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Introduction

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires, présentent dans la flore résidente
de la peau de I’homme et des animaux et de facon transitoire dans les autres flores
(Martineau, 1998).

Staphylococcus aureus est un pathogéne humain opportuniste et une cause importante
de morbidité et de mortalité dans le monde entier (Struelens et al., 2000).11 est décrit pour la
premiere fois par Ogston, il y'a plus de cent ans, causant des infections de la peau et des tissus
mous, des septicémies, des pneumonies, des endocardites et des abces profonds. C'est
également la bactérie le plus isolée dans les infections des plaies et elle est responsable

également de toxi-infections alimentaires (Salem et al., 2016).

Suite a I’introduction de la méthicilline en médecine humaine dans les années 60, des
résistances envers cet antibiotique ont émergé chez certaines souches de S. aureus, d’ou le

nom Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) (Crombe et al., 2013).

De la naissance a leur mort, les animaux ainsi que I’Homme vivent en équilibre avec
une flore microbienne extrémement dense et varié qu’ils abritent, pour I’essentiel, dans les
cavités de leur tube digestif. La flore microbienne est estimée numériqguement 10 fois
supérieure au nombre de cellules de 1’organisme (Savag, 1977). Elle représente un
écosysteme tres complexe d’au moins 500 espeéces dont 30 a 40 especes dominantes

regroupant 99 % de la flore totale (Tannock, 1999).

La prévalence du portage intestinal a S. aureus était estimée a 20% dont 9 % de S.
aureus résistant a la méthicilline (SARM) avec environ 1/3 de porteurs exclusifs au niveau

digestif. Cette colonisation a été associée a la survenue d’infections, principalement a SARM

(Gagnaire ,2019).

La prévalence de S. aureus dans les selles et au niveau de 1’anus est peu connue. Afin

de I’estimer, une étude est réalisée au niveau de la pédiatrie de I’hopital d’ Amizour.

Ce document comporte une partie bibliographique sur Staphylococcus aureus et le
tube digestif et une autre sur la méthodologie du travail adoptée. Enfin une conclusion

récapitulant les résultats de ce travail est inclue.

-
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I. Géneéralités sur Staphylococcus aureus

1. Historique

Staphylococcus aureus fut découverte dans les années 1870 lors de 1’étude
microscopique d’échantillons de pus. Ces bactéries de forme sphérique furent initialement

nommees « micrococci », du grec kokkos pour grain (Accarias, 2014).

En 1882, Ogston a nommé le cluster microcoques « staphylocoques », du grec staphyle,

signifiant grappe de raisin (Orenstein et al., 2011).

La souche type de S. aureus subsp. aureus (DSM 20231T) a été isolé pour la premiere fois en

1884 a partir de liquide pleural humain par Rosenbach (Shiroma et al., 2015).

En 1900, ils mettent en évidence le pouvoir hémolytique du staphylocoque sur des globules
rouges de lapin et I’attribuent a une « hémolysine ». Van de Velde avait aussi observé cette

hémolyse sur du sang frais (Guillaume, 2014).

Fin des années 1900, le genre Staphylococcus était classé au sein du groupe des

Micrococcacae avec notamment les genres Micococcus et Stomatococcus. (Loir et al., 2010).

C’est au début des années 1960, que les premiéres souches de S.aureus résistantes a la

méthicilline (SARM) sont apparues apres introduction de la méthicilline (Salem et al., 2016).

Deés 1961, les premieres souches cliniques de S. aureus résistant a la méthicilline (SARM)

sont observées. (Tattevin, 2011)

La résistance intrinseque a la méthicilline de S. aureus, tres étudiée en France autour de
I’année 1965, est aussi denommée SARM pour S. aureus Résistant a la Méticilline ou encore
MRSA pour Meticillino-Resistant S. aureus. (Laurence et al., 2010).

2. Taxonomie

Les staphylocoques sont des bactéries de forme cocci, Gram positif, pouvant étre

impliquées dans des pathologies variées (Rakotozandrindrainy, 2018).

S. aureus appartient a la :

v
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- Classe Bacilli

- Ordre Bacillales

- Famille Staphylococcaceae

- Genre Staphylococcus

- Espece : Staphylococcus aureus

S. aureus était un membre de la famille des Micrococcaceae, qui inclut deux genres
Micrococcus et Staphylococcus. Mais actuellement, une étude montre qu’il n’appartient plus a
la famille des Micrococcaceae dont une analyse de séquences d'’ARNr 16S a conduit des
remaniements importants de la position taxonomique du genre Staphylococcus,

(Nirinarimanana, 2016).
3. Habitat

L'habitat naturel de Staphylococcus aureus est I'épithélium squameux humide des
narines antérieures. Environ 20% de la population humaine sont porteurs de S. aureus en
permanence dans leur nez et 60% des individus sont des porteurs intermittents (Rebecca et
al., 2009).

