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Les infections a S. aureus sont tres fréquentes et peuvent étre mortelles.

De plus, ubiquitaires et virulentes les souches de S aureus ont développé de
nombreux mécanismes de résistance (57) dont celle a la méticilline semble la
plus importante, associée a la résistance a d'autres antibiotiques (13).

Cette résistance est de type plasmidique ou chromosomique. Elle est
homogene ou hétérogene.

La prévalence de la résistance des souches de S. aureus résistantes a la
méticilline (SARM) varie considérablement selon les régions, de moins de 2%
a plus de 60% (6, 8). C'est dire I'importance de la surveillance de la sensibilité
des souches pour orienter le traitement des staphylococcies.

Le but de ce travail est d'apprécier I'ampleur de la résistance des souches de
S. aureus isolées au CHU de FANN aux pénicillines du groupe M et de

préciser les traitements alternatifs.
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I.1. HISTORIQUE

Les staphylocoques, découverts par PASTEUR en 1880 et ainsi déenommes
par OGSTOM en 1883 ont éte cultives pour la premiére fois par
ROSENBACH en 1884 qui distingua les staphylocoques dorés des
staphylocoques blancs.

L'évolution de la sensibilité des staphylocoques est connue depuis longtemps.
Déja en 1946, cing ans aprés la découverte de la pénicilline G ( introduite en
thérapeutique médicale en 1941 ), le taux de résistance a cette molécule
atteignait 14% a Londres (4) et 59% deux ans pius tard, en 1948, dans la
méme ville (4) . Ainsi dés 1950, la plupart des infections hospitaliéres a S.
aureus eétaient provoquées par des germes résistants aussi bien a Londres
(4) qu'en France (9). Mais ce n'est que dix ans plus tard, en 1960, que les
premiéres souches de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM) ont été

signalées en France (11, 16) et en Angleterre (11).

1.2. TAXONOMIE
Les staphylocoques sont des cocci GRAM positit appartenant a la tamille
des Micrococcaceae au genre Staphylococcus qui comporte 27 especes.

L'espéce type est Staphylococcus aureus qui comporte quatre biotypes (29).



Tableau I : Différents biotypes du genre Staphylococcus

Biotype A Homme
Biotype B Volaille, Porcing
Biotype C Bovins, Ovins
Biotype D Lievre

1.3. EPIDEMIOLOGIE
1.3.1. Habitat
S. aureus est un germe ubiquitaire. Il est retrouvé dans la nature ( sol,
poussiére, eaux ) et a I'état commensal sur la peau et les muqueuses de
I'hormme et de certains animaux.
L'étude du taux de portage de S. aureus au niveau des ditférents organes a
donné les résultats suivants:

- 20 a 80% au niveau du nez,

- 35 a 40% au niveau de l'oropharynx,

- 5 a 25% au niveau de la peau,

- 10% au niveau du perinée,

- 30 a40% au niveau de l'intestin (46).
1.3.2. Transmission
Elle peut étre

- directe : a partir des lésions staphylococciques ouvertes

- indirecte:par i'air, la poussiére, les vétements contaminés, les aliments |

le personnel soignant, le matériel hospitalier.
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II.1. CARACTERES MORPHOLOGIQUES

Les staphylocoques sont des cocci a GRAM positit, mesurant 0.8 at micron
de diamétre.

Dans le pus, ils se regroupent en petits amas, en diplocoques ou en trés
courtes chainettes de 3 a 5 éléments.

Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en grappe de raisins alors

qu'en milfieu liquide ils sont souvent trés isolés.

i1.2. CARACTERES CULTURAUX

S. aureus est aérobie anaérobie facultatif. Il pousse sur milieu ordinaire. Sa
croissance exige la présence de vitamine B1 et d'acide nicotinique, n'exige
pas la présence de biotine ni de tryptophane.

Sa température optimale de croissance est de 37°C et son pH optimum de
croissance est de 7,5.

En bouillon, la culture est rapide et en quelques heures apparait un trouble
homogene puis un dépét.

Sur gélose, les colonies sont lisses, rondes, mates bombées, de taille
moyenne a contour régulier, avec un pigment jaune dore.

S. aureus tolére de fortes concentrations de sels de sodium : il pousse sur

milieu gélosé de CHAPMAN qui contient 75 g de NaCl/

I1.L3. CARACTERES BIOCHIMIQUES
1.3.1. Métabolisme glucidique
S. aureus utilise le glucose, le mannitol, ie lactose, ie maltose, le saccharose

et le mannose.



I1.3.2. Métabolisme protidique
S. aureus ne posséde pas d'indole. Il produit de I'ammoniac a partir de
l'arginine.

Il posséde une uréase, une nitrate réductase et produit de l'acétoine.

1.3.3. Métabolisme respiratoire

S. aureus possede une catalase mais pas d'oxydase

I.4. CARACTERES ANTIGENIQUES
1.4.1. Les antigénes d'espéce
I.4.1.1. Le peptidoglycane

Il contere aux bactéries forme et rigidite et est responsable d'effets toxiques.

1.4.1.2. Les acides teichoiques

lls sont peu toxiques et fortement antigéniques.

11.4.1.3. La protéine A
Elle est caractéristique de S. aureus et est élaborée par 90% des souches du
biotype A. Sa masse moléculaire est de 42 KD et son point isoélectrique 5,1.
La fixation sur e fragment FC des immunoglobulines G est sa propriéte

essentielle, propriété qui a conduit a I'analyse de sa structure (23, 54).

1.4.2. Les antigénes de type
lls sont nombreux. Parmi eux on peut citer:
- l'antigéne h1 qui est une proteine de 95 KD (1, 5)
- I'antigéne a5 (41) qui est un acide téchoique comprenant du ribitol riche

en alanine et en N acétyl glucosamine.



