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Résumé

Les infections nosocomiales sont devenues avec le modernisme hos-
pitalier, un des problemes de santé publique les plus préoccupants du monde
occidental. On évalue qu'environ 5 a 87 des patients acquiérent une infec-
tion au cours de leur hospitalisation. De ce nombre, au moins 107 sont

dues au Staphylococcus aureus. Cette prévalence des infections nosocomia-

les a S. aureus dépend en partie des attributs de cette bactérie. En effet,
le S. aureus fait partie de la flore bactérienne normale du nez chez presque
la moitié de la population. De plus il produit un vaste é&ventail d'enzymes
et de toxines et posseéde une adaptation remarquable aux antibiotiques, leur
facilitant 1l'invasion infectieuse. Le risque d'infections nosocomiales est
aussi accru par la proximité humaine prévalant dans un hdpital et par cer-
taines conditions retrouvées chez plusieurs patients. Devant 1'importance
de ce probléme, nous avons entrepris au Centre Hospitalier Ste-Marie une

étude sur 1'épidémiologie et 1'étiologie des infections nosocomiales a S.

aureus, dans le but de préciser les orientations d'un éventuel programme de
prévention. Les principaux outils de ce travail étaient le typage par les
bactériophages, la détermination de la résistance aux antibiotiques et la
détection de l'entérotoxigénicité des souches de S. aureus isolées chez les
patients, le personnel hospitalier et sur les lieux physiques ainsi que la
consultation des dossiers médicaux des patients concernés. Nous avons pu
déterminer tout d'abord que les souches de S. aureus isolées au CHSM ne pos-

sédaient aucun caractere indicateur d'une pathogénicité accrue, que ce soit
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au niveau des types phagiques, de l'entérotoxigénicité ou de la résistance
aux antibiotiques. Une situation identique prévalait au CH Cloutier. Ce-
ci nous a amené 3 suggérer comme seule mesure de surveillance bactériologi-
que, l'établissement d'un systéme informatisé de compilation des antibio-
types. Ce systéme faciliterait grandement le travail du Comité d'infection.
Ensuite on a observé qu'environ la moitié des patients &tudiés souffraient
d'auto-infection causée par leur propre souche nasale de S. aureus et qu'on
retrouvait chez la plupart d'entre eux des conditions les rendant plus sen-
sibles aux infections. Les principaux facteurs favorisants étaient 1'age
avancé ou le trés jeune dge et le fait de subir une opération surtout de na-
ture orthopédique ou neurologique. Il nous semblerait donc approprié d'i-
dentifier les patients a risque avant qu'ils contractent une infection et
d'établir des reégles plus strictes dans les soins a leur domner. Finale-
ment on a appris que le personnel hospitalier joue un rdle dans la propaga-
tion directe ou indirecte des infections nosocomiales et qu'il est porteur
de souches de S. aureus plus résistantes aux antibiotiques que celles des
patients. Il serait donc important d'établir pour le perseonnel hospitalier,
un programme d'information sur les infections nosocomiales et sur les régles
d'hygiéne hospitalieére. Toutes ces mesures dirigées contre les infections
nosocomiales a S. aureus pourraient facilement s'appliquer contre les in-
fections causées par d'autres agents pathogénes comme les entérobactéries.
Ces mesures placeraient le CHSM au méme diapason que la plupart des grands

centres hospitaliers dans la prévention des infections nosocomiales.
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Introduction




Notre siécle a amené en Occident une trés grande amélioration
des conditions et de l'espérance de vie. Les progrés pharmacologiques, en
particulier 1l'avénement des antibiotiques et les grandes innovations dans
les procédés de diagnostic et de thérapie tels les cathétérismes, les trans-
fusions, les dialyses, la chirurgie, la respiration assistée et 1'immunosup-
pression ont révolutionné le monde hospitalier. Cependant 1l'utilisation ou
la surutilisation de ces techniques a augmenté& la probabilité que les pa-
tients développent une infection nosocomiale (de nosos, maladie et komizein,
soigner donc qui est relatif aux hdpitaux) c'est-d-dire qu'ils contractent
une infection au cours de leur hospitalisation. En effet, durant leur. séjour
hospitalier ces patients, généralement affaiblis par la maladie, sont mis
en contact avec un réservoir de souches bactériennes résistantes d plusieurs

antibiotiques et introduites souvent au deld des barriéres naturelles de

protection de l'organisme par les procédés médicaux modernes.

Les infections hospitaliéres étaient déja bien connues au début
du siécle surtout par la trés grande mortalité qu'elles entralnaient. Le
modernisme hospitalier n'a donc pas amené au cours de ce siécle une diminu-
tion marquée du nombre de ces infections, comme cela était escompté. Bien
sir, on a diminué énormément la mortalité qui s'ensuivait mais pour de nom-
breuses personnes ce résultat n'est pas acceptable. Les infections nosocomia-

les sont devenues actuellement un des probleémes de santé publique les plus

importants du monde occidental.



C'est pour faire prendre conscience de toute l'ampleur de ce
problZme aux gens concernés que nous entreprenons cette étude au Centre
Hospitalier Ste-Marie (CHSM) de Trois-Rivieres. Comme c'est un domaine
tréds vaste, il faut nous limiter & une étude plutSt descriptive des in-

fections nosocomiales causées par le Staphylococcus aureus (S. aureus)

seulement. Cette limitation nous permettra d'approfondir le lysotypage

épidémiologique tré&s élaboré de cette bactérie.

1.1 Le Staphylococcus aureus comme agent d'infection nosocomiale

Au cours des décennies 1940 et 1950, le S. aureus était respon-
sable de la majorité des infections nosocomiales surtout & cause de sa trés
grande résistance 3 la pénicilline. Au cours des années 1960, les bacilles

gram-négatifs et en particulier les Enterobacteriaceae et les Pseudomonas

sont devenus prédominants, suite & 1l'augmentation des manipulations urinaires
et aux changements dans 1l'antibiothérapie. Malgré tout, le S. aureus per-
siste encore & causer bien des probleémes. Trois facteurs principaux sont
responsables de cette prévalence hospitaliere du S. aureus, soit le fort
pourcentage de porteurs sains, sa pathogénicité potentielle et sa résistan-

ce rapide aux antibjotiques, due en grande partie a des plasmides.

1.1.1 Les porteurs sains de Staphylococcus aureus

On retrouve le S. aureus chez beaucoup de gens principalement
dans les fosses nasales, sans qu'il y cause des probleémes particuliers. Se-
lon une étude imposante de Noble (1964) et diverses études citées par Wil-

liams (1963), 30 3 50% des gens sont porteurs sains de S. aureus au niveau



des fosses nasales et ce taux peut augmenter jusqu'5‘7OZ en milieu hospita-
lier. Le nez est le principal site de multiplication et de dispersion de
S. aureus. White en 1964 a obtenu une réduction trés marquée des staphy-
locoques sur la peau et dans 1l'air aprés avoir éliminé les staphylocoques

nasaux par un traitement d'oxacilline en onguent.

L'état de non-porteur, porteur temporaire ou porteur permanent
de S. aureus semble 1ié en partie, & la plus ou moins grande quantité d'aci-
des gras sur la peau et dans le mucus respiratoire. Heczko et Kasprowicz
(1976) et Aly et al. (1976) ont démontré que les acides gras 3 courtes chail-
nes, fréquents dans le sébum et le mucus, présentent une activité antista-
phylococcale et que les extraits lipidiques de peau chez les non porteurs
de S, aureus sont plus antimicrobiens que chez les porteurs, Les caracté-
ristiques particuliéres de chaque souche de S. aureus influencent aussi

leur capacité de colonisation.

On reconnait que le fait d'@tre porteur sain de S. aureus dans
le nez augmente les risques d'infections nosocomiales au niveau de la peau,
des plaies opératoires et du systéme respiratoire, surtout pour la personne
porteuse mais aussi pour les gens qui la cBtoient (Williams, 1963; Bengtsson
et al.,1979). Par contre, cela protége contre l'acquisition de nouvelles

souches hospitaliéres plus virulentes.

Il existe aussi un autre état de porteur de S. aureus qui n'est
pas sain, sans pour autant étre considéré comme infectieux. Il s'agit des

gens souffrant de dermatite atopique, d'eczéma et de psoriasis. Ces gens



sont reconnus comme des grands porteurs de S. aureus sans qu'il y ait signe
d'infection et sans que cette bactérie soit responsable de leur é&tat derma-
tique (Selwyn et Chalmers, 1965). Aly, Maiback et Shinefield (1977) ont
observé des taux de colonisation par le S. aureus de 797 dans le nez, de 76%
sur la peau normale et de 937 sur la peau lésée, chez des patients souffrant
de dermatite atopique sans signes infectieux. Ce groupe de personnes forme
donc un réservoir important de S. aureus dont la dispersion est favorisée
par la desquamation exagérée provoquée par leur état. Il va sans dire que
le risque d'infection nosocomiale est trés grand dans 1l'entourage de ces

gens.

1.1.2 Le potentiel pathogéne du Staphylococcus aureus

Le S. aureus est un parasite de l'homme qui cause rarement des
méfaits 2 son site primaire de colonisation. La production d'une infection
a un site secondaire ne lui apporte pas de grands avantages et semble plu-
tdot liée 3 1'opportunité, c'est-a-dire & une bréche dans les défenses de
1'h6te. En effet, il est bien reconnu qu'une personne en bonne santé est
rarement infectée par le S. aureus, méme si elle est porteuse d'une souche
virulente. Selon Fekety (1964), il faut environ 5 X lO6 staphylocoques vi-
rulents pour induire un petit abcés cutané chez des volontaires humains nor-
maux, De méme, Marples et Kligman (1976) ont mis au point une méthode pour
induire une infection sur une peau saine qui illustre bien la grande résis--
tance de la peau normale au S. aureus., A cette fin, il faut nettoyer la

peau avec de l'alcool pour réduire le nombre de compétiteurs et enlever les



. . 6 .
substances lipidiques antimicrobiennes, 1l'inoculer avec 1 X 10 bactéries
. _ 2 . . . .
par centimeétre carré (cm ) et couvrir le site pendant plusieurs jours pour
le protéger de la dessication. De cette fagon, 957 des sujets ont présenté
aprés plusieurs jours, des pustules généralement stériles, les staphyloco-
ques demeurant 3 la surface de la peau. Les lésions apparaissaient plutdt

8tre induites par l'absorption des toxines bactériennes.

Par contre, les risques d'infections augmentent beaucoup si les
défenses de 1'hSte sont déficientes, le S. aureus &tant une bactérie trés
opportuniste. Un bon exemple de ces dires est fourni encore par Marples
et Kligman (1976). Ces derniers ont obtenu en vingt-quatre heures des in-
fections trés sévéres de la peau, tout simplement en enlevant la couche cor-
née du derme avec un papier adhésif avant l'inoculation. L'inoculum requis

| P - » - 3 2 . ~ :
n'était que de mille bactéries/cm et ils ont méme obtenu quelques infec-

. . o 2
tions avec dix bactéries/cm”.

L'opportunisme du S. aureus semble 1ié i la production de nom-
breuses toxines et enzymes qui augmenteraient sa virulence. Les enzymes
produites sont des coagulases, nucléases thermostables, fibrinolysines,
phosphatases, protéases, lipases et des hyaluronidases. Parmi les diverses
toxines sécrétées, les plus importantes sont les hémolysines o, B, § et.y
leucocidine et les entérotoxines A, B, C, D et E. Ces derniéres sont bien
connues comme responsables d'empoisonnements alimentaires mais jusqu'd main-
tenant, on ne peut relier leur sécrétion & aucune autre maladie (Sourek et al.,

1979). On connailt bien les mécanismes d'action de certains de ces produits.



La coagulase se lie stoechiométriquement avec la prothrombine pour former
un complexe actif, la staphylothrombine qui convertit le fibrinogéne so-
luble en fibrine insoluble (Wegrzynowicz et al., 1979). La fibrine se
dépose alors autour des staphylocoques, les protégeant ainsi des phago-
cytes de 1'hdte. Les hémolysines, en détruisant les globules rouges,
crdent une anoxie locale favorable & 1l'implantation des staphylocoques dans
les tissus, bien que la production d'hémolysines ne corresponde pas d la
pathogénicité chez tous les microorganismes. L'hémolysine o ou a-toxine
est aussi responsable chez le lapin et la souris, de dermonécrose en in-
jection sous-cutanée et de létalité@ par voie veineuse (Rogolsky, 1979).

La leucocidine est toxique pour les leucocytes polynucléaires et les macro-
phages. Enfin, l'hyaluronidase aide le S. aureus & pénétrer dans les tis-
sus de 1'hSte en hydrolysant 1'acide hyaluronique, sorte de ciment inter-

cellulaire.

Ainsi cette vaste production extracellulaire semble agir en
commun, pour augmenter la pathogénicité du S. aureus, car en général, les
microorganismes moins pathogénes ne sécrétent pas autant de toxines et
d'enzymes. Cependant, on ne connalt pas encore le schéma global d'action
de ces composés staphylococcaux conduisant & 1'é&tablissement d'un foyer

infectueux.

1.1.3 La résistance aux antibiotiques

On considére qu'il existe deux modes d'acquisition de la résis-

tance aux antibiotiques chez le S. aureus. La résistance peut s'établir



graduellement, en réponse a la présence d'un antibiotique. Ceci survient
par une sélection lente de mutants de plus en plus résistants, jusqu'a ce
que la concentration de médicament nécessaire pour inhiber le microorganis-
me soit plus grande que la dose thérapeutique généralement utilisée. Les
génes gouvernant cette r&sistance sont localisés sur le chromosome bacté-
rien. D'un autre cGté, la résistance aux antibiotiques peut étre détermi-
née par des éléments extra-chromosomaux, qu'on nomme plasmides. L'acquisi-
tion de la résistance se fait alors en une seule étape, les staphylocoques
changeant directement de sensibles 3 résistants suite au transfert d'un

plasmide.

L'idée que les plasmides seraient aussi importants chez le

S. aureus que chez les Enterobacteriaceae, dans l'acquisition de la résis-

tance aux antibiotiques in vivo se répand de plus en plus. Cette affirma-
tion assez révolutionnaire est basée sur plusieurs faits: tout d'abord on a
réussi en laboratoire, le transfert de plasmides entre des souches de S. au-
reus, par transduction; ensuite on a observé par diverses études épidémiolo-
giques qu'aprés l'apparition d'une souche résistante & un antibiotique, cette
résistance se transmettait rapidement & d'autres souches de lysotypes diffé-
rents (Lacey, 1975 et Greenhood et al ., 1979); de méme si on cesse compléte-
ment 1l'emploi d'un antibiotique, la proportion des staphylocoques y é&tant
résistants décline rapidement, par perte du plasmide devenu inutile (Fin-
land, 1979); enfin la plupart des souches de S. aureus rencontrées en mi-
lieu clinique possédent les mémes taux de croissance qu'elles soient sensi-
bles ou résistantes aux antibiotiques, différant ainsi des mutants chromoso-

miques 3 croissance lente (Noble et Naidoo, 1978). En fait, parce que les



plasmides ne sont pas essentiels a un microorganismes dans la plupart des
conditions in vivo, ils fournissent & la cellule un grand potentiel d'évolu-
tion rapide sans affecter sa vitalité, comme cela survient lors de plusieurs

mutations chromosomiques (Lacey, 1975).

Les plasmides staphylococcaux ne codent généralement qu'une seule
résistance et sont présents dans la bactérie en plusieurs copies. Ils sont
environ dix fois plus petits que les plasmides R des entérobactéries. Les
staphylocoques multirésistants transportent donc sauf exception, plusieurs

plasmides différents (Mitsuhashi et al., 1974).

