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Présentation du Laboratoire régional de diagnostic

epidéemiologique et d’hygiene du milieu de Fes

HISTORIQUE

En 1977 Le Ministere de la Santé a créé des laboratoires “’a visée préventive’”: les
Laboratoires de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygiéne du Milieu (LDEHM). lls
constituent une structure d’appui indispensable pour la surveillance épidémiologique des
maladies infectieuses et transmissibles et pour les programmes sanitaires du Ministére de la
Santé dans le cadre de I’Hygiéene de I’environnement. Actuellement il existe 42 LDEHM, Le
laboratoire de Fes fait partie desll laboratoires régionaux qui ont vu le jour a partir des
années 80. Il est implanté a I’Hopital ELGHASSANI et est individualisé des Laboratoires

d’analyses cliniques et de transfusion.

Organisation fonctionnelle du
Unité d’Hygiene :
e Analyses microbiologiques des eaux et des aliments,
e Analyses microbiologiques de I’environnement hospitalier.
Unité de toxicologie :
e Analyses physicochimiques des eaux,
e Toxicologie des aliments (Recherches aflatoxines par CCM).
Unité des maladies parasitaires :
e Microscopie du paludisme, de leishmaniose cutanée et de bilharziose,

e Diagnostic Immunologique du paludisme.

Mission du LRDEHM
o Soutien au programme de prévention et de lutte contre les maladies infectieuses et

transmissibles.
o Appui technique (Diagnostic et confirmation des maladies) pour les structures de soins
de santé de base (RSSB).



Assurance qualité au LRDEHM
o Une politique d’assurance qualité est mise en oeuvre par le LRDEHM pour obtenir et

garantir la qualité des analyses (NM ISO/CEI 17025, 1ISO9001).
o Un systéme statistique informatisé est mis en place par le LRDEHM pour le traitement

des résultats d’analyse.

Rattachement du LRDEHM
o Le LRDEHM est rattaché au SIAAP et a la Direction Régionale de la Santé de Fes. 1l

est également en étroite relation avec I’Institut National d’Hygiene et la Direction
d’Epidémiologie et de Lutte contre les Maladies de Rabat.

Clients du LRDEHM
o Le LRDEHM couvre les besoins des délégations médicales des provinces et

préfectures de la région Fés- Boulomane (centres de santé, Hbpitaux provinciaux,
Services Préfectoraux d’Hygiéne du Milieu, Contrdle Sanitaire aux frontiéres) ainsi

que ceux des Bureaux Communaux d’Hygiene, CHU Hassan Il...
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I. Introduction

Les infections nosocomiales (IN) représentent un probleme de santé publique globale, la lutte
contre ces infections est une priorité pour les établissements hospitaliers, car les procédés de
diagnostic et de thérapie tels les cathétérismes, les dialyses, les transfusions, la chirurgie, la
respiration assistée et lI'immunosuppression, font que les patients risquent de contracter une

infection au cours de leur hospitalisation (IN).

S. aureus est responsable de plusieurs infections dans le monde. Dans certains cas, il est
I’agent pathogene le plus fréquent responsable d’infections hospitalieres (Magill et al., 2012 ;
Al-Mulhim et al., 2014 ; Osakwe et al., 2014). L’incidence élevée de ces infections peut
s’expliquer par I’emploi abusif d’antibiotiques qui sélectionne des souches résistantes dans
I’écosystéme hospitalier. Les infections chez les dialysés sont 100 fois plus fréquentes que
dans la population générale et I'endocardite infectieuse (El) est I'une des complications, ayant
S. aureus comme agent causal principale (Maleb et al., 2011) Au Maroc, chez les
hémodialysées, I’incidence du S. aureus est de 18,85 % des IN (Maleb et al., 2011).

C’est dans I’optique de surveillance, et pour faire prendre conscience de toute lI'ampleur de ce
probléme aux gens concernés, que nous entreprenons une étude prospective du portage nasal
et manuel du Staphylococcus aureus (S. aureus) chez le personnel et les hémodialysés au
service d’hémodialyse a un hépital a Fés, afin de déterminer le taux de contamination, évaluer
I’efficacité des protocoles d’hygieéne du personnel et des malades et étudier la sensibilité des

souches isolées vis-a-vis des antibiotiques.

Notre étude est divisée en trois parties. La premiere partie est réservée pour la recherche
bibliographique sur infections nosocomiales et sur Staphylocoque aureus. La seconde
rubrique constitue la partie pratique qui traite des méthodes utilisées pour les prélevements
effectués, I’identification ainsi que I’étude de la sensibilité aux antibiotiques du germe
concerné. Dans la troisiéme partie, nous allons exposer les différents résultats obtenus ainsi
que leur analyse. Enfin, des recommandations seront formulées en fonctions des résultats de

I’étude, dont la mise en application permettra de prévenir I’installation des IN dans le service.



Il PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
1. Infection nosocomiale

1.1. Définition

Le terme nosocomial est issu du grec nosos (maladie), komein : soigner. Selon 'OMS, une
infection nosocomiale ou infection hospitaliére peut étre définie comme une Infection acquise
a I’hdpital ou dans un autre établissement de santé par un patient admis pour une raison autre
que cette infection et se déclarant au minimum 48 heures apres l'admission. Cette infection
n’était ni présente ni en incubation au moment de I’admission. Pour les infections de la plaie
opératoire, on qualifie d’infections nosocomiales celles survenues dans les 30 jours suivant
I'intervention. Pour la mise en place d'un implant ou d'une prothése, le délai est d’une année
apres l'intervention (OMS, 2015).

1.2. Prévalence

Les infections nosocomiales représentent un probléeme de santé publique universel. En effet,
selon le rapport de I’'OMS de 2015, plus de 1,4 million de personnes dans le monde souffrent
d’infections contractées a I’hopital (OMS, 2015). Selon une étude multicentrique, menée en
2010, dans 27 hopitaux dans différents pays, afin d’évaluer la prévalence et les
caractéristiques des infections nosocomiales, la prévalence de ces derniéres était de 6,7% au
Maroc. (Amazian et al., 2010). Selon les études, 58 a 12 % patients hémodialysés
développent une El. L’agent pathogéne le plus commun est S. aureus. La mortalité étant
comprise entre 60 et 100 % lorsqu’il s’agit d’un SARM, (Maleb et al., 2011).

1.3. Chaine épidémiologique
La transmission d’une infection suppose un ensemble d’éléments intervenant dans un ordre
déterminé. Cet ensemble forme la chaine de contagion ou chaine épidémiologique, dans

laguelle on cite:
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Figure 1. Les différents maillons de la chaine épidémiologique (Régnault, 2002 ; Tortora et
al., 2003)

1.3.1. Germes en cause
La flore hospitaliere comporte une grande variété d'espéces bactériennes qui peuvent donner
des IN, mais les plus incriminées et qui représentent la moitié des germes responsables d’IN

sont S. aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Yeboue, 2015).

1.3.2. Réservoir et portage
Le réservoir est le lieu dans lequel les microorganismes pathogénes survivent ou se
multiplient et & partir duquel s'effectuent la dispersion et la contamination.
Les réservoirs peuvent étre des organismes vivants : humains (malades ou porteurs sains),
animaux, ou des objets inanimés (sol, eau, aliments, objets) (Régnault, 2002, Tortora et al.,
2003). Les porteurs sains ne présentent pas de signes de maladie mais ils abritent des agents
pathogenes et peuvent les transmettre a d’autres personnes (Régnault, 2002, Tortora et al.,
2003).

1.3.3. Porte de sortie
La porte de sortie est la voie qu’emprunte I’agent pathogéne lorsqu’il quitte le réservoir
(Régnault, 2002, Tortora et al., 2003).

1.3.4. Modes de transmission
La transmission est I'étape au cours de laquelle un agent infectieux gagne un héte et l'infecte.
Une infection peut étre générée par des micro-organismes provenant d'un environnement
contaming, l'infection est dite exogene. Si les germes responsables sont hébergés chez le
patient, on parlera d’infection endogéne (Régnault, 2002 ; Tortora et al., 2003).



e Infection endogene ou auto-infection
Les IN sont le plus souvent de type endogene. Dans ce cas |a, les germes peuvent provenir du
malade lui-méme, et au cours de certains gestes invasifs, il va s’infecter par ses propres
germes. Ces différents actes, cathéter veineux, acte chirurgical, sondage urinaire, etc., peuvent
déplacer des germes d'un endroit ou ils sont inoffensifs vers des sites normalement stériles ou
ils deviennent pathogénes (Régnault, 2002, Tortora et al., 2003 ; Yeboue, 2015).

e Infection exogéne ou infection croisée

L’IN peut dans certains cas avoir une source exogene, avec plusieurs modes de transmission,
on cite la transmission par contact direct, qui se fait, soit, directement de la source au patient
réceptif, soit, par contact indirect, en faisant intervenir des véhicules (sources non vivantes)
anormalement souillés, tels que les instruments, les pansements, les aiguilles hypodermiques,
la literie, les appareils, etc. 1l y a aussi un autre mode de transmission qui se fait par I’eau ou
les aliments. Ce mode se rencontre dans les toxi-infections alimentaires staphylococciques
(Régnault, 2002 ; Tortora et al., 2003).

1.3.5. Porte d’entrée
La porte d’entrée est la région de I’hdte par laquelle des microorganismes s’introduisent dans
les tissus. On cite les portes d’entrée cutanéo-muqueuse, respiratoire, digestive, génito-
urinaire et la porte d’entrée parentérale (Régnault, 2002 ; Tortora et al., 2003).

1.3.6. Hote réceptif
La réceptivité de I’hdte par rapport aux infections dépend de plusieurs facteurs. Ces facteurs
sont subdivisées en deux catégories selon qu’ils relevent de I’individu (génétique, age, sexe,
état physiologique ...... ) ou de I’environnement (mode de vit, géographie, climat).
La sensibilité de I’h6te est plus importante dans le milieu hospitalier, d’autant plus que les
microorganismes retrouvés sont souvent virulents et plus résistants aux antibiotiques
(Régnault, 2002 ; Tortora et al., 2003).



2. Staphylocoque aureus
2.1. Systématique
Staphylocoque appartient au regne Bacteria division ou embranchement des Firmicutes classe
Bacilli ordre Bacillales famille Staphylococcaceae (Becker et al., 2004) genre Staphylococcus
(Louis Pasteur, 1880) Le genre Staphylococcus comprend environ une trentaine d’espéces
dont S. aureus (Murray et al., 2003).

2.2. Définition
S. aureus regroupe des bactéries sphériques (cocci), non mobiles, non sporulées, qui ont la
faculté de pousser en aérobiose et en anaérobiose (elles sont dites aéroanaérobies
facultatives). Elles sont Gram + et produisent une catalase (catalase positif). Staphylocoque
aureus est identifié grace a la mise en évidence d’enzymes qui lui sont propres, a savoir la

coagulase et la DNase (Kluytmans et al., 1997).

2.3. Epidémiologie
2.3.1. Prévalence

La prévalence des Staphylococcus aureus dans le monde est tres hétérogene et variable, elle
varie avec les pays et les régions, avec la période d’étude, les services et les conditions de vie
des populations concernées. Au Sénégal, I’incidence de S. aureus est de 34% (Seydi et al.,
2007). En Amérique du Nord, une étude, menée dans 49 hdpitaux et ayant duré sept ans, a
permis de récolter 24179 hémocultures : S. aureus représentait 20% (Wisplinghoft et al.,
2004). En France, une étude réalisée sur les hémocultures pratiquées aux services des
urgences, a révélé que le S. aureus représentaient 5,6% (Mallat et al., 2004).

Au Maroc, L incidence du S. aureus est de 16% en service de réanimation polyvalente du
CHU Hassan Il de Fées (Bahra I. et al., 2011), chez les hémodialysées, une étude réalisée en
décembre 2008, au Laboratoire de microbiologie & Hépital Militaire d’Instruction Mohammed
V de Rabat, a démontré que Iincidence du S. aureus est de 18,85 % des IN qui sont liees aux
cathéters (Maleb et al., 2011). Ceci réside dans le fait que S. aureus possede la fibronectine

qui permet son adhésion aux biomatériaux, dont les cathéters (Vaudaux et al., 1995).



2.3.2. Réservoir
Staphylocoque est un germe ubiquitaire dont le principal réservoir est la peau et les
muqueuses de I’homme, qu'il soit malade ou bien-portant. Les aliments sont souvent
contaminés dans le cas ou la chaine du froid n’est pas respectée (Régnault, 2002 ; Tortora et
al., 2003).

2.3.3. Portage

Les auteurs définissent dans la population générale trois groupes d’individus porteurs de S.
aureus: les porteurs permanents (20%) qui présentent deux prélévements nasaux positifs a une
semaine d’intervalle (bien qu’il n’existe pas encore de définition internationalement adoptée),
les porteurs intermittents (30%) et les non porteurs (50%) (Kluytmans et al., 1997).

L’age, le sexe, I’obésité, le diabéte, les antécédents d’hospitalisation et d’antibiothérapie, les
pathologies chroniques et le tabagisme actif ont été associés au portage nasal de S. aureus
(Olsen et al., 2012), les enfants sont plus nombreux a étre des porteurs persistants de la
bactérie (Kluytmans et al., 1997). Les jeunes femmes sont plus a risque de souffrir d’un

syndrome de choc toxique (Parsonnet et al., 2005).

2.3.4. Transmission et la contagion
Le portage nasal et les Iésions cutanées sont le plus souvent a I’origine de la transmission et
de la diffusion épidémique du S. aureus. Le réservoir nasal assure la pérennité de la
transmission manuportée en contaminant rapidement les mains. La contagion persiste aussi
longtemps que les régions purulentes continuent de suppurer. Cependant, la transmission par
les objets contaminés est possible (Régnault et al., 2002). Comme en milieu hospitalier,
I’infection nosocomiale est le plus souvent endogene, S. aureus du patient lui-méme qui sera
en cause, profitant de I’augmentation de sa virulence et de la fragilité du terrain. Le soignant
joue le rble seulement de vecteur de transmission (Yeboue, 2015). Le manuportage, par le

toucher, faisant intervenir les mains assure la transmission par contact direct (Yeboue, 2015).

2.4. Substances élaborées
S. aureus posséde une structure et élabore un certain nombre de substances qui vont lui
conférer son pouvoir pyogéne et toxinique pour l'identification bactériologique.
2.4.1. Toxines
Parmi les principales toxines qui sont décrites chez S. aureus, on cite la leucocidine, les

hémolysines, les exofoliatines A et B, le TSST-1 et I’enterotoxine A. Elles sont responsables



de la physiopathologie du S.aureus, a savoir, la formation du pus, des Iésions bulleuses, de la
propagation de la bactérie dans I’organisme et de la toxi-infection alimentaire (Dabernat et al.,
1992).

2.4.2. Enzymes non toxiques
e Lacoagulase-libre
C’est une exo-enzyme diffusible qui est toujours produite par les souches de S. aureus et non
produite par S. epidermidis et S. saprophyticus. In vitro, la coagulation en quelques heures, du
plasma citraté de I’lhomme ou du lapin sera utilisée comme test d’identification du S. aureus
(Dabernat et al., 1992).

e Ladésoxyribonucléase (DNase) thermostable
Elle est spéecifique de S.aureus, elle permettra donc son identification.

2.4.3. Pigments carotéenoides
Les souches du S. aureus produisent des pigments caroténoides, non diffusibles, qui vont

colorer les colonies du jaune pale a l'orangé.

2.5. Pouvoir pathogene et facteurs a risques

Les infections dont est responsable S. aureus sont de type communautaire voire méme
nosocomiale qui représente un probleme de santé publique a cause, principalement, de la
multirésistance des souches incriminées.

S. aureus est responsable de nombreuses infections suppuratives : folliculite, furoncle,
panaris, phlegmons etc. Ces infections se compliquent, parfois, de septicémies et d’un
infection profonde et viscérale (endocardites, pneumopathies, ostéomyélites, méningites, etc).
Il cause aussi des infections non suppuratives toxiniques telles que I’'impétigo bulleux, la

scarlatine staphylococcique généralisée et le syndrome d’exfoliation (Flandrois et al., 1997).



il sk o
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d’exfoliation généralisée
Figure 2. Représentation des infections suppuratives: scarlatine staphylococcique, impétigo
bulleux, syndrome d’exfoliation généralisée

S. aureus est fréqguemment impliqué dans les infections nosocomiales. L’incidence élevée de
ces infections peut s’expliquer par I’emploi abusif d’antibiotiques qui sélectionne des souches
résistantes dans I’écosystéme hospitalier, avec 38 % des souches qui sont résistantes a la
meticilline (Lucet, 2015).

La survenue d’une infection nosocomiale a S. aureus est favorisée par un certains nombres
d’éléments a risque qui diminuent la résistance a l'infection de patients particulierement
réceptifs. On peut citer:

I’dge extréme (personnes A&gées, nouveau-nés, prématurés), le diabéte, obésité,
I’insuffisance rénale (hémodialyse), L’antibiothérapie abusive ou aveugle, les traitements
immunosuppresseurs (chimiothérapie anticancéreuse, corticothérapie prolongée ......).

- Ajoutés a cela la qualité des soins et celle de la pratique des actes invasifs tels que le
sondage urinaire, le cathétérisme veineux, etc.

- Pinsuffisance dans l'organisation des soins qui sera particulierement lourdes de
conséquences, a savoir: I’hygiene des mains défectueuse, la mauvaise accessibilité aux postes
de lavage des mains, la désinfection et I’asepsie insuffisante, la stérilisation inefficace
(Laprent et al,. 2010).

2.6. Caracteres bactériologique
2.6.1. Morphologie
A I’examen microscopique, Staphylococcus apparaissent sous forme de coque & Gram positif,

d’un diametre d’environ un micron, groupés en amas dit «en grappe de raisin».



2.6.2. Caractéres Culturaux
e Les milieux de culture et d’isolement
Comme tous les germes trés répandus dans la nature, S. aureus n’a pas d’exigences
particuliéres, il pousse facilement et rapidement en aérobiose et en anaérobiose sur les milieux
usuels (Gélose nutritive), 1l est méme capable de pousser dans des conditions hostiles, en
présence de 7% de NaCl. Ce caractére est mis a profit dans le milieu de culture sélectif
hypersalé de Chapman pour isoler Staphylocoque d'un prélevement polymicrobien (Dabernat
et al., 1992).

e Lesconditions de culture
Les conditions idéales de croissance sont une température a 37°C et un pH de 7,5.

e Aspect des cultures
Sur milieux solides, les colonies apparaissent lisses, rondes, bombées, luisantes, opaques, de 1
mm a 3 mm de diameétre, plus ou moins pigmentées en jaune or d’ou I’appellation du S. doré
ou aureus, ou ne donne pas de pigmentation. Contrairement aux souches S. epidermidis qui
donnent une couleur blanche aux colonies. En milieu liquide, S. aureus donne, en bouillon, un
trouble uniforme en quelques heures, car il a un métabolisme aérobie prédominant et
anaérobie facultatif (Dabernat et al., 1992).

Figure 3. L’aspect du S. aureus (jaunatre) et S. epidermidis (blanc) sur le milieu PCA

2.7. Caracteres biochimiques
Comme tous les staphylocoques, S. aureus est capable de décomposer I’eau oxygénée parce
qu’il possede une catalase lui permettant de pousser facilement en aérobiose. Il est
habituellement capable de fermenter le mannitol. La fermentation se traduit par le virage au
jaune du milieu de culture Chapman (additionné de mannitol) (Dabernat Avril et al., 1992).
L’identification est basée sur la recherche de la coagulase libre (mise en culture dans du
plasma de lapin) et de la DNase qui sont secrétées par cette espece (Brun et al., 2003).



2.8. Sensibilité aux antibiotiques

2.8.1. Antistaphylococciques et leurs Cibles bactériennes
Pour pouvoir étre utilisable en pratique clinique, un antibiotique devra affecter une voie
métabolique ou atteindre une cible spécifique de la bactérie. Les antistaphylococciques
actuels peuvent se diviser en groupes en fonction de leur cible pharmacologique.
Plusieurs classes d'antibiotiques prennent pour cible des enzymes intervenant dans la synthese
de la paroi (coque de peptidoglycane) qui entour la bactérie. Dans cette catégorie, nous citons
les 3-lactames dont la pénicilline G, I’oxacilline, ampicilline, amoxicilline (associé a I’acide
clavulanique), les céphalosporines (céfuroxime, céfamondole) et les glycopeptides
(vancomycine ou teicoplanine) en cas de résistance ou d’intolérance a cette premiere classe.
Les aminoglycosides ou les aminosides (gentamicine, kanamycine) (OMS, 2008), inhibent la
sous-unité 30S dans la synthese protéique, en empéchant ou perturbant la liaison des
aminoacyl-ARNt aux ribosomes (Quincampoix, 2001).
Il existe des antibiotiques inhibiteurs de la sous-unité 50S des ribosomes, tels que les
macrolides (erythromycine) les lincosamides (clindamycine), et streptogramines.
On cite les fluoroquinolones, inhibiteurs de I'ADN-gyrase, comme la ciprofloxacine.
Les sulfamides, particulierement le sulfaméthoxazole en association avec le triméthoprime
(OMS, 2008), qui s’oppose a la synthése de I'acide folique qui est un cofacteur de la synthése
des bases puriques et pyrimidiques.
Iy a aussi les phénicolés comme le chloramphénicol (Quincampoix, 2001).
La rifampicine, I’acide fusidique et la fosfomycine (OMS, 2008), ces trois molécules sont
données en association du fait des fréquences élevées de mutations. (Quincampoix, 2001).

2.8.2. Mécanismes de résistance
L’évolution de la résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue un probleme majeur de
santé publique avec une prévalence préoccupante dans les établissements de santé.
Pour étre efficace, un antibiotique doit rencontrer sa cible. Si cette cible est présente mais
rendue inaccessible par différents mécanismes, le germe devient insensible a I’antibiotique,
définissant ainsi la résistance acquise.
S. aureus a développé différents types de résistance aux antistaphylococciques.
Plus de 80 % des souches produisent une pénicillinase. L’oxacilline reste active contre ces
souches, mais des staphylocoques hospitaliers ont développé une résistance croisée entre
I’oxacilline et les autres béta-lactamines par production d’une protéine liant les pénicillines
(PLP) de faible affinité, la PLP2a. Cette derniere résistance est plus facilement décelée par le
test de la cefoxitine (Daurela et al., 2008).
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Trois enzymes sont responsables de I’inactivation des aminosides, chacune conférant un
spectre spécifique de résistance (Daurela et al,. 2008).
Les glycopeptides, vancomycine et teicoplanine, sont des alternatives a I’oxacilline en cas de
résistance ou d’intolérance. Des souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides sont
rapportées, leur détection est difficile par la méthode de diffusion en gélose (Daurela et al.
2008).
La résistance aux quinolones est liee a des mutations de la cible de ces antibiotiques, les
topoisomérases (Daurela et al., 2008).
L’augmentation de la résistance de S. aureus vis-a-vis des bétalactamines, mais aussi des
glycopeptides, nécessitera probablement de recourir aux nouveaux antibiotiques
antistaphylococciques récemment développés, en particulier le linézolide et la daptomycine
(Hoen, 2007).

2.8.3. Incidence des résistances
En 2008, la résistance a la méticilline est associée dans environ 90% des cas de SARM
hospitaliers a la résistance aux fluoroquinolones et au phénotype de résistance aux aminosides
kanamycine (Daurela et al., 2008). Parmi les souches de S. aureus isolées des malades qui
présentent une infection cutanée bactérienne commune, 5,8% sont résistantes a I’oxacilline et
a la ciprofloxacine, et une souche est résistante a I’acide fusidique. Par apport a une étude
francaise réalisee en 2000, en dermatologie de ville, le taux de SARM est en faible hausse
3,9% (Bernard et al., 2008).
En 2011, dans une étude effectuée au CHU Hassan Il de Fés, la prévalence du SARM est
7,1% (n=41). 34% des souches isolées de SARM ont éte résistantes aux quinolones et 5% a la
gentamycine, alors que tous les SARM étaient sensible aux glycopéptides. Le SARM était
isolé essentiellement au niveau des services de médecine (dermatologie, médecine interne...)
dans 51% des cas, suivie des services de chirurgie dans 34% des cas, et dans 4% des cas en
réanimation (Derkaoui et al., 2011). Un autre travail, est réalisé sur les infections
nosocomiales contractées au service de réanimation polyvalente du CHU de Feés, il a montré
une incidence de 20,5% pour S. aureus dont 3,9% sont résistant a la méticilline (SARM)
(Lafrayiji et al., 2011). Concernant les S aureus, isolés dans les infections urinaires aux
services de réanimation du CHU Ibn Rochd a Casablanca, ils sont sensibles & la méthicilline,
gentamicine et a la norfloxacine a un pourcentage de 90% (Lahlou et al., 2011).
En 2012, la résistance a la méticilline varie de 35 a 64%, d’apres une étude réalisée par le
laboratoire de microbiologie de I’hopital universitaire Cheikh Zaid (Benouda, 2012).
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I11. MATERIEL ET METHODES

1. Prélevement et collecte des données
Nous avons mené une étude prospective sur une période de deux mois allant du 03 avril
jusqu’au 1% juin au service d’hémodialyse d’un hopital a Fés. Les prélévements sont effectués
chez 34 malades ainsi que 10 personnels travaillant au service parmi lesquels il y a des
médecins, des infirmiers, des femmes de ménage et un agent de sécurité. Les prélevements

manuels et nasals sont effectués par écouvillonnage humide.

A partir de I’interrogatoire des personnes concernées et la consultation d’un certain nombre de
dossiers de patient, nous avons recueilli des renseignements sur I’age, et sur I’état de santé des

patients et du personnel qui serviront pour I’interprétation et I’analyse des données.
2. Traitement des échantillons

Les écouvillons sont imbibés dans 0,5ml d’eau physiologique stérile, puis sont transportés

dans une glaciére d’une température de 8 °C jusqu’au service concerné.

Les prélevements manuels se font en passant I’écouvillon sur la face interne de la main
dominante. Concernant les prélevements nasals, ils sont réalisés en enfoncant I’écouvillon

dans les deux cavités nasales antérieures.

Ils sont ensuite acheminés vers le laboratoire régional du diagnostic d’épidémiologique et
I’hygiéne du milieu.

3. Recherche du S.aureus

3.1. Enrichissement dans le bouillon cceur-cervelle

Une fois les écouvillons retirés de la glaciere, 0,5ml du bouillon cceur-cervelle (BHI) est
ajouté, puis incubés a 37°C pendant 24h.

3.2. Ensemencement dans le milieu Chapman

Chaque écouvillon est ensemenceé sur des boites petri contenant le milieu Chapman qui est un
milieu sélective pour Staphylococcus qui par fermentation du mannitol donne un virage jaune
autour des colonies par la méthode d’ensemencement par épuisement, puis incubés a 37°C
pendant 24h a 48h.
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3.3. Tests d’identification

Les colonies mannitol positive avec un contour lisse doré convexe sont conservées pour les

tests d’identification dont :
3.3.1. Coloration de gram

C’est la technique de coloration qui est la plus utilisée dans I'étude et la classification des
bactéries en deux grands groupes : les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Cette méthode de coloration repose sur une difféerence fondamentale entre la composition
chimique des parois des bactéries a Gram positif et a Gram négatif. En effet, la paroi
s'interpose comme une barriére pour empécher l'acces du cytoplasme (sur lequel se fixerait le
colorant) aux agents décolorants et a I'élution du complexe coloré. L'incapacité des cellules a
Gram négatif & interdire cet acces resulte de la teneur élevée de leurs parois en lipides qui sont
facilement dissous dans l'alcool ; celui-ci passe alors facilement a travers la membrane

cellulaire, dissout le complexe coloré, I'élimine et laisse la cellule incolore.
Elle est repose sur les étapes suivantes :

Sur une lame on a déposé une goutte d'eau , on a ajouté une goutte de la colonie isolée a l'aide
d'une anse de platine, étaler et fixer a la chaleur environ 10 a 15 min a 40°C .La lame séchée
était posée sur le portoir reposant sur un bac de coloration.

1. Violet de gentiane ou cristal violet 30 sec a 1 min. Rincer a I'eau.

2. Mordangage au Lugol. C'est un mordant permet la fixation 20 sec.

3. Rincer a l'eau.

4. Décoloration a l'alcool (méthanol) sur une lame inclinée 5 a 10 sec.

5. Rincer a l'eau.

6. Recoloration a la safranine ou la Fushine 30 sec a 1 min.

7. Laver la lame et la sécher sur une platine chauffante a 40°c 10 minutes.

Enfin I’observation sur microscope optique, Staphylococcus identifiés sont des cocci a G+
assemblés en amas formant grappe de raisin (Denis et al., 2007).
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Figure 4. Aspect de Staphylococcus aureus : (A) ses colonies sur milieu Chapman et (B) au

microscope photonique (X1000) apreés coloration de Gram

3.3.2. Recherche de la catalase

Pendant leur respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogéne.
Celui-ci étant trés toxique, certaines bactéries sont capables de le dégrader grace a des
enzymes qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette derniére est capable de

décomposer de I’eau oxygénée selon la réaction suivante :
H202 - % 02 + H20

Ce test a pour but d’orienter l'identification des coques et bacilles Gram (+) positives. En
effet, il permet de différencier staphylococcus.

Sur une lame de verre propre, on dépose une goutte de H202, puis la mettre en contact avec
une colonie isolée prélevée directement avec une anse. Ainsi, si des bulles se forment, la

bactérie posséde la catalase, sinon elle n’en possede pas (Denis et al., 2007).

Figure 5. Représentation de la réaction catalase: A. Absence de bulles et B. Emission de
bulles
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3.3.3. Recherche de la DNase

Le test d'hydrolyse de I'ADN ou le test de désoxyribonucléase (DNase) est utilisé pour
déterminer la capacité d'un organisme a hydrolyser I'ADN et a l'utiliser comme source de
carbone et d'énergie pour la croissance. La gélose DNase est un milieu différentiel utilisé pour
tester la capacité d'un organisme a produire une désoxyribonucléase ou une DNase. Les
colonies caractéristiques bien isolées sont repiquées et mis en culture dans 0.5ml au bouillon
cceur-cervelle (BHI) dans des tubes a hémolyses incubées a 37°C pendant 24h puis
ensemencé par une strie dans les boites petri contenant la gélose DNase a leurs tours sont
incubées pendant 24h a 37°C, enfin I’inondation avec de l'acide chlorhydrique 1N puis
laissant se reposer pendant quelques minutes pour permettre au réactif d’étre absorber .
Lorsque I'ADN est hydrolysé, un halo transparent autour des zones de croissance est repére
(Denis et al., 2007).

Figure 6. DNase positive formation d’halo aprés I’ajout de I’'HCI (1N)

3.3.4. Recherche de coagulase libre

La coagulase ou staphylocoagulase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma
sanguin. La mise en évidence de la coagulase dans un bouillon de culture de Staphylococcus
est considérée comme un critére absolu d'identification de Staphylococcus aureus en
médecine humaine. Ce test est effectué selon le protocole qui suit. Dans un tube a hémolyse
contenant 0,3ml du bouillon Cceur-cervelle (BHI), inoculer I’isolat puis incuber 24 heures a
37°C, ensuite verser 0,3 ml de plasma de lapin, enfin homogénéiser et incuber a 37°C.

Les résultats ont été obtenus dans un délai de 4 a 24 heures d’incubation. La coagulation est
observée en inclinant le tube a hémolyse, si le plasma s’est coagulé, le germe posséde une
coagulase. Cela implique que le fibrinogéne est transformé en fibrine (insoluble) (Biokar, Ref.
BR00200).
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Figure 7. Aspect de la coagulation du plasma de lapin dans un tube a hémolyse
4. Etude de la sensibilité aux antibiotiques

L'antibiogramme est l'une des principales finalités de I'examen bactériologique. 1l permet de

mesurer la capacité d'un antibiotique a inhiber la croissance bactérienne in vitro.

La réalisation de I’antibiogramme nécessite des disques chargés d’une concentration donnée
d’ATB. Les différents ATB utilisés figurent dans le tableau suivant :

Tableau 1. Antibiotiques testés avec leurs charges de disque et les diamétres d’inhibition (en
mm) recommandés par CA-SFM 2013

: Diametres d’inhibition (mm)
- Charge du disque
Antibiotiques Te
HY Cible
acceptable
Acide fusidique (FA) 10 29 26-32
Chloramphénicol (C) 30 24 20-28
Ciprofloxacine (CIP) 5 24 21-27
Gentamicine (GN) 10 22 19-25
Kanamycine (K) 30 _ _
Oxacilline (O) 5 _ _
Triméthoprime
1,25-23,75 29 26-32
Sulfaméthoxazolele (SXT)

Le milieu Muller Hinton (MH) est ensemencé par inondation avec la suspension de
I’inoculum diluée au 1/100 (~ 10% UFC/mI) et des disques d’antibiotiques ont été déposés.
Apres une incubation pendant 18 a 24 heures a 37°C, les diametres d’inhibition ont éte

mesurés manuellement a I’aide d’une régle graduée. La comparaison pour chaque antibiotique
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du diamétre d’inhibition mesuré a celui donné par le nous a permis de définir les catégories
cliniques des souches: Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (1) (CA-SFM 2013).

Figure 8. Représentation de I’antibiogramme réalisé par la méthode de diffusion en gélose
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IV. RESULTATSET DISCUSSION
1. Résultats

1.1. Description de la population
Nous avons effectué des prélévements bactériologiques chez 44 personnes, I’échantillon est
constitué de 34 patients et de 10 personnels du service de I’hémodialyse, le sexe féminin est
dominant (n = 28), par opposition au nombre d’homme qui est plus faible avec 16 cas.
Pour chaque individu, deux prélevements sont effectués I’un au niveau du nez et I’autre au

niveau de la main dominante, impliquant un nombre total de 88 prélévements.

1.2. Caractéristiques des cultures obtenues aprés isolement
L’observation des 88 boites contenant le milieu Chapman-mannitol, montre que, dans,
environs les 64 aucune pousse bactérienne n’a eu lieu soit 73%, par opposition, I’examen des
24 boites restantes montre la présence de colonies, soit 27% des cultures (Tableau 2).
L’aspect des colonies, lisses, rondes, bombées, opaques, de 1 mm a 3 mm de diametre, oriente

vers le genre Staphylocoque.

Tableau 2. Répartition des échantillons selon le résultat de la culture

Pourcentage
Nombre
(%)
Culture positive 24 27
Culture négative 64 73
Total 88 100

Concernant les 24 cas de cultures positives, les colonies blanches sont majoritaires, (n=17),
soit un pourcentage de 71%, et les colonies fermentant le mannitol et pigmentées en jaune
constituent, que 29% (n=7) des pousses bactériennes. L’aspect de ces dernieres colonies

évoque I’espéce aureus du genre Staphylococcus (Figure 9).
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Figure 9. Répartition des cultures positives selon I’aspect des colonies

1.3. Identification du genre Staphylocoque
Le tableau 3 montre que 100% des souches jaunes et blanches se sont révélées catalase
positive et apparaissent sous forme de cocci Gram positif groupés en amas, avec I’aspect de

grappe de raisins confirmant le genre staphylocoque.

Tableau 3. Représentation des résultats des tests d’identification du genre Staphylocoques

Pourcentage
Nombre
(%)
Catalase positive 24 100
Cocci gram positif, groupés en
. -p- Jroup 24 100
grappe de raisin

1.3.1. Confirmation du S. aureus
Les 24 souches sont analysées avec les deux tests bactériologiques de confirmation de
I’espéce aureus, a savoir la DNase et la coagulase, 34% se sont révélées DNase et coagulase
positives (Tableau 4).
Tableau 4. Représentation des résultats des tests de confirmation de I’espéce aureus du genre

Staphylocoque
- . Pourcentage des
Positive Neégative . .
résultats positifs
DNase 7 17 34%
Coagulase 7 17 34%
Total des souches 24
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1.3.2.  Sensibilité des souches S. aureus aux antibiotiques
Nous avons testé la sensibilité des souches S. aureus isolées vis-a-vis des antibiotiques en
suivant les recommandations de CA-SFM-2013.
1.3.2.1. Sensibilité a I’oxacilline
Toutes les souches identifiées en tant que S. aureus (n=7) sont des SARM, c'est-a-dire quelles

sont résistantes a I’oxacilline (5 pg) (Tableau 5).

Tableau 5. Répartition des souches de S. aureus selon leur sensibilité a I’oxacilline

Souches de

Nombre Pourcentage (%)
S. aureus
Sensible 0 0
Intermédiaire 0 0
Résistante 7 100

1.3.2.2. Prévalence du portage du SARM
Nous avons identifié sept souches de SARM chez sept individus avec une prévalence de
portage de 16%. Les non porteurs (n=37) sont de I’ordre de 84% (Tableau 6).

Tableau 6. Présentation de la prévalence des porteurs de SARM et des non porteurs

Nombre Pourcentage
Population étudiée 44 100
Porteur de SARM 7 16
Non porteur de SARM 37 84

1.3.2.3. Sensibilité des SARM aux autres antibiotiques
Les résultats montre que 43 % (n=3) des sept souches de S. aureus sont résistantes a I’oxacilline et
sensibles aux autres antibiotiques qui sont la kanamycine, I’acide fusidique, la ciprofloxacine ,
I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole et le chloramphénicol, tandis que 57% sont résistants a

un, voir, plusieurs antibiotiques suscité (Figure 10).
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Figure 10. Répartition des SARM selon leurs sensibilités aux autres antibiotiques

1.3.2.4. Résistances des SARM par antibiotiques
D’apres le tableau si dessous, on note que, parmi les antibiotiques auxquels sont résistantes
les souches de SARM, la kanamycine avec quatre cas sur sept SARM (57%) suivi par I’acide
fusidique (F) avec deux cas (29%). Une seule souche s’est révélée résistante a la
ciprofloxacine (CIP) (14%). Par ailleurs, toutes les souches de SARM sont sensibles a la
gentamicine (CN), & [I’association Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (SXT) et au
Chloramphénicol (C) (Tableau 7).

Tableau 7. Répartition des 7 souches de SARM selon leur sensibilité aux autres antibiotiques

testés
SARM K FA CIP CN SXT C
Total des
SARM
- 4 2 1 0 0 0
résistant  par
ATB
Pourcentage 57 29 14 0 0 0
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1.3.2.5. Portage selon le site de préléevement, le profil, le sexe, I’age,
et la pathologie associée

Le tableau 7 montre que les SARM sensibles aux antibiotiques testés (n=3), aussi bien que les
résistants (n=4), sont surtout rencontrés chez les patients (n=5), sont principalement isolés du
nez (n=6), contre une main. Il s’agit d’un portage manuel chez un patient. Toutes les tranches
d’age sont concernées, surtout celles comprise entre 31-40 et 51-60 (n=5). On note aussi que
la plupart de ces porteurs sont des patients qui souffrent d’une pathologie associée a
I’insuffisance rénale, avec 5 cas sur 7 (71%), a savoir I’'HTA, le diabéte, ’'HVB et le cancer
du col de I'utérus. Cependant, sont les femmes (n=3) dominent quand il s’agit du portage des
SARM résistants aux autres ATB testés. (Tableau 8).

Tableau 8. Répartition des deux types de SARM selon le site de prélevement, le profil, le

sexe, I’age, et la présence ou non de pathologie associée

i Site Pathologie

Profil sexe Tranche d’age »
Souche de PVT associée
SARM 31- |41- | 51- | > _

PSIPH|F |H|N M Oui Non

40 |50 |60 |61

sensible aux autres

1 2 1121 2 1 1 0 1 1 2 1
ATB
SARM résistants aux

1 3 (3(1]4]|0 1 1 2 0 3 1
autres ATB
Total de SARM 2 5 4 1 3|6 1 2 1 3 1 5 2
Total des SARM 7
Pourcentage 29 | 71 |57 143|186 |14 | 29 14 43 | 14 71 29
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2. Discussion

L’analyse bactériologique des prélévements manuels et nasals effectués chez 44 personnes,
montre des cultures positives dans environs le un quart (n= 24) des boites de Petri contenant
le milieu Chapman-mannitol, soit 27% des 88 boites. Parmi ces 24 cultures, 7 souches de

S. aureus sont identifiées.

100% des souches de S. aureus isolées (n=7) sont des SARM, car elles sont résistantes a
I’oxacilline (5 pg) (CA-SFM 2015), avec une zone d’inhibition inférieure & 15 mm (CA-SFM
2013). Ce taux, de 100%, est largement au dessus de celui obtenue lors d’une étude réalisée
par le laboratoire de I’hépital Cheikh Zaid, & Rabat, et qui est compris entre 35 et 64%
(Benouda, 2012), il est également supérieur a une autre donnée de la littérature, qui évoque un
taux de 38% (Lucet, 2015). Aussi, notre résultat dépasse de loin les taux obtenus par deux
études portant sur des malades qui présentent une infection cutanée bactérienne commune et
I’autre sur des malades suivis en dermatologie de ville en France, qui sont respectivement
5,8% et 3,9% (Bernard et al., 2008). Ceci peut s’expliquer par le fait que I’étude est réalisée
en milieu hospitalier favorable a I’émergence des résistances.

Les sept cas de SARM sont isolés chez sept personnes. Sur I’ensemble de la population
étudiée (n=44), la prévalence du portage des SARM est donc de 16%. C’est un taux qui est
inférieur a celui indiqué par Kluytmans et al. (1997) dans la population générale, qui est de
I’ordre de 20 % pour le portage permanent et de 30 % pour le portage intermittent. Mais, cette
prévalence est plus élevée comparée a 7,1% obtenue par une étude effectuée au CHU Hassan
Il de Fes (Derkaoui et al., 2011). Il est a noter, que cette étude doit étre complétée par une
autre série de prelevements, pour pouvoir déterminer la pérennité ou I’intermittence du
portage.

Dans notre étude, le portage est surtout nasal, soit 14% par rapport a la population d’individus
étudiés (n=44), avec un total de 6 cas contre une main (le portage manuel concerne un
patient). La faible prévalence du manuportage permet de dire que les régles d’hygiéne sont
respectées (le lavage des mains).

Par ailleurs, le non portage du SARM concerne, 37 personnes, ce qui représente, 84% de
I’effectif. Cette donnée est bien supérieure a celle indiquée dans la littérature (Kluytmans et
al,. 1997), et qui est de I’ordre de 50 % de non porteurs par rapport a la population générale.
Le portage est plus fréquent chez les patients (n=5) que chez le personnel du service (n=2).
Mais, si nous rapportons ceci a la taille de chaque profil de la population étudiée, I’incidence
s’inverse, puisque le nombre des patients (n=34) est relativement plus grand que celui du
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personnel (n=10), on obtient 15% de patients contre 20% du personnel du service. Toutes les
tranches d’&ge sont concernées, surtout celles comprise entre 31-40 et 51-60 (n=5).

D’aprés I’entretien et I’étude des dossiers, nous avons recensé divers pathologies associées
chez 64% (n=5) des porteurs de S. aureus. Nous citons, parmi elles, le cancer du col de
I’utérus, le diabéte et la cardiopathie, qui constituent des facteurs qui affectent la capacité de
I’organisme de résistance aux bactéries, et donc, augmentent le risque de développer une
infection nosocomiale endogéne. De plus, ces porteurs sont des sources de contamination de
I’environnement et des personnes contacts, eux aussi fragilisés par la maladie. 11 est important
de savoir, qu’en matiere d’infection nosocomiale, le risque n’est pas négligeable au Maroc,
puisque I’incidence est de 6,7%, (Amazian et al., 2010). Ce risque est encore, plus important
quand il s’agit des personnes hémodialysées, selon une étude réalisée en 2008, par le
laboratoire de microbiologie, a I’h6pital militaire d’instruction Mohammed V de Rabat, avec
un pourcentage de 18,85%. D’aprées cette méme étude, le risque d’avoir une IN est multiplié
par 100, et que I’endocardite infectieuse est I'une des complications des plus fréquentes, et des
plus graves lorsqu’il s’agit d’'un SARM, avec une mortalité comprise entre 60 et 100%,
(Maleb et al., 2011).

La résistance a I’oxacilline nous a amené a tester d’autres antibiotiques afin de trouver des
ATB auxquels ces SARM sont sensibles et qui seront utilisés pour I’antibiothérapie.

Comme le S. aureus hospitalier peut développer une résistance croisée entre I’oxacilline et les
autres bétalactamines par la production d’une protéine liant les pénicilline (PLP) de faible
affinité (PLP2a), la recherche de la sensibilité a la céfoxitine permettra plus facilement de
déceler cette résistance (Daurela et al., 2008), cependant nous avons pas pu réaliser par
manque de disques d’antibiotiques.

En ce qui concerne la sensibilité aux autres ATB testés, nous avons identifié deux types de
souches, des SARM sensibles aux antibiotiques testés (n=3), et les SARM résistants a certains
de ces ATB (n=4), avec des pourcentages qui sont respectivement 43% et 57%.

Tous les SARM identifiés sont sensibles a la gentamycine, alors que dans une étude réalisée a
I’hdpital Hassan 1, 5% des SARM sont résistants a la gentamycine (Derkaoui et al., 2011).
Cependant, quatre souches de SARM, de nos échantillons, sur sept sont résistants a la
kanamycine (57%), ceci pourrait étre dle a la production d’enzyme inactivant cet antibiotique
(Daurela et al., 2008). L’une d’elles est également résistante a la ciprofloxacine (quinolones
fluorés), ce qui donne un pourcentage de 14%. Ce pourcentage est largement inférieur par
rapport aux résultats obtenus par Daurela et al. (2008) qui ont trouvé que 90% des SARM

hospitaliers sont résistants aux fluoroquinolones et aux aminosides.
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Rappelons que notre étude a montré qu’une seule souche est résistante a la ciprofloxacine sur
les sept SARM, ce qui donne un pourcentage de 14% contre 5,8% selon I’étude de Bernard et
al. (2008) portant sur les infections communes. Mais, il est plus faible que celui qui est
mentionné dans I’étude effectuée au CHU Hassan Il de Feés, en 2011, et qui est de 34 %
(Derkaoui et al., 2011).

Par ailleurs, les 7 souches de SARM sont sensibles a coté de la gentamicine, a I’association
STX et au chloramphénicol. Nous devons donc élargir la sensibilité a d’autres ATB.
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V- Conclusion et recommandations

Les infections nosocomiales représentent un probléeme majeur, principalement aux niveaux

des services d’hémodialyses, d’ou le siége des patients immunodéprimes.

Dans notre étude, nous avons envisagé, dans un premier lieu, de déterminer la prévalence du
portage du S. aureus, celle-ci étant estimée de 16%. Ensuite, cibler les sites de portage afin
d’orienter I’action thérapeutique et rompre la chaine épidémiologique. Le site de prédilection
est essentiellement nasal (n=6), mais le portage manuel de I’'un des patients a négliger.

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a permis d’indiquer les ATB aux quels les souches
de S. aureus sont résistantes. En effet, toutes les souches sont des SARM, parmi eux trois sont
sensibles a la gentamycine, le SXT, et le chloramphénicol et les quatre souches restantes
présentent des résistances a un voire a 3 ATB.

Si les précautions adéquates ne sont pas prises, des porteur de S. aureus peuvent étre source
de propagation dans I’environnement voire méme d’IN chez les hémodialysés, d’autant plus
que ces personnes sont fragiles et donc susceptibles de développer une IN dans un milieu

hospitalier ou les germes développent facilement des résistances aux ATB.
» Recommandations

Les mesures préventives consistent a I’application rigoureuse des mesures d’hygiéne
suivantes :

- L’hygiéne des mains.

- L’utilisation des solutions hydro-alcooligques.

- La fixation des protocoles de soins pour les différents gestes de soins médicaux et
paramédicaux.

- L’utilisation du matériel médical stérile ou I’usage unique de ce dernier.

- L’amélioration des méthodes de stérilisation.

- L’application des bonnes pratiques de desinfection du matériel, au suivi du processus

de I'élimination des déchets d’activité de soin contaminés.
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