexe 10) entre janvier et mars de 1’an
2012, au sein de quatre centres hémodialysés de Fes, et en se basant sur les critéres
d’identifications de S. aureus dont la recherche du geéne nuc (figure 9), 62 isolats ont été
identifiés comme S. aureus soit 36,43% (des exemples de résultat positifs des différents tests
sont représentés dans 1’annexe 5, 6, 7 et 8). Les souches ont été nommées DF1 a DF62 (avec
DF : Dialysé de Feés, I’annexe 9 montre les 62 souches avec leurs caractéristiques). La
répartition des 62 souches de S. aureus isolées dans les différents centres est représentée dans

la figure 10.

fue (21858) L D s D - 4 an an oan @) W o .-

Figure 9 : Révélation apres migration sur gel d’agarose (1,5%) du gene nuc amplifié par PCR

pour les souches DF1 a DF12.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder Invitrogen),
D11 : ADN d’une souche de S. aureus : contrdle positif pour le géne nuc,

T(-) : contrdle négatif.
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B Centre d'hémodialyse de
la clinique des spécialités
ryad n=16 (26%)

B Centre d'hémodialyse El
Hakim n=10 (16%)

B Centre d'hémodialyse de
['hdpitale Al Ghassani
n=27 ( 44%)

B Centre de néphrologie du
CHU Hassan |l n=9 { 143%)

Figure 10 : Répartition des 62 souches de S. aureus isolées dans les différents centres.

II. Prévalence du portage nasal de S. aureus chez les
hémodialysés et caractéristiques des populations d’étude

Les informations recueillies a partir des questionnaires de 1’enquéte nous ont permis de
dresser un tableau résumant les caractéristiques démographiques de notre population d’étude

(Tableau XII).

En tout, 175 prélevements nasaux ont été effectués dans les quatre centres d’hémodialyse
dont 131 effectués chez les dialysés chroniques (HC), 12 chez les dialysés aigués (HA) et 32

parmi le personnel médical.
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Tableau XII: Démographie et caractéristiques des différentes populations d'étude (n, %)

Caractéristique (n=175) P(e;iogg)el Dlalz/rslisl ;;gues Dlalys(ens:clI;rIC))rllques
Sexe :
Homme 9 (28,13%) 6 (50%) 70 (53,44%)
Femme 23 (71,87%) 6 (50%) 61 (46,56%)
Moyenne d'age (en année) 31,87 10,36 40,41 +23,69 51,45+ 14,38
Diabete :
Type 1 Néant 1 (8,33%) 11 (8,39%)
Type 2 Néant Néant 3(2,29%)

Moyenne de la durée de dialyse (en mois) Néant 1,67 + 3,45 71,27 £ 52,24
Présence de Cathéter Néant 12 (100%) 5 (3,81%)
Sous traitement d'antibiotique 1(3,12%) 1(8,33%) 14 (10,68%)
Hospitalisation dans les 12 derniers mois Néant 9 (75%) 21 (16,03%)
Durée moyenne d’hospitalisation en jour Néant 8,11+ 8,13 14 £14,16
Patient présentant :

HVC Néant Néant 2 (1,53%)

HVB Néant Néant 2 (1,53%)

HIV Néant Néant 1 (0,76%)

Tuberculose Néant Néant 3 (2,29%)

Affection urinaire Neéant 1 (8,33%) 2 (1,52%)

Angine chronique Néant Néant 3 (2,29%)

Tabagisme chronique Néant Néant 10 (7,63%)

Typel : diabéte insulinodépendant, Type 2 : diabete non insulinodépendant. HCV :
hépatite virale C, HVB : hépatite virale B, HIV : infection par le virus du SIDA.

Parmi les 62 souches de S. aureus, cinquante ont été isolées chez les hémodialysés
chroniques (n=131), six chez les hémodialysés aigués (n=12) et six ont été isolés chez le corps

médical (n=32).

1. Prévalence du portage nasal de S. aureus chez les hémodialysés
chroniques et caractéristiques associées

Sur les 131 patients hémodialysés chroniques, 50 (38,16%) ont été identifiés porteurs de
S. aureus dont 62% des hommes et 38% femme, le sex- ratio des patients est de 1,25. La

moyenne d’age des patients porteurs est de 46,66 + 13,49ans. La durée moyenne

d’hémodialyse était de 72,96+52,15 mois (tableau XIII).

Aucune différence significative n’a été observée chez les deux groupes de patients

(porteurs et non-porteurs) selon le sexe, la durée de I'hémodialyse (72,96 mois contre 70,23),

41



I’hospitalisation dans les 12 derniers mois, 1’antibiothérapie récente, présence de cathéter, le
tabagisme chronique le diabéte de type 1, les infections a HIV, HVC, HVB, et antibiothérapie
récente (P>0,05). Néanmoins, une différence hautement significative a été observée pour le

portage de S. aureus selon 1’age des patients (P =0,002) (tableau XIII).

En se basant sur 1’age, les patients hémodialysés chroniques ont été catégorisés en 3
classes, la premicre représentée par la population relativement jeune (1’age se situe entre 18 et
35 ans), la seconde formée d’une population adulte (1’age varie entre 36 et 50 ans) et enfin la
troisiéme représentant les personnes agées (I’age entre Slet 83 ans) (tableau XIV). Le test de
Chi 2 de Pearson non paramétrique appliqué a notre é¢tude a donné une relation de dépendance
quant au comportement du portage de S. aureus selon les trois tranches d’ages. En effet le test
a donné une différence hautement significative (P=0,02), rejetant ainsi 1’hypothése nulle
d’indépendance. En comparant les pourcentages de portage dans les trois tranches d’ages,
nous avons remarqué que la population relativement jeune était plus colonisée suivie par la

population adulte et les vielles personnes étaient les moins colonisées par S. aureus.
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Tableau XIII : Les facteurs de risque associés au portage nasal de S. aureus chez les HC.

Porteurs de S. aureus

Non-porteurs de

Hémodialysés chroniques (n=131) (n=50) S. aureus (n=81) P
Sexe : 0,1
Homme 31 (62%) 39 (51,85%)
Femme 19 (38%) 42 (48,14%)
Moyenne de la duré de la dialyse (mois) 72,96 + 52,15 70,23 + 52,60 0,7
Moyenne d'age 46,66 £ 13,49 54,41 + 14,20 0,002
Hospitalisation dans les 12 derniers mois 9 (18%) 12 (14,81%) 0,6
Durée moyenne dhogpltallsatlon dans les 15,67 +18.93 10,75 + 8,96 0.4
12 derniers mois (en jour)
Diabéte : 0,2
Typel 5 (10%) 6 (7,40%)
Type2 Néant 3 (3,70%)
Présence de cathéter 1 (2%) 4 (4,93%) 0,6
Sous traitement d'antibiotique 5 (10%) 9 (11,11%) 0,8
Tabagisme chronique 5 (10%) 5(6,17%) 0,6
HVB 1 (2%) Néant 0,3
HVC 2 (4%) Néant 0,1
HIV positif 1 (2%) Néant 0,3

P : degré de significativité

Tableau XIV: Distribution du portage de S. aureus en fonction de I’age des patients (P=0,02)

Tranche d’age (ans) Nombre de patients Portage de S. aureus Degré de significativité
(n=131) (n, %) P
18-35 20 12 (60)
36-50 45 20 (44) 0,02
51-83 66 18 (27)

P : degré de significativité
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2. Prévalence du portage nasal de S. aureus chez les hémodialysés aigués

et caractéristiques associées a I’hémodialyse aigué.

Parmi les 12 patients en hémodialyse aigués, six ont ¢été identifiés porteurs de

S. aureus soit 50%. La moyenne d’age des patients porteurs était de 37 +26,94 ans. La durée

moyenne d’hémodialyse de ces patients était de 0,94 + 1,54 mois. Chez les hommes, le

portage nasal du S. aureus est de 16,67% (un patient), il est de 83,33% (cinq patients) chez les

femmes, le sex-ratio des patients était de 1. Cette population était caractérisée par la présence

d’un cathéter (en générale fémoral) de dialyse.

Le tableau XV montre les résultats de l'analyse des facteurs de risque potentiels pour le

portage nasal de S. aureus chez les patients en hémodialyse aigué. Aucune association

significative avec portage de S. aureus n’a été observée avec les éléments suivants : le diabéte

de type 1, I’hospitalisation, le sexe et 1’antibiothérapie récente.