Jusqu'a maintenant, on a isolé les plasmides codant la résistance
a la pénicilline, 3 la tétracycline, au chloramphé&nicol et & la néomycine; les
plasmides de la pénicilline codant aussi la résistance 2 certains métaux lourds.
Les résistances a la méthicilline, 1'érythromycine, la streptomycine et la
gentamycine semblent aussi &tre déterminées par des plasmides. Toutes les
études épidémiologiques nous le laissent croire, mais aucun de ces plasmides
n'a été isolé (Lacey, 1975 et Greenhood et al., 1979). Il est 3 noter qu'il

peut aussi exister une résistance chromosomale 3 tous ces antibiotiques.

Les mécanismes de transfert des plasmides staphylococcaux sont
mal connus. In vitro, on obtient une transduction & partir de lysats trés
concentrés en phages et exempts de bactéries. En culture mixte, on sait que
le transfert a lieu aussi par 1l'intermédiaire de phages, a cause d'un trés
grand besoin en ions calcium et de 1'absence de transfert en présence d'un

donneur non lysogénique ou d'un receveur résistant aux phages. Cependant,
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Lacey (1975, 1980) a &té amené & croire que le vecteur de transfert est
probablement un phage défectueux sur lequel une partie du génome est rempla-
cée par le plasmide, ﬁarce qu'on ne retrouve pas de particules virales acti-
ves dans le surnageant et que le receveur ne devient pas lysogénique. De
plus, comme le contact entre les bactéries augmente la fréquence des échan-
ges plasmidiques, un mécanisme brobable in vivo serait une conjugaison avec
un intermédiaire ﬁhagique (Lacey, 1980). Il y a alors transfert de plas-
mide sans causer la mort du donneur comme cela survient au cours d'une trans-
duction. Les staphylocoques transportant plusieurs copies du méme plasmide
pourraient ainsi augmenter le nombre total de bactéries résistantes. Dernieé-
rement, on a aussi présenté l'évidence de l'existence chez le §. aureus du
transfert de plasmides par conjugaison pure comme chez les entérobactéries.

Ce mécanisme ne semble pas dominant dans la nature (Fouace, 1981).

Ainsi, l'existence de plasmides chez le §. aureus est responsable
de la propagation rapide de la résistance aux antibiotiques en général et
aux pénicillines en particulier, qu'on a observé chez cette bactérie depuis
la mise en marché de ces médicaments, au début des années 1940. Aucun anti-
biotique & ce jour, ne doit &tre considéré comme totalement efficace contre
le S. aureus. Actuellement, les antibiotiques & action spécifique les plus
actifs contre le S. aureus sont B-lactamase résistants. Il s'agit de 1'oxza-
cilline, la cloxacilline, la dicloxacilline, la méthicilline et la nafcilline.
On devra cependant en faire un usage intelligent, si on veut que cette situa-

tion persiste.
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1.2 ZLes infections nosocomiales

1.2.1 Définition

Pour les fins de notre étude, nous utilisons la définition d'une
infection nosocomiale telle que présentée par Kislak, Eickhoff et Finland en
1964, On considére qu'un patient a acquis une infection durant son hospi-
talisation, s'il présente une &vidence clinique et/ou bactériologique d'une
infection active qui n'était pas présente ou reconnue lors de 1l'admission.
Les infections survenant durant les soixante-douze premiéres heures d'hos-
pitalisation ne sont pas considérées comme nosocomiales, a moins qu'il y
ait une évidence flagrante qu'elles n'étaient pas présentes ou sous incuba-

tion lors de l'admission (Adler et Shulman, 1970).

1.2.2 Taux de prévalence et colits

On a publié depuis vingt ans une trés grande quantité d'études
sur les infections nosocomiales. Malheureusement, ces études présentent
une grande diversité dans les objectifs et les méthodes, ce qui rend diffi-
cile toute généralisation. On ne peut é&tablir des comparaisons valables que
si on utilise des définitions et des méthodes standardisées et qu'on tien-
nent compte de la nature et de l'équipement des services hospitaliers con-
cernés, de la catégorie de patients observés, des procédures cliniques uti-
lisées et des efforts de prévention (Fleurette et Brun, 1980). Ainsi, pour
éviter des comparaisons et des généralisations douteuses entre diverses étu-
des de divers pays, nous allons surtout utiliser les statistiques fournies

par une vaste é€tude nationale américaine &laborée par le Center for Diseases
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Control (CDC) d'Atlanta. Cette étude, connue sous l'abréviation NNIS (Na-

tional Nosocomial Infections Study), compile annuellement depuis 1970, des

données provenant d'une moyenne de quatre-vingt-un hdpitaux divers. Ces
h8pitaux surveillent en moyenne 1,16 millions de patients annuellement et
utilisent pour obtenir leurs données des définitions standardisées. Selon

la NNIS, l'incidence des infections nosocomiales en 1979 était de 3,297

pour tous les patients sortis et l'incidence moyenne pour la décennie 70-79
était de 3,41%. La fréquence relative des infections nosocomiales par sites
d'infection n'a pas changé significativement durant cette période. Sur tou-
tes les infections rapportées, 417 étaient des infections des voies urinaires,
23% des infections des plaies chirurgicales, 157 des infections des voies res-
piratoires, 5,97 des infections cutanées, 4,47 des septicémies primaires et
5,9% des septicémies secondaires. Le S. aureus a été isolé& dans 107 de ces
cas (Allen et al., 1981). Le taux global des infections nosocomiales a

été réajusté 3 5%, suite aux diverses études de prévalence menées de

pair avec le programme de surveillance du CDC (Brachman, 1981).

Un rapport annuel du CDC pour l'année 1975 (CDC, 1979) donne plus‘
de détails sur le rdle du S. aureus comme agent d'infections nosocomiales.
Le S. aureus a été responsable en 1975 de 10,47 des infections totales. Par
site, on le retrouvait dans 33,97 des infections cutanées, 16,77 des infec-
tions chirurgicales, 14,37 des septicémies primaires et 10,37 des infections
des voies respiratoires. Son r6le était trés faible au niveau des infections
urinaires. Une autre étude du CDC sur les septicémies d'origine nosocomiale

indique que de 1976 3 1978, le S. aureus a été un agent pathogéne majeur, pro-
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voquant 137 des septicémies endémiques et 6% des septicémies épidémiques

(Maki, 1981).

Une des rares études canadiennes, soit celle de Westwood et al.,
(1974) entreprise 3 1'H6pital Général d'Ottawa, fournit des chiffres 1légére-
ment supérieurs a ceux du CDC. On y présente un taux global d'infections
nosocomiales de 7,9%, soit un patient infecté& pour chaque treize patients
admis. De ce nombre, 44,87 étaient des infections des voles urinaires et
187 des infections des plaies opératoires. Le S. aureus a provoqué 12,57

de ces infections nosocomiales.

Comme on peut le constater par ces chiffres, le r8le du S. aureus
dans les infections hospitaliéres semble s'&tre stabilisé& au cours des dernié-
res années a un taux relativement bas si on le compare & sa prévalence massi-
ve des années 1950-1960. Cependant, il ne faut pas sous-estimer cette bactérie.
Goldmann (1981) rapporte que ces dernires années, le S. aureus a continué i
étre une menace majeure pour les nouveaux-nés bien portants, particuliérement
depuis l'arrét des bains routiniers d'hexachlorophéne en 1971. Stamm et al.,
(1981) nous indiquent que le S. aureus a été responsable de 137 des épidé-
mies investiguées par le CDC en 1976-1979, chiffre somme toute assez con-
servateur. Par contre, ces auteurs sont inquiétés par le fait que depuis
1975, plusieurs souches de S. aureus responsables d'épidémies présentent une
résistance inhabituelle & certains antibiotiques, en particulier & la méthi-
cilline et 3 la gentamycine. Carney et al. (1982) notent que l'incidence
des septicémies & S, aureus chez les patients souffrant de cancer a augmenté

récemment. Durant les années 1960, l'incidence de ces septicémies était
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d'environ 5%. Durant la décennie 70, ce taux a augmenté granduellement pour
atteindre ces derniéres années les proportions alarmantes de 23 & 317, chez
les patients de tous les 3ges et présentant tous les types de malignité.
Ceci s'explique surtout par 1l'augmentation des plaies cutanées causées par
les procédures de diagnostic ou de thérapie comme les radiations, la chimio-

thérapie ou 1l'usage d'appareillages intra-vasculaires.

Les colits engendrés par tous les types d'infections nosocomiales
sont exorbitants bien qu'on puisse difficilement en réaliser un estimé précis.
Westwood et al. (1974) ont figuré@ qu'au minimum, les infections hospitaliéres
avaient co{ité 800 000% a 1'HOpital Général d'Ottawa pour 1'année 1972 soit
5,7% du budget annuel de ce centre. Brachman (1981) en utilisant un taux
d'infections nosocomiales de 5%, a estimé que le cofit pour la prolongation
de l'hospitalisation causée par les infections nosocomiales est d'approxima-
tivement 2,38 milliards de dollards par année aux Etats-Unis. Maki (1982) a
fait des projections annuelles 3 partir des données de la NNIS au sujet des
septicémies d'origine nosocomiale. Tl estime que chaque année environ 194 000
patients (5/1000) développent une septicémie nosocomiale dans les hdpitaux amé-

ricains et que 75 000 en meurent. Ces infections ajoutent de 280 a 860 mil-

lions de dollars au cofit de la santé publique.

Ces quelques données ne dressent pas un tableau réel du colt des
infections nosocomiales, ceci étant presque impossible a réaliser. Il fau-
drait pour cela tenir compte non seulement des colits directs, c'est-a-dire

des colits supplémentaires pour les soins hospitaliers, mais aussi des coiits
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indirects assumés par le patient soit la perte de revenus, la perte de la

productivité, les frais d'assurances, les médicaments et les honoraires du

médecin, lorsqu'il y a lieu.

Et 13 encore, on ne considére que la perte monétaire, les domma-
ges causés a4 la santé des patients ne se chiffrant pas. Une infection laisse
la personne souvent plus faible et plus sensible & d'autres infections et
prolonge son séjour hospitalier en moyenne de sept jours selon Brachman
(1981) ou de treize 3 quinze jours selon Freeman et al. (1979) et Bengtsson
et al. (1970). Elle peut laisser une cicatrice, 3 la limite une invalidité
ou méme causer la mort, tout ceci &tant encore plus inacceptable que les

augmentations de coflits.

1.2.3 Réservoirs et voies de transmission

Les réservoirs de S. aureus sont essentiellement humains. La
source la plus évidente et la plus dangereuse provient des patients présen-
tant une infection cliniquement active, surtout s'ils souffrent de pneumonie,
de dermatite et de brQlures infectées ou d'une plaie trés suppurante. Ceux-
ci expulsent dans leur environnement immédiat une quantité extraordinaire de

staphylocoques frais et virulents.

Les porteurs sains au niveau du nez et de la peau constituent la
deuxiBme source importante de S. aureus. N'étant pas révélée par des signes
cliniques, la dissémination du S. aureus par les porteurs sains est beaucoup
moins &vidente. Pourtant, on ne doit pas la sous-—estimer. Certains porteurs

sont des disséminateurs treés efficaces, soit 3 cause de manies indésirables,
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de mauvaises habitudes hygiéniques ou d'une forte tendance 3 la sudation
(Fekety, 1964). Les personnes présentant des rhinites allergiques ou des

-~

dermatites chroniques sont 3 surveiller plus particuli&rement.

I1 existe deux voies principales de transmission des infections
a S. aureus (Fleurette et Brun, 1980). La plus importante est la transmis-
sion par contact direct ou indirect @ partir des personnes. Le pus ou les
sécrétions respiratoires se trouvent alors & contaminer directement une autre
personne ou 3 se déposer sur un intermédiaire, animé comme des mains ou ina-
nimé comme le mobilier et la literie, avant d'atteindre la cible. La trans-
mission par les mains est notable. La banalité de la routine hospitaliére
nous fait oublier l'importance de cette voie de transmission et par consé-
quent, les mesures d'hygiéne qui pourraient la supprimer, tel le lavage des

mains et le port de gants.

La transmission de l'infection peut aussi étre aérienne. Les sta-
phylocoques voyagent surtout sur des squémes et des débris tissulaires souillés
par le pus. Ces particules d'environ 15 3 25 micrométres (K) peuvent
demeurer en suspension dans l'air pendant plusieurs heures et provoquer
des infections & distance., Il faut noter ici, que méme si le réle de 1l'air
comme vecteur de transmission des infections & S. aureus est certain, son
importance réelle est trés discutée. D'un c6té, il est trés difficile d'é-
tablir un lien épidémiologique slir entre les staphylocoques aériens et ceux
trouvés dans les plaies. D'autre part, bien que le S. aureus compte parmi
les bactéries non sporulées les plus résistantes, on s'interroge encore

sur la capacité de quelques dizaines ou centaines de staphylocoques dessé-



chés d'induire une infection massive. La transmission aérienne devient
toutefois tré&s importante dans les unités de soins spécialisés, surtout
dans les unités pour grands br{ilés et les unités de soins intensifs en

néonatalité.

A partir de ces quelques principes généraux, on peut distinguer
trois types d'infections nosocomiales: tout d'abord 1'auto-infection, qui
est causée par un microorganisme faisant partie de la flore microbienne du
patient, que celui-cil en soit porteur avant son hospitalisation ou qu'il
le devienne durant son séjour hospitalier, avant le déclenchement de 1'in-
fection; puis l'infection croisée, causée par un microbe provenant d'une
autre personne, soit par contact direct ou indirect; enfin, l'infection
environnementale qui est déclenchée par un microorganisme provenant d'un
objet inanimé., Dans cette derniére catégorie, les vecteurs sont plus
particuliérement les aliments, les médicaments, les appareils et les ins-

truments médicaux.

Dans le cas des infections nosocomiales a S. aureus, l'auto-
infection et 1l'infection croisée dominent bien qu'on ne connaisse pas de
fagon précise 1la part réelle de chaque type d'infection. Selon Fekety
(1964) et Burke (1963), environ 50% des plaies opératoires infectées sont
des auto-infections. Bengtsson et al. (1979) 6btiennent un taux d'auto-
infection de 42%. Ces chiffres ne sont pas récents car de nos jours, on
s'attarde moins & déterminer l'origine précise d'une infection, c'est-3a-

-~

dire 3 trouver un coupable & tout prix. On cherche plutdt & identifier la

17
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victime potentielle pour mieux la protéger. On le fait par la compilation
de statistiques &laborées tel que vu précédemment et par l'@tude des causes

favorisantes.

1.2.4 Facteurs favorisants

I1 existe une grande variété de facteurs qui augmentent la sen-
sibilité d'une personne aux infections nosocomiales. D'une fagon générale,
on peut dire que tous les facteurs diminuant la résistance d'un individu
et/ou altérant ses mécanismes naturels de défense, en particulier s'ils en-
dommagent la barriére cutanée, vont favoriser l'acquisition d'une infection

hospitaliére.

Les caractéristiques suivantes définissent 1'hdte sensible: une
personne trés jeune ou trés Agée, en particulier les bé&bés prématurés et
les vieillards invalides; une personne souffrant d'une maladie grave et/ou
a pronostic fatal tel le diabéte ou le cancer; une personne ayant subi un
choc, un traumatisme sévére ou des briilures graves; une personne présentant
déja une infection communautaire ou nosocomiale; une personne dont le sé&jour
hospitalier se prolonge; une personne se soumettant d certaines procédures
thérapeutiques comme un cathétérisme urinaire, des radiations, une respira-
tion assistée continue ou une thérapie immunosuppressive ou antimicrobienne;

et enfin une personne subissant une intervention chirurgicale.