1.4.3. Les antigénes de surface
S. aureus est rarement pourvu de capsule
Les souches encapsulées sont plus virulentes et résistantes a la

phagocytose.

iI.L5. LES CARACTERES GENETIQUES
[1.5.1. Les mutants staphylococciques
Ils existent divers types de mutants, parmi lesquelles ceux secondaires:
- & la perte d'un ou de plusieurs caractéres de viruience.
- ou a un déticit en heme et en vitamine K2. Dans ce cas-Ci

apparaissent des colonies naines.

1.5.2. Les plasmides
La plupart des souches de S. aureus sont porteuses de plasmides. Les
caractéres les plus connus codés par ces plasmides sont les caracteres de

résistance aux antibiotiques.

1.5.3. Infection par les bactériophages
Beaucoup de souches de S. aureus sont attaguées par les bactériophages.
La technique de référence pour la lysotypie est celle decrite par BLAIR et

WILLIAM (7) et qui a permis de déterminer 3 groupes d'attaque phagique.

I1.5.4. Les échanges genétiques
lls se font par transduction, transformation, transfert de genes plasmidiques
grace a des transposons qui sont en géenéral des genes de résistance aux

antibiotiques.
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1.6. LES SUBSTANCES ELABOREES
11.6.1. Les toxines
1.6.1.1. Les hémolysines
- Alpha hemolysine
Cette toxine est hemolytique et dérmonécrotique. Elle est
transformable en anatoxine.
- Beta hémolysine
Les souches d'origine animale sont plus productrices que les souches d'origine
humaine.
- Gamma hémolysine
Elle lyse les érythrocytes de lapin , de mouton et d'homme.
- Deita hémolysine
Elle agit comme un detergent sur les hématies de lapin, de cheval et

d'homme.

11.6.1.2. Les leucocidines
Efles sont au nombre de trois. La leucocidine de PLANTON et VALENTINE

est specifique de S. aureus (27).

1i.6.1.3. L'exfoliatine ou épidermolysine (43)
Elle sont au nombre de deux : I'exfoliatine A et B. Elles sont responsables

des lésions cutanées bulleuses.

1.L6.1.4. Les entérotoxines
Elles sont au nombre de 7 : A, B, C1, C2, C3, D et E. Elles sont
responsables des intoxications alimentaires et de ['‘entérocolite

pseudomenbranneuse.



11.6.2. Les enzymes

1.L6.2.1. La coagulase libre

Elle est spécifique de S. aureus. Elie est capable de coaguler le plasma
humain ou de lapin oxalaté ou hépariné (32).

En pathologie, elle empéche la phagocytose par tomation d'un caillot

endoveineux autour des bactéeries.

11.6.2.2. La coagulase liée "Clumping Factor”
Elle réagit avec le fibrinogéne ou des monomeres solubles de

fibrines (32).

11.6.2.3. La fibrinolysine ou Staphylokinase
Elle est généralement produite par les souches humaines. Elle dissocie le

caillot formé par la coaguiase et favorise la dissemination du germe.

11.6.2.4. La nucléase
A pH alcalin et en présence de calcium, elle exerce une activite
ribonucléasique.
11.6.2.5. Les B-lactamases
Elles sont produites par certaines souches de S. aureus. Elles hydrolysent les
bétalactamines en produits inactifs.
Elles sont de deux types :
- Les pénicillinases qui ont une action prétérentielle sur les
pénicillines.
- Les céphalosporinases qui inactivent prétérentiellement tes

céphalosporines mais aussi les pénicillines.



1.6.2.6. Les autres enzymes

- Le lysosyme capable de lyser ia parol d'autres bactéries

- Les lipases et les esterases capables de metaboliser les
graisses.

- La nyaluronidase capabie d’hydrolyser a pH acide. Elie jouerait
un réle tavorisant la ditfusion du staphylocoque dans le tissu
conjonctit.

- Les phosphatases acide et alcaline. Seule la phosphatase

acide est libérée dans ie milieu.
1.6.3. Les pigments

La plupart des souches de S. aureus élaborent sur milieu gélosé un pigment

doré ou citrin diffusible dans le milieu.

9
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ll.1. PHYSIOPATHOLOGIE

La gravité de l'infection a S. aureus dépend essentiellement de la virulence du
germe et de I'état immunitaire du sujet infecte.

La virulence du germe est liée a sa richesse en antigénes de surface, a sa
sécrétion enzymatique et toxinique.

A partir d'une porte d'entrée, apres les phénomenes inflammatoires,
suppuratifs et nécrotiques, la diffusion du germe se fait en général par
thrombophlébite ou par contiguité.

Dans certains cas la sécrétion de la toxine du syndrome du choc
staphylococcique entraine un état de choc tebrile avec érythrodermie diffuse.

La mortalité, dans ce cas est de 5 a 20%.

ll.2. PATHOGENIE CHEZ L'HOMME
Les pathologies dues a S. aureus sont trés nombreuses et de gravité

inégale. Nous citerons parmi elles :

iil.2.1. Les staphylococcies cutanéo-phanériennes.

Elles sont de plusieurs types:

- L'impétigo : dermatose bulleuse du visage ou des membres

- L'onyxis : infection chronique du mur ungueal

- Le périonyxis : infection chronique du bourrelet péri-unguéal.

- Le panaris : infection développée dans I'épiderme periungueal.

- La folliculite aigué superficielle : suppuration localisée a
I'orifice du follicule.

- La folliculite aigué profonde : abces intrafoliiculaire de la gaine
du poil qui peut aboutir a la nécrose de tout l'apparell pilo-

sébacé réalisant I'aspect typique du furoncle ou de l'anthrax qui

10



est un conglomeérat de furoncle.

- Les staphylococcies du tissu cellulaire sous cutane :
Elles se manifestent le plus souvent sous forme d'abces, de
cellulite ou de phlegmons.