Tableau XV : Les facteurs de risque associés au portage nasal de S. aureus chez le HA

Porteurs de

Non-porteurs de

Hémodialysés aigués (n=12) S. aureus (n=6) S. aureus (n=6) P
Sexe : 0,08
Homme 1 (16,67%) 5(87,71%)
Femme 5 (83,33%) 1 (14,28%)
Durée moyenne de la présence de cathéter (en jour) 4,66 + 5,53 3,83 £2,63 0,7
Moyenne de la duré de la dialyse (mois) 0,94+1,54 2,41+ 4,76 0,4
Moyenne d'age 37,83 £26,94 43 £ 22,20 0,7
Hospitalisation dans les 12 derniers mois 5(83,33%) 4 (71,42%) 1
Durée moyenne qhosp1tg11sat19n 9.6+ 931 6.25+7.22
dans les 12 derniers mois (en jour)
Diabeéte :
Typel 1 (16,67%) Néant 1
Type2 Néant Néant
Antibiothérapie récente 1 (16,67%) Néant 1
Présence de cathéter 6 (100%) 6 (100%)

P : degré de significativité
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3. Prévalence du portage nasal de S. aureus chez le personnel des
centres d’hémodialyse et caractéristiques associées

Durant notre étude, 32 personnels représentant le staff technique des 4 centres (figure
11), ont été soumis a la recherche du S. aureus nasal. Six parmi eux (18,75%) hébergent ce
germe. La moyenne d’age des porteurs est de 29,67 + 6 ans. Chez les hommes, le portage
nasal du S. aureus est de 33,33% (n=2), il est de 66,66% (n=4) chez les femmes, le sex-ratio
est de 0,39. Le tableau XVI montre la prévalence du portage nasal de S. aureus chez cette

catégorie de personnels.

Tableau XVI: prévalence du portage nasal de S. aureus chez le personnel des centres
d’hémodialyse

Porteurs de S. aureus  Non-porteurs de S. aureus

Personnel (n=32) (n=6) (n=26) P
Sexe : 1
Homme 2(33,33%) 7 (26,93%)
Femme 4 (66,67%) 19 (73,07%)
Moyenne d'dge 29,67+ 6 32,38 11,15 0,5
P : degré de significativité
Centre de Cenfre
rephrologie du d'hémodialyse
CHU Hassan de la clinigue
A=9 des spécialités
28% ryadn=8
25%
—h % Centra

d'hemodialyse

de I'hdpitale Al

Ghassant N=7
22%

d'hamodialysa
El Hakirm n=8
753

Figure 11 : Répartition des 32 personnes du staff médical des 4 centres d’hémodialyse.
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III. Sensibilité des souches de S. aureus aux antibiotiques

La sensibilité des 62 souches de S. aureus vis-a-vis des 18 antibiotiques testés est décrite
dans le tableau XVII. Parmi les souches étudiées, sept (11, 29%) ont présenté le phénotype
sauvage avec une sensibilité a I’ensemble des antibiotiques testés. Deux de ces souches ont
¢été 1solées chez les hémodialysés aigués et les cinq autres chez les hémodialysés chroniques.

Quarante-trois de nos souches (69,35%) ont montré une résistance isolé a la pénicilline G.

Tableau XVII : Profil de résistance aux antibiotiques des souches de S. aureus isolées

S. aureus : N = 62
Antibiotiques Noml;re de souches isolées (11;/1; sont Toirss e s e (04

Pénicilline G 11 51 82,26
Lincomycine 61 1 1,61
Erythromycine 61 1 1,61
Pristinamycine 62 0 0
Kanamycine 61 1 1,61
Tobramycine 61 1 1,61
Tigécycline 62 0 0
Péfloxacine 60 2 3,23
Acide fusidique 59 3 4,84
Gentamicine 62 0 0
Chloramphénicol 60 2 3,23
Tétracycline 52 10 16,13
Céfoxitine 61 1 1,61%*
Rifampicine 59 3 4,84
Fosfomycine 62 0 0
Vancomycine 62 0 0
Teicoplanine 62 0 0
Moxalactam 61 1 1,61*

S : Sensible, R : Résistant, I : Intermédiaire

(*) : Souches de S. aureus exprimant une zone d’inhibition autours de la céfoxitine <27mm
(diametre D=24mm) et du moxalactam < 24mm (diamétre D=23mm). La souche en question
possede le gene mecA.

Les souches bactériennes ont exprimé un bon niveau de sensibilité aux macrolides et aux
antibiotiques apparentés avec 98,36 % pour 1’érythromycine et la lincomycine et 100% pour
la pristinamycine. Les aminosides restent également trés actifs sur ces souches, néanmoins,

une (1,64%) parmi elle a exprimé le phénotype K et une autre le phénotype KT.
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Un faible taux de résistance a été observé pour la péfloxacine et pour le chloramphénicol
avec 3,23 % chacun. Par ailleurs, toutes les souches étudiées étaient sensibles aux

glycopeptides (teicoplanine et vancomycine) et a la fosfomycine.

Cependant, une souche (1,64%) a exprimé une inhibition de moins de 27 mm autour du
disque de la céfoxitine et moins de 24 mm autours du moxalactam, elle a été suspectée
comme un SARM (S. aureus résistant a la méthilicine). En se basant sur la recherche du gene
mecA par PCR, elle a été confirmée comme résistante a la méthicilline par possession de ce

gene (figure 12).

mech 309ph
nuc 218pb

Figure 12 : Révélation aprés migration sur gel d’agarose des genes nuc et mecA amplifiés par
PCR multiplex.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder Invitrogen) ;

D11 : ADN d’une souche de S. aureus : contrdle positif pour les genes nuc et mecA ;

T(-) : control négatif ;

DF 40 : ADN de la souche de S. aureus ayant présenté une diminution de diametre
d’inhibition vis-a-vis de la céfoxitine et le moxalactam, et se trouvant positive pour les génes
mecA et nuc ;

DF2, DF8, DF9 et DF 20 : ADN des souches de S. aureus isolées positives pour le gene nuc

et négatives pour le gene mecA.

En fin, nos souches ont montré un taux de résistance assez élevé vis-a-vis de trois
antibiotiques : tétracycline, rifampicine et 1’acide fusidique, avec un taux de résistance de

16,13% pour la tétracycline et 4,83 % pour 1’acide fusidique et la rifampicine.

Le tableau XVIII montre les profils de résistance aux antibiotiques des 62 souches isolées
lors de notre travail, ils sont dominés par le phénotype « Pénicilline G » (43/62) suivi par le

phénotype « pénicilline G — Tétracycline » (3/62). On observe cependant des associations de
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résistance assez variées, avec six souches classées multirésistantes (multiR). Ces souches

présentent un phénotype de résistance a au moins trois antibiotiques (tableau XIX).

Nous remarquons que les souches isolées chez les hémodialysés aigués présentaient
seulement le phénotype « pénicilline » (4/6) ou le phénotype sauvage (2/6). Contrairement
chez les souches isolées des hémodialysés chroniques, le taux de résistance est assez €levé
avec des profils de résistance treés variés. Notons que toutes les souches multiR isolées lors de

ce travail, sont originaires de ces patients (hémodialysés chronique).

Quant aux souches identifiées chez le personnel technique, elles sont résistantes a la

pénicilline, une parmi elle est en plus résistante a la rifampicine.

Tableau XVIII : Phénotype de résistance des 62 souches de S. aureus

Phénotype de résistance Nombre de souches
(Sauvage) 7

P)

(P-RA)

(P-TE)

(K-TM)

(FA-TE)

(P-C-TE)
(PEF-FA-TE)
(L-E-PEF-TE)
(K-FA-TE-RA)
(P-TE-FOX-MOX)

I
)

el el i i L N I Y VS IR )

P : Pénicilline G, K : Kanamycine, TM : Tobramycine, TE : Tétracycline, E : Erythromycine,
L : Lincomycine, C : Chloramphénicol, PEF : Péfloxacine, FOX : Céfoxitine, FA : Acide
fusidique, RA Rifampicine, MOX : Moxalactam.