Ce dernier point mérite une attention particuliére. Westwood
et al. (1974), ont établi que le risque d'acquérir une infection hospita-

liére est triplé si on subit une opération. L& encore, bien des facteurs
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vont moduler ce risque. Les plus importants sont la durée du séjour hos-
pitalier avant l'opération, le type d'opération, la durée de 1l'opération

et les dimensions de la plaie (Hooton et al., 1981). Ehrenkranz (1981) nous
indique que le pourcentage d'infections suite a une intervention chirurgi-
cale est de 1,57 si celle-ci dure moins de deux heures, de 2,3% si elle du-
re de deux 3 quatre heures et de 10,77 si elle se prolonge au-deld de quatre

heures.

On peut retirer de cette énumération deux facteurs de risque
plus spécifiques & l'acquisition d'une infection & S. aureus: une hospita-
lisation prolongée, augmentant les possibilités de devenir porteur nasal
de souches de S. aureus multirésistantes aux antibiotiques et toutes pro-
cédures altérant ou brisant la barrigre cutanée, réservoir secondaire du

S. aureus.

1.3 Etude épidémiologique des infections nosocomiales 3 Staphylococcus

aureus

Cette étude entreprise au CHSM a deux buts principaux. Tout
d'abord nous voulons démontrer 1'existence des infections nosocomiales 3
S. aureus au CHSM et si possible dans d'autres établissements hospitaliers
de la région. Puis, nous tenterons de cerner 1l'étiologie et 1'épidémiologie
de ces infections, de fagon a préciser les principales orientations d'un

éventuel programme de prévention.

A cette fin, nous travaillerons en premier lieu au niveau bacté-

riclogique, en effectuant des prélevements chez les patients, le personnel
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hospitalier et sur les lieux physiques appropriés. Ceci nous fournira une
banque de souches de S. aureus, avec laquelle nous dresserons un tableau
le plus complet possible des caractéristiques de cet agent pathogéne. En
étudiant les liens entre ces diverses informations, nous pourrons é&tablir
s'il existe une particularité du S. aureus, qui nous renseignerait immé-

diatement sur la plus ou moins grande pathogénicité& d'une souche donnée.

Ensuite nous analyserons les infections nosocomiales observées.
Nous compléterons alors nos données bactériologiques par une consultation
des dossiers médicaux des patients concernés. Nous serons ainsi en mesure
de déterminer les principales caractéristiques des souches de §. aureus en
cause et de préciser les manifestations cliniques et les facteurs favori-
sants de ces infections hospitaliéres. De plus, nous tenterons d'établir

s'il s'agit d'auto-infections ou d'infections croisées.

Nous tenons & préciser que cette étude conservera en tout temps,
un caractére confidentiel et volontaire. Les personnes approchées seront

informées de la raison des préléevements et seront libres de les refuser.



Chapitre II

Matériel et méthodes




2.1 Prélevements et isolation des souches de Staphylococcus aureus

2.1.1 Choix des sites de prélévements

Comme cette étude est effectuée sur une base volontaire et avec
un budget limité&, on ne peut pas procéder a l'étude systématique de tous les
patients et de tout le personnel hospitalier, pendant un certain laps de
temps. C'est pourquoi les sites de prélévements pour la recherche du S. aureus
sont établis a partir des échantillons cliniques regus quotidiennement au
laboratoire de microbiologie du CHSM. Les &chantillons qui nous intéressent
proviennent en général, de patients présentant des signes cliniques d'infec-
tion. Si les techniciens isolent du S. aureus dans ces échantillons, ils
nous remettent les souches, une fois leur travail terminé. Ceci est le point
de départ d'une série de prélévements effectués dans les fosses nasales des
patients concernés, puis sur les meubles et le plancher environnant leur 1lit
et enfin si possible, dans les fosses nasales de toutes les personnes ayant

pris soin de ceux-ci.

En plus, une série de prélévements est recueillie dans tous les
lieux physiques éloignés des patients avec lesquels ces derniers ont quand
méme un certain contact. Parmi ces lieux, on retrouve principalement les pos-
tes de garde, les cuisines, la buanderie, la physiothérapie, 1l'inhalothérapie,

la médecine nucléaire, la radiologie, la pharmacie et les salles d'opéra-
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tion. La période entiére de prélévements au CHSM s'étend de mars & décem-
bre 1980. Dans le courant de 1'année des prélévements nous parviendront
aussi de 1'H6pital Cloutier. Ils seront effectués par le personnel du la-
boratoire de microbiologie, suivant nos instructions et le méme principe

de départ.

Dans tous ces prélévements, on recherche la présence de S, aureus
sans égard au dénombrement. Une présence méme minime de ces bactéries in-

dique une possibilité d'infection nosocomiale.

2.1.2 Techniques de prélévements et d'isolation chez les patients
P p

et le personnel

Dans le nez, on effectue le prélévement en passant un écouvillon
imbibé d'eau saline stérile (NaCl 0,97) sur les parois des cavités nasales
antérieures. Selon Evans et Stevens (1976), cette méthode constitue une
fagon simple et trés efficace de retrouver des bactéries, surtout celles

proliférant en surface comme le §. aureus.

Chaque prélévement est ensemencé& le plus t4t possible sur une gélo-
se au sang, c'est-d-dire une gélose nutritive additionnée de 57 de sang de
mouton défibriné (Production de 1'Institut Armand Frappier). Aprés quarante-
huit heures d'incubation 3 37 degrés Celsius (OC), les colonies de S. aureus
se distinguent aisément du reste de la flore bacté&rienne normale du nez,
constituée surtout de streptocoques ¢ -hémolytiques. Les colonies sont

convexes, de 0,5 3 2,0 millimétres (mm) de diamétre, avec une margine entieé-
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re et une surface lisse ou légerement granuleuse. Le plus souvent elles pro-
duisent un pigment de couleur créme, jaune ou orange. Les colonies typiques
de S. aureus sont repiquées sur une autre gélose au sang, pour l'isolation

et 1'identification biochimique.

2.1.3 Techniques de prélé&vements et d'isolation pour les lieux

physiques

On utilise aussi un écouvillon imbibé d'eau saline stérile (NaCl
0,9%) pour effectuer les prélevements sur les meubles et les planchers.
Pour chaque surface i couvrir, le méme écouvillon est frotté sans le tourner
sur quatre petites aires d'environ 100 cm2 choisies selon le cas, prés du

patient ou dans les aires de circulation intense.

On ensemence rapidement ces prélevements sur le milieu Baird-Parker
(Difco). Les géloses sont incubées quarante-huit heures, a 37° ¢. Ce milieu
est recommandé par l'Association Américaine de Santé Publique pour la détec-
tion, l'énumération et l'isolation du S. aureus dans des spécimens variés
(Niskanen et Aalto, 1978). Sur le milieu Baird-Parker, le S. aureus forme
des colonies noires, luisantes et convexes, de 1,0 3 1,5 mm de diamétre, avec
une étroite margine translucide. Ces colonies sont entourées d'une zone d'é-
claircissement du milieu de 2,0 & 5,0 mm de diamétre. La croissance des au-
tres microorganismes est trés légére. La couleur noire des colonies provient
de la capacité du S. aureus de réduire les ions tellurites en tellure métalli-
que. L'éclaircissement autour des colonies est di @ la solubilisation des
protéines du jaune d'oeuf (Baird-Parker, 1962). Les colonies typiques de

S. aureus sont repiquées sur des géloses au sang pour l'isolation et 1l'iden-

tification biochimique.
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2.2 TIdentification biochimique

Le but premier de l'identification biochimique est de s'assurer
que chaque souche de cocci gram-positif isolée est bien du S. aureus., A
cette fin, on procéde aux épreuves de détection de la coagulase et de la
nucléase thermostable. Nous incluons aussi dans cette section, 1l'étude de
certains caractéres qui définissent généralement le S. aureus soit: 1l'ob-
servation de la pigmentation et de 1'hémolyse, la détection de la sécré-
tion de Dnase et l'utilisation aérobique du mannitol, N'étant pas aussi
constantes que la sécrétion de coagulase et de nucléase thermostable, ces
derniéres caractéristiques pourraient s'avérer des points de comparaison

entre les diverses souches récoltées.

2.2.1 Observation de la pigmentation et de 1'hémolyse et conserva-

tion des souches

La pigmentation créme, jaune ou orange des colonies de S. aureus
est due a la sécrétion de deux caroténoides, la 8-caroteéne et la sarcino-
xanthine (Davis et al., 1973). La production de pigment est stimulée par
des milieux riches en acides gras, tel le glycérol monoacétate. Pour sa
part, 1'hémolyse des globules rouges de mouton est provoquée par la sécré-
tion d'une ou plusieurs des quatre hémolysines produites par le S. aureus,
soit les toxines a, 8, § et Y. L'action de chaque toxine sur les globules
rouges est différente et leur identification précise n'est possible que par

une neutralisation sérologique assez complexe (Elek, 1950).
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Autrefois, on considérait la pigmentation et 1'hémolyse comme des
criteres importants dans la classification des staphylocoques. Aujourd'hui,
on utilise des épreuves beaucoup plus spécifiques pour identifier le S. aureus.
Cependant, il demeure intéressant de noter ces caractéristiques, bien que
l'utilisation de méthodes spéciales pour déterminer la production de pig-
ment et d'hémolysines dépasse 1l'importance qu'on accorde & ces caractéres,
dans ce travail. La gélose au sang de mouton utilisée pour 1l'isolation des
souches de S. aureus nous permet l'observation aisée de 1'hémolyse. Par la
suite, chaque souche pure de cocci gram-positif est ensemencée sur une gélose
nutritive en pente (agar trypticase soja de BBL) pour son utilisation ulté-
rieure dans d'autres épreuves et pour sa conservation. La pigmentation ap-
parait trés bien sur ce milieu. De plus, comme ce type de gélose évite la
dessication rapide des bactéries, un repiquage aux quatre mois est suffisant
pour maintenir la souche. Il est a noter que la méme colonie sert & ensemen-
cer la premigre gélose en pente et le plasma poﬁr la détection de la coagu-

lase et qu'd chaque repiquage, on procade a un contrdle de pureté sur une

gélose au sang.

2.2.2 Détection de la coagulase

La détection de la production de staphylocoagulase est la premigre
épreuve effectuée sur les souches précédemment isolées. En effet, plusieurs
auteurs conviennent que pour les besoins de la routine, cette épreuve alliée
a la détection de la nucléase thermostable est suffisante pour identifier le

S. aureus (Baird Parker, 1974; Rayman et al., 1975 et Zarzour et Belle, 1978).
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On ne conserve que les souches positives a ce test, méme s'il est reconnu
qu'en de rares occasions le S. aureus perd cette caractéristique, tout en
demeurant pathogeéne (Victor et al., 1969). Ces souches sont des exceptions

nécessitant une étude particuliere,

Pour cette épreuve, on suspend une partie d'une colonie prélevée
sur la gélose au sang, dans 0,5 millilitre (ml) de plasma de lapin addition-
né d'acide éthyléne-diaminetétra acétique (EDTA) de BBL. Aprés une légére
agitation, les tubes (13 par 100 mm) sont incubés dans un bain-marie & 37%
et examinés aprés quatre et vingt-quatre heures. L'examen apreés quatre heu-
res et l'inoculation plutdt légére évitent les résultats faussement négatifs
causés par la fibrinolysine. Le degré de formation du caillot est noté 1+
3 4+ selon l'interprétation de 1l'épreuve proposée par Turner et Schwartz et
illustrée a la figure I (Sperber et Tatini, 1975). L'utilisation du plasma
de lapin de Difco est évitée, en raison des réactions 2+ @ 3+ non spécifi-

ques, détectées par Sperber et Tatini (1975).

2.2.3 Détection de la nucléase thermostable et de la Dnase

On effectue en milieu clinique, l'épreuve de la Dnase comme com-
plément 3 1'épreuve de la coagulase dans l'identification de S. aureus.
Pour ce faire, on utilise le plus souvent l'agar ADN-vert de mythyle (Difco),
sur lequel une réaction positive se manifeste par un éclaircissement du mi-
lieu, de vert pdle a jaune. Ce changement de couleur est souvent difficile
3 observer, méme pour un oceil habitué. De plus, on a découvert avec les
années, qu'environ 157 des staphylocoques A coagulase négative produisaient

une Dnase (Morton et Cohn, 1972 et Menzies, 1977).
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Types de réactions & l'épreuve de la coagulase
- 1+ 2+ 3+ 4+

négatif aucune évidence de formation de fibrine

1+ petits caillots non organisés

2 + petit caillot organisé

3+ gros caillot organisé

4 + tout le contenu du tube est coagulé et il ne se déplace

pas quand le tube est inversé.

Figure 1: Interprétation de l'épreuve de la coagulase telle que
proposée par Turner et Schwartz.

Devant la confusion entourant cette épreuve, certains auteurs ont
étudié la découverte faite par Cunningham et al. (1956) de la remarquable
résistance a la chaleur de la nucléase du S. aureus. Ils sont arrivés a la
conclusion que cette caractéristique est spécifique au S. aureus. Les nu-

cléases sécrétées par le Staphylococcus epidermidis et les Micrococci ne

résistent bas 3 une ébullition de 15 minutes (Lachica et al., 1971b et Ray-
man et al., 1975). De plus, Lachica et al., (1971a) ont mis au point un
milieu permettant de détecter facilement l'activité de cette nucléase, grace
3 la propriété métachromatique du bleu de Toluidine. En solution aqueuse

concentrée, ce colorant poss&de une absorption maximale 3 590 nanométre (nm)
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donc apparait bleu-violet; en présence d'une polyanion comme 1l'agar, 1l'ab-
sorption maximale se situe & 540 nm, le mélange étant alors rose brillant;
si on ajoute a tout ceci de 1'ADN, le pic d'absorption revient vers 600 nm
et le mélange redevient bleu. En présence d'une nucléase hydrolysant 1'ADN,
le milieu vire du bleu au rose vif. Ce changement de couleur ne pose aucune

ambiguité dans 1l'interprétation de 1'épreuve.

Nous utilisons ce milieu pour la détection de la Dnase et pour
déterminer sa résistance & la chaleur. A 1000 ml de tampon Tris 0,05 M (pH 9,0)
on ajoute 0,3 g d'ADN (Difco), 10,0 g d'agar (Difco), 1,0 ml de CaCl2 0.01 M
et 10,0 g de NaCl. On améne i ébullition pour bien dissoudre 1'ADN et 1l'a-
gar, on refroidit légérement puis on ajoute 3,0 ml de bleu de Toluidine
0,1 M (Fisher C.I. No. 925). Le milieu est ensuite distribué dans des tubes
stériles, d raison d'environ 15 ml par tube. Le bleu de Toluidine &tant bac-
tériostatique, le milieu n'a pas besoin de stérilisation et peut &tre conser-
vé 3 4°¢C tras longtemps. Le contenu de chacun des tubes est reliquifié au
besoin et coulé dans une boite de Pétri de 100 X 15 mm. Une fois le milieu
bien solidifié, on perfore seize puits de 3 mm de diameétre 3 1l'aide d'une
emporte-piéce 3 vide, ce qui permet d'éprouver huit souches. Pour chaque
souche de S. aureus 3 tester, on remplit un premier puits d'un bouillon de
culture de vingt-quatre heures non chauffé. Puis, on chauffe le bouillon

. . < o . s .
de culture quinze minutes & 100 C, on laisse refroidir et on remplit un

second puits.