- L'hydrosadénite : suppuration chronique des glandes
apocrines

- Le pemphigus épidémique du nouveau né : dermatose
bulleuse évoluant par petites épidémies.

- La panniculite aigué nécrosante du nouveau-né et
du nourrisson : nécrose cutanée extensive débutant en général
au niveau du tronc sous forme d'un placard rouge et induré
s'étendant en curasse. Toutes les muqueuses peuvent étre

infectées.

.2.2. Les septicémies a Staphylococcus aureus (45)

Dans les formes communautaires (/0% des cas), la porte d'entrée est
habituellement cutanée, méme minime mais aussi ORL, dentaire, urinaire, ou
utérine. elle reste cependant inconnue dans 30% des cas.

Les septicémies iatrogénes (30% des cas) (45) sont egalement frequentes.
Elles sont aggravées par le caractere frequemment polyrésistant des
staphylocoques en cause. Quatre formes évolutives peuvent étre
schématiquement isolées, bien que des passages de I'un a l'autre des modes

evolutifs soient toujours possibles :

- Les formes aigués fulminantes
L'évolution de ces formes est foudroyante. La mort survient en deux a cinqg

jours sans que le traitement n'ait eu le temps d'étre réellement actit.



- La staphylococcie maligne de la face
Elle est consécutive a des manoeuvres intempestives d'un turoncle ou d'un
anthrax de la lévre supérieure, de I'aile du nez, du pli nasogénien ou de la
tface. Elle se présente sous torme d'un placard rouge violacé chez le sujet a
carnation claire, froid, peu douloureux sans bourrelet périphérique.

Bien traitée, la guérison est obtenue sans séquelle en général.

En cas de retard diagnostique et thérapeutique, I'extension se fait vers le tissu
cellulaire-orbitaire avec protrusion du globe oculaire et chémosis d'une part et
vers une extension du processus phlébitique avec cordons veineux
thrombosés visibles sur le front, le cuir chevelu et I'angle de I'oeil d'autre part.
La poursuite du processus phlébitique fait courir le risque de survenue d'une
thrombophlébite du sinus caverneux avec ophtalmoplégie et troubles
méningoencéphalitiques dans un contexte d'alteration fébrile de I'état general.
Devant ce tableau I'némoculture est positive et une antibiothérapie adaptée
aux données de l'antibiogramme et a bonne diffusion neuroméningée peut
permettre la guérison. Les autres formes de septicémies a staphylocoque
sont :

- Formes aigués septicémiques ou septicémie pure

- Formes septicopyohémiques

- Formes lentes ou subaigués trainantes

- Endocardites staphylococciques

Le staphylocoque peut étre responsable de diverses autres manifestations en

fonction de sa localisation. C'est ainsi qu'on distingue:

12



l1.2.3. Staphylococcies ostéo-articulaires

ll.2.4. Myosites staphylococciques

l11.2.5. Staphylococcies pulmonaires

l1.2.6. Staphylococcies urogénitales

i1.2.7. Staphylococcies neuroméningées

l1.2.8. Staphylococcies non suppuratives
- Syndrome des enfants ébouillantés (Scaled-Skin
Syndrom: SSS)
- Syndromes scarlatins staphylococciques
- Impétigo bulleux
- Syndrome de nécrose épidermique
- Dermatite exfoliatrice du nouveau-né
- Syndrome de choc staphylococcique

- Entérocolites staphylococciques
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IV.1. DIAGNOSTIC DIRECT

IV.1.1. Les prélévements
Avec une asepsie rigoureuse les prélévements se font en fonction du type et
du site de [l'infection. Exemple : c'est ainsi que pour un abcés on préléve du

pus et pour une septicémie on effectue des hemocultures.

IV.1.2. Etude au laboratoire
- Examen Macroscopique
Il permet de noter 'aspect, la couleur et la consistance du produit pathologique
préelevé.
- Examen microscopique
*L'examen a I'état frais montre des cocci immobiles.
*L'examen apres coloration de GRAM montre des cocci a
GRAM positif groupés en amas, isolés ou par paire

(diplocoques).

- Culture
Il existe des milieux d'isolement comme: La gélose ordinaire, la gélose enrichie
type MUELLER HINTON et le milieu de CHAPMAN qui est un milieu sélectit
riche en NaCl et contenant du mannitol. Parmi les milieux d'identification, on
peut citer la gélose viande-foie qui détermine le type respiratoire, le milieu de

HUGH et LEIFSON.

- ldentification
Les éléments les plus importants de i'identification sont:

* Cocci a GRAM positif groupés en amas ou isolés,

14



* Production de catalase,

* Anaerobie-aérobie tacultatit,

* Croissance sur gélose hypersalée de CHAPMAN avec
fermentation de mannitol,

* Production de coagulase et de DNAse

- Etude antigénique
Cefte étude a surtout un intérét épidémiologique et elle est le complément
indispensable des recherches bactériologiques (57). La sérotypie est la
meéthode la plus utilisée.
Elle consiste a classer les souches sur la base de leur antigénes de surface.

Cette sérotypie peut se faire selon plusieurs méthodes :

* La méthode de PILLET (44) qui caractérise les souches en
mettant en évidence, par des sérums, un agglutinogéne ou un groupe

d'agglutinogénes dominants. C'est ainsi que 14 sérotypes ont été déterminés.

* La méthode de DEDING et HAUKNES (31, 42) repose sur
un autre principe qui est de mettre en évidence, au moyen de “factor sera“
préparé par absorption des différents agglutinogenes de types présents a la

surface des bactéries. Il existe 14 “facteurs sera”.
* Une méthode standardisée combinant les avantages des

deux précédentes méthodes et aisément utilisable en pratique a été mise au

point (22, 24).

15



Elle est essentiellement indiquee dans les septicémies avec
endocardite ou avec localisation articulaires. Elle se tait par :
* Le titrage des anti-staphylolysines alpha et gamma. Dans ce
cas les taux sont considérés comme significatifs s'ils sont supérieurs a 2
unités/ml pour les alpha et a 1/60 de la dilution du serum pour les gamma

anti-staphylolysines.

* La recherche d'anticorps anti-acide techoiques.






La plupart des antibiotiques peuvent a des degrés divers étre actits sur les
staphylocoques bien que ies B-lactamines, les aminosides. les macrolides et
apparentés soient les trois familles les plus utilisées. Les mécanismes de

résistance aux divers antibiotiques sont divers et variés.

V.1. LES BETA LACTAMINES
lls agissent en inhibant la synthése de la paroi bactérienne.

Les mécanismes de résistance reposent sur deux phénomeénes.

- Production de bétalactamases
Les bétalactamases sont des enzymes habituellement inductibies. Leurs
génes sont plasmidiques (24). Elles hydrolysent certaines bétalactamines :
pénicilline G, ampicilline et ses dérivés, carboxypénicilline, ureidopénicilline.
Cependant, elles ne détruisent pas la méticilline, les céphalosporines en
général et l'imipénéme. En outre, l'association d'inhibiteurs des
bétalactamases, sulbactam ou clavulanate permet aux antibiotiques d'éviter

I'action des bétalactamases.

La détection des pénicillinases doit étre systématique. Cette détection se fait
par un test colorimétrique qui utilise la céfinase ou par l'appréciation du
diameétre d'inhibition des bactéries autour du disque de pénicilline G et de
I'aspect des colonies en bordures, dix huit heures aprés la réalisation d'un

antibiogramme avec un inoculum de 0,5 unités Mac Farland.
Ainsi, la constatation d'une bordure nette ou sont localisees de grosses

colonies permet d'aftirmer ia production de peénicillinase par la souche quel que

soit le diamétre d'inhibition. par contre I'existence d'une bordure floue avec un

17



diametre d'inhibition supérieur a 30mm signe I'absence de sécrétion de

pénicillinase.

- Modification de la cible de I'antibiotique
C'est le mécanisme de reésistance a la méticilline. Dans ce cas |l y a synthese
par la souche d'une nouvelle proteine liant la pénicilline appelée PLP2a (37,
38, 59) qui présente une trés faible affinité pour toutes les B-lactamines. La
synthese de la PLP2a serait inductible expliquant ainsi le caractére souvent
hétérogéne au sein d'une population bactérienne et les facteurs d'expression

de cette résistance (30, 53).

Les facteurs d'expression de cette résistance sont : un inoculum lourd . une
incubation a 37°C en milieu hypersalé (2, 3 ,59), I'obscurité et un pH=7,4. Le
disque d'oxacilline est prétéré au disque de meticilline trop instable.

La lecture se fait au mieux au bout de 24 heures et la sensibilité a la méticilline
sera déterminée en appréciant le diamétre d'inhibition et I'existence ou non de
colonies dans la zone d'inhibition. Les souches sont dites sensibles a la
méticilline (Méti-S) si le diameétre est supérieur a 20 mm et en 'absence de
colonies dans la zone d'inhibition. Les souches sont dites résistantes a la
méticilline si le diametre d'inhibition est inférieur a 20 mm ou s'il existe des

colonies dans la zone d'inhibition quels que soient leur taille ou leur nombre.

Selon la sensibilité ou non a I'oxacilline et celle ou non a la pénicilline; la

lecture interprétative est la suivante :

* Si une souche de S. aureus est sensible a la penicilline G et a

l'oxacilline : elle est dite sauvage et est sensible a toutes les 3-lactamines.



* Si une souche est resistante a la pénicilline G et sensible a
l'oxacilline, elle est considérée comme résistante également aux

aminopenicillines, aux carboxypénicillines et aux ureidopénicillines.

* St une souche est résistante a la pénicilline G et a l'oxacilline elle est
considérée comme résistante a toutes les B-lactamines.
Notons par ailleurs I'existence de souches de S. aureus tolérantes aux B-

lactamines par déficit en enzymes autolytiques (48,51).

V.2. LES AMINOSIDES

Ce sont des antibiotiques bactéricides qui inhibent la synthése des protéines
au niveau des ribosomes (25). Chaque type d'aminoside agit au niveau d'une
protéine ribosomale (17).

Les souches sauvages de S. aureus sont naturellement sensibles aux
aminosides.

La résistance se fait par l'intermédiaire d'enzymes, dont la synthése est codée
par des génes plasmidiques. Ainsi :

. La résistance a la streptomycine est due a la production d'une
enzyme APH3 ou ANT6 ou ANT9Y mais elle est parfois due a une mutation au
niveau du ribosome (cas des souches méticilline-résistantes) (33).

- La résistance a la kanamycine et a la néomycine est due a la
synthése d'une phosphotransférase APH3' de type lli codée par un plasmide
(15, 52). Cette phosphotransférase modifie partiellement I'amikacine (15, 52).
La résistance de type KGT (kanamycine, gentamycine, tobramycine) est due
a la synthése d'enzymes codées par un géne chromosomique en Europe ou

par un géne plasmidique aux U.S.A.
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- La résistance a la kanamycine et a la tobramycine est due a la
production d'une ANT4'4". Cette AN moditie aussi partiellement la neomycine
et l'amikacine (34, 52). L'étude des enzymes impliquées dans les
phénomenes de résistance de S. aureus aux aminosides a permis de
determiner des " phénotypes de résistance " qui permettent de déduire I'activité

in vivo a partir de l'activité in vitro .

Ainsi un phénotype de résistance a la gentamicine, a la kanamycine et a la
tobramycine implique une résistance a tous les aminosides. Un phénotype de
résistance a la kanamycine et ou a la tobramycine implique une résistance a

I'amikacine ou a la nétilmicine.

V.3. LE GROUPE MACROLIDE, LINCOSAMINE,
STREPTOGRAMINE (M, L, S)

Ces antibiotiques se fixent sur la sous unité 50s du ribosome et inhibent la
synthese protéique. L'expression phénotypique de cette résistance est de
deux types :

- Résistance constitutive : La souche est resistante a tous les
macrolides, aux lincosamines, aux streptogramines B. Le constituant A des
synergistines n'est pas atteint et la synergie entre streptogramines A et B
persiste d'ol conservation de l'activité de la pristinamycine (12).

L'existence de rares souches resistantes a la pristinamycine est liée a la
production d'une acétyltranstérase inactivant les streptogramines (35, 37).

La résistance aux streptogramines A et B est codée par des génes situés sur
le plasmide qui contient par ailleurs les génes de résistance a la kanamycine

et a la tobramycine (12, 20).
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- Résistance inductible : Elle intéresse dans ce cas ['oléandomycine et
I'erythromycine. La sensibilité aux autres macrolides, aux lincosamines et aux
streptogramines A et B reste concerveée les rares souches resistantes au
facteur A des synergistines mais sensibles au tacteur B sont sensibles a
I'erythromycine mais résistantes a la lincosamine.

L'erythromycine, la lincomycine et la pristinamycine sont utilisées pour la
détermination de différents profils de sensibilité.

- Le premier profil concerne les souches sensibles a ces trois
antibiotiques. Elles sont dites sauvages et sont sensibles au groupe (M,L,S).

- Le deuxieme profil de sensibilité concerne les souches qui ne sont
résistantes qu'a l'erythromycine. Ces souches sont considérées comme
sensibles aux lincosamines et aux streptogramines mais résistantes a la
roxithromycine et a la clarithromycine.

- Le troisiéme profil concerne les souches résistantes a I'erythromycine et

a la lincomycine mais sensibles a la pristinamycine.

V.4. LES QUINOLONES
lis inhibent ia synthése de 'ADN par action sur I'ADN gyrase.
Il existe une résistance naturelle de S. aureus a l'acide nalidixique.

La résistance acquise est d'origine chromosomique.
Pour les quinolones, la résistance a une tluoroquinolone notamment la

ciprofloxacine doit faire considérer la souche comme résistante a toutes les

autres fluoroquinolones.

V.5. ASSOCIATION SULFAMIDE + TRIMETHOPRIME

C'est un inhibiteur de la synthese bactérienne.
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La résistance se fait par mutation ou par acquisition de plasmide de

résistance.

V.6. FOSFOMYCINE
C'est un inhibiteur de la synthése de la paror bactérienne.

La résistance se fait par mutation chromosomique.

V.7. LA RIFAMPICINE
C'est un inhibiteur de la synthése de I'ADN.

La resistance se fait par mutation.

V.8. LA VANCOMYCINE

C'est un aminoglycoside qui inhibe la synthese de la paroi bactérienne.

V.9. LES CYCLINES
lls sont peu utilisés dans les staphylococcies.

La résistance est habituellement d'origine chromosomique.

V.10. LE CHLORAMPHENICOL
La résistance se fait grace a ia sécrétion d'une acétyltransterase codée par un

petit plasmide. Cette acétyltranstérase entraine l'inactivation du produit.
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. LE CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE
Cet hopital regroupe les services suivants :

- la clinique des Maladies Infectieuses Ibrahima Diop Mar dans
I'enceinte de laquelle se trouvent le laboratoire de Bactériologie-Virologie et
celui de Parasitologie-Mycologie,

- le service de Neurologie auquel est rattache celui de Kinésitherapie,

- le service de Neurochirurgie,

- le service de Psychiatrie,

- le service de Pneumophtisiologie,

- le laboratoire de Biochimie,

- le service de Radiologie,

- et la Pharmacie.

Dans l'enceinte de I'hépital se trouvent :

- I'Hépital d'Enfants Albert Royer (HEAR) qui posséde en son sein un

laboratoire d'Analyse.

- I'Institut de Léprologie Appliquée de Dakar (ILAD)

I.2. LE LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE DE FANN
Il se trouve dans I'enceinte de la clinique des Maladies Infectieuses Ibrahima

Diop Mar et comprend :
- une grande salle subdivisée en paillasses ou sont réalisées les

diverses manipulations.

- une salle de réception
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- une salle de stérilisation ou sont reéalises le nettoyage, la stérilisation du
matériel ainsi que la préparation des réactifs et des milieux de culture,
- une salle de prélévement

- des toilettes.

Le personnel du laboratoire comprend :
- un Professeur,
- un Maitre-Assistant,
- deux Internes en pharmacie,
- deux Internes en médecine,
- cinqg Techniciens

- un garcon de laboratoire.

Le laboratoire traite des prelévements de malades hospitalises et de malades
externes de différents services du CHU de FANN.

Il recoit aussi des prélévements venant d'autres structures sanitaires






I.1. SOUCHES ETUDIEES

L'étude a porté sur un total de cent quarante neuf souches de S. aureus
isolées entre 1994 et 1996.

Elles ont été isolees a partir de divers produits pathologiques (tableau )

Tableau Il : Origine des souches de S. aureus isolées a Dakar

Pus 97 65,10
Sang (Hémoculture) 19 1275
Expectorations 5 03,36
Prélevement de gorge 6 04,03
Urines 7 0470

II.2. MILIEUX ET REACTIFS

i.2.1. Pour l'isolement
L'isolement a été réalisé sur un milieu riche : la gélose de MUELLER HINTON

et sur milieu sélectit de chapman.
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11.2.2. Pour I'antibiogramme
La sensibilité des souches a éte testee en utilisant la méthode de diffusion en
gelose (antibiogramme standard) pour la détermination des constantes

minimales inhibitrices (C.M.|).

- Pour I'antibiogramme standard :
le milieu de culture utilisé est la gélose de MUELLER HINTON et I'inoculum a
été préparé a partir de I'eau physiologique stérile.
Les antibiotiques suivants ont été testeés :
Oxacilline (OX)
Gentamicine (GM)
Tobramycine (T)

Kanamycine (K)
Erythromycine (E)
Pristinamycine (PT)
Chloramphenicol (C)
Cotrimoxazole (5XT1)
Norfloxacine (NOR)
Acide Fusidique (FA)

Vancomycine (VA)

- Pour la recherche de la résistance hétérogene
L'appréciation de la meticillino-résistance a été ettectuée par la recherche de ia
résistance hétérogene par diffusion du disque d'oxacilline sur gélose MH

hypersalé qui contient 5% de NaCl incube a 37°C.
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- Pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices.

* Les milieux de culture suivants ont éte utilisés : geloses MH et
MH hypersale.

* Les antibiotiques suivants ont eté testés : Oxacilline,
Ceftriaxone, Cotrimoxazole, Vancomycine.

Ces antibiotiques sont commercialisés sous forme de poudre.

* Les solvants utilisés sont :

° l'eau distillee sterile pour I'oxacilline la ceftriaxone et la
vancomycine,

°la soude a 0,1 N pour le sulfaméthoxazole,

¢ l'acide chlorhydrique a 0,5 M pour Ie triméthoprime.

* Le diluant utilisé pour tous ces antibiotiques étudiés est I'eau
distillee stérile.

* L'appareil utilisé est le DENLEY MULTIPOINT INOCULATOR :
c'est un appareil comprenant 21 cupuies 21 pointes
stérilisables.

* La préparation de I'inoculum a été eftectuée avec de l'eau

physiologique stérile.
I1.3. METHODES
11.3.1. Isoilement et Identification

L'isolement et l'identification de S. aureus ont été etfectues selon les

techniques classiques en pratique de laboratoire (figure1).



PRELEVEMENT .

/

\ \A Y AN
/ \ Er\/Ar\AEN

/ ¥ MACROSCOPRPIQUE

R

JO ETATERAIS COLOBRATION CULTURE
- Cywologre Ui GRAM SUR
(poiynucleares, nemates) coccra Gram (+) //.
- Cocci en amas

<

Gélose MH Chapman
r
Y
J1 Culture (+) —. . _p Coloration <4—— Culture (+)

/ \ de Gram }

coccra Gram (+)
s Catalase (+) $

Manrnitol (+)
|
|
|
|

v
J 2 AAF “ Ceagulase (+)

\ / Pastorex Staph (+)

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

-~

Figure 1 : Isolement et identification de Staphylococcus aureus
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11.3.2. Etude de la sensibilité des antibiotiques

- Méthode de diffusion en milieu gélose
Pour I'antibiogramme et la résistance hétérogene, I'étude a porte sur les cent

quarante neut souches isolées.

* Technique

C'est la technique de CHABBERT (10) qui a été utilisée . Dans cette
technique, on coule de la gélose MH en boite de pétri sur une épaisseur de 4
mm. Puis, on réalise, a partir de colonies pures, une suspension
correspondante a une turbidité de 0,5 unités Mac Farland. Ensuite, on fait une
dilution au 1/100 de cette suspension.

L'ensemencement se fait par inondation de la gelose avec I'inoculum bactérien
puis on aspire I'excédent et on séche a I'étuve les boites.

Apres séchage, les disques d'antibiotiques sont déposés avec un distributeur

puis on incube les boites a 37 ° C a I'étuve pendant 24 heures.

* Les criteres d'interprétation
Les résultats sont exprimés en bactéries sensibles, résistantes ou
intermédiaires en reportant ie diametre d'inhibition mesuré autour du disque

d'antibiotique sur I'échelle de concordance fournie par le tabricant du disque

- Résistance hétérogene
Elle est effectuée sur gélose MH hypersalee (5%) avec un disque d'oxaciliine.
On utilise la méme technique que celle de I'antibiogramme standard, mais

l'inoculum est ici plus lourd.
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La resistance héterogene se traduit par la présence de colonies a l'intérieur de

la zone d'inhibition ou un diametre diinhibition inferieur a 20 mm

- Méthode de dilution en milieu gélosé
Nous avons testé soixante-dix-huit souches.

La souche de référence S. aureus ATCC 29213 a également été testée.

* Technique

° Préparation de la gamme de dilution des antibiotiques
Une série de 13 tubes a hémolyse contenant 1 ml d'eau distiliée stérile est
préparée pour chaque antibiotique & tester.
A partir d'une solution mére de l'antibiotique titrant 5120 ug/ml, des dilutions de
demie en demie sont réalisées et incorporées dans 19 ml de MH ou de MH a
5% de NaCl selon l'antibiotique. On obtient alors 5120 ug dans 20 ml
correspondant & 256 ug/ml. La gamme de concentration est la suivante : 256
ug/ml ; 128 ug/ml ; 64 ug/mi ; 32 ug/mi ; 16 ug/ml ; 8 ug/mi ; 4 ug/mi ; 2 ug/m! ;
1 ug/ml ; 0,5 ug/ml ; 0,25 ug/ml ; 0,125 ug/ml ; 0,06 ug/mi.

° Préparation de l'inoculum
Les souches sont mises en suspension dans de l'eau physiologique. On
ajuste la turbidité a 0,5 unités Mac Farland. On réalise ensuite une dilution au
1/20 a partir de cette suspension.

° L'ensemencement
Elle se fait & l'aide de l'ensemenceur multipoint automatique (DENLEY
MULTIPOINT INOCULATOR) qui permet d'ensemencer a la fois 21 souches
hactériennes sur une méme boite et qui delivre un micrometre pour chaque

souche.



Apreés l'inoculation, les boites sont laissées sur la paillasse jusqu'a sechage
de l'inoculum. Ensuite elles sont incubées a 3/ € a |I' etuve pendant dix-huit
heures.
Une boite sans antibiotique et une boite avec de I'eau distillée stérile sont
egalement ensemencees comme temoins; elles permettent de verifier ia qualité
de l'inoculum.
° Lecture et interpretation
La lecture se fait selon les criteres suivants :
. La présence d'une seule colonie visible a I'oell nu
au point d'inoculation traduit la résistance pour la
dilution consideree.
. L'absence de colonies visibles traduit la sensibilite
pour la dilution consideree.
Les souches de référence permettent un contréle de
qualité des manipulations en comparant leur C.M.|
avec ceiles données par le fournisseur de ces
souches.
. Calcul de la C.M.I 50% et de la C.M.I 90%
Les C.M.l1 50% et les C.M.| 90% sont données par la
formule suivante :
A-B
X = X (ZY)+Y
Cc-B
Si X = C.M.l 50%
A = moitié des souches étudiees
B = effectif cumulé immediatement inférieur a A
C = eftectit cumulé immédiatement supérieur a A

B<A<C

31



Y=CMldeB
/=CM.ldeC

Si X = C.M.1 90%

A = 90% des souches etudiees

B = effectif cumulé immédiatement intérieur a A

C = eftectit cumulé immeédiatement supérieur a A

B<A<C
Y=CM.ldeB
/Z=CMldeC

. Les valeurs critiques des antibiotiques testes sont

répertoriées au tableau suivant :

Tableau Il ;: Valeurs critiques des antibiotiques testés par la méthode

de dilution en milieu gélosé

o

Vancomycine

Sulfaméthoxazole Triméthoprime

4ug/mi
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.1, RESULTATS DE L'ANTIBIOGRAMME STANDARD

lll.1.1. Sensibilité a 1a méticilline
Sur les 149 souches, 99 ont présenté une résistance a la méticilline soit

66,4% (Figure 2).

lI1.1.2. Sensibilité aux macrolides et apparentés

70,6% des souches ont présenté un phénotype sauvage, sensibles aux
macrolides, lincosamines et streptogramines.

Les phénotypes de résistance représentent 26,4%, dont 21,6% pour le

phénotype LSA, et 2% pour le phénotype MLSB constitutionnel.

11.1.3. Sensibilité aux autre antibiotiques (Figure 3)

La sensibilité des souches de S. aureus testées est de :

- 91% vis-a-vis des aminosides,

- 72,2% vis-a-vis du chlorampheénicol,
- 89,6% vis-a-vis du cotrimoxazole,

- 100% vis-a-vis de la vancomycine,
- 94% vis-a-vis de l'acide fusidique,

- 84,5% vis-a-vis de la norfloxacine.
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I11.2. RESULTATS DE LA DETERMINATION DES C.Mm.IL.
Le calcul des C.M.l 50 a donné les résultats suivants:

- Oxacilline : 1,052 ug/mi

- Ceftriaxone : 4,74 ug/m!

- Cotrimoxazole : 0,051 ug/mli

- Vancomycine : 0,920 ug/mi

Les effectifs cumulés des souches inhibées sont représentes a ia figure 4.
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Figure 4. Effectifs cumulés de souches de Staphylococcus aureus
methicillino-resistantes (SARM) isolées a Dakar (n =78)
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IV.1. SENSIBILITE A LA METICILLINE
La resistance a la méticilline des souches de S aureus est un phénomeéne
assez répandu a l'heure actuelle, et son incidence augmente au fil des

années. A Dakar ce taux est passé de 3% en 1984 (14) a 34% en 1992
(47).

En 1995, a linstitut pasteur de Dakar il a été noté que 50,5% des souches de

S. aureus étaient méticillines-résistantes (26).

Ce travail a montré une augmentation du pourcentage de souches résistantes
a la méticilline a 66,4%. Cette notion a été signalée par d'autres auteurs a

travers le monde, en Indonésie, et au Japon notamment (56, 58).

La surveillance de la méticillino-résistance est d'autant plus importante gu'elie
s'accompagne d'une résistance a toutes les autres B3-lactamines (1). Cette
résistance croisée est liée a la production par les souches concernées d'une
nouvelle protéine liant la péniciliine (PLP), diftérente de la cible habituelle, et qui

présente une faible affinité vis-a-vis de toutes les B-lactamines (58).

La prévalence de la méticillino-résistance est variable selon les régions. En
ltalie, TRIPODI (49) rapportait 49% de souches de SARM en 1994, alors que
ce taux était de 9,6% en Indonésie, de 57% au Japon en 1989 et de 57% en

Australie en 1994 (56).

Aux U.S.A. , cette variation s'étend de moins de 5% dans certains hdpitaux a

plus de 60% dans d'autres (8).
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En Afrique, DE SOUZA a rapporté un taux de 25% trouvé a Lomé en 1988
(19).

IV.2. MACROLIDES ET APPARENTES

La majorité de nos souches (/0,6%) sont sensibles aux macrolides et
apparentés : il s'agit de souches présentant un phenotype sauvage.

Parmi les souches a phénotype résistant, 21,6% résistent a la fois aux
lincosamines et aux streptogramines (pheénotype LSA), alors que le
phénotype MLSB inductible (sensible aux lincosamines et aux
streptogramines) représentent 2%. L'action des macrolides sur nos souches a
la spiramycine est bonne dans I'ensemble. Nos résultats sont proches de

ceux de CHRYSOSTOME et de FALL.

En effet, en 1985, CHRYSOSTOME (14) obtenait 60% de souches sensibles
a la spiramycine et 86% de souches sensibles a la lincomycine. Quant &
FALL (21) ; elle enregistrait en 1992, 45% de souches sensibles a la

spiramycine et 52% sensibles a la lincomycine.

IV.3. SENSIBILITE DES SOUCHES AUX AUTRES ANTIBIOTIQUES

Les souches de SARM sont réputées multirésistantes (58). Cette
multirésistance est liée a la circulation d'un clone multirésistant de SARM (18).
Ce qui n'est pas le cas de nos souches mais les niveaux de resistance

semblent variables.
IV.3.1. Aminosides

Vis-a-vis des aminosides, ia lecture interprétative de nos résuitats montre 91%

de souches sauvages. Nos résultats sont identiqgues a ceux de
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CHRYSOSTOME (14) en 1985 : 919% et comparables a ceux de l'Institut
Pasteur en 1995 (26) : 93,8% .

Les aminosides constituent de bons anti-staphylococciques.

IV.3.2. Cotrimoxazole

89,6% de nos souches sont sensibles au cotrimoxazole. Ce chiffre est proche
de celui de I'Institut Pasteur de Dakar (81,8%) en 1995 (26) et de celui de
CHRYSOSTOME (14) qui était de 94% .

Cependant en 1992 seules 48% des souches isolées par FALL (21) étaient
sensibles au cotrimoxazole. Ce bas niveau de sensibilité de S. aureus vis-a-
vis de ce produit était rattaché a son utilisation abusive et intempestive. Reste

a savoir les raisons de cette nouvelle acquisition de sensibilité.

IV.3.3. Fluoroquinolones

La sensibilité de nos souches a la nortioxacine est bonne : elle est de 84,5%.
Ces résultats sont proches de ceux trouvés par FALL (21) : 83 % en 1992,
L'existence de resistance croisee entre les tluoroquinolones tait conclure a une
bonne activité des différents antibiotiques de cette tamille sur les souches de

S. aureus .

IV.3.4. Vancomycine
Elle a une activité excellente. L'absence de souches résistantes dans notre
étude a déja été notée dans d'autres études (39, 40). Cependant, I'émergence

de souches résistantes a la vancomycine a éte signalée au Japon (58).
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IV.3.5. Chioramphénicol
Nous notons une bonne sensibilité au chloramphenicol. Il est actit sur 72,2 %
des souches. Ce résultat est superposable a celui obtenu en 1995 (14) qui

était de 86% ; mais il differe de celui de DE SOUZA a LLome (19) qui était de
24,10%.

IV.2.7. Acide fusidique

La sensibilité de nos souches a cet antibiotique a été bonne. En effet 94 °% de
nos souches sont sensibles a cet antibiotique. Nos résultats sont
comparables a ceux de MIGUEL en France (39) qui a obtenu 96% de

sensibilité.

Au vu de nos résultats a Dakar, les antibiotiques a utiliser en cas
d'antibiothérapie probabiliste antistaphylococcique pourraient étre choisis entre
les aminosides, les fluoroguinolones et I'acide fusidique. A défaut on peut avoir
recours au cotrimoxazole et au chloramphénicol. L'utilisation de l'oxaciliine se

ferait au mieux apres test de sensibilité.

Quant a la vancomycine, elle doit étre protégée notamment par une
prescription raisonnée en la reservant par exemple aux formes graves de
staphylococcies et a un usage hospitalier, d'autant que des souches

résistantes commencent a étre isolées dans d'autres régions du monde.
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Les infections a S. gureus peuvent étre mortelles et justitient souvent une
antibiothérapie probabiliste de premiére intention, secondairement adaptee

aux résultats de I'antibiogramme.

C'est pourquoi il importe pour le clinicien de donner la meilleure antibiothérapie

basée sur une bonne sensibilité du germe.

Cela n'est possible que si le laboratoire de bacteriologie entre autres activités
effectue une surveillance de ia sensibilité des bactéries vis-a-vis des différents

antibiotiques utilisés.

C'est ainsi que ce travail a été realisé dans le but d'apprécier 'ampleur de la
résistance des souches de S. aureus aux peénicillines du groupe M qui sont
généralement utilisés comme traitement anti- staphylococcique de premiére

intention, et de proposer des traitement alternatifs.

Notre étude s'est déroulée au laboratoire de Bactériologie-Virologie du CHU de
FANN. Elle a concerné 149 souches de S. aureus isolées de divers produits

pathologiques entre 1994 et 1996.

Ces souches ont été testées a différents antibiotiques par la technique de
diffusion en gélose (antibiogramme) et Ia technigue de dilution en gélose pour
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (C.M.I). La recherche de la
méticillino-résistance a été réalisée par la diffusion du disque d'oxacilline sur

gélose MUELLER HINTON hypersalée.



La prevalence des souches meéticillino-resistantes a eté de 66,4 % ce qui
implique autant de résistance a toutes les 3-lactamines.

Toutes les souches ont éte sensibles a la vancomycine.

Les autres antibiotiques les plus actits etaient l'acide fusidique (94 %), les
aminosides (91 %), le cotrimoxazole (89,6 %) et la norfioxacine (84.5 %).
La plupart des souches présentaient un phenotype sauvage vis-a-vis des

macrolides et apparentés (70,6 %).

Au vu de ces résultats ies recommandations suivantes pourraient étre faites :

- I'utilisation en premiere intention en cas d'infection staphylococcique et
selon le cas d'antibiotiques appartenant a la famille des aminosides, a la
famille des fluoroquinolones. A défaut on peut avoir recours au cotrimoxazole
et au chloramphénicol. Quant a la pénicilline M; son utilisation se ferait au
mieux apres test de sensibilité avec notamment la recherche de la résistance

hétérogene.

- La protection de la vancomycine notamment par une prescription
raisonnée, en la réservant par exemple aux formes graves de
staphylococcies et a un usage hospitalier, d'autant que des souches

résistantes commencent a étre isolées dans d'autres régions du monde.

- La poursuite d'une surveillance réguliére de I'évolution de la sensibilité
des souches de S. aureus qui peut varier entre autres en fonction des régions

et des habitudes de prescription.
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