Tableau XIX : phénotype de résistance des 6 souches multiR

Souches multiR Phénotype de résistance
DF2 P-C-TE

DF8 K-FA-TE-RA

DF9 L-E-PEF-TE

DF20 P-C-TE

DF40 P-TE-FOX-MOX

DF54 PEF-FA-TE
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IV. Habillage en génes toxiniques des souches de S. aureus
multirésistantes

Les six PCR multiplex ont révélé la présence de 11 genes toxiniques parmi les 21
recherchés chez les six souches multiR. Il s’agit des genes des entérotoxines
staphylococciques (SE) A, B, C, D, H et R (sea, seb, sec, sed, seh et selr), des geénes des
entérotoxines staphylococciques like K, L, M, O (selk, sell, selm et selo) et du géne de la

leucocidine M (lukM).

Les figures 13A, B, C, D, E et F montrent le profil de migration sur gel d’agarose des
différents génes amplifiés chez les 6 souches multiR (DF2, DF§, DF9, DF20, DF40 et DF54)
par des PCR multiplex.

el (780040)
§=h{376 0t
selm (300 06}
fst {80 ok

Figure 13A : Révélation aprés migration sur gel d’agarose (1,5%) des geénes toxiniques
amplifiés par PCR multiplex 1 chez les souches de S. aureus multiR : génes recherchés, lukM,
seh, selm et tst.
MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen) ;
DF9, DF20 et DF40 souches positives pour les genes selm et lukM ;
DF8, et DF54 souches positives pour le gene seh ;
S61 : ADN d’une souche positive pour les génes lukM, selm et tst : contrdle positif ;
SA26 : ADN d’une souche positive pour le géne sek : controle positif;
T(-) : controle négatif.
La PCR multiplex 1 révele la présence de 3 genes répartis entre les 6 souches multiR. Il
s’agit des genes d’entérotoxine staphylococcique M et H (se/m et seh) et le géne de la

leucocidine M (lukM).
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Figure 13B : Révélation aprés migration sur gel d’agarose (1,5%) des genes toxiniques
amplifiés par PCR multiplex 2, chez les souches de S. aureus multiR : génes recherchés, etb,

sed, selr, sec et eta.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen),
DF2, DF20 et DF40 souches positives pour les geénes sed et selr ;
DF54 souche positive pour le géne sec ;
SA135 : ADN d’une souche positive pour les genes selr, sed et etb : contrdle positif';
SA61 : ADN d’une souche positive pour le géne sec : contrdle positif ;
SAS50 : ADN d’une souche positive pour le géne efa : contrdle positif';
T(-) : controle négatif.
La PCR multiplex 2 révele la présence de 3 génes parmi les 5 recherchés. Il s’agit des
genes des entérotoxines staphylococciques C, D et R (sec, sed et selr). Les trois génes sont

répartis entre les souches DF2, DF20, DF40 et DF54.

ser{Soiph)

oyl (433 pty
hit (309ph)
selp (182 ph)

Figure 13C: Révélation apres migration sur gel d’agarose (1,5%) des geénes toxiniques
amplifiés par PCR multiplex 3, chez les souches de S. aureus multiR : génes recherchés, sea,

pvl, hib et selp.
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MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen) ;
DFS8 et DF54 : souches positives pour le géne sea ;
SA30B : ADN d’une souche positive pour les genes sea, pvl et hlb : controle positif';
SAS59 : ADN d’une souche positive pour le géne selp : controle positif ;
T(-) : contrdle négatif.
La PCR multiplex 3 révele la présence d’un seul gene parmi les 4 recherchés. 1l s’agit du
gene de I’entérotoxine staphylococcique A (sea). Le geéne est porté par les souches DFS, et

DF54.

set{404pk

seig (20408

Figure 13D : Révélation aprés migration sur gel d’agarose (1,5%) des génes toxiniques amplifiés par

PCR multiplex 4, chez les souches de S. aureus multiR : génes recherchés, seb et selq.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen) ;
DFS8 souche positive pour le gene selq ;
SA30B : ADN d’une souche positive pour le géne selg : contrdle positif';
SA96 : ADN d’une souche positive pour le geéne seb : controle positif ;
T(-) : control négatif.
La PCR multiplex 4 révele la présence d’un seul géne parmi les 2 recherchés. Il s’agit du

gene de I’entérotoxine staphylococcique /ike Q (selg). Le gene est porté par la souche DFS.
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Figure 13E : Révélation aprés migration sur gel d’agarose 1,5%) des geénes toxiniques
amplifiés par PCR multiplex 5, chez les souches de S. aureus multiR : génes recherchés, etd,

sell et selo.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen) ;

DF2, DF9, DF20 et DF40 : souches positives pour le géne selo ;

DF54 : souche positive pour le géne sell ;

S61 : ADN d’une souche positive pour les genes etd, sell et selo : controdle positif ;

T(-) : contrdle négatif.

La PCR multiplex 5 révele la présence de 2 génes parmi les 3 recherchés. Il s’agit des
genes des entérotoxines staphylococciques like L et O (selo et sell). Ils sont portés

respectivement par les souches DF2 et DF54.

Ediin ABC
(350 ah)

selk (134 pb)

Figure 13F : Révélation aprés migration sur gel d’agarose (1,5%) des génes toxiniques
amplifiés par PCR multiplex 6, chez les souches de S. aureus multiR : geénes recherchés,

edinA/C, edinB et selk.

MP : Marqueur de poids moléculaire (100 pb DNA ladder, Invitrogen) ;

DFS8 : souche positive pour le géne selk ;
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SA30B : ADN d’une souche positive pour le géne selk : controle positif ;

SA108 : ADN d’une souche positive pour le géne edinA/C : contrdle positif ;

SA142 : ADN d’une souche positive pour le geéne edinB : contrdle positif ;

T(-) : controle négatif.

La PCR multiplex 6 révele la présence d’un seul géne parmi les 3 recherchés. 1l s’agit du

géne de I’entérotoxine staphylococcique like K (selk) porté par la souche DF8.

La fréquence de la présence des génes toxiniques amplifiés est assez variée selon les

souches multiR (tableau XX). Les génes des entérotoxines staphylococciques like M et O

(selo et selm) sont les plus fréquents.

Tableau XX : Prévalence des genes toxiniques chez les souches de S. aureus multiR.

Genes toxiniques

Nombre de souche multiR (n=6)

selm

4

selo

sed

lukM

selr

seh

sea

selk

seb

sell

sec

| b | [ = N RN DN W W N

Par ailleurs, chacune des six souches multiR véhicule trois a cinq genes toxiniques.

Les fréquences de combinaison des geénes toxiniques sont représentées dans le tableau XXI.

Tableau XXI : Profil en génes toxiniques chez les 6 souches multiR

Souches multiR

Génes toxiniques

DF9 selm, selo, lukM

DF2 selm, selo, sed, selr

DF& seh, selk, sea, seb

DF54 seh, sell, sec, sea

DF20 selm, selo, sed, selr, lukM
DF40 selm, selo, sed, selr, lukM
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I. Prévalence de S. aureus

Une meilleure compréhension de la prévalence, et la microbiologie de la colonisation des
souches de S. aureus est essentielle pour guider les efforts visant a réduire la propagation de
souches résistantes aux antibiotiques. De ce fait, notre étude avait donc pour objectif de (1)
déterminer la prévalence et les facteurs de risque des patients pour le portage nasal de
S. aureus, (2) définir la sensibilité aux antibiotiques de I’ensemble des souches de S. aureus
identifiées et enfin (3) de définir le portage des geénes toxiniques des souches multirésistantes

chez les différentes populations d’études.

Le portage nasal de S. aureus joue un rdéle important dans I’épidémiologie et la
pathogenése des infections chez les malades hémodialysés. Le passage de la colonisation de
staphylocoque de la muqueuse nasale vers la circulation sanguine est considéré comme la
source potentielle d’invasion bactérienne chez ces patients qui nécessitent un abord vasculaire
pour des périodes prolongées. De plus, le pouvoir pathogene et le caractére commensal font
de ce germe, un agent a transmission facile aussi bien en milieu intra- qu’extrahospitalier

(Von et al., 2001).

Au cours de notre travail, parmi les 175 écouvillons nasaux recueillis chez les différentes
populations d’étude, 62 ont été confirmé porteurs de S. aureus. Les germes isolés de ces
¢couvillons et qui ont été écartés de notre étude, ont montré une discordance d’identification
(par exemple, non fermentation du mannitol, catalase négative, une des deux caogulases
testées négative ou une absence du geéne nuc), ils n’ont donc pas répondu aux critéres
d’inclusion des souches a étudier. Les souches de S. aureus de notre étude étaient originaires
de quatre centres d’hémodialyse de Fés. La répartition des différents centres d’hémodialyse
sur le territoire de la ville de Feés, nous laisse supposer que nos souches de S. aureus

représentent les souches qui circulent chez les dialysés de cette ville.