L'activité de la nucléase se signale par un halo rose apparaissant

- - . , - o
autour du puits, aprés deux & quatre heures d'incubation 3 37 C. Pour plus

de commodité, on effectue la lecture aprés vingt-quatre heures d'incubation.
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2.2.4 Croissance sur le milieu mannitol-sel et utilisation aérobique

du mannitol-

I1 y a quelques années, on considérait l'utilisation aérobique du
mannitol comme un crit@re important dans la classification des staphylocoques
(Baird Parker, 1965). Maintenant on laisse cette r@action de c8té car elle
n'est pas assez spécifique (Sperber et Tatini, 1975 et Morton et Cohn, 1972).
Cependant, comme le milieu mannitol-sel est encore trés utilisé en microbio-

logie clinique, il nous semble important de pouvoir fournir ce renseignement.

La gélose mannitol-sel (Production Institut Armand Frappier) con-
tient 7,5% de NaCl, concentration suffisante pour inhiber la croissance
de plusieurs microorganismes, sans affecter celle du S. aureus. Les colo-
nies de S. aureus oxydant le mannitol apparaissent jaunes et sont entourées
d'un halo jaune vif. Ce changement de couleur est d@ & l'acidification du

milieu.

2.3 Lysotypie

La lysotypie ou typage par les bactériophages est utilisée inter-
nationalement comme méthode de choix pour la différentiation des souches de
S. aureus. Cette identification est basée sur la susceptibilité des diver-
ses souches 3 un ensemble donné de bactériophages, sélectionnés pour offrir
la plus grande sensibilité possible i la méthode. Les souches de S. aureus
identiques ou semblables présentent des types lytiques identiques ou trés
semblables, tandis que les souches non apparentées exhibent des types de

lyse trés différents.
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Pour maintenir un haut degré de standardisation, nous suivons en
général les directives fournies par.le Laboratoire Canadien de Référence sur
la Lysotypie des Staphylocoques (1977), pour la propagation, la titration et
le contréle des phages ainsi que pour la lysotypie. Ces directives sont adap-

tées au fait que nous maintenons les bactériophages au maximum deux ans.

2.3.1 Bactériophages utilisés

Nous utilisons les vingt-trois phages de l'ensemble international
de base de 1974, choisis par le Sous-comité International sur la Lysotypie
des Staphylocoques (1975), auxquels nous ajoutons le phage 82. Celui-ci ne
fait plus partie de l'ensemble de base mais son maintien est recommandé dans
la collection canadienne. Ces phages et leurs souches propagatrices sont
énumérés au Tableau 1. Les solutions méres de phages et les souches propa-
gatrices lyophilisées proviennent du Laboratoire de Lysotypie des Staphylo-
coques du Ministeére des Affaires Sociales du Québec 3 Ste-Anne-de-Bellevue,

par l'entremise de Mademoiselle Louise Jetté.

2.3.2 Milieux de culture

On utilise le bouillon trypticase soja et la gélose trypticase
soja de BBL pour la propagation des phages et pour la lysotypie. Pour la
propagation des phages en milieu liquide ou solide, on doit ajouter 0,4 g

de chlorure de calcium par litre de milieu.

Chaque nouveau lot de milieu doit &tre comparé 3 l'ancien, en vé-
rifiant 1'action de chaque phage, éprouvé @ sa dilution de routine (RTD),
sur sa souche propagatrice. Le nouveau lot de milieu est satisfaisant,

s'il donne des résultats comparables & l'ancien lot.



Tableau 1

Liste des bactériophages utilisés pour la

lysotypie du S. aureus

Groupe Numéro du phage Souche propagatrice
I 29 PS29
52 PS52
52A PS52A/79
79 PS52A/79
80 PS80
IT 3A PS3A
3C PS3C
55 PS55
71 pPS71
I1T 6 PS6
42E PS42E
47 PS47
53 PS53
54 PS54
75 PS75
77 PS77
83A PS83A
84 PS84
85 PS85
Non assignés 81 PS81
(NA) 82 PS82
94 PS94
95 PS95
96 PS96

32
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2.3.3 Propagation des bactériophages

2.3.3.1 Souches propagatrices

Les souches propagatrices lyophilisées sont réhydratées dans 1,0
ml de bouillon nutritif, puis mises en culture sur une gélose au sang pour
obtenir des colonies isolées. On incube ces géloses a 37OC, dix-huit heures
ou ﬁlus si nécessaire. A partir d'une colonie isolée, on ensemence six gé-
loses nutritives en pente qu'on incube 2a 37OC, dix-huit heures. Ces géloses
sont conservées a 4°C et renouveldes 3 intervalle de quatre semaines, tou-
jours en réensemengant au préalable une gélose au sang. Le reste du milli-
litre de départ est versé dans un bouillon nutritif et conservé a 4°c. om

repique ces bouillons & tous les six mois.

Avant d'utiliser ces souches pour la propagation, on vérifie leur
lysotype en utilisant tous les phages de l'ensemble de base dilués a leur

dilution de routine (RTD c'est-d-dire Routine Test Dilution) et 3 une con-

-

centration cent fois supérieure a4 leur RTD (Voir les sections titration des
bactériophages et technique de lysotypie). Le lysotype de chaque souche

doit étre conforme au lysotype standard donné en annexe I. On peut accepter
de légéres modifications, mais non la perte ou l'acquisition d'une réaction

forte (4++).

27.3.3.2 Titration des bactériophages

Les bactériophages sont regus a l'état liquide, dans des petits

. . s 40 . L -
vials de 1 ml conservés a 4 C. 1Ils constituent le matériel de départ pour
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toutes les propagations subséquentes. En effet, il faut &éviter de propa-
ger les phages en série, c'est-a-dire d'un lot & l'autre. Cela augmente

le danger de propager des bactériophages modifiés.

Avant la propagation, on doit titrer chaque phage afin de déter-
miner la quantité de bactériophages a ajouter au milieu de propagation.
A cette fin, on dilue la solution mére de phages de 10 en 10 jusqu'a 10_6,
en utilisant une pipette différente pour chaque dilution. Ces dilutions
sont conservées a 4°¢C pour les prochaines étapes. On applique ensuite 0,02
ml (une petite goutte) de chaque dilution sur une gélose préalablement en-
semencée avec une culture en bouillon de quatre heures de la souche pro-
pagatrice. La gélose est incubée a 30°¢ pour la nuit. Le lendemain on

peut déterminer le titre du phage et la RTD.

La concentration du phage est connue en comptant le nombre de
plages dans la dilution produisant environ 50 & 100 plages de lyse. Le
nombre de plages multiplié par 50 et par le facteur de dilution donne le
nombre de bactériophages par ml de la solution initiale., La RTD est la
plus haute dilution de phage qui produit une lyse quasi confluente. On
utilise cette dilution dans la plupart des étapes suivantes. On préfére
la lyse quasi confluente & la lyse confluente pour fixer la RTD, parce que
cette dilution est plus définie: la lyse complate peut &tre produite par
toutes les dilutions supérieures a un certain point, tandis que la lyse
presque confluente n'est causée que par une bande étroite de dilutions du

phage.
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Aprés ces étapes préliminaires, on peut procé@der 3 la propaga-
tion des bactériophages, en observant les conditions optimales de propa-

gation éunmérées en annexe II.

2.3.3.3 Propagation en bouillon

On ajoute 3 45 ml de bouillon nutritif, de 0,5 @ 1,0 ml d'une
culture en bouillon de dix-huit heures de la souche propagatrice. On in-
cube 3 37°C avec agitation, pendant deux & trois heures ou jusqu'a ce que
le milieu devienne & peine turbide., On ajoute alors la quantité de pha-
ges nécessaire pour obtenir la concentration de propagation optimale et
10 gouttes de chlorure de calcium 0,01 M stérile. On incube six heures
a 37°C avec agitation, puis on dépose la fiole au réfrigérateur a 4°¢ pour
la nuit. Le lendemain, si le bouillon est clair, on filtre (voir la sec-
tion filtration, conservation et vérification des lysats) et on détermine

le titre et la RTD. Un phage doit présenter un titre d'au moins lO8 pour

etre utilisable; sinon on reprend la propagation.

2.3.3.4 Propagation en couche d'agar mou

Pour cette méthode de propagation on utilise des géloses trypti-
case soja de 150 X 15 mm, enrichies de 0,047 de chlorure de calcium. On
prépare aussi du bouillon trypticase soja contenant 0,57 d'agar granuleux

(Difco) et 0,04%Z de chlorure de calcium qu'on répartit en fractions de 9 ml.

L'agar mou est refondu et refroidi a 45°¢, A cet agar encore
liquide, on ajoute 0,9 ml d'un bouillon de culture de quatre a six heures

de la souche propagatrice et 0,1 ml du phage en concentration suffisante
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pour obtenir la concentration finale optimale de propagation. Ce mélange
est étalé rapidement sur la gélose et est laissé a solidifier. Puis on
incube dix-huit heures a la température optimale. Aprés l'incubation, on
ajoute 20 ml de bouillon sur la gélose et on brise la surface molle avec
une pipette Pasteur recourbée a la flamme. On recueille ensuite le tout,
d 1'aide d'une pipette Pasteur stérile dont on a coupé toute l'effilure.
On mélange pour briser 1'agar et on centrifuge & 3000 -3500 tours/minute,
quinze minutes (International Centrifuge Model UV). Le surnageant est
titré et conservé a 4°C. Si le titre est suffisant, on le filtre et

on redétermine la RTD.

2.3.3.5 Filtration, conservation et vérification des lysats

La stérilisation du lysat est assurée par la filtration. S'ils
demeurent en solutijon, les staphylocoques peuvent libérer leur prophage ou
absorber le phage spécifique et abaisser le titre de la solution. Nous
utilisons ici des filtres Nalgeéne avec membrane de 0,45 pm, pré-stérilisés

et jetables (No Nalge 245-0045).

Si le titre est bon aprés la filtration, on conserve les solu-
tions de phages non diluées, a 1'état liquide 3 4°c. Certains phages peu-
vent maintenir leur titre pendant deux 3 trois ans. Par contre, d'autres
phages sont beaucoup moins stables. 1I1 faut donc vérifier le titre des

solutions méres assez réguliérement.

Avani d'eétre utilisés pour la lysotypie, chaque nouveau lot de

phages doit €tre vérifié. La méthode standard de vérification des phages
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se divise en trois étapes: l. la titration préliminaire pour déterminer la
RTD, laquelle s'effectue aprés chaque propagation; 2. la comparaison du
spectre lytique de chaque phage avec le spectre lytique standard; 3. la
vérification du titre des solutions diluées de phages utilisées pour la

lysotypie.

La détermination du spectre lytique est trés complexe et néces-
site plusieurs souches standard de S. aureus que nous ne possédons pas.
Comme nous évitons les propagations en série, nous pouvons délaisser cette

vérification.

La troisiéme étape s'accomplit & toutes les semaines et consiste
tout simplement & procéder & la lysotypie des souches propagatrices. Ain-
si, on peut détecter facilement une baisse des titres des solutions diluées
de phages. Si tel est le cas, une dilution fraiche est faite 3 partir des

solutions méres.

2.3.4 Technique de lysotypie

2.3.4.1 Typage

On utilise des géloses nutritives de 100 X 15 mm sur 1'endos
desquelles on dessine douze carrés. Les géloses nécessaires, soit deux
par souche pour le typage & la RTD et deux pour le typage & la RTD X 100,
sont mises & sécher 2 37OC, la veille. Le matin, on repique les souches
pures de S. aureus & typer dans des bouillons nutritifs de 5 ml, qu'on
incube 3 37°C. Environ quatre heures plus tard, on inocule les géloses

en couvrant les surfaces avec le bouillon de culture et en enlevant 1'ex-



38

cés avec une pipette Pasteur. On laisse sécher la surface des géloses en
enlevant le couvercle, puis on y applique avec une pipette Pasteur effilée,
une goutte de chaque phage, suivant un ordre constant. Quand les gouttes

o . P ~ 2n° . :
sont séches, on incube les géloses a 30 C pendant dix-huit heures.

Toutes les souches sont typées en méme temps par les vingt-quatre
phages dilués & leur RTD et 3 100 fois leur RTD. De plus, toutes les
souches qui se réveélent non typables sont retestées aprés une croissance
de quatre heures 3 43OC. Cette méthode, développée par Ma et Mandle en
1961, n'est pas employée de fagon standard (Greaves, 1977)., Elle était
méme peu connue jusqu'd ce que Perkins et Kundsin (1976) démontrent que
le traitement & la chaleur pouvait rendre typables 187% des souches de
S. aureus considérées comme insensibles aux bactériophages. Cette mé-

thode étant trés simple, il nous a semblé intéressant de 1l'essayer,

2.3.4,2 Lecture des résultats

La lecture des résultats est grandement facilitée par 1l'emploi
d'un compteur de colonies Québec ou de tout autre appareil, qui transmet

indirectement la lumidre contre un fond noir.

La susceptibilité aux bactériophages s'exprime par des degrés
divers de lyse, allant des plages distinctes a3 la lyse confluente. A la
RTD X 100, on peut aussi observer des réactions d'inhibition, qui apparais-
sent comme un mince film couvrant la zone de la goutte. Dans cette éven-
tualité, il ne s'agit pas d'une sensibilité au phage, mais plutét d'une
inhibition de la croissance, due au trop grand nombre de particules yira-

les. On note le degré de lyse de la fagon suivante:
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++ plus de 50 plages; lyse semi-confluente; lyse confluente.
+ 20 & 50 plages
+ moins de 20 plages

0 inhibition.

Toutes les réactions lytiques au-dessus de cinquante plages sont
considérées comme de réactions fortes. Les degrés moindres de lyse sont
notés comme des réactions faibles. Les résultats sont donnés en énumé-
rant tout d'abord les réactions fortes, puis en insérant entre parenthéses
les réactions faibles. A la RTD X 100, on ne tient pas compte des réactions
faibles ou de 1'inhibition. Dans des cas exceptionnels, ol il ne survient
que des réactions d'inhibition, on peut noter le type en terme d'inhibi-

tion par les phages.

2.3.4.3 Interprétation des résultats

En lysotypie, l'interprétation des résultats est souvent délicate
et tient compte de l'origine des souches étudiées., Tout d'abord, on sépa-
re les types obtenus en quatre groupes, qui correspondent aux subdivisions
des phages de 1l'ensemble de base. On note cependant qu'on obtient un cer-

tain pourcentage de lysotypes appartenant 3 deux groupes.

Ensuite, on compare les divers types isolé&s pour démontrer la
différence entre les souches. Pour cela, on doit considérer le fait que
le lysotype d'une souche est stable en culture ou si les souches sont pré-
levées 3 la méme source. Le lysotype a tendance d varier si on s'éloigne
de la source commune. Dans une épidémie aiglle on retrouvera donc sensible-

ment le méme type, car les transferts de la source commune sont récents.
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Dans une épidémie chronique, ol la souche est transmise en série dans un
laps de temps assez long, on rencontrera surtout plusieurs lysotypes reliés

mals ne présentant pas une correspondance parfaite.

L'interprétation des résultats de la lysotypie effectuée & la RTID
se base sur les énoncés suivants (Blair et Williams, 1961): 1. deux cultu-
res sont considérées comme différentes quand 1l'une d'elles est lysée
fortement par au moins deux phages, qui ne produisent aucune lyse, aussi
faible soit-elle chez l'autre. Une différence d'une seule réaction forte
doit toujours &tre interprétée avec prudence; 2. deux souches présumément
reliées peuvent &étre considérées comme probablement identiques, quand le
type de 1l'une d'elles présente quelques réactions faibles par des phages

qui produisent une forte lyse chez 1l'autre,

A la RID X 100, on ne tient compte que des réactions fortes et

l'interprétation s'en trouve moins nuancée.