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires présentes sur la peau, les
muqueuses et la sphére rhino-pharyngée chez les animaux a sang chaud (mammiferes,
volailles) et en particulier chez I’homme. Ils sont également isolés de 1’environnement naturel

(sol, eau douce et eau de mer, poussiére, air) et de I’environnement hospitalier (Hennekinne,

2009).
4. Caractéres cytologique et biochimique

Staphylococcus aureus se présente sous forme de cocci a Gram positif isolés en
diplocoques, en tétrade ou en amas évoquant une grappe de raisin(Maiga et al., 2017),
immobiles(Cablan et al.,2015) de forme sphérique de 0,5 a 1,5um de diamétre, non sporulé
mais parfois encapsulé. C’est un aéro-anaerobie facultatif, oxydase négative, catalase positive,
et produit plusieurs enzymes, telles que I’ADN ase, la coagulase et différentes hémolysines
(Tourret et Loulergue, 2003).
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5. Caracteres culturaux

S.aureus est aéro-anaérobie facultatif et peut étre cultivé facilement sur milieu usuel,
la température de croissance optimal est de 37 °C et le pH optimal est de 7,5 mais une grande
variation est tolérée. Sur la gélose Chapman les colonies de S.aureus sont pigmentées en

jaune doré ou citrin (d’ou le nom d’aureus) de 2 a 3mm de diameétre (Loir et Gautier, 2009).
6. Pouvoir pathogeéne et facteurs de virulence

Staphylococcus  aureus est responsable d’infections suppuratives trés diverses,
superficielles ou profondes. Il est classiquement a 1’origine d’infections cutanéo-muqueuses
comme des folliculites, panaris, impétigos, ou des infections invasives comme les dermo-
hypodermites nécrosantes, bactériémies ou infections ostéo-articulaires. S. aureus peut aussi
étre incriminé dans des pneumopathies, des infections ORL et oculaires. Cette pathogénicité
accrue est liée a I’existence de nombreux facteurs de virulence, parmi ces derniéres on

retrouve les enzymes et les toxines (Bargon, 2016).
6.1. Enzymes

Les staphylocoques produisent diverse enzymes, telles que la protéase, lipase, fibrinolysine,

coagulase, hyaluronidase, nucléase ou DNase

» Coagulase : La coagulase ou staphylocoagulase est une protéine de 40 kDa. Elle est
retrouvée libre ou associée a la membrane. Elle s’associe a la prothrombine pour
former la staphylothrombine responsable de la polymérisation du fibrinogéne en

fibrine, provoquant la coagulation du sérum (Claire ,2012).

> Lipases : Elles sont produites et fonctionnent pour dégrader les triglycérides pour
libérer des acides gras libres (Cadieux et al., 2021).

» Fibrinolysine ou staphylokinase_: De nombreuses souche de S.aureus expriment un
activateur du plasminogéne appelé staphylokinase. C’est une enzyme qui transforme le

plasminogéne en plasmide (Chaalal, 2019).

» Hyaluronidase : Les hyaluronidases sont des enzymes bactériennes qui clivent la

liaison B-1,4 glycosidique de I'acide hyaluronique (HA).HA est synthétisé et sécrété par

<
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la membrane plasmique des cellules de mammiferes, et il est abondant dans la peau,
tissu squelettique, le cordon ombilical, les poumons, les valves cardiaques, le cerveau
et un certain nombre d'autres tissus (Carolyne et al., 2014).

> DNase : est un facteur de virulence important. L'expression de la DNase permet a
Staphylococcus aureus d'échapper au meurtre dans les pieges extracellulaires des
neutrophiles (Zarringhalam et al., 2012). Les activités de DNase sont partagées par de

multiples enzymes apparentées (Peter et Keyel, 2017).
6.2. Toxines

La connaissance du mécanisme des infections a progressé avec la mise en évidence du
role des toxines, certaines d’entre elles étant responsables de pathologies spécifiques (Fleuret,
2000).

» Toxines formant des pores (PFTs)

v a-PFTs : L’hémolysine béta est une sphingomyélinase qui altére les
membranes riches en lipides (action phospholipase de type C) et ’hémolysine
delta posséde des propriétés détergentes.

v' B-PFTs ou leucotoxines : Ces toxines contrairement aux alpha-PFTs ne
comportent pas de segment hydrophobe mais suivent de profonds
remaniements pour former des pores. Les leucocidines par opposition aux
hémolysines ont pour cible les polynucléaires, les monocytes et les
macrophages (Davido, 2010).

» Leucocidine de pantonvalentine (LPV)

Cette exotoxine acquise au cours de I’évolution par S. aureus suite a des infections
par des bactériophages est codee par les genes IukPV et lukS. Ceux-ci codent pour
2 protéines qui dimérisent, forment des pores dans la membrane cellulaire et
provoquent la lyse cellulaire des neutrophiles, des monocytes et des macrophages
(Pérezaetal., 2018).

» TSST-1 et les entérotoxines
Ces toxines ont une activité superantigénique. Ils permettent une augmentation de
la perméabilité capillaire et une fuite massive de liquide dans le secteur interstitiel

responsable du choc (Dumitrescu et al., 2008).
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» Exfoliatines
Les exfoliatines sont des sérine-protéases agissant comme de Vvéritables « ciseaux
moléculaires ». Elles ont pour cible la desmogléine-1, protéine des jonctions
cellulaires du stratum granulosum de 1’épiderme. La perte d’adhérence cellulaire
favorise I’invasion bactérienne percutanée et explique le décollement bulleux

intra-épidermique observé lors des syndromes exfoliatifs (Nhan et al., 2012).

7. Résistance aux antibiotiques

Staphylococcus aureus a un fort pouvoir adaptatif et a développé différents
mécanismes de résistance aux antistaphylococciques. Plus de 90 % des souches produisent
une pénicillinase. L’oxacilline reste active contre ces souches, mais des staphylocoques
hospitaliers, et plus récemment communautaires, ont développé une résistance croisée entre
les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines par la production d’une
protéine, la PLP2a, liant les pénicillines (PLP) et ayant une faible affinité pour ces
composés(Oana et al.,2010).PLP2a est une peptidoglycane-transpeptidase qui n’a qu’une
faible affinité pour les bétalactamines et permet la poursuite de la synthése de la paroi
bactérienne, méme lorsque les quatre PLP classiques (1, 2, 3 et 4) sont inactivées par les
bétalactamines(Tattevin, 2011).

Les bactéries peuvent résister aux antibiotiques par exportation active grace a des
transporteurs membranaires appelés pompes d’efflux. Les pompes d’efflux utilisent 1’énergie
fournie par dissipation d’un gradient de protons ou d’ions sodium ou encore par hydrolyse
d’ATP (cattoir,2004).

7.1. Résistance aux béta-lactamines

La résistance aux b-lactamines chez les staphylocoques repose sur deux grands types de
mécanismes qui sont : un mécanisme de résistance extrinséque par production d’enzymes
inactivant I’antibiotique et un mécanisme de résistance intrinseque par modification des
protéines de liaison a la pénicilline (PLP) ou par acquisition de nouvelles PLP(Quincampoix
et Mainardi,2001).

.
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> Pénicilline
Le mécanisme de résistance a la pénicilline repose sur la synthése par la bactérie d’une
enzyme appelée P-lactamase ou pénicillinase qui hydrolyse le cycle PB-lactame des
pénicillines et les rend inactives (Corne, 2004).

» Meéthicilline (SARM)

Staphylococcus aureus resistant a la méthicilline (SARM) est longtemps resté le
prototype du pathogene exclusivement nosocomial, ce qui permettait de maintenir les béta-
lactamines comme principal traitement présomptif des infections communautaires graves, ou

le SARM n’était pas a prendre en compte (Tattevine ,2010).

I1. Tube digestif

1. Anatomie du tube digestif

L'élément principal de I'appareil digestif est un tube, ouvert & ses deux extrémites. On
peut distinguer : un p6le supérieur, ou céphalique, la cavité buccale, véritable vestibule du
tube digestif, par laquelle pénetrent les aliments ; et un pdle inférieur, ou caudal, le rectum,
qui contrdle la défécation par l'orifice anal. Entre ces deux pdles, le tube digestif se
différencie en quatre segments : une région de passage, représentée par le pharynx, puis
l'cesophage ; une poche, lI'estomac, ou prédominent les phénomeénes mécaniques ; un long tube
pelotonné en anses, l'intestin gréle, ou s'effectuent les transformations chimiques principales
et lI'absorption des aliments ; enfin un conduit large, relativement court, le gros intestin ou

cblon, qui déshydrate et digere les résidus alimentaires, les concentre en matieres fécales.
(Bernier et al., 2021)
2. Ecosystéme digestif

Le tractus digestif présente des environnements différents de la bouche a 1’anus. Les
micro-organismes qui le colonisent varient en fonction du pH, du potentiel d’oxydoréduction,
des substrats et des sites d’adhésion qui caractérisent 1’organe cible. Ces micro-organismes se

concentrent majoritairement dans la région intestinale : cdlon et iléon (Julie, 2014).
3. Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal se localise entre la lumiere du tube digestif et le mucus

présent a la surface de 1’épithélium intestinal, il est présent tout au long du tube digestif mais

<!


https://www.universalis.fr/encyclopedie/defecation/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/pharynx/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/estomac/
https://www.universalis.fr/encyclopedie/grele/

Synthese bibliographique

sa concentration est maximale au niveau de ’intestin gréle et du colon. Au total, un individu

abrite dans son tractus intestinal 10'* micro-organismes (Dolié, 2018).Des variations

qualitatives et quantitatives de la flore intestinale sont observées tout au long du tube digestif

(Barbut et Joly 2010) de la bouche a I’anus (figure 01).
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Figure 01 : Microbiote intestinal (Anonyme 1.2021)
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La cavité buccale et le pharynx sont le si¢ge d’une flore microbienne abondante et trés

variée comportant les bactéries commensales, essentiellement aérobies et les bactéries

anaérobies de la flore de Veillon. Parmi ces bactéries, celles qui appartiennent aux genres

Streptococcus, Staphylococcus et Neisseria. (Bobigny et al., 2001)

Le c6lon humain héberge une communauté microbienne extrémement dense,

composée essentiellement d’espéces anaérobies strictes. Ce microbiote intestinal exerce de

nombreuses fonctions physiologiques ayant des répercussions importantes sur la nutrition et la
santé de I’hote (Bernalier,2010).



https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0399832010700038#!

Partie expéerimentale
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I. Matériels et méthodes

1. Cadre de I’étude

Dans ce travail on s’est intéressé a 1’évaluation de la fréquence des Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM) dans les selles des enfants, au niveau du service
d’urgence pédiatrique de I’EPH d’Amizour. Pour cela, des prélevements rectaux ont été
effectués sur des patients rencontrés dans cet hopital durant la période 03 au 25 mai 2021.
Des données concernant les patients, tel que 1’age, sexe, symptomes, prise d’antibiotique, ont
été recueillies en leurs posant des questions (Annexe 1).

L’étude bactériologique a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie de

I’université Abderrahmane Mira de Bejaia.

2. Population d’étude

Durant cette étude un total de 62 prélevements a été réalisé par un écouvillonnage sur
des patients agé entre 2 mois et 15ans selon les symptémes : vomissement, diarrhée, nausee,

fievre, douleurs abdominal.32 appartiennent au sexe féminin et 30 au sexe masculin.
3. Prélevement

Les prélévements ont été réalisés a 1’aide d’un écouvillon stérile, en introduisant dans
I’anus du patient et le tournant délicatement sur lui-méme pendant 5 a 10 secondes. Une fois

les préléevements anaux réalises, ils sont transférés au laboratoire.

4. Recherche des S. aureus

La recherche de Staphylococcus aureus a été effectuée en deux étapes : étape

d’enrichissement puis étape d’isolement.

4.1. Enrichissement

L’écouvillon a été immergé dans un bouillon cceur cervelle (BHIB) et incubé a 37°C pendant

24h (figure 02).
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Figure 02: Prélévements avant et apres incubation

4.2. Isolement

L’isolement a été effectué sur la gélose Chapman(IPA). Ce milieu contient une forte
teneur en NaCl (7,5%), ce qui permet principalement la croissance des especes du genre
Staphylococcus. 11 donne une indication de ’action de la souche isolée sur le mannitol,
contenant du rouge de phénol (indicateur de pH). L’utilisation de mannitol avec production

d’acide se traduit par un virage de couleur du rouge au jaune (Guiraud, 2003).

5. Purification
Pour purifier les souches de Staphylococcus isolées, des repiquages successifs sont réalisés
sur le méme milieu d’isolement (Chapman).Une fois que les souches sont purifiées,

I’identification biochimique est effectuée.

6. Aspect microscopique (coloration de Gram)
La coloration permet de confirmer la pureté des isolats et d’identifier le genre Staphylococcus
aureus.
6.1. Préparation et fixation du frottis
Un mélange d’une goutte d’eau physiologique avec une colonie bactérienne prélevée a partir
d’une boite de Pétri a été étalé sur une lame en verre propre. Apres la fixation du frottis

obtenu par séchage sous la flamme d’un bec bunsen, la coloration de Gram est réalisée.
6.2. Coloration de Gram

Le frottis fixé est coloré au violet de gentiane pendant une minute puis recouvert avec

le lugol, laissé agir 45 secondes. Ce frottis subit une décoloration avec 1’alcool suivi par un
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ringage rapide a 1’eau distillée, il est ensuite traité par la fushine pendant 30 secondes. Rincer

la lame a I’eau et laisser sécher avant de passer a I’observation microscopique.

7. ldentification biochimique

7.1. Test de catalase

Le test de la catalase est un test biochimique qui permet de mettre en évidence la
présence de la catalase qui est considérée comme une enzyme élaborée par le S .aureus. Ce
test s’effectue par la mise en contact d’une colonie suspecte, avec une goutte d’eau oxygénée.
Une réaction positive se traduit par 1’apparition de bulles de gaz. La production de catalase

permettant de différencier les staphylocoques des streptocoques.
7.2. Test coagulase

Dans un tube stérile, 0,5ml du plasma Humain ont été mélanges avec 0,5ml de culture en
bouillon cceur-cervelle de la souche a étudier puis incubé a 1’étuve pendant 37°C/24h.La
coagulation est examinée aprés 2h a 24h.Ce test est considéré comme positif lorsqu’on

observe une prise en masse totale du plasma ou un caillot moins compact.
8. Antibiogramme

Toutes les souches identifiées (Gram+, catalase+, coagulase+) ont fait 1’objet d’un

antibiogramme standard sur gélose Mueller Hinton par méthode des disques (de diffusion).

8.1. Préparation de I’inoculum

8.1.1 Revivification de souches conservées

Les isolats conservés dans les eppendorfs au frais ont été revérifiés dans 1ml de bouillon
nutritif (BN), en lui additionnant 0,5ml de la culture bactérienne puis incubés 24h a 48h dans

une étuve a 37°C.

<
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8.1.2 Standardisation de la densité optique (DO) de I’inoculum

Le protocole de standardisation et de dilution de I’inoculum est décrit dans les
recommandations émises par CA-SFM. Aprés I’incubation, les inoculums ont été préparés a

partir des tubes des suspensions revivifiées.

La DO de I’'inoculum a été controlé et ajustée a Mc Farland en ajoutant soit la culture
bactérienne soit 1’eau physiologique, ce qui correspond approximativement a une charge de

10" UFC/ml pour S.aureus.

L’absorbance devra étre comprise entre (0.8 et 1) avec une longueur d’onde de 625nm,

pour un étalant de 0.5 Mac Farland.
Cette densité a été contrdlée a 1’aide d’un spectrophotomeétre avec 1 cm de trajet.

Une dilution au 1/10 aprés standardisation a 0.5 Mac Farland a été réalisée pour I’espéce de

S.aureus pour obtenir une suspension bactérienne une charge avoisinante de 10’ UFC/ml.
8.1.3 Préparation et ensemencement des boites Pétri

Le milieu utilisé dans ce test est celui de Mueller Hinton (Pronadisa) qui convient a la
croissance de la majorité des micro-organismes, ce dernier a été coulé en boite pétri sur une

épaisseur de 3 mm, puis laissé refroidir.

A I’aide d’un écouvillon plongé dans la culture bactérienne de DO de 0.5, un tapis

cellulaire est realise sur la gélose en faisant des stries serrées.

Une pince stérile a été utilisée pour le dépot des disques préalablement imprégnes
d’antibiotiques sur la surface de la gélose ensemencée. Aprés I’incubation a 37°C/18h, on
mesure les différents diamétres d’inhibition. Les deux antibiotiques testés sont 1’oxacilline (30

HQ) et cefoxitine (30uQ).
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|. Résultats

1. Résultats des données épidémiologiques et cliniques

Durant le mois d’¢tude, un total de 62 prélévements au niveau de I’anus a été effectué
au niveau du service d’urgence pédiatrique. Les caractéristiques des patients inclus dans cette

étude sont représentées dans le tableau 1.

Tableau I : caractéristiques des patients inclus dans I’étude

Age 2mois-3ans 4ans-7ans | 8ans-1lans | 12ans-15ans

Sexe F M F M F M F M

Nombre de | 24 22 4 5 3 2 1 1

prélevements

Symptomes Oul
Prise Oul
d’antibiotiques

A partir des prélevements effectués chez 62 enfants, un nombre important des
prélevements a été marqué chez les filles et les gargons de la tanche d’age allant de 2mois a
3ans, tandis que chez les enfants de la tanche d’age 12 a 15ans un seul prélévement a eté
effectué chez une fille de 15ans et un seul autre prélévement chez un garcon de 14ans par
contre (Adou et al.,2001) ont analysés 357 selles d’enfants de 5 a 15 ans (185 gargons et 172
filles).

Le nombre de prélevements effectués chez toutes les catégories d’age infantiles, un total de
sept (7) prélevements a été réalisé chez le sexe masculin et féminin de 4ans jusqu’a 1lans
d’ou 4 filles de la tranche 4ans & 7ans et 3 de 8ans a llans, pour le sexe masculin 5

prélevements de la tanche 4ans a 7ans et deux (2) de la tranche 8ans a 11ans.
1.1. Répartition des prélevements selon le sexe

Parmi les 62 enfants inclus dans 1’étude, 32 ont été du sexe féminin soit 51,61%, cependant

chez le sexe masculin, 30 prélevements soit 48,39% (figure 03).

<
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| filles

H gargons

Figure 03 : Répartitions des prélévements selon le sexe

1.2. Répartition des prélévements selon I’age

Les résultats des prélévements ont montré que la majorité des patients ont un age compris
entre 2mois a 3ans. Alors que la fréquence des enfants agés de 4ans a 7ans est 14.51%, cing
(5) pour la catégorie 8 ans a 11ans. Deux prélévements sur 62 de la tranche d’age de 12ans a
15ans. La répartition des prélévements en fonction de 1’dge des enfants est représentée dans la
(figure 04).

Effectifs
R R NN W W B b U0
o U1 O U1 ©O LN ©O U1 O
1 1 1 1 1 1 1 1 J

5_
0 - I . |

2mois a 3ans 4 3 7ans 8allans 12 3 15ans

Age

Figure 04: Répartition des prélévements selon les catégories d’age
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2. Résultats de I’examen bactériologique
2.1. Caractérisation des isolats

2.1.1 Aspect macroscopique

Un total de 20 souches, provenant des 62 prélevements de cultures positifs, présentent une

croissance sur milieu Chapman (Figure 05).

Figure 05 : Croissance de Staphyococcus présumé aureus sur milieu Chapman

Sur la gélose Chapman, des colonies colorées en jaune doré avec un virage de milieu vers le

jaune arrangé (fermentation de mannitol par la bactérie) sont mise en évidence.

Ces résultats montrent que toutes les souches isolées appartiennent a 1’espéce Staphylococcus

présumeé aureus.
2.1.2 Aspect microscopique

Sous le microscope optique, Staphylococcus aureus apres coloration de Gram, sous forme de
cocci, Gram positif (en violet), sphériques de 0,8 a 1 um de diamétre, regroupés en

diplocoque ou en amas, ou sous forme de grappe de raisin (Figure 06).
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Figure 06 : Aspect de Staphylococcus aureus sous microscope optique (Gx100)
2.2. Test de la catalase

Un total de 20 souches de Staphylococcus posséde la capacité de produire I’enzyme de la
catalase. La présence d’une catalase se traduit par 1’observation d’une effervescence (figure
07).

Figure 07: Mise en évidence de la catalase chez les Staphylocoques
2.3. Test de la coagulase

Ce test nous a permis de différencier les S. aureus des autres Staphylococcus.
Certaines souches S. aureus possedent la capacité de coaguler le plasma Humain tandis que

d’autres souches sont a coagulase partielle ou négative.

Parmi les 20 souches de Staphylococcus testées, seulement 15 souches soit 75% ont été
productrice de la coagulase et 5 souches soit 25% ne produisent pas cet enzyme (figure 08
,09).
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25%

coagulase +
coagulase -

75%

Figure 08 : Résultat positif Figure 09 : Fréquence de la
de la coagulase coagulase

3. Résultats d’isolement et de purification

Parmi les 62 prélevements effectué, seulement 15 qui sont des Staphylococcus aureus soit un
taux de 24,19%(Figure 10).

m Résultats positifs

m Résultats negatifs

Figure 10 : Fréquence des Staphylococcus aureus dans des prélévements au niveau de I’anus

Ces résultats montrent que le taux de portage de Staphylococcus aureus au niveau de
I’anus est (24,19%), cependant le taux de cette bactérie dans des prélévements nasaux chez
les enfants et qui a été rapporté par Azzouzi, est 16%(Azzouzi,2018).
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4. Résultats de I’antibiogramme

L’antibiogramme par la méthode des disques a été réalisé pour 15 souches de S.aureus
isolées. Les diametres des zones d’inhibition obtenus en utilisant la cefoxitine et 1’oxacilline
sont illustrés dans le tableau Il. Le caractére sensible ou résistant a 1’antibiotique est
déterminé selon ’EUCAST (2020).

Tableau Il : Résultats de I’antibiogramme

Antibiotiques Cefoxitine(30 ug) Oxacilline (30 pg)
SARM/SASM
Souches Diametres des zones d’inhibition (mm)

bactériennes

S N°02 18 (R) |20 (S) | SASM
S N°03 14 (R) |12 (R) | SARM
S N°04 21 (R) |19 (S) | SASM
S N°05 23 (R) |20 (S) | SASM
S N°20 10 (R) |8 (R) | SARM
S N°21 16 (R) |18 (S) | SASM
S N°24 09 (R) | 06 (R) | SARM
S N°32 00 (R) | 00 (R) | SARM
S N°40 11 (R) |13 (R) | SARM
S N°41 05 (R) | 03 (R) | SARM
S N°42 17 (R) |15 (R) | SARM
S N°44 00 (R) | 00 (R) | SARM
S N°47 12 (R) |10 (R) | SARM
S N°49 04 (R) | 06 (R) | SARM
S N°54 00 (R) | 00 (R) | SARM

L’étude de la sensibilité des 15 souches de S. aureus isolées vis-a-vis des
antibiotiques, a montré qu’une résistance de 1’ensemble des souches a la Cefoxitine est
enregistrée, 11/15 souches été résistantes a 1’Oxacilline. Pour cela, 73,33% des patients sont
des porteurs de SARM.

4.1. Portage de SARM selon le sexe

Les résultats de cette étude ont montré que les enfants du sexe féminin étaient les plus infectés
par le SARM. Un total de 07 cas sur les 11 cas positif a été recu chez cette catégorie du sexe
soit un taux de 63,64%, alors que les enfants du sexe masculin sont les moins touches par

cette bactérie tableau Il1.
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Tableau I11: répartition des porteurs de SARM selon Le sexe

Sexe Féminin Masculin Totaux
Nombre des porteurs | 10 05 15

de Sa

Nombre de portage | 07 04 11

de SARM

Taux de portage de|63,64 36,36 100
SARM

La fréquence des filles (63,64%) inclus dans 1’étude était plus élevée que chez les garcons

(36,36%).

4.2. Portage de SARM selon I’age

Les résultats de cette étude ont montré que seuls les enfants agés entre 2mois a 3ans étaient

infectés par le SARM. Un total de 11 cas sur les 11 cas positif a été recu chez cette catégorie

d’age soit un taux de 100% tableau IV.

Tableau 1V : répartition des porteurs de SARM selon ’age

Age

[2mois-3ans]

[4ans-7ans]

[8ans-11ans]

[12ans-15ans]

Nombre des | 12

porteurs de Sa

3

0

0

de
de

Nombre 11
portage

SARM

Taux de

portage de

SARM

100%

0%

0%

0%
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Ces résultats montrent que tous les enfants infectes par le SARM sont agés entre 2mois a
3ans, ces résultats concordent avec les résultats obtenus par (Alioua ,2015) qui a noté un taux
de 14.1% (n=13) de SARM chez les enfants moins 5ans (p<0,05)
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Conclusion

Staphylococcus aureus est un agent pathogéne majeur de I’Homme, responsable
d’infection grave parmi elles les infections infantiles qui sont les plus fréquentes dans les
services hospitaliers. Les SARM continue également a représenter le marqueur essentiel de

I’antibiorésistance des Staphylococcus aureus.

Au cours de cette étude, 62 prélevements ont été réalisés chez les enfants ayant
consultés les urgences pédiatrique de ’EPH d’Amizour. Ces enfants sont repartis selon leur

age et leur sexe.
Les résultats bactériologiques de cette étude ont permis de révéler plusieurs points :

e Lamise en évidence de 11 souches de SARM parmi 15 souches de S.aureus isolées.

e Laprévalence des S.aureus est de 24,19% dont 75,81% sont des SARM

e La fréquence des SARM chez les enfants de sexe féminin présentent un taux plus
élevé (63,64%) que chez les enfants masculin (36,36%)

e Les enfants les plus touchés sont ceux qui appartiennent a la catégorie d’age incluse

entre 2mois et 3ans

La colonisation digestive a staphylococcus aureus est mal connue avec des travaux portent

majoritairement sur la colonisation a S.aureus résistant a la méthicilline.
Donc il est important de connaitre I’origine de ce portage
Perspectives

Il parait vraisemblable de considérer le tube digestif comme un réservoir mugueux de
S.aureus. D’autres études seront nécessaires pour identifier précisément la localisation de ce
réservoir au niveau des étages du tractus gastro-intestinal et sa situation extra ou

intracellulaire dans la muqueuse digestive.
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ANnexes



Annexe 01 : Fiche de renseignement des patients inclus dans I’étude

Code

Date

Age

Sexe

Symptdmes

Prise d’antibiotiques

Annexe 02 : Appareillage, verrerie et outils

Bec Bunsen
Etuve
Microscope optique
Vortex

Bain marie
Autoclave
Pipettes Pasteur
Anse a boucle
Seringues

Lames et lamelles
Ecouvillons
Pinces en bois
Tubes stériles
Gants stériles
Boites Petri
Portoirs

Pied a coulisse

Eppendorfs




Annexe 03 : Composition de milieux de culture
Gélose Chapman(IPA)

Composants Quantités

Tryptone 59
Peptone pepsique de viande 5¢

Extrait de viande 19
Mannitol 10g
Chlorure de sodium 75¢

Rouge de phénol 25mg

Agar 15mg

pH: 7,4

Préparation : 111g par litre d’eau distillée

Stérilisation a ’autoclave a 120°C pendant 20 minutes

Muller Hinton (1PA)

Composants Quantités
Extrait de viande 300 ml
Hydrolysat acide de caséine 17,59
Amidon 1,50
Chlorure de sodium 409
Agar 169

pH: 7,4

Préparation : 37g par litre d’eau distillée

Stérilisation a ’autoclave a 120°C pendant15 minutes




Bouillon cceeur cervelle(BHIB)(IPA)

Composants Quantité
Infection de cervelle de veau 200g
Infusion de cceur de beeuf 50g
Peptone de gélatine 10g
Chlorure de sodium 5¢
Phosphate disodique 2,5¢
Glucose 29
pH: 7,4
Préparation : 37gpar litre d’eau distillée
Stérilisation a 1’autoclave a 120°c pendant 20 minutes.
Bouillon nutritif (IPA)
Composants Quantités
Chlorure de potassium 0.425 g/l
Chlorure de calcium 0.125 g/l
Sulfate de magnésium 0.125 g/l
Chlorure ferrique 0.0025 g/l

pH : 6,5




Annexe 04 : Composition des réactifs utilisés

> Violet de gentiane
Phenol : 2g
Violet de gentiane : 1g
Ethanol a 90°c :10ml
Eau distillée : 100ml

> Lugol
lodure de potassium : 2¢g
lodure métalloide : 1g
Eau distillée : 300ml

» Fuschine
Fuschine basique : 1g
Phénol : 5g
Ethanol & 90° : 10ml
Eau distilée : 100ml

» Eau physiologique
Chlorure de sodium : 9g

Eau distillée : 1000ml



Résumé

L’objectif de cette étude et s’intéressé a 1’évaluation de la fréquence des Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM) dans les selles des enfants, 62 préléevements rectaux
ont éte effectués sur des patients rencontrés au niveau de I’EPH d’amizour de service
d’urgence pédiatrique. Un total de 20/62 prélevements positifs d’un taux 32.25%, d’apres les
examens bactériologiques 15/62 c’est des Staphylococcs aureus, dix (10) pour le sexe féminin
et cing (5) pour le sexe masculin. Les 15 souches de S.aureus ont été testées par deux (2)
antibiotiques Céfoxitine et Oxaciline. La répartition SARM selon 1’age et le sexe est plus

¢levée chez le sexe féminin de la tranche d’age [2mois-3ans].
Mots clés : Staphylococcus aureus, SARM, cefoxitine,oxacilline
Abstract

The objective of this study is to evaluate the frequency of Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in stool in children, 62 rectal swabs were performed on
patients encountered at the pediatric emergency department amizour EPH. A total of 20/62
positive samples of a rate 32.25%, according to bacteriological tests 15/62 it is
Staphylococcac aureus, ten (10) for the female sex and five (5) for the male sex. The 15
strains of S.aureus were tested with two (2) antibiotics Cefoxitin and Oxacilin. The MRSA

distribution by age and sex is higher among females in the [2 months-3 years] age group.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, cefoxitine, oxacilline