Ce résultat nous laisse supposer, qu’il y aurait des personnes non porteurs de S. aureus ou
bien des personnes qui le porte de facon intermittente, comme le confirme d’autres travaux
publiés dans le méme sens. De ce fait, Souly et son équipe en travaillant sur 1’épidémiologie
et la prévention du portage nasal du S. aureus chez I’hémodialysé (Souly et al., 2011), ont
conclu qu’il y avait trois catégories de population quant au portage nasal de S. aureus : des
porteurs permanents, porteurs intermittents et des non-porteurs de S. aureus . Notre étude ne
nous permet pas de conclure sur ces catégories, néanmoins nous pouvons tout de méme situer

nos résultats entre les porteurs permanents et/ou les porteurs intermittents de S. aureus.
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Avec un taux global de 36,43 % (toute population confondue), les différentes populations
de notre étude ont cependant montré des taux de portage tres différents. Il est de 38,16 %
(50/131) chez les hémodialysés chroniques, 50% (6/12) chez les hémodialysés aigués et de
18,75% (6/32) chez le staff médical des différents centres. La trés grande variabilité¢ des
effectifs des différents échantillons ne nous permet pas de faire une comparaison aisée entre
les trois populations. Mais néanmoins, nous pouvons constater que, selon qu’il s’agit
d’hémodialysés chroniques ou aigués, le portage de S. aureus est assez élevé par rapport a
celui du personnel médical. Ceci nous laisse incriminer le facteur hémodialyse comme
responsable de cette augmentation du portage de S. aureus. Cette hypothése a été déja

confirmée dans divers travaux publiés antérieurement (Nouwen et al., 2004).

Chez le personnel hospitalier de notre étude, le taux de portage est de 18,75%. Ce taux est
inférieur a celui décrit pour le portage dans la population générale, 27% (Wertheim, et al,.
2005). Mais selon Waldvogel et al., (1995), le personnel hospitalier médical et paramédical
présente un taux de portage nasal de S. aureus plus important que la population générale.
Toutefois, notre étude a montré que le personnel avait un taux de portage bien en dessous de
la population générale. Nous pouvons expliquer cette différence par le fait que le personnel
des différents centres respecterait les normes d’hygienes et/ou les réglementations en vigueur

relatives a I’hygiéne.

Notre avons ax¢ notre travail sur les hémodialysés chroniques, chez qui le taux de portage
nasal de S. aureus est de 38,16 %. Ce taux est comparable a celui rapporté par Montagnac et
al., (1995) dans un hopital de Troyes (France), avec un taux de portage 38,75% chez 80

patients hémodialysés.

Ternois et al., (1993) et Maria Koziol-Montewka et al., (2006), ont publié¢ des taux de
portage nasal de S. aureus de 31,4% et 27,9%. Ces taux restent inférieurs a celui de notre
population. D'autres équipes ont rapporté des taux plus élevés : 44% a Rabat -Maroc- (Souly
et al.,, 2011), 55% en Espagne (Pena et al., 2004), 58% en Belgique (Boelaert, et al., 1995 ),
et 84,7% a Cocody-Abidjan -Cdte-d'Ivoire-( Edoh et al., 2003).

Nous constatons que le taux de portage nasal change selon les différentes études et les
différents pays. Ceci est en rapport avec le recrutement des malades. En effet, la variabilité
dans le portage de S. aureus peut étre expliquée par le fait qu’il fait intervenir des facteurs

liés a I’hote, des facteurs bactériens et des facteurs environnementaux (Peacock et al., 2001).
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De nombreux déterminants de I’hote ont été suspectés : le type HLA, la race, le sexe, 1’age,
des facteurs hormonaux, des altérations anatomiques nasales, une activité bactéricide des
sécrétions nasales, des récepteurs sur les cellules épithéliales, une immunité locale liée aux

IgA (Weidenmaier et al., 2004).

De plus, d’autres travaux ont rapporté que les patients hémodialysés avaient un portage
de S. aureus accrus et pouvaient avoir un taux de portage qui variaient entre 27% jusqu’a 82%
(Herwaldt, 1998). Cette augmentation et la variabilité dans le taux de portage de S. aureus
chez les hémodialysés tient compte ¢également de certains facteurs de prédispositions
notamment I’immunodéficience et la présence de matériel prothétique (Peacock et al., 2001).
Par ailleurs, les patients traités par hémodialyse ont des contacts fréquents et directs avec
l'environnement hospitalier, un autre facteur contribuant a l'acquisition de S. aureus (Chow et
Yu, 1989). Le mode de prélévement nasal, les conditions de culture bactérienne peuvent

¢galement étre une cause de variation dans les résultats (Nouwen et al., 2004).

II. Facteurs de risque associés au portage nasal

En analysant les facteurs de risque associés au portage de S. aureus chez les dialysés
chroniques, notre étude n’a révélé aucune différence significative entre les porteurs et les non-
porteurs de S. aureus selon la durée de I'hémodialyse, le diabéte et 1’hospitalisation récente
(P>0,05). Certains auteurs n’ont également pas trouvé la durée de I’hémodialyse comme
facteur de risque (Souly et al., 2011) tandis que d’autres I’ont incriminé (Watanakunakorn, et
al., 1992). Ghasemian et al., (2010) n’ont également pas considéré le diabéte comme un
facteur de risque de portage nasal de S. aureus lors d’une étude réalisée en Iran sur les

hémodialysés.

Le tabagisme chronique, les infections a HIV, HVC, et HVB et les antécédentes
affections urinaires chez les patients n’ont pas ét¢ des facteurs d’augmentation quant au risque
de portage de S. aureus. Alors que la plupart des travaux récemment publiés confirme un
risque accru de portage nasal de S. aureus avec ces différents facteurs (Alexander et al.,
2011). Nous pouvons expliquer ce résultat par le fait que les effectifs des patients présentant
ces différents facteurs de risque n’étaient pas assez représentatifs. De plus les informations

relatives a ces facteurs de risque n’étaient pas toujours accessibles.

Notre ¢étude a montré une différence hautement significative quand au portage de

S. aureus selon I’age (P= 0,002), la moyenne d’age des patients non-porteurs étaient
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supérieure a celle des porteurs. En plus, lorsque nous avons catégoris€ nos patients en :
jeunes, adultes et personnes agées, nos résultats ont montré que les patients relativement
jeunes (moins de 35 ans) sont plus colonisés par rapport aux deux autres catégories. Et que les
adultes (age entre 35 et 50 ans) sont plus colonisés que les personnes agées. Ces résultats
doivent étre confirmés par des effectifs plus ¢€levés. Nos résultats sont en accord avec
d’autres, montrant que I’age était un facteur de risque important dans la colonisation nasale de

S. aureus (Wertheim et al., 2005).

Dans notre étude, le portage nasal de S. aureus selon le sexe n’avait pas une différence
significative. Mais néanmoins le sexe masculin avait plus de tendance a étre colonisé par
S. aureus que chez le sexe féminin. Les publications qui vont dans ce sens divergent,
Alexander et al., (2011) ont trouvé les mémes résultats que les notres, alors que Souly et al.,
(2010) ont conclu sur le portage accru chez les femmes. Nous ne pouvons donc pas conclure
que le portage nasal de cette bactérie est lié au sexe puisque les études divergent selon les

pays et le temps.

III. Sensibilité aux antibiotiques

L’ensemble des souches de S. aureus isolées ont exprimé une sensibilité variable vis-a-
vis des 18 antibiotiques testés. Ainsi, la résistance a la pénicilline G est de 82,26%. Les
souches sensibles doivent étre confirmées par le test chromogénique de détection de la
pénicillinase par la nitrocéfinase. Souly et ses collaborateurs en travaillant sur des souches de
S. aureus isolées chez les hémodialysés du centre hospitalier universitaire Ibn Sina de Rabat
(Maroc) ont rapporté que ce taux de résistance était de 88,88%. Toutefois, ce taux avoisine
celui trouvé par Koziol-Montewka et al., (2005), travaillant sur des souches de S. aureus
isolées chez des hémodialysés en Pologne, avec un taux de 81,8%. En fait, dans les années
quarante, la pénicilline était 1’antibiotique de choix pour traiter les infections a S. aureus ;
cependant cette sensibilité a la pénicilline a été de courte durée suite a 1’apparition de souches
résistantes productrices de béta-lactamases. En effet depuis la fin des années 1960, plus de
80% des isolats de staphylocoques communautaires et nosocomiales étaient résistants a la
pénicilline. Et actuellement cette résistance continue d’avoir de I’ampleur a [’échelle
internationale. Alors, sa préconisation dans une thérapie quelconque chez les Staphylocoques,
doit obligatoirement passer par un antibiogramme standard selon les recommandations en

vigueur.
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Le support génétique de cette résistance a €té décrit par Pinho et al., (2001). Le geéne bla
qui code pour la pénicillinase appartient & un transposon, localisé le plus souvent sur un large
plasmide, le pIB485. Ce plasmide porte également les geénes de virulence sed, sej et selr,

localisés conjointement avec le gene bla (Holtfreter, et al., 2007).

Parmi les six souches multiR de notre étude, trois (3) sont positives pour le gene sed, et
sont résistantes a la pénicilline, les trois autres ne possédant pas ce géne sont sensibles a la
pénicilline. Ce résultat nous laisse supposer que, la résistance a la pénicilline des trois souches
est liée a I’expression d’une pénicillinase codée par le géne bla. Toutefois, ce résultat doit Etre
confirmé par la recherche de la pénicillinase chez les six souches par un test enzymatique

comme celui de la nitocéfinase.

Nous avons noté une résistance assez importante a la tétracycline, un antibiotique assez
utilisé au Maroc, elle a été exprimé chez 10 souches (16,13%), isolées uniquement chez les
hémodialysés chroniques. Ce taux de résistance reste toutefois trés a inférieur a celui rapporté
par Koziol-Montewka et a/., (2005) en Pologne qui ont trouvé un taux de 63,6% de résistance
a la tétracycline.

Quatre autres antibiotiques : la rifampicine (RA), le chloramphénicol (C), la péfloxacine
(PEF) et I’acide fusidique (FA), également utilisés activement au Maroc, sont plus au moins
actifs avec 95,16 % pour le RA ainsi que la FA et 96, 77% pour le C et le PEF. Ces données
font défaut dans la plupart des pays africains. Toutefois, dans une étude réalisée en Iran
(Ghasemian et al., 2010), sur 84 patients hémodialysés, toutes les souches de S. aureus étaient
sensibles a la Rifampicine. Toutes ces résistances ont été développées chez les hémodialysés
chroniques a I’exception d’une seule personne du staff médical qui héberge une souche de
S. aureus résistante a la rifampicine et a la pénicilline. Cette résistance ¢levée chez les patients
hémodialysés chroniques peut étre justifiée par le fait qu’ils font trés souvent recours a des
antibiothérapies. Vu que les infections bactériennes représentent une des causes majeures de
la morbidité en hémodialyse, le recours a 1’antibiothérapie est trés souvent sollicité. De plus,
cette remarquable résistance peut tre la conséquence de la consommation de plus en plus
importante de ces antibiotiques ou méme de leur utilisation de fagon inappropriée, sachant
que ces antibiotiques peuvent développer des résistances chez S. aureus s’ils sont utilisés en

monothérapie, notamment I’acide fusidique (Darley et MacGowan, 2004).

Par ailleurs, Les macrolides, lincosamides et streptogramines (MLS) appartiennent au

méme groupe du fait d’'un mode d’action proche et d’une résistance fréquemment croisée
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entre ces antibiotiques. Cependant, la résistance a ces trois classes par une méthylation
ribosomale, reconnue comme le mécanisme de résistance le plus fréquent (Leclercq, 2002), a
été trouvé dans notre travail sous la forme du phénotype MLSB constitutive. En effet, le
phénotype de résistance MLSB défini par une résistance simultanée a 1’érythromycine et la
lincomycine, a été identifi¢ chez une seule souche (1,61%) qui est aussi résistante a la

péfloxaciline et a la tétracycline.

Durant notre travail, deux souches de S. aureus isolées ont montré chacune une des deux
phénotypes de résistance aux aminosides impliquant deux enzymes inactivatrices: Le
phénotype K dii a la présence d’une aminoside O-phosphotransférase « APH(3)-III » et le
phénotype KT di a la présence d’une aminoside O-nucléotidyltransferase « ANT(4°)-I ». Le
phénotype KT que nous avons obtenu est rare, car il correspond a une résistance isolé a la
tobramycine alors la souche reste sensible a la gentamycine et a la kanamycine. En effet, ce
profil correspond a une faible production de 1’enzyme « ANT(4’)-I » par la souche en
question qui demeure ainsi résistante seulement a la tobramycine (Daurel et Leclercq, 2008).
Les deux phénotypes ont été trouvé chez des souches de dialysés chroniques. Ni le personnel

ni les dialysés aigués n’ont de telles souches.

Tout au long de notre travail, un intérét particulier a été¢ porté pour la recherche des
souches résistantes a la méthicilline. En effet, les souches de S. aureus résistants a la
méthicilline (SARM) sont en augmentation réguliére et posent des problémes thérapeutiques
vu I’émergence des souches multirésistantes. Les souches de SARM sont de plus en plus
isolées a partir de malades ne présentant pas de facteurs de risques habituels. Certaines ont
pour origine 1’hdpital, d’autres apparaissent d’origine communautaire. Ces derni¢res ont
acquis des propriétés leur conférant un potentiel ¢épidémique. La dissémination
intercontinentale de certains clones a été confirmée (Nour et al., 2004). Notre étude a relevé
un seul cas de SARM parmi les 62 cas (1,61%). Ce taux de résistance est en accord avec
d’autres travaux. Maria et ses collaborateurs avaient rapporté un seul cas de SARM chez des
hémodialysés de la Pologne (Maria et al., 2005). Ce taux reste toutefois inférieur a la plupart
des travaux rapportés dans la littérature. Il était de 12,5% a Rabat -Maroc- (Souly et al.,
2011) ; 36,9% en Iran (Ghasemian et al., 2010); 12% en Allemagne (Lederer et al., 2007) et
de 4% a New York (Alexander et al., 2011).

La souche SARM a été isolée chez un patient en hémodialyse chronique de sexe

masculin, tuberculeux, agé de 32 ans, et avait présenté¢ une résistance simultanée a la
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pénicilline et la tétracycline. Il n’avait pas été hospitalis€é dans les 12 mois précédant
I’isolement du germe. Le profil de résistance de la souche (P-TE-FOX) était tres différent de
ceux rapportés chez les souches SARM communautaires ou hospitaliers (Daurel et Leclercq,
2008). En effet, il a été rapporté que, la résistance a la méthicilline est associée dans environ
90% des cas de SARM hospitaliers a la résistance aux fluoroquinolones et au phénotype de
résistance aux aminosides kanamycine-tobramycine (KT). En revanche, les SARM
communautaires ne sont résistants, outre a la méthicilline, qu’a la kanamycine, a 1’acide
fusidique et souvent aux tétracyclines (Daurel et Leclercq, 2008). De plus, notre souche ne
possede ni le gene de PVL ni ’un des genes des €pidermolysines qui sont souvent associés

aux SARM communautaire (Nour et al., 2004).

Partant de ces données, nous pouvons dire que le SARM isolé est plus proche d’un
SARM nosocomial. A ce point, Elazhari et ses collaborateur travaillant sur le statut de telles
souches et d’autres auteurs les ont appelées germes « évadés des hopitaux » (Elazhari et al.,
2009 ; Eguia et Chambers, 2003) De plus le germe en question a été isolé dans un centre situé
au sein d’un hodpital. Donc, nous pouvons suspecter une transmission croisée entre les
différents services de la structure hospitaliére, qui serait a 1’origine de ce SARM. Toutefois

une ¢étude épidémiologique poussée est nécessaire.

Enfin, notons que toutes nos souches sont sensibles aux glycopeptides, a la fosfomycine,

a la gentamicine, a la pristinamycine ainsi qu’a la tigécycline.

I1 faut toutefois rappeler que, les tests de résistance aux antibiotiques par la méthode de
diffusion forment la méthode de caractérisation phénotypique la plus simple des bactéries.
Cependant, cette méthode utilisée en routine de bactériologie clinique a un pouvoir
discriminatif faible. De ce fait, la détermination de la concentration minimale inhibitrice

(CMI) comme complément a la méthode de diffusion sur gélose est souvent nécessaire.

IV. Etude de la virulence

Outre les nombreuses résistances que cette bactérie peut présenter vis-a-vis des
antibiotiques, il peut étre étonnant de constater combien cette derniére est également armée
pour annihiler bon nombre des défenses que son hote pourrait lui opposer. C’est en fait une
véritable ingénierie dont dispose S. aureus pour répondre aux périls d’un hote hostile qui lui
oppose anticorps, phagocytose ou cytotoxicité. L’émergence de souches particulierement

virulentes dans la communauté illustre le brassage génétique de ces dernieres via I’homme et
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ses activités. Ces parades se distribuent en plusieurs groupes de toxines distinctes aux
activités cytolytiques, protéolytiques, superantigéniques ou ADP-ribosylantes. Le plus
souvent, chaque groupe de toxines contient plusieurs sérotypes, ce qui pourrait permettre a la
bactérie d’échapper aux premieres lignes de défense de 1’hdte. L’importance de ces données
nous a conduit a définir 21 génes toxiniques chez les S. aureus multirésistantes isolés dans
notre étude. Rappelons que nous avons pu identifier six germes multirésistants, tous isolés

chez les hémodialysés chroniques.

Notre ¢étude a rapporté que les génes toxiniques selm et selo sont les plus fréquents. Ce
résultat est en accord avec celui rapporté par Holtfreter et ses coéquipiers (2007) et par
Elazhari et al., (2011). En effet, ces deux genes sont connus pour étre dans un méme opéron
qui est le «egc », lui méme localisé dans I’1lot de pathogénicité SaPI de typelySAP avec 5 a 6

autres genes de toxines (hu et al., 2008), comme décrit plus haut (cf. chapitre I).

Les souches qui portent ces deux geénes selo et selm, abritent parfois les génes sed et selr.
Ces deux derniers sont en général portés par le plasmide pIB485 indépendant de I’ilot de
pathogénicité SaPI (Holtfreter et al, 2007). Rappelons que ce plasmide porte également le
gene bla qui code pour la pénicillinase, comme nous 1’avons constaté dans notre étude chez
trois souches.

Les génes tst et le seb sont connus pour caractériser les ilots de pathogénicité¢ de la
famille des TSST-1 islands chez S. aureus et sont associés aux geénes sec, sell, selq ou selk
(Holtfreter et al., 2007). Durant notre étude, nous avons trouvé un profil toxinique en accord
avec les données de Hotltfreter et ses coéquipiers. Ce profil a été identifi¢ chez une souche,
isolée chez un patient de 60 ans de sexe masculin, portant les génes, seb, sea, selk et seh. En
effet, 1’association entre le géne seb et selk est caractéristique de 1’ilot de pathogénicité
SAPI3. Le gene sea est porté par le bactériophage PhiSa3 (Holtfreter et al., 2007). Quant au
gene seh, nous avons constaté que sa présence est associée a une résistance a 1’acide
fusidique, nous supposons qu’il est localisé sur une région chromosomique mobile (Elazhari
et al, 2011; Diep et al, 2006). Nous pourrions dire que notre souche possede 1’ilot de
pathogénicité SaPI 3, le phage PhiSa3 et I’¢lément chromosomique mobile véhiculant le gene

seh.

Par ailleurs, une autre souche, isolé chez un patient de sexe féminin 4gé de 66 ans, de
profil de résistance « PEF-FA-TE », porte les genes sec, sea, sell et le seh. Dans la littérature,

nous trouvons que les genes sec et sell sont localisés avec le gene tst sur 1’'illot de
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pathogénicité SaPIm1/SaPInl (Hu et a/., 2008 ; Kuroda et al., 2001 ; Holtfreter et al., 2007).
L’explication la plus plausible que nous pouvons avancer afin d’expliquer ce profil, est que la
souche a probablement gardé 1’élément génétique mobile (SaPIm1/SaPInl) mais a perdu le
gene tst. Quant aux genes sea et seh, ils sont portés respectivement par le phage PhiSa3 et

I’élément chromosomique mobile comme décrit précédemment.

Quant au géne /ukM, une leucocidine a activiter synergohyménotrope, il a été isolé chez
trois souches dont deux possédent en plus les genes selm, selo, sed, selr et la troisiéme
véhicule les genes selm et selo. Or dans la littérature, le géne /ukM est d’origine bovine et est
porté par un €lément génétique mobile (Kaneko et al., 1997). Sa présence chez les souches de
nos patients peut étre expliquée par le fait que ces patients ont probablement été en contact
avec les animaux en question, induisant ainsi un transfert de souches bovines a I’Homme, ou
tout simplement un transfért de 1’élément génétique mobile des souches bovines aux souches
humaines, et par plusieurs autres mécanismes, les souches /ukM (+) ont pu coloniser nos trois

patients dialysés

Enfin, aucune de nos souches multirésistantes n’héberge 'un des genes des
exfoliatines, ou des épidermolysines, de 1I’hémolysine, de la leucocidine de Panton et

valentine ni des facteurs des EDIN A, B, C.

A la lumieére de toutes ces données, et en tenant compte de ’hémodialyse comme étant
un facteur de risque important dans la colonisation nasal de S. aureus, c’est le subtil équilibre
entre les défenses de I’hdte « immunocompétent » et la capacité de S. aureus a exprimer ses
facteurs de virulence, en fonction des conditions de I’environnement, qui vont déterminer le
succes ou I’éradication de I’infection. Ces études peuvent donc ouvrir la voie a une

prophylaxie ou a une thérapie antibactérienne adaptée selon le statut de chaque patient.
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Conclusion

L’hémodialyse aussi bien chronique qu’aigué nécessite le recours a des manceuvres
invasives plusieurs fois par semaine avec un risque d’infections. Notre étude réalisée dans 4
centres d’hémodialyse de Fes a permis le dépistage des patients hémodialysés et le personnel
hospitalier pour le risque des infections a S. aureus. Ce dépistage permettra de mettre en
ceuvre des directives d'’hygiene individuelles et collectives, ainsi que la surveillance clinique
et bactériologique, du portage nasal de S. aureus, a long terme dans les différentes unités

d'hémodialyse.

Notre travail, nous a révélé un taux de prévalence de portage nasal de S. aureus de
38,16 % (50/131) chez les hémodialysés chroniques, de 50% (6/12) chez les hémodialysés
aigués et de 18,75% (6/32) chez le personnel médical des différents centres d’hémodialyse
¢tudiés. Le jeune age a été le facteur de risque dans la colonisation par rapport aux autres
ages.

Le taux de résistance des souches de S. aureus isolées était variable en fonction des
molécules considérées. Il était assez élevé pour les cyclines (16,13%) relativement faible pour
le rifampicine, les aminosides, les macrolides et molécules apparentées ainsi qu’aux
fluoroquinolones (<5%). Durant notre étude nous avons isolé six souches de S. aureus
résistantes a au moins trois antibiotiques (souches multirésistantes), et étaient toutes isolées

chez les patients hémodialysés chroniques.

La prévalence des souches résistantes a la méthicilline a été de 1, 61% (une souche).
Cette prévalence reste faible par rapport a ceux rapportés a I’échelle mondiale. Cela
n’empéche pas une surveillance réguliere de 1’état de sensibilité des souches de S. aureus
isolées en hémodialyse afin de limiter la diffusion des souches résistantes aux seins de chaque

centre.

L’¢étude de la virulence des germes multirésistants a révélé 11 génes de toxines répartis en

différents profils entres les souches. Chaque souche abritait au moins trois génes toxiniques.

Enfin, notons que la multirésistance aux agents anti-infectieux n’est pas en elle-méme un
facteur de virulence supplémentaire chez S. aureus. Mais les infections a ce genre de souche
présentent fréquemment une plus importante gravité liée au terrain, a I’inefficacité d’un
traitement probabiliste initial ou au choix thérapeutique souvent restreint. Par ce biais, la

1étalité des infections a S. aureus multirésistantes est significativement plus élevée que celle
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d’infections identiques a germes sensibles. La connaissance et la surveillance du profil de
sensibilité et de virulence de telles souches de S. aureus sont primordiales dans la prise en
charge des infections générées par cette espéce bactérienne, ainsi que la maitrise de leur
diffusion clonale. Chaque centre d’hémodialyse doit donc réaliser une évaluation périodique

de la sensibilité des isolats de S. aureus aux antibiotiques actuellement utilisés.

Perspectives

Perspectives proches

v" Afin de mieux caractériser I’ensemble des souches de S. aureus isolées, nous

envisageons de déterminer le profil toxinique de la totalité des isolats.

v Pour confirmer I’existence réelle de souches sensibles a la pénicilline, nous pensons
faire un test de détection de la pénicillinase.

v" Dans le but de catégoriser nos souches, nous pensons faire un typage moléculaire par

agr typing.
Perspectives lointaines

v Nous pensons faire une étude épidémiologique sur la clonalité des souches de SARM.
dans la région de F¢s, pour cela, nous envisageons d’élargir les échantillons d’étude.

v Les souches SARM isolées vont étre typées par le PFGE, le MLST et le spa typing.

v D’autre part, nous pensons analyser I’environnement génétique des génes toxiniques et

la cassette chromosomique responsable de la résistance a la méthicilline.
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Annexes



Annexe 1
Les Définitions

» Hémodialysé chronique

Ce sont des patients atteints d’insuffisance réctaenique et bénéficiant d’un traitement par
hémodialysex long terme.

» Hémodialysé aigu

Ce sont des patients atteints d’insuffisance rémateterminale et bénéficiant d'un traitement
par hémodialyse qui est en général de court terme.

> Personnel d'un centre d’hémodialyse
Il s’agit du staff médical qui veille sur les patis hémodialysés lors de la séance de dialyse.
» Portage nasal deS. aureus

Il s’agit de la présence d& aureus dans les fosses nasales.



Annexe 2

N°:
ENQUETE: Etude sur le portage nasal deStaphylococcus aureus
QUESTIONNAIRE PATIENT

Nom du patient

Prénom :

Sexe M F
Date de naissance:

Date enquéte: /12012

Hospitalisati'on durant les 12 Sioui
derniers mois : Nom Hépital :...........ccoeeiinnin.
Nombre de séjours : .................
FACTEURS DE RISQUE
Dialyse: non  oui
Date du début de dialyse :......................
Diabete insulino-dépendant : _nonoui
Date du début de diabéte:.....uue. ..o
Diabéte non insulino-dépendant : _nonoui
Date du début de diabéte .......................
Sondes/cathéters : non oui
Date du début du portage:........ccccceuunnnnee
Site: App urinaire, COeUr...cccme.vuuvverennnnnns
Traitement antibiotique : nno  oui
Date du début du ttt........cccceeeiieeeeeeniiinnnnn,
Datedefinduttt.........oocommmeeiviieieiiienee,
Types d’'antibiotiques ... eeeeeeeeeeeeeee..
AULres facCteuUrs ©.... oo
RESULTAT ENQUETE




Annexe 3
Liste des milieux de culture et solutions utilisés.

Gélose Muller-Hinton

Composition
+ infusion de viande de beeuf.......................300,0 ml
« peptone de caséine.........cccoevveiieiieineannnn. 1759
« amidondemaiS.......cccoeve i iii i 1,59
S AGAN 1709
- pH=74
Préparation

38 g par litre. Stérilisation a l'autoclave. Pouegarer ce milieu il faut peser 38g de
poudre et la mélanger dans 1L d’eau. Il faut homéger puis chauffer en agitant. Il faut
porter & ébullition pendant environ une minute.Ufesil faut stériliser la gélose a I'autoclave
durant 15 minutes a 116°C.

Milieu Chapman

Composition :
» Peptone ... 100 g
» Extrait de viande de boeuf ..................... 1049
» Mannitol......................coeeeeeieeeee. 10,0 @
» Chlorure de sodium ............................. 75,0 g
» Rouge de phénol..................cooiiinnn. 25 mg
» Agar 1509
> pH=7.4

Préparation :

111 g par litre. Autoclavage classique

Bouillon coeur-cervelle (BHI)

Composition :
« protéose-peptone...........cecvveiiiininnnnnn. 10,09
« infusion de cervelle de veau................... 125¢g
« infusion de cceur de bceuf .................... 50¢9
o gIUCOSE ..o, 20g
« chlorure de sodium.............................5,0¢g
- hydrogénophosphate de sodium............. 259
« pH=74

Préparation :

37 g par litre. Stérilisation classique.




TBE 0,5X

TAS HCL. .o e 0,045M
Acide borique...........c.ooi i 0,045M
EDT A 0,001M
pH=8,3

Bromure d’éthidium 10 mg/ml (BET)
- Ajouter 1g de BET a 100 ml d’eau distillée.

- Laisser dissoudre sous agitation et couvrir leoila@vec du papier
aluminium.

- Stocker a température ambiante.
- C’est un produit mutagene, travailler avec desgahtin masque.




Annexe 4

API Staph

Principe :

La galerie API Staph comporte 20 microtubes comtedas substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension Emérréalisée en API Staph Medium qui
reconstitue les tests. Les réactions produites pet@g@ériode d’'incubation se traduisent par
des virages colorés spontanés ou révélés par tiaddie réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a I'aide dudabde lecture et 'identification est obtenue
a l'aide du tableau d’identification.
Technique :

* Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’'une boite d’'incubatiomépartir de I'eau dans les alvéoles pour
créer une atmosphére humide.
Déposer stérilement la galerie dans la boite dbation.

» Préparation de I'inoculum :

Réaliser une pré-culture sur gélose Columbia ag san
Faire une suspension bactérienne, dans une ampBullBtAph Medium, d’opacité égale a 0,5
Mcfarland.
* Inoculation de la galerie :
v' Introduire la suspension dans les tubes de laigaaréviter la formation de
bulles.
v' Pour les caracteres ADH, URE, remplir les cupulbsitk de paraffine.
v" Incuber 24 heures a 37°C

Lecture :
Apres incubation, la lecture de la galerie doitessee en se référant au Tableau de Lecture.
Réaliser les tests nécessitant 'addition de résactioir tableau de résultats.

Identification :

+ Avec le tableau d’identification :

Comparer les réactions notées sur la fiche detegswdvec celle du tableau ;
« Avec le catalogue analytique :

Les tests sont regroupés en groupe de 3, et uaen(dl,2 ou4) est indiquée pour chacun.
Additionner a l'intérieur de chaque groupe les nagslmorrespondants aux tests positifs.
On obtient un nombre 7 chiffres qui sert de codeetlitification.

« Avec un logiciel d’identification.

‘ http:/www.arnobiol.com Arnaud Delahaye ‘




Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Apitaph

Tests Substrat Caractere recherche Reésultats
Negatif Positif
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose Témoin positif
FRU D-fructose
MNE D-mannose
MAL Maltose
LAC Lactose Acidification a partir du Rouge Jaune
TRE D-tréhalose carbohydrate
MAN D-mannitol
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de potassium Réduction des nitrates en NIT1+NIT2/10 mn
nitrites Incolore/rose | Rouge
PAL B-naphtyl ac.phosphate Phosphatase alcaline ZYMA +ZYMB /10 mn
Jaune | Violet
VP Pyruvate de sodium Production d’acétyl VP1+VP2/10 mn
méthyl-carbonyl Incolore/ rose Violet/rose
RAF Raffinose
XYL Xylose
SAC Saccharose Acidification a partir du
MDG a-méthyl-D- carbohydrate Rouge Jaune
glucosamine
NAG N-acétyl-glucosamine
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rouge
URE Urée Uréase Jaune Rouge/violet

http:/'www.arnobiol.com

Arnaud Delahaye




Annexe 5
Protocole du test SLIDEX® Staph plus

Grace a un triple systeme de détection, SLIDEX SHIARUS permet d’identifier avec une
sécurité optimale I8. aureus,
Objet
Décrire la réalisation d’'un test d’agglutinationlatex pour 'identification dé&. aureus
Principe
Le réactif Slidex® Staph plus (BioMerieux) perrteetecherche simultamée sur les
colonies :

o du facteur d’affinité pour le fibrinogene (clumpifegtor)

o0 de la protéine A.

o d’un antigene de groupe lié aux structures périghés spécifiques de

S aureus.

Référence
Fiche technique (bioMérieux, France).
Moyens utilisés

Kit Slidex® Staph plus (bioMérieux, 1X50 testsf. &3 115)
Modalités :
o0 Bien homogénéiser le réactif test (latex sensiilis
Déposer une goutte de réactif test dans un ceecle carte d’agglutination
Déposer une goutte de témoin négatif sur un aetee
Prélever 1 a 3 colonies suspecte (cocci Gram #atatase +) avec une 6se.
Ajouter les colonies dans les deux réactifs
Homogénéiser en effectuant un mouvement de rotdéda carte

o O O O o

Interprétation
Absence d’agglutination : test négatif
Présence d’'une agglutination en moi de 30 secortéss positif



Exemple de résultat :




Annexe 6
Recherche de la coagulase libre staphylococcique
*  Objet

Le test de coagulase est constitué par le plasmé&pmie lyophilisé contenant 'EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic Acid) utilisé pour Eeattion de 'enzyme coagulase produit par
S aureus

* Principe :

La coagulase produit p& aureus agit sur le fibrinogene en le transformant eniriér La
réaction se fait sans calcium qui est chélaté’parmA
» Référence

Fiche technique (LIOFILCHEM, ltalie).
Le plasma de lapin lyophilisé est commercialisélp@ICHEM sous la référence 88030.

* Matériel et méthodes

Reprendre le plasma de lapin dans 4 ml de la solyinysiologique.
Repigué quelques colonies dans le BHI (Réf. 20@@%ppartir d’'un milieu ordinaire de 24
heure et incubé a 37 °C pendant 4 a 6 heures.
Apres incubation, ajouté 500ul de plasma et 50f@edulture dans le BHI dans un tube stérile
et incuber a 37 °C pour 1-2-4-8-24 heures.

* Interprétation du résultat

Un résultat positif se présente par la formatioitiatadans les prochaines heures qui suive
I'incubation.
* Exemple de résultat

Résultats positif (en haut) et négatif (en bas) du test de coagulase



Annexe 7
Coloration de Gram

La coloration de Gram doit son hom au bactériologiste danois Hans Ganiséram qui mit
au point le protocole en 1884. C'est une coloratjohpermet de mettre en évidence les
propriétés de la paroi bactérienne, et d'utilises propriétés pour les distinguer et les
classifier. Son avantage est de donner une infeomatpide sur les bactéries présentes dans
un produit ou un milieu tant sur le type que suolane.

» Référence

Fiche technique (bioMérieux), Réf. 55542

* Méthodologie

Réalisation du frottis

Elle nécessite d'avoir un frottis fixé, soit
1. par I'alcool durant 5 minutes (et rincage a lI'eau),
2. plus classiqguement en effectuant une fixation stndplfeau et a la flamme.

Réalisation de la coloration

Voici succinctement les différentes étapes de celteration :

1. Coloration par le violet de gentiane ou cristal @ioLaisser agir de 30 secondes a 1
minute. Rincer a l'eau.

2. Mordancage au lugol: étaler le lugol et laisser 2@isecondes ; Rincer a I'eau. On
peut réaliser une deuxieme fois l'opération idemiment pour plus de sécurité.

3. Décoloration (rapide) a l'alcool (+acétone): vegautte a goutte I'alcool ou un
meélange alcool-acétone sur la lame inclinée obfitprd, et surveiller la décoloration
(5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair ahade la décoloration. Rincer sous un filet
d'eau.

4. Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. legiiagir de 30 secondes a 1 minute.
Laver doucement a I'eau déminéralisée, puis séahame

5. Observer avec une goutte d'huile & immersion abjE@d.

Les étapes 1 et 2 colorent en violet le contenla tb@ctérie. Le violet de gentiane se fixe
sur les composants cytoplasmiques de toutes léérlesc Le lugol permet de fixer cette
coloration interne.

L'étape 3 (alcool) sert a décolorer le cytoplasemtwhctéries qui seront dites « Gram
négatives ».

L'étape 4 est une contre-coloration ayant poudbuionner aux bactéries Gram négatives
précédemment décolorées une teinte rose permd#des visualiser au microscope. Les
bactéries a Gram positif restées violettes senidetnment insensibles a cette contre-
coloration plus pale que le violet imprégnant leytoplasme. La coloration de Gram permet
de différencier la paroi bactérienne et de scitelebactéries en deux grand groupes:

- Gram+ qui ont une paroi de peptidoglycanes épaisse.
- Gram- qui ont une paroi de peptidoglycanes findsroat en plus une membrane
externe lipidique.



Exemple de coloration (Cas d’'une coloration de Gpasitif) :
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Annexe 8

Exemple de résultats positifs pour le test catalasda fermentation du mannitol sur
Chapman:

positive negEative
catalase catalaze

Test catalase

Croissance de S. aureus sur milieu Chapman

Boite jaune (colonie fermentant le mannitol), badage milieu d’origine



Annexe 9 . Liste 62 souches d& aureus isolées et quelques caractéristiques

- Présence de (RIS a 2
Code Sexe Statut Diabétique FAV v - dans les 12 | Sous ttt d'ATB Phénotypes de résistance
derniers moi
DF1 F HC non oui non non non |p
DF2 F HC non oui non non non |p-C-TE
DF3 F HC non oui non non non |pP-RA
DF4 F HC non oui non non non |p
DF5 M HC non oui non oui non [p
DF6 M HC non oui non non non |p
DF7 M HC non oui non non non |p
DF8 M HC non oui non non non |KAN-FA-TE-RA
DF9 M HC non non KTF non non |L-E-PEF-TE
DF10 M HC Type 1 oui non non non |p
DF11 M HA non non KTF oui non |p
DF12 F HA non non KTF non pas d'nfdNéant
DF13 F HA non non KTF oui oui Néant
DF14 F HA Type 1 non KTF oui pas d'nfgp
DF15 F HA non non KTF oui non |p
DF16 F HA non non KTF oui pas d'nfolp
DF17 M HC Type 1 oui non oui non |(p
DF18 M Persl| non non non non non |p
DF19 F Persl| non non non non non (pP-RA
DF20 F HC non oui non oui oui |pP-C-TE
DF21 M HC non oui non non non |p
DF22 M HC non oui non oui non |p
DF23 M HC non oui non oui non |p
DF24 M HC non oui non non oui  |Néant
DF25 M HC Type 1 oui non non non |p
DF26 F HC non oui non non oui |p
DF27 F HC non oui non non non (p
DF28 F HC non oui non non non [Néant
DF29 F HC non oui non non non |(FA-TE
DF30 F HC non oui non non non |(p-TE
DF31 F HC Type 1 oui non oui non |p
DF32 F Persl| non non non non non |p
DF33 F Persl| non non non non non |p
DF34 M HC non oui non non non |p
DF35 M HC non oui non non non |p
DF36 M HC non oui non non oui |p
DF37 M HC non oui non non non |p
DF38 M HC non oui non non non |p
DF39 M Persl| non oui non non non |p
DF40 M HC non oui non non non |P-TE-FOX-MOX
DF41 M HC non oui non non non |p
DF42 M HC non oui non non non |p
DF43 M HC non oui non non non |p
DF44 M HC non oui non non non |p
DF45 M HC non oui non non non |p
DF46 M HC non oui non oui non |p
DF47 M HC non oui non non non |p
DF48 M HC non oui non non non |Néant
DF49 M HC non oui non non non |p
DF50 M HC non oui non non non |Néant
DF51 M HC non oui non non non |p
DF52 F HC non oui non non non |p-TE
DF53 F HC non oui non non non |p
DF54 F HC non oui non non non |PEF-FA-TE
DF55 F HC non oui non non non |Néant
DF56 F HC non oui non oui non (p
DF57 F HC non oui non non oui |p
DF58 F HC non oui non non non |p-TE
DF59 F Persl| non non non non non (p
DF60 M HC Type 1 oui non non non =}
DF61 M HC non oui non non non =}
DF62 F HC non oui non oui non =}

Fav: fistule artério-veineuse
F: Femme, M: Homme, HC: Hémodialysé chronique, HAmtddialysé aigu, Persl: Personnel médical, KTF: &attfémoral



Annexe 10

Nombre d’échantillon prélevé par centre d’hémodialy

Centre de Centre Centre Centre
néphrologie | d’hémodialyse d’hémodialyse d’hémodialyse
Centre| CHU Hassan Hopital EIHakim de | de la clinique
Statut Il de Fes AlGhassani Fes des spécialisé
Ryad de Fes
Hémodialysé | 4 62 33 32
chronique
Hémodialysé | 11 0 0 1
aigué
Personnel 9 7 8 8

meédical

S