2.4 Antibiogramme

L'antibiogramme des staphylocoques est établi en déterminant de
facon qualitative, leur sensibilité a divers antibiotiques. Nous employons
i cette fin, une forme plus standardisée de la méthode en disques de Bauer
et al. (1966), telle que décrite par la compagnie Pfizer (1979), produc-
trice des disques imprégnés d'antibiotiques. Certaines étapes de cette
procé&dure ont été modifiées pour correspondre a la méthode en usage au

CHSM, de facon & ce que nos résultats soient comparables.
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2.4.1 Milieux et antibiotiques utilisés

On utilise la gélose Mueller-Hinton (Difco) qu'on prépare selon
le mode d'emploi du manufacturier. Ce milieu est recommandé par 1'Organi-
sation Mondiale de la Santé&, en raison surtout de sa trés grande reproduc-
tibilité. Malgré cela, chaque nouveau lot de milieu doit &@tre éprouvé
avant son utilisation, avec des microorganismes de contr8le, tel le S. aureus

ATCC 25923 (American Type Culture Collection). On emploie des boites de

Pétri de 150 mm de diamétre, remplies & une hauteur de 4 3 5 mm. La quan-
" ité de milieu doit &tre assez constante pour éviter les variations dans la
diffusion des antibiotiques. Les souches de S. aureus a éprouver sont mi-

ses en culture dans des bouillons trypticase soja (BBL) de 5 ml.

On teste les mémes antibiotiques que ceux utilisés au laboratoi-
re de microbiologie du CHSM contre les microorganismes gram-positif, a
quelques exceptions prés. Ce choix est déterminé par la susceptibilité de
ces microorganismes aux divers antibiotiques et par la pratique clinique.
La liste de ces antibiotiques ainsi que leur concentration dans les dis-
ques est fournie au tableau 2. Les cartouches de disques sont conservées

exactement comme le recommande le manufacturier.
2.4.2 Méthode

Une colonie ‘de la culture pure a éprouver est mise dans un bouil-

. . =~ O -~ . -~

lon nutritif, qu'on incube & 37 C pendant deux & trois heures, de facon &
obtenir une suspension bactérienne légérement trouble. La densité de cette

suspension peut &tre contrdlée en la comparant avec un standard de sulfate
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de barium (0,5 ml de BaClz. 2H20 1,1757 dans 99,5 ml de HZSO4 0,36 M) et
diluée avec de l'eau saline (NaCl 0,097) stérile si nécessaire. Au moins
trente minutes avant leur inoculation, on place les géloses Mueller-Hinton
3 1'étuve, le couvercle légérement soulevé pour assécher la surface du mi-
lieu. Juste avant 1l'inoculation, on dilue la suspension bactérienne, en
mettant une a deux gouttes de celle-ci dans 10 ml d'eau saline stérile.

On verse ensuite le salin sur le milieu de culture et on enléve soigneuse-

ment le surplus avec une pipette Pasteur stérile. On laisse sécher 1'ino-

culum prés de la flamme, environ cing minutes.

Les disques d'antibiotiques sont déposés sur la gélose gridce i
un distributeur mécanique. Le contact est assuré en pressant chaque dis-
que contre la gélose avec des pinces stériles. On laisse les géloses re-
poser trente minutes 3 la température de la pieéce puis on les incube en
les inversant a 37°¢ pendant dix-huit & vingt heures. Le lendemain, 1'ino-
culum doit apparaitre sur la gélose, non pas comme un tapis continu de
bactéries mais comme des colonies distinctes, trés rapprochées., Un ino-

culum trop épais ou trop léger occasionne des variations dans les diame-

tres des zones d'inhibition.

2.4.3 Lecture des résultats

Les diamétres des zones d'inhibition sont évalués avec un lec-
teur de zones fourni par Pfizer. La lecture se fait sur l'envers de la
gélose, sans enlever le couvercle. Tel que recommandé par Barry et al.
(1979), les géloses sont déposées ou maintenues @ moins de 8 cm d'une pla-
que noire mate et les zones sont mesurées & l'aide d'une lumig&re réfléchie.

De cette fagon, les résultats sont plus reproductibles.



Cette lecture nous permet de savoir si la souche de S. aureus
éprouvée est résistante, plus ou moins résistante ou sensible & chacun des
antibiotiques. Le lecteur de Pfizer est en fait un gabarit, qui reproduit
les zones d'inhibition déterminant chaque catégorie de susceptibilité, tel

qu'énumérées au Tableau 2,

2.5 Détermination des concentrations minimales inhibitrices d'antibiotiques
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La détermination descencentrations minimales inhibitrices (CMI)

consiste & trouver, par des dilutions sérielles, les plus faibles concentra-

tions d'antibiotiques suffisantes pour inhiber la croissance des souches de
S. aureus. Cette épreuve nous fournit un estimé quantitatif de l'activité
des antibiotiques et nous permet une comparaison beaucoup plus précise des
susceptibilités des diverses souches de S. aureus aux antibiotiques éprou-
vés. A cette fin, nous utilisons une méthode courante en microbiologie
clinique, que nous complétons par certaines recommandations de A.L. Barry

(1976 a et b).

2.5.1 Milieux et antibiotiques utilisés

Tout comme pour l'antibiogramme, nous utilisons le milieu Mueller-

-~

Hinton de Difco, mais cette fois-ci en bouillon. Les souches & tester sont
diluées aussi dans le bouillon Mueller-Hinton, mais leur croissance initia-

le s'effectue dans un bouillon trypticase soja (BBL) de 10 ml.

Vu le travail considérable que représente la détermination des

CMI, nous n'éprouvons que sept antibiotiques, comparativement aux douze
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Tableau 2

Table d'interprétation de la susceptibilité
de S. aureus aux disques d'antibiotiques
Pfizer (Pfizer, 1979)

Diameétre de la zone d'inhibition (mm)

Abrévia- Antibiotique Conc. dans le Résistant Intermédiaire Sensible
tion disque (mm ou -) (mm ou +)

AM Ampicilline 10 ug 20 21-- 28 29

CL Céphalosporines 30 ug 14 15 - 17 18

C Chloramphénicol 30 ug 12 13 - 17 18

SO Cloxacilline 1 ug 10 11 - 12 13

E Erythromycine 15 g 13 14 - 17 18

GM Gentamycine 10 pg 12 - 13

K Kanamycine 30 pg 13 14 - 17 18

L Lincomycine 2 yug : 9 10 - 14 15

N Néomycine 30 ug 12 13 - 16 17

Pg Pénicilline G 10 U 20 21 - 28 29

STR Streptomycine 10 ug 11 12 - 14 15

TE Tétracycline 30 g 14 15 - 18 19
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utilisés pour l'antibiogramme. Le choix de ces antibiotiques est basé sur
les résultats des antibiogrammes. Nous conservons seulement les antibioti-
ques pour lesquels on retrouve un certain pourcentage de résistance. Idéa-
lement et selon Barry (1976a), nous avons intérét a utiliser les antibioti-
ques sous forme de poudre stérile, dont on connait l'activité précise. A
défaut de cela, nous avons employé des antibiotiques injectables, distribués
en vials commercialisés et fournis par la pharmacie de 1'hdpital. Un seul
antibiotique, la kanamycine, a pu &tre obtenu en poudre stérile, directement
de la compagnie pharmaceutique. Voici la liste de ces antibiotiques ainsi
que leur provenance: ampicilline, Penbritin 250 de Ayerst; érythromycine,
Erythrocin-IV 1 g de Abbott; kanamycine en poudre stérile 834 ug/mg d'activi-
té de Bristol; néomycine, Mycifradin 500 mg/ml de Upjohn; Pénicilline G

1 000 000 de Ayerst; tétracycline, Reverin 275 mg de Hoechst; streptomycine,

Streptomycin 0,5 g/ml de Allen & Hanburys.

Chaque antibiotique est dilué avec de 1l'eau distillée stérile pour
obtenir une solution mére de 800 pg/ml. Ces solutions sont préparées selon
les besoins et conservées 3 AOC, selon les directives du fabricant. A par-
tir de cette solution mére, on prépare une série de quinze dilutions, de

demie en demie, allant de 200 ug/ml & 0,0125 ug/ml.
2.5.2 Méthode

Nous éprouvons au total 118 souches de S. aureux, a raison de
quinze souches et de deux antibiotfques par jour, soit 30 CMI par jour. Les

dilutions d'antibiotiques sont réalisées dans des tubes stériles 100 X 13 mm
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fermés par des bouchons de plastique, avec une pipette automatique de 500 ul.
Au départ chaque tube regoit 0,5 ml de bouillon nutritif stérile. On ajou-
te ensuite au premier tube, 0,5 ml de la solution mére de 800 ug/ml, on agite,
on reprend 0,5 ml qu'on met dans le deuxiéme tube et ainsi de suite jusqu'au
dernier tube. On joint & cette série de tubes des contrbles positif et né-

gatif.

Ensuite, on ajoute 0,5 ml d'inoculum 3 tous les tubes excepté le

contrdle négatif, ce qui dilue encore l'antibiotique. L'inoculum doit &tre

5

dilué 3 environ 1 X 10 CFU/ml (colony forming units), en considérant qu'un

bouillon nutritif de dix-huit heures de S. aureus contient environ 1 X lO9

CFU/ml. La dilution finale doit &tre utilisée dans les vingt minutes sui-
vant sa fabrication. Aprés l'inoculation, les tubes sont agités puis incu-

. s o490 . s s .
bés a8 37°C pendant seize & dix-huit heures.

La plus faible concentration d'antibiotique qui produit une inhibi-
tion compléte de la croissance constitue la CMI. On ne tient généralement
pas compte d'un léger trouble ou d'un petit culot au fond du tube. Seuls
une turbidité définitive et/ou un bon dépot de bactéries dans le fond du
tube représentent 1l'évidence que l'antibiotique ne réussit pas & inhiber
complétement la croissance # cette concentration. Les résultats s'expri-

ment en Ug/ml ou en log2 10 X CMI.

2.6 Détection de la production d'entérotoxines

La production des entérotoxines A, B, C, D et E est une caracté-

ristique importante de S. aureus. On connait bien leur implication dans
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les empoisonnements alimentaires et on tente depuis longtemps de leur trou-
ver un r8le dans les infections systématiques & S. aureus. Il est donc inté-
ressant pour nous, de déceler la production d'entérotoxines chez nos souches
de S. aureus. A cette fin nous devons tout d'abord stimuler les souches en-
térotoxigéniques & produire des quantités décelables d'entérotoxines. En-

suite, nous pourrons détecter ces derniéres par immunodiffusion.

2.6.1 Production des entérotoxines

Pour concentrer les entérotoxines produites par les souches enté-
rotoxigéniques, nous utilisons la méthode de cellophane sur agar de Hallander,
décrite par Robbins, Gould et Bergdoll (1974). Dans cette méthode, le cel-
lophane sur l'agar permet la diffusion des &léments nutritifs vers les bac-
téries mais empéche les entérotoxines, qui sont des protéines de poids molé-
culaire de 30 000 3 40 000 de se répandre dans le milieu. Des cercles de
cellophane sont coupés dans un tube 3 dialyse de 4,4 cm de largeur présen-
tant une barriére moléculaire de 12 000 daltons (Eisher 08-667E), en utili-
sant un papier filtre de 9 cm comme guide. Ces cercles de cellophane sont
placés, en alternance avec des papiers filtres dans une boite de Pétri de
verre, 4 raison de 15 3 20 cercles par boite. Le tout est imbibé d'eau dis-
tillée pour éviter le froissement et autoclavé 3 lZloC, pendant vingt minu-
tes. Les cercles de cellophane stériles sont ensuite transférés aseptique-
ment sur des boites de Pétri de 100 X 15 mm contenant de l'agar cerveau coeur
infusion (en anglais, BHI) de Difco. On applique alors sur ce cellophane
0,1 ml d'un bouillon de culture BHI de dix-huit heures, ensemencé avec la

souche de S. aureus appropriée. Cet inoculum est &talé sur toute la surface
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du cellophane, avec une pipette Pasteur stérile recourbée. On incube ces
boItes de Pétri a 37OC, pendant vingt-quatre heures. Le lendemain, on ré-
colte la croissance bactérienne avec 2,5 ml de NaZHPO4 0,01 M, on centrifuge

la suspension cellulaire et on conserve le surnageant pour la détection des

entérotoxines.

2.6.2 Détection par immunodiffusion

La détection des entérotoxines se fait par immunodiffusion double

en gel, suivant une technique dite Optimal Sensitivity Plate (0SP), mise au

point par Robbins, Gould et Bergdoll (1974)., Si la méthode de production
des entérotoxines est efficace, 1'OSP peut remplacer la technique des micro-

plaques, plus sensible mais beaucoup plus complexe.

Les entérotoxines purifiées et les antiséra nécessaires a 1'0SP

furent gracieusement fournis par M.S. Bergdoll du Food Research Institute,

University of Wisconsin. L'antisérum E n'étant plus disponible, nous ne

travaillons qu'avec les entérotoxines A,B,C et D,

2.6.2.1 Préparation des entérotoxines purifiées et des antisera

Pour 1'0SP on doit diluer les entérotoxines purifiées et les anti-
sera de fagon & obtenir un bon équilibre entre la sensibilité de la méthode
et 1'intensité des bandes de précipitation. Le protocole de dilution nous
est ﬁarvenu avec les antisera et nous suivons ces instructions (Bergdoll,
1980). Un résumé de celles-ci est fourni au tableau 3. Ces dilutions néces-
sitent les solutions suivantes: 1. tampon phosphate sodium (PBS) soit du phos-

phate de sodium 0,02 M, pH 7,4 dans du chlorure de sodium 0,097 et 1:10 000



Tableau 3

Protocole de dilution des entérotoxines purifiées
et de leurs antiséra

Identification Numéro Concentration Etape l: Dissoudre le Etape 2: Diluer x ml de (1) &, Etape 3: Diluer x ml de (2) &, Concentration finale
initiale contenu de la fiole dans:

Entérotoxine A  AT-11 850 ug/fiole 17 ml de PBS® + 50 pg/ml 0.4 @l 2 5 ml avec BHI® - 4 ug/ml 4 ug/ml

Ant {sérum A AS-13 32 12 ml de pBS® - 1:6 I ml a4 ol avec PBS® 4 1:24 1:24

Entérotoxine B 492-BS-6 1,8 mg/fiole 18 ml de PBSZ » 100 ug/ml 1 ml a 10 ml avec BHI 0.322 - 10 ug/ml 1 ml 3 2.5 ol avec BHI® + & pg/ml L ug/wl

Antisérum B BS-11 64 10 ml de PBS® » 1:10 Lml a4 al avec PBS® . 1:40 1:40

Entérotoxine C 585 +137 3,1 mg/flole 31 ol de pBS = 100 ug/ml Lmlasml avec PBSS20 Lg/ml L ol 35 ml avec BHI® - 4 pg/ml 4 pg/ml

Antisérum C C,HP 773 46 12 ol de PBS® 5 1:12 Lml &2 ml avec PBS>, 1:24 1:24

Entérotoxine D DT-13 150 yg/fiole 3 ml de PBS° -+ 50 g/l Lmla5nl avec PBSZ, 10 ug/ml I ml a5 ml avec BHL® - 2 .g/ml 2 ug/ml

Antisérum D DS-11 14 8 ml de PBSZ - 1:8 1 ul 32 ml avec PBSS. 1:16 1:16

1. Titre Oudin standard

2. Diviser en aliquots de 1 ml et conserver lyophilisés, congelés, (stables 1 an) ou au réfrigérateur (stables plusieurs mois mais sujets & la contamination)

3. Réfrigérer.
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d e merthiolate (Sigma T 5125); 2. bouillon nutritif BHI avec 1:10 000 de

merthiolate; 3. bouillon nutritif BHI 0,37, dilué avec du PBS,

Le titre standard de chaque antiserum est défini comme la récipro;
que de la dilution de sérum donnant une zone de précipitation de 10 mm de
longueur dans des tubes a diffusion simple en gel, aprés sept jours d'in-
cubation 3 ZSOC, contre une concentration de 10 mg/ml d'entérotoxine

(Lee, Robbins et Bergdoll, 1978).

2.6.2.2 Immunodiffusion par Optimal Sensitivity Plate

Cette méthode de double diffusion en gel a été développée de fa-
gon a obtenir la plus grande sensibilité possible, sans sacrifier la visi-
bilité des bandes de précipitation. Les conditions spécifiées par les au-

teurs sont donc bien étudiées et doivent &tre respectées le plus possible.

On étale dans une petite boite de Pétri 50 X 12 mm (Falcon Plas-'
tic), 3 ml d'agar noble 1,27 (Difco) dissous dans du PBS avec 1: 10 000 de
merthiolate. On perce sept puits dans cette couche d'agar, en utilisant
le gabarit illustré 3 la figure 2 et des perce-bouchons numéro 2 et 3.

Les bouchons d'agar sont enlevés par aspiration. Le perce-bouchon No. 2
produit un puits d'une capacité de 20 pl et le No. 3, un puits de 35 ul.
Ainsi la concentration d'entérotoxine requise pour produire des bandes de
précipitation équivalentes peut &tre environ deux fois plus faible dans

les inconnus que dans le contrdle.

L'antiserum est placé& dans le puits central, l'entérotoxine de

contrfle correspondante dans les deux petits puits et les échantillons
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Limm

Figure 2. Dimensions du gabarit de plexiglass utilisé pour
1'0SP (Robbins, Gould et Bergdoll, 1974).

inconnus dans les quatre grands puits. Cette distribution permet a chaque
inconnu d'@tre adjacent a un contrGle, donc chaque résultat positif est

confirmé par une bande de précipitation continue 3 celle du contrdle. Les
boites de Pétri sont incubées dans une chambre humide, a 37°% pendant dix-

huit a vingt-quatre heures.

Un résultat positif s'exprime par une bande de précipitation en-
tre le puits d'antiserum et les puits d'inconnus et de contrdle. Avec cette
méthode, des concentrations de 1 3 4 ug/ml dans les inconnus donnent des
bandes de précipitation facilement observables. A 0,5 pg/ml, on obser-
ve habituellement un petit crochet continu avec la bande de précipitation

du contrble.

2.7 Consultation des dossiers médicaux

La consultation des dossiers médicaux a lieu quelques mois aprés

la fin des prélévements, pour permettre au personnel des archives de les



compléter. On y recherche surtout la date et la raison de 1l'hospitalisa-
tion, les interventions subies, les caractéristiques médicales du patient
ainsi que la date et le site de l'infection. Avec ces informations, nous
serons en mesure de déterminer si nous avons affaire 3 des infections noso-
comiales ou communautaires et d'établir les principales causes favorisantes

de ces infections.
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Chapitre III

Résultats



Ce chapitre des résultats comprend deux grandes parties. Dans
la premigére, nous compilons tout d'abord les caractéristiques bactériologi-
ques de toutes nos souches de S, aureus différentes, isolées au CHSM et au
CH Cloutier. ©Nous &tudions ensuite les relations qui pourraient exister:
1- entre l'origine humaine ou physique de ces souches et leurs caractéristi-
ques importantes soit les types phagiques, la résistance aux antibiotiques
et la production d'ent&rotoxines et 2- entre chacune de ces trois caractéris-

tiques.

La seconde partie concerne spécifiquement 1'Etude des cas d'infec~-
tions nosocomiales & S. aureus rencontrés au CHSM. Nous regarderons alors les
principales manifestations cliniques de ces infections, les caractéristiques
des souches de S. aureus qui en sont responsables, les voies de transmission
possibles, et finalement les facteurs favorisants, retrouvés chez les patients

€n cause.

3.1 Caractéristiques bactériologiques des souches de Staphylococcus

aureus

3.1.1 Données générales

On retrouve au tableau 4, le nombre total de prélevements effectués
par site au cours de l'année 1980, ainsi que le nombre final de souches de
S. aureus différentes, retenues pour l'étude des caractéristiques bactériolo-

giques. En tenant compte de l'importance relative en superficie de chaque



Tableau 4

Nombre total de prélevements effectués et
nombre final de souches de S. aureus
retenues pour é&tude

Département Nombre de Nombre de souches Nombre de souches
prélévements isolées étudiées (2)

CHSM

Pouponniére 57 36 22 (13,3)

Pédiatrie 72 57 38 (23,0)

Gynécologie et 19 7 4 ( 2,4)

obstétrique

Médecine générale 48 22 19 (11,5)

Chirurgie 32 47 19 (11,5)

Orthopédie 51 28 27 (16,4)

Unité des soins 55 14 14 ( 8,5)

intensifs

Lieux physiques 85 24 16 ( 9,7)

divers

Personnel divers 20 6 6 (3,7)
Total 439 241 165 (100 )

CH Cloutier 33 31 31 (100)
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département, les principaux sites d'isolation du S. aureus au CHSM sont dans

cette étude la pédiatrie, l'orthopédie et la pouponniere.

L'étude biochimique des souches de S. aureus révéle une corréla-
tion bresque parfaite entre les épreuves de la coagulase, de la Dnase et de
la thermonucléase (tableau 5). Par ailleurs, si on considere le total des
souches isolées au CHSM et au CH Cloutier, environ 57 ne produisent pas de

pigment et n'utilisent pas le mannitol et 157 ne sont pas hémolytiques.

3.1.2 Types phagiques

Au CHSM, les bactériophages nous ont permis de typer 81,87 des
souches de S. aureus. De ce nombre, 62,47 ont Eté lysotypées 3 la RTD,
13,3% & 100 RTD et 67% ont été rendues typables par la croissance a 43°¢,
Les résultats de cette lysotypie sont présentés au tableau 6. Le groupe
des non assignés (NA) domine largement, surtout 3 cause de 1l'abondance des
souches de type 96 qui forment 607 de ce groupe. Au CH Cloutier, on a typé
la méme proportion de souches de S. aureus qu'au CHSM, le chauffage a 43°¢
étant responsable de 107 de ce rendement (tableau 7). Ici, toutes les sou-

ches se distribuent entre les groupes III, NA et Mixtes, les types 96 et

94/96 étant dominants dans leur groupe et dans le groupe des lysotypes mixtes.

En divisant les souches selon leur origine, soit qu'elles aient E&té
isolées chez les patients, le personnel ou sur les lieux physiques, on ob-
tient quelques variations par rapport @ la distribution totale des groupes

phagiques sur l'ensemble des souches (tableau 8). Les changements les plus

notables sont un plus fort pourcentage de souches NA chez le personnel, 1lié



Tableau 5

Caractéristiques biochimiques des souches de
S. aureus 1solées au CHSM et au CH Cloutier
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CHSM (1) CH CLOUTIER (2)

Caractéristique Nombre de réactions yA Nombre de réactions 7z
biochimique positives positives

Pigment 155 93,9 31 100
Hémolyse 145 87,9 23 74,2
Mannitol 158 95,7 26 83,9
(aérobique)

Coagulase 165 100 31 100
Dnase 164 99,4 31 100
Thermonucléase 164 99,4 31 100

(1) total de souches étudiées = 165

(2) total de souches étudiées = 31
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Tableau 6

Résultats de la lysotypie des souches
de S. aureus isolées au
CHSM

Nombre de souches

Types phagilques RTD 100 RTD RTD,43OC 100 RTD,43OC Total (7)
Groupe I
29 (1) 3 2 - 1 6
29 (52 et/ou 79 et/ou 80) 2 - 2 - 4
29/52 (52A et/ou 79,80) 6 - - - 6

Total 11 2 2 1 16( 9,7)
Groupe II
3A (3C+ ,55%) 2 - - - 2
3C 2 - - - 2
3C/55/71 2 1 - - 3
autres 2 - - - 2

Total 8 1 0 0 9( 5,4)
Groupe III
42E 2 - - - 2
autres 8 8 2 - 18

Total 10 8 2 0 20(12,1)
Non assignés
95 ou (95) 10 5 1 1 17
96 43 3 - -~ 46
94/96 11 - - - 11
94 ou 81/82 3 - - - 3

Total 67 8 1 1 77(46,7)
Mixtes
Groupes I et III 2 ~ - - 2
Groupes I et NA 2 1 1 - 4
Groupes III et NA 3 2 1 1 7

Total 7 3 2 1 13( 7,9)
Total (%) 103(62,5) 22(13,3) 7(4,2) 3(1,8) 135(81,8)
Non typables - - - - 30(18,2)

(1) Les parenthéses indiquent les réactions mineures.
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Tableau 7

Résultats de la lysotypie des souches de
S. aureus isolées au CH Cloutier

Nombre de souches

Types phagiques RTD 100 RTD RTD 43°C 100 RTD,43OC Total (7)
Groupe I - - - - -
Groupe II - - - _ _
Groupe III
53, 54, 83A, 75+ - 2 2 - 4
47/ (83a+) (1) - _ _ 1 1
47/53/83A/ (42E+) 1 - - - 1
47/53/83A/(54,75,77) 1 - - - 1
47/53/75/77/83A 1 - - - 1

Total 3 2 2 1 8 (25,8)
Non assignés
95 1 - - 1
96 7 1 - - 8
94 /96 3 - - ) - 3

Total 10 2 - - 12 (38,7)
Mixtes
(71+£/96%) - 1 - - 1
Groupes III et NA 3 1 - - 4
Groupes I, III et NA 1 - - - 1

Total 4 2 0 0 6 (19,4)
Total (%) '17(54,8) 6(19,4) 2(6,5) 1(3,2) 26 (83,9)
Non typables - - - - 5 (16,1)

(1) Les parenthéses indiquent les réactions mineures.



Tableau 8

Distribution des groupes phagiques ches les souches
de S. aureus isolées des patients, du personnel
ou sur les lieux physiques
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Souches

1solées chez

Groupe phagique Patients Personnel Lieux Total
(1)
I 6 ( 8,5) 2 (6,9) 8 (12,4) 16 ( 9,7)
II 4 (5,6) 2 (6,9) 3 ( 4,6) 9 ( 5,4)
I11 10 (14,1) 1 ( 3,45) 9 (13,8) 20 (12,1)
Non assignés 37 (52,1) 19 (65,5) 21 (32,3) 77 (46,7)
Mixtes 6 ( 8,5) 1 ( 3,45) 6 (9,2) 13 ( 7,9)
Non typables 8 (11,2) 4 (13,8) 18 (27,7) 30 (18,2)
Total 71 (100) 29 (100) 65 (100) 165 (100)

(1) Pourcentage de chaque groupe phagique pour chaque site d'isolation.
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3 une trés faible représentation du groupe III dans cette catégorie de sou-
ches., En fait, 65,5% des souches de S. aureus isolées chez le personnel
appartiennent au groupe des NA contre 3,57 au groupe III. La distribution
des groupes phagiques chez les souches environnementales est un reflet de ce
que 1'on a isolé chez les patients sauf qu'on y retrouve beaucoup moins de
NA et plus de souches non typables (NT). On remarque sensiblement les mémes
variations si on reclasse nos souches de S. aureus en souches pathogenes
c'est-3d-dire responsables d'infections, en souches nasales et en souches
environnementales (tableau 9). Il est intéressant de noter dans ce tableau
le fort pourcentage de souches pathogenes du groupe IIT par rapport a la fai-

ble quantité de souches nasales de ce groupe.

D'autre part, si on subdivise nos souches selon leurs sites d'iso-
lation dans 1'h8pital, on se rend compte que chaque étage est caractérisé par
la présence ou 1l'absence de un ou deux groupes (tableau 10). Comparativement
a la distribution totale, il y a prédominance des groupes III et NA 3 la pou-
ponniére, I et NT 3 la pédiatrie, III et NA en médecine générale et en ortho-
pédie, NA et NT en chirurgie et des groupes I et II & 1l'unité des soins in-
tensifs. Dans le groupe des NA, le type 95 a été isolé seulement 3 la pou-
ponniére, & la pédiatrie, en orthopédie et dans les sites divers, en quanti-
té presqu'équivalente aux types 94/96 et 96. Par contre, on ne retrouve que
les types 94, 94/96 et 96 en médecine générale et exclusivement le type 96
en chirurgie. Ces résultats nous ont amené & regarder les dates d'isolation
de ces souches de S. aureus. Les groupes I, II et NT sont apparus & la pé-
diatrie et aux soins intensifs, en grande majorité durant les mois d'avril,

mai et juin tandis que tous les autres groupes ont été isolés réguli&rement

tout au long de 1'année 1980.



Tableau 9

Distribution des groupes phagiques chez les souches
de S. aureus pathogeénes, nasales et

environnementales
Souches Souches Souches en-
Groupe phagique pathogénes nasales vironnementales Total
(1)
I 5 (9,1) 3 (6,7) 8 (12,3) 16 (9,7)
I1 4 (7,3) 2 ( 4,4) 3 ( 4,6) 9 ( 5,4)
I1I 8 (14,5) 3 (6,7) 9 (13,8) 20 (12,1)
Non assignés 28 (50,9) 28 (62,2) 21 (32,4) 77 (46,7)
Mixtes 4 (7,3) 3(6,7) 6 (9,2) 13 (7,9
Non typables 6 (10,9) 6 (13,3) 18 (27,7) 30 (18,2)
Total 55 (100) 45 (100) 65 (100) 165 (100)

(1)

Pourcentage de chaque groupe phagique dans chaque classe de souches

de S.

aureus.
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Tableau 10

Distribution des groupes phagiques selon le département

d'isolation des souches de S. aureus

S. aureus isolé en:

Groupe phagique Pouponnigre  Pédiatrie  Médecine Chirurgie Orthopédie Unité des Divers 2)Total
générale soins in-
tensifs

1 2 (o, 7 ase 15,3 0 0 4 (28,6) 20 7,7) 16 (9,7)
II 2 (9,1 0 2 (10,5) 0 0 3 (21,4) 2 (7,77 9 (5,4)
III 5 (22,7) 0 4 (21,1) 2 (10,5) 6 (22,2) 1 (7,2 2 (7,7) 20 (12,1)
Non assignés 12 (54,5) 14 (36,9) 12 (63,1) 11 (57,9) 16 (59,3) 3 (21,4) 9 (34,6) 77 (46,7)
Mixtes 1 ( 4,6) 4 (10,5) 0 2 (10,5) 3 (11,1) 0 3 (11,5) 13 ( 7,9)
Non typables 0 13 (34,2) 0 4 (21,1) 2 (7,4) 3.(21,4) 8 (30,8) 30 (18,2)
Total 22 (100) 38 (100) 19 (100) 19 (100) 27 (100) 14 (100) 26 (100) 165 (100)

(1) Pourcentage de chaque groupe phagique dans chaque département

(2) Voir détails page 71
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3.1.3 Résistance aux antibiotiques

L'antibiogramme effectué sur chacune des 165 souches de S. aureus
étudiées au CHSM nous révéle un schéma de résistance aux antibiotiques bien
caractéristique de cette bactérie (figure 3). Le détail de ces antibioty-
pes est fourni au tableau 1l. On y remarque que 83,67 des souches sont ré-
sistantes & l'ampicilline et & la pénicilline G. De ce nombre 15,27 sont
aussi résistantes & au moins un autre antibiotique, dont 11,57 3 la strepto-
mycine. Seulement 4,87 de nos souches de S. aureus, soit 8 souches au total,
ont montré une résistance a4 un ou plusieurs antibiotiques différents de 1'am-
picilline (AM) et la pénicilline G (Pg). Cette résistance aux autres antibio-
tiques s'exprime surtout vis-3d-vis les trois aminoglycosides, streptomycine
(STR), kanamycine (K) et néomycine (N) et vis-d-vis la tétracycline (TE).

Au CH Cloutier, on note une résistance & l'ampicilline et 3 la pénicilline G
de 107 supérieure & celle observéeau CHSM, associée 3 une trés faible résis-

tance aux autres antibiotiques et 3 un trés faible pourcentage de souches

sensibles 3 tous les antibiotiques (tableau 12).

La représentation graphique des CMI illustre aussi la faible résis-
tance aux antibiotiques de nos souches du CHSM, & 1l'exclusion de 1l'ampicilli-
ne et de la pénicilline G (figure 4). Parmi ceux-ci, la tétracycline et
l'érythromycine sont plus actifs in vitro que les aminoglycosides. Cepen-
dant les CMI nous ont apporté des problemes techniques et graphiques, qui
nous obligent & laisser de c6té ces résultats. Tout d'abord, certaines ré-

sistances n'apparaissent pas sur cette figure, en particulier dans le cas

de la néomycine, parce qu'il a été impossible de tester toutes les souches
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Tableau 11

Antibiotypes des souches de
S. aureus isol&es au CHSM
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Antibiotype

Nombre de souches

Sensibles & tous antibiotiques 19 11,5
Résistantes 3 un antibiotique 4 2,4
STR 2
K 1
E 1
Résistantes 3 deux antibiotiques 115 69,7
AM - Pg 113
E - STR 1
TE - STR 1
Résistantes A trois antibiotiques 21 12,8
AM - Pg - STR 19
AM - Pg - C 1
K - N - STR 1
Résistantes A quatre antibiotiques 6 3,6
AM - Pg - STR - N 2
AM - Pg - STR - TE 2
AM - Pg - STR - E 1
K- N-STR - TE 1
Total 165 100




Tableau 12

Antibiotypes des souches de S. aureus
isolées au C.H. Cloutier
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Antibiotype

Nombre de souches

Sensibles 3 tous antibiotiques 1 3,2
Résistantes 3
STR 1 3,2
AM - Pg 18 58,1
AM - Pg - STR 11 35,3
Total 31 100
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recueillies. De plus, la représentation graphique des CMI a tendance & exa-
gérer 1'image de la résistance & certains antibiotiques et ce phénoméne s'am-
plifie en subdivisant les souches. Finalement les CMI effectuées sur les
souches de S. aureus résistantes aux pénicillines se sont révélées trés varia-
bles, donnant 3 l'occasion des résultats si faibles, qu'il était impossible
de les distinguer des souches susceptibles. Ces variations & propos des CMI
des pénicillines chez le S. aureus sont confirmées par Barry (1979). Pour

les fins de notre étude, l'antibiogramme nous fournit une image plus fidele

et plus facilement interprétable de la résistance du S. aureus aux antibioti-

ques.

En subdivisant nos souches selon leur origine, soit qu'elles pro-
viennent des patients, du personnel hospitalier ou des lieux physiques (figu-
re 5), on observe une grande constance dans les pourcentages de résistance i
l'ampicilline et 3 la pénicilline G et dans le nombre de souches sensibles
34 tous les antibiotiques. Par contre, les 14 souches présentant un antibio-
type différent de AM-Pg ou AM-Pg-STR ont été isolées en grande majorité sur
les lieux physiques et chez le personnel. Seulement deux de ces souches & ré-
sistance variée ont été retrouvées chez les patients contre quatre chez le
personnel et huit sur les lieux physiques. Comme les souches isolées sur les
lieux physiques sont le reflet d'une colonisation humaine, on a recherché 1l'o-
rigine de ces huit souches environnementales. On peut ainsi associer deux de

ces souches aux patients et quatre au personnel.

Si on reclasse les souches de S. aureus isolées chez les patients

et le personnel en souches pathogénes et nasales, la distribution des souches
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3 résistance variée ne change pas, mais on observe chez les souches pathogé-
nes, une faible diminution de la résistance aux pénicillines et une augmen-
tation du pourcentage des souches sensibles d tous les antibiotiques (figu-

re 6).

La résistance aux antibiotiques de nos souches de §. aureus varie
aussi selon leurs sites d'isolation (figure 7). On a trouvé le plus fort pour-
centage de souches résistantes 3 1l'ampicilline et & la pénicilline G ainsi
que le plus faible pourcentage de souches sensibles & tous les antibiotiques
en orthopédie et exactement 1l'inverse chez les souches d'origine diverse.

La résistance variée ne se rencontre qu'en pouponniére, chirurgie, orthopédie

et chez les souches d'origine diverse.

Les souches d'origine diverse comprennent toutes les souches isolées
chez le personnel et sur les lieux physiques des sites de service comme la
radiologie, l'inhalothérapie, la physiothérapie et les cuisines ainsi que les

souches isolées chez le personnel nouvellement engagé.

Finalement, on a examiné la résistance aux antibiotiques des diffé-
rents groupes phagiques (figure 8). Les groupes T et IT se caractérisent par
aucune résistance variée et par environ 207 de souches sensibles 3 tous les
antibiotiques. Les groupes III et Mixtes se signalent surtout par un fort
pourcentage de résistance variée, tandis que le groupe des NA affiche une ré-
sistance accrue 3 l'ampicilline et d& la pénicilline G, peu de résistance va-
riée et par seulement 67 de souches sensibles. Enfin chez les NT, on obser-
ve beaucoup moins de résistance & l'ampicilline et & la pénicilline G, une

résistance variée plus importante et 16,67 de souches sensibles.
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3.1.4 Entérotoxigénicité

Comme on le voit au tableau 13, environ 257 des souches de S. au-
reus isolées au CHSM et au CH Cloutier ont exhibé la capacité de produire
une ou deux entérotoxines. Ces souches sécrétent principalement les enté-

rotoxines D ou B.

L'étude de l'entérotoxigénicité selon l'origine de nos souches
(tableau 14) nous révele que la production d'entérotoxines chez les souches
environnementales est légérement inférieure a celle des souches des patients
et du personnel. La sécrétion des entérotoxines A et C ne se retrouve que
chez les souches des patients. En reclassant les souches des patients et du
personnel en souches pathogénes et nasales (tableau 15), on observe que la
sécrétion des entérotoxines A et C se limite aux souches pathogénes et que
les souches nasales sont légérement plus productrices que les autres. Au
CH Cloutier, 867 des souches entérotoxigéniques ont &té isolées chez le

personnel.

Le tableau 16 nous fournit le nombre de souches de S. aureus enté-
rotoxigéniques isolées dans chaque département. On y retrouve presque par-
tout un pourcentage de souches productrices supérieur a 207. En pédiatrie
et chez les souches d'origine diverse, la proportion atteint 357. Des trois
souches sécrétant l'entérotoxine A, deux ont été isolées a 1'unité de soins
intensifs, une dans une plaie récurrente a la téte et l'autre dans une hémo-
culture. Les souches produisant l'entérotoxine B se distribuent assez équi-
tablement dans tous les départements tandis que la sécrétion d'entérotoxine
D s'observe principalement en pé&diatrie et chez les souches d'origine diver-

se.



Tableau 13

Entérotoxigénicité des souches
de S. aureus 1solées au CHSM
et au CH Cloutier

Entérotoxine (s) Souches isolées au Souches isolées au

sécrétée (s) CHSM (7Z) CH Cloutier (7)
A 3 (1,8) 0

B 15 ( 9,1) 2 (6,5)

o 1 (0,6) 0

D 22 (13,3) 5 (16,1)

Aet D 1 (0,6) 0

B et C 1 (0,6) 0

CetD 1 (o0,6) 0

Total 44 (26,6) 7 (22,6)

Aucune 121 (73,4) 24 (77,4)




Tableau 14

Comparaison de la sécrétion d'entérotoxines
des souches de S.

aureus 1solées chez
les patients, le personnel et

sur les lieux physiques

Entérotoxines (s)

Souches 1solées chez

77

sécrétée (s) Patients Personnel Lieux Total

A 3¢4,201 o 0. 3 (1,8)
B 8 (11,3) 4 (13,8) 3 ( 4,6) 15 ( 9,1)
C 1 (1,4) 0 0 1 (0,6)
D 7 (9,9) 5 (17,2) 10 (15,4) 22 (13,3)
D et A ouB ouC 1 (1,4) 0 2 ( 3,1) 3 (1,8)

Total 20 (28,2) 9 (31,0) 15 (23,1) 44 (26,6)
Aucune 51 (71,8) 20 (69,0) 50 (76,9) 121 (73,4)

(1) Pourcentage de secrétion de chaque ent&rotoxine dans chaque catégorie

de souches de S.

aureus.



Tableau 15

Comparaison de la sécrétion d'entérotoxines des
souches de S. aureus pathogénes, nasales

et environnementales

78

Entérotoxine (s) Souches Souches Souches en-—
sécrétée (s) pathogénes nasales vironnementales Total
A 3 (5,5 D 0 0 3 (1,8)
B 6 (10,9) 6 (13,3) 3 ( 4,6) 15 ( 9,1)
C 1 (1,8) 0 0 1 (0,6)
D 4 (7,3) 8 (17,8) 10 (15,4) 22 (13,3)
D et AouBoucC 1 (1,8) 0 2 (3, 3 (1,8)
Total 15 (27,3) 14 (31,1) 15 (23,1) 44 (26,6)
Aucune 40 (72,7) 31 (68,9) 50 (76,9) 121 (73,4)
(1) Pourcentage de sécrétion de chaque entérotoxine dans chaque classe de

souches de S. aureus.



Tableau 16

Comparaison de la sécrétion d'entérotoxines des souches de S. aureus
selon leur département d'isolation

Souches 1solées en

Entérotoxine (s) Médecine Unité de
sécrétée (s) Pouponniére  Pédiatrie générale Chirurgie Orthopédie soins Divers Total
: intensifs

A 0 0 1 0 0 2 0 3 (1,8)
B 3 3 2 2 3 1 1 15 ( 9,1)
c 0 0 0 0 1 0 0 1 (0,6)
D 0 11 2 0 2 1 6 22 (13,3)
D et A ou 1 0 0 0 0 0 2 3 (1,8)
B ou C

Total 6 18,01 14 (36,8) 5 (26,3) 2 (10,5) 6 (22,2) 4 (28,6) 9 (34,6) 44 (26,6)

Aucune 18 (81,8) 24 (63,2) 14 (73,7) 17 (89,5) 21 (77,8) 10 (71,4) 17 (65,4) 121 (73,4)

(1) Pourcentage de souches de S. aureus sécrétrices d'entérotoxines dans chaque département.
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Si on regarde la sécrétion d'entérotoxines de nos souches de S.
aureus par rapport 3 leurs types phagiques (tableau 17) on se rend compte
qu'on ne peut pas associé la production d'une entérotoxine particuligre 3 un
groupe phagique. Par contre, on observe que les groupes phagiques II, III et

Mixtes sont plus producteurs que les autres.

Finalement, la production d'entérotoxines chez nos souches de S.

aureus n'est pas liée d une augmentation de la résistance aux antibiotiques
(figure 9). Au contraire, la résistance variée se retrouve presqu'exclusive-

ment chez les souches non entérotoxigéniques.

3.2 Données sur les infections nosocomiales 3 Staphylococcus aureus obser-

vées au Centre Hospitalier Ste-Marie

Au CHSM, nous avons étudié au total 44 patients souffrant d'infec-
tion & S. aureus (tableau 18). De ce nombre, 23 présentaient une infection
d'origine hospitali&re et 4 ont développé deux infections nosocomiales simul-
tanément, ce qui nous donne un pourcentage total d'infections nosocomiales 3
S. aureus de 64,67. Ce pourcentage varie selon les départements. A la pédia-
trie il n'est que de 22,07 mais il atteint 83,37 en orthopédie et évidemment

100,0% & la pouponniére.

Ces infections nosocomiales englobent un large éventail de manifes-~
tations cliniques dont les principales sont les infections des plaies chirur-
gicales et les infections cutanées. Ces infections chirurgicales sont sur-
venues dans 6 cas sur 9 suite d des opérations de nature orthopédique et
dans 2 autres cas suite 3 des interventions neurochirurgicales. Les infec-

tions cutanées comprenaient 4 infections de plaies de décubitus, 2 infections
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Tableau 17

Comparaison de la sécrétion d'entérotoxines des
différents groupes phagiques de S. aureus

Entérotoxine (s) sécrétée (s)

Groupe

phagique A B o D Mixte Total (7)(2)
1 (16) D 1 0 0 2 0 3 (18,8)
II ( 9) 0 3 0 1 0 4 (44,4)
III (20) 1 2 0 4 1 8 (40,0)
NA (77) 0 7 0 9 0 16 (20,8)
Mixtes (13) 0 2 1 2 0 5 (38,5)

NT (30) 1 1 0 4 2 8 (26,7)
Total (165) 3 15 1 22 3 44 (26,6)

(1) Nombre de souches de S. aureus dans chaque groupe phagique

(2) Pourcentage de souches de S. aureus sécrétantes dans chaque groupe
phagique.
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Tableau 18

Pourcentages d'infections nosocomiales
A S. aureus observées au CSHM

Nombre de patients Nombre d'infections Nombre d'infections
Département étudiés étudiées nosocomiales (%)

Pouponniére 5 5 5 (100,0)
Pédiatrie 9 9 2 (22,2
Médecine 8 8 5 ( 62,5)
générale
Chirurgie 6 7 4 ( 57,1)
Orthopédie 10 12 10 ( 83,3)
Unité des soins 5 6 4 ( 66,7)
intensifs
Obstétrique et 1 1 1 (100,0)
gynécologie

Total 44 48 31 ( 64,6)
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de brllures et 1l'infection de 1l'ombilic chez un nouveau-né. Les infections

des yeux étaient aussi assez fréquentes mais atteignaient exclusivement les

enfants de moins de deux ans. Dans les deux cas d'infections urinaires ren

contrés, le S. aureus était combiné & de 1'Escherichia coli ou a du Citro-

bacter freundii, deux agents pathogénes plus communs au niveau urinaire.

Dans les deux cas de septicémies, 1l'une était primaire c'est-i-dire sans au
cune autre manifestation infectieuse précédente, tandis que la deuxieme
était secondaire @ une infection de plaie chirurgicale & la téte., Les dé-
lais entre le début de 1l'hospitalisation et la prise de la premiere culture
suite 3 ces manifestations infectieuses sont donnés aussi au tableau 19,
Ces délais peuvent étre de quelques jours 3 plusieurs mois selon les diffé-

rents cas.

Les caractéristiques des souches de S. aureus responsables de ces
infections nosocomiales sont réunies aux tableaux 20 et 21, Comme on peut
le constater, on y retrouve une bonne variété de types phagiques, chaque
groupe phagique étant représenté. L3 encore, le groupe des NA domine grace
d la forte présence des souches de type 96, qui constituent & elles seules
66,77 de ce groupe et 32,37 de 1l'ensemble des souches nosocomiales. Ce type
se retrouve exclusivement en médecine générale, en chirurgie et en orthopé-
die. Il est 3 noter que la souche NT isolée 3 1'unité des soins intensifs et
provenant d'une plaie chirurgicale i la téte semble identique & la souche
29/(52+), isolée de 1'hémoculture du méme patient. En effet, cette dernie-
re ne fut lysotypée qu'aprés chauffage & 43°Cc. Les souches de S. aureus du
groupe I n'ont été rencontrées que dans trois cas d'infections nosocomiales

lors de cette &tude. Cependant elles ont causé dans chaque cas des infections

graves, dont deux septicémies.
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Tableau 19

Principales manifestations cliniques
des infections nosocomiales 3
S. aureus observées au CHSM

Principales manifesta- Nombre de cas Délais avant le premier
tions cliniques observés (%) prélévement
Inf. (l)plaie chirurgicale 10 (32,2) 12 3 24 jours
Inf. cutanées 7 (22,6) 3 jours & plusieurs mois
Inf. oculaires 5 (16,1) 33 4 jours
Inf. du systéme respiratoire 3 ( 9,7) 7 &4 23 jours
Septicémies 2 (6,5) 8 et 25 jours
Inf. urinaires 2 (6,5) 8 et 30 jours
Inf. génito urinaire 1 ( 3,2) 23 jours
Otite 1 (3,2 5 jours
Total 31 (100)

(1) Inf.= infectionms.



Tableau 20

Caractéristiques détaillées des souches de S. aureus
responsables des infections

observées au CHSM

nosocomiales
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Département Types phagiques Entérotoxine Antibiotype
Pouponniére 3¢/55/71 AM, Pg
83A/(53+) sensible
85 B-D E
95 AM, Pg, STR
94/96 AM, Pg
Pédiatrie 29/52/(79+) D AM, Pg, STR
95 D AM, Pg
Médecine 3A+, 3C+, 55+, 71+ B AM, Pg, STR
générale 6/47/54/75/77 D AM, Pg
3 96 AM, Pg
Chirurgie 2 96 AM, Pg
96 sensible
47/94/96/(54+, 75+) AM, Pg
Orthopédie 42E AM, Pg
47/54/75 AM, Pg
54+, 75+ AM, Pg
95 AM, Pg
2 96 AM, Pg
2 96 B AM, Pg
95(52A+, 79+) C AM, Pg
NT K
Unité des 29/52/(52A+, 79+, 80+) AM, Pg, STR
soins intensifs  29/(52+) A AM, Pg, STR
94/96 AM, Pg, STR
NT A AM, Pg
Obstétrique et 83+ D AM, Pg

gynécologie




Tableau 21

Sommaire des caractéristiques des souches de S. aureus
responsables des infections nosocomiales
observées au CHSM

Caractéristiques Nombre de souches A

Groupe phagique

I 3 9,6
11 2 6,5
III 7 22,5
Non assignés 15 48,4
Mixtes 2 6,5
Non typables 2 6,5
Souches entérotoxigéniques 11 35,5
Souches non enté&rotoxigé- 20 64,5
niques

Résistance &:

AM, Pg 27 87,1
STR 6 19,4
E 1 3,2
K 1 3,2
Sensibles antibiotiques 2 6,5
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la résistance aux antibiotiques de ces souches de S. aureus respon-
sables d'infections nosocomiales ne présente aucune particularité compara-
tivement & celle de 1l'ensemble des souches isolées au CHSM. Au total, deux
souches se sont révélées sensibles 3 tous les antibiotiques éprouvés et seu-
lement deux autres souches ont montré une résistance variée, soit une résis-
tante 3 1'érythromycine et une résistante 3d la kanamycine. Enfin 35,57 de
ces souches nosocomiales sont entérotoxigéniques, Cette proportion est sen-
siblement supérieure 3 celle de 1l'ensemble des souches de S. aureus du CHSM,

qui est de 26,67.

L'épidémiologie de ces infections nosocomiales, c'est-3a-dire la

relation entre les souches de S. aureus pathogénes et nasales, est &tudiée

au tableau 22. Tout d'abord on remarque chez les patients, un taux de por-
tage nasal prés de trois fois supérieur & celui du personnel. Chez ces der-
niers, la proportion de porteurs sains n'atteint que 21,47. Ensuite on a
cherché le nombre de porteurs nasaux de souches de S. aureus identiques aux
souches retrouvées dans les infections nosocomiales, autant chez le personnel
que chez les patients. A la pouponnigre, trois souches pathogénes sur les
cinq rencontrées semblent provenir du personnel, de méme qu'une souche sur
deux & la pédiatrie. A l'unité des soins intensifs, malgré le grand nombre
de prélévements, on retrouve peu de porteurs sains de S. aureus chez le per-
sonnel et ceux-ci ne sont pas impliqués dans les cas d'infections hospitalie-
res observées dans ce département. En médecine générale et en chirurgie on

a recueilli peu de prélévements, mais tous les porteurs sains trouvés mainte-

naient des souches du type 96. En orthopédie, aucun membre du personnel



Tableau 22

Relations entre les souches de S. aureus responsables
d'infections nosocomiales et le portage nasal

Souches nasales du personnel Souches nasales des patients
Nb, préleve- Nb, porteurs Nb, porteurs 1) Nb. préléve- Nb. porteurs Nb. porteurs
Département ments nosocomiaux ments nosocomiaux
Pouponnigre 23 7 3 0 0 0
Pédiatrie 21 5 2 1 1 1
Médecine générale 7 1 1 4 2 2
Chirurgie 1 1 1 1 1 0
Orthopédie 5 2 0 8 4 3
Unité des soins 27 2 0 0 0 0
intensifs
Total 84 18 (21,4%) 7 14 8 (57,1%) 6

(1) Nombre de porteurs nasaux de souches de S. aureus identiques aux souches responsables d'infections
nosocomiales,
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n'était porteur d'une souche de S. aureus identique aux souches nosocomia-
les. Dans le cas des patients, il n'était pas indiqué d'effectuer des pré-
levements 3 la pouponniére et il a été impossible d'en prendre 3 1'unité
des soins intensifs, vu la gravité des cas rencontrés. Dans les autres dé-
partements, prés de la moitié des patients chez lesquels on a effectué des
prélévements nasaux, étaient porteurs d'une souche de §. aureus identique &
la souche retrouvée dans leur infection. Au total, six infections nosoco-
miales ont un rapport direct avec le portage nasal chez les patients, dix
ont un rapport indirect avec le portage nasal chez le personnel et 15 des
31 infections nosocomiales &tudiées n'ont aucune correspondance avec un por-
teur nasal de S. aureus. Ces derniers cas s'expliquent surtout par le man-

que de prélévements.

Nous avons regroupé au tableau 23 les principaux facteurs qui ont
pu favoriser l'apparition d'une infection nosocomiale 3 S. aureus, chez les
27 patients étudiés. Ceux-ci proviennent d'une revue des dossiers médicaux
de ces patients., Les facteurs impliqués le plus réguliérement sont un séjour
hospitalier supérieur 3 dix jours, 1'Age soit de soixante ans et plus ou de
deux ans et moins et le fait de subir une chirurgie surtout orthopédique,
souvent suite & un traumatisme grave. Les cas de mauvaise antibiothérapie
concernent deux patients souffrant d'infection causée par un autre micro-
organisme que le 5. aureus et pour lesquelles ils ont regu un antibiotique
peu efficace, ce qui a entrainé une surinfection par le S. aureus. Le fac-
teur sexe est considéré ici, car prés de 677 des infections nosocomiales &tu-

diées sont survenues chez des hommes. Dans cette énumération, nous n'avons



Tableau 23

91

Principaux facteurs favorisants des infections

nosocomiales

i S. aureus observées

au CHSM

Facteurs favorisants

(1)

Nombre de cas rencontrés (%)

Séjour prolongé 2 10 jours
Sexe masculin

Bge avancé > 60 ans
Chirurgie

Traumatisme grave

Bas age < 2 ans

Mauvais état général
Diabéte

Mauvaise antibiothérapie

16

18

12

10

(59,3)
(66,7)
(44,4)
(37,0)
(33,3)
(25,9)
(25,9)
(14,8)

( 7,4)

(1)

Le total des patients

souffrant d'infections

nosocomiales est de 27.



pas inclus les manipulations complexes comme la respiration assistée ou
les cathétérismes, parce que leur détection impliquait une lecture détail-

lée de chaque dossier, ce qui aurait &té beaucoup trop long.
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Chapitre IV

Discussion



4,1 Caractéristiques bactériologiques des souches de Staphylococcus aureus

Avant d'aborder cette section de la discussion, il serait utile de
se remémorer les Interrogations 3 la base de 1'établissement de cette collec-
tion de souches de S. aureus recueillie au CHSM et au CH Cloutier en 1980.
Tout d'abord, existe-t-il chez certaines souches de S. aureus des caractéris-
tiques qui les rendraient plus pathogénes que d'autres et dont la détection
nous indiquerait les risques d'infections nosocomiales? Ensuite, cette
flore isolée au CHSM est-elle différente de celles recueillies d'en d'autres
hépitaux; varie-t-elle selon son origine humaine ou environnementale? La

-~

discussion qui suit tentera de répondre principalement & ces questions.

4.1.1 Données générales

Comme 1'indique le tableau 4 (page 55), nous avons isolé au cours
de cette étude 537 des souches de S. aureus étudiées dans trois départements
seulement, soit & la pédiatrie, 3 la pouponniére et en orthopédie. La
clientéle de ces départements posséde des caractéristiques bien particulie-
res, qui auraient pu favoriser l'apparition d'infection & S. aureus. A la
pouﬁonniére et 2 la pédiatrie, les patients sont trés jeunes donc présen—
tent une immaturité bactériologique et immunitaire. En orthopédie, les pa-
tients sont soumis & des soins trés prolongés, souvent suite 3 une inter-
vention chirurgicale sévére. Nous verrons dans cette section, si les carac-

téristiques bactériologiques des souches de S. aureus isolées dans ces trois

départements expliquent plus leur forte fréquence dans ces sites que ces
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quelques facteurs favorisants énumérés ci-haut. De plus, ces causes favo-
risantes seront étudiées en détail dans la section de la discussion trai-

tant des infections nosocomiales.

A 1'unité des soins intensifs et sur les lieux physiques divers,
on a effectué beaucoup de préleévements pour obtenir peu de souches. Ce
faible rendement est di surtout a l'essai du milieu mannitol-sel avant 1'u-
tilisation de la gélose de Baird-Parker, pour 1l'isolation du S. aureus sur
les planchers et les meubles. Le milieu mannitol-sel est vraiment peu spé-
cifique. TI1 permet une croissance abondante de plusieurs espéces de Bacil-
lus qui changent le milieu et rendent la croissance et l'isolation du S. au-
reus trés difficile. Suite a cet insucc®s, nous avons opté pour le milieu
de Baird-Parker qui est beaucoup plus spécifique. Cependant, il a été im-
possible de reprendre tous ces prélevements. A l'unité des soins intensifs

ce rendement peut dépendre aussi du grand effort de prévention des infec-

tions nosocomiales, qui est réalisé par le personnel.

L'identification biochimique de nos souches de S. aureus peut
s'effectuer seulement par les épreuves de coagulase et de thermonucléase,
les autres caracteres &tant beaucoup plus variables. Cela était prévu par
les travaux de Lachica et al. (1971 a et b); Rayman et al. (1975) et Zar-

zour et Belle (1978).

4,1.2 Types phagiques

Lors de cette étude, nous avons réussi 3 lysotyper en moyenne

75,87 de nos souches de S§. aureus avant d'utiliser le traitement & la cha-
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leur (tableaux 6 et 7, pages 58 et 59). Cette efficacité est trés accep-
table si on considére notre faible expérience dans ce domaine et le caractére
temporaire de notre installation. Elle se situe entre celles démontrées

par Shayegani et al., (1978) et Altemeier et Lewis (1978), qui sont respec-
tivement de 83,5% et de 707. Le traitement & 43°C a permis d'augmenter

le nombre de souches sensibles aux bactériophages de 6,67 si on considére

le total des souches étudiées au CHSM et au CH Cloutier. Ce traitement n'a
pas donné exactement les résultats escomptés. Selon Greaves (1977) et Shaye-
gani et al. (1978), cette technique permet de lysotyper facilement au moins
107 de souches supplémentaires. Cette différence de rendement peut s'expli-
quer par le fait que nous avons été obligés d'incuber nos bouillons de cul-
ture dans une &tuve congue pour la croissance anaérobique. Nos souches ont
crd en aérobiose mais sans ventilation. Les résultats obtenus sont quand
méme trés utiles, car ces auteurs ainsi que Perkins et Kundsin (1976) s'en-

tendent @ dire que les lysotypes produits par le traitement & la chaleur sont

assez stables pour servir a établir des liens épidémiologiques.

Cette lysotypie nous révéle une forte dominance des types lytiques
95, 96 et 94/96 purs ou mixtes (tableaux 6 et 7, pages 58 et 59). Cette
prédominance hospitaligre des phages 94, 95 et 96 est confirmée par Altemeier
et Lewis (1978) et Shayegani et al. (1978) avec des échantillonnages de dix
fois supérieurs au nStre. Seuls Shayegani et al. précisent indirectement
1'importance des autres groupes phagiques qu'ils ont rencontrés. Ils ont
lysotypé 8,37 de souches du groupe I, 10,57 du groupe II, 6,07 du groupe III
et 27,07 du groupe des Mixtes. Cela ressemble assez bien & nos résultats

du CHSM sauf pour les groupes III et Mixtes dont les valeurs sont a 1'in-
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verse des n8tres.. Il faut souligner ici qu'il est trés difficile de trouver
des études utilisant le méme ensemble de bactériophages que nous et avec
lesquelles on pourrait comparer équitablement nos résultats de lysotypie.
Dans les références antérieures 3 1977 on n'emploie pas les phages 94, 95

et 96, car ceux-ci ne furent disponibles dans la majorité des laboratoires
que durant l'année 1976, L'absence des groupes I et II au CH Cloutier ne
nous semble pas significative vu le faible échantillonnage recueilli dans

cet hopital.

On observe donc au CHSM et au CH Cloutier, les mémes tendances ly-
sotypiques que dans certains h8pitaux américains. Cependant, il faut bien
réaliser que les lysotypes prédominant certaines années ne sont pas perma-
nents, Plusieurs études menées sur une vingtaine d'années ont mis en &viden-
ce l'apparition, la dominance et la disparition spontanée de plusieurs types
lytiques de staphylocoques, certains étant responsables d'épidémies assez

sévéres (Altemeier et Lewis, 1978; Parker et al., 1974 et Zierdt et al.,

1980). L'apparition des types 95, 96 et 94/96 se dessinait depuis plusieurs
années par une augmentation importante du nombre de souches non typables,
mais ces types lytiques pourront perdre leur prédominance hospitalisdre d'ici
quelques années (Subcommittee on Phage-typing of Staphylococci, 1975 et

Shayegani et al.,, 1978).

Au CHSM, le regroupement des souches de S. aureus selon leur ori-
gine humaine nous indique que cette dominance des phages 94, 95 et plus par-
ticuliérement du phage 96 est ressentie fortement au niveau des porteurs na-

saux, qu'ils soient patients ou membres du personnel (tableaux 8 et 9,
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pages 60 et 62 ). Si on regarde plus spécialement le taux de portage du type
96, on s'apergoit qu'on le retrouve chez 38,07 du personnel et 31,27 des pa-
tients. Le personnel hospitalier semble donc jouer un grand rdle dans le
maintien d'un si grand pourcentage de souches de S. aureus de ce type au
CHSM. Ces résultats des tableaux 8 et 9 (pages 60 et 62) nous suggdrent
encore que malgré leur dominance, les S. aureus du groupe des NA sont moins
infectieux que ceux des autres groupes lytiques, bien qu'ils puissent cau-
ser barfois des infections trés graves. En effet, c'est le seul groupe dans
lequel on retrouve un plus fort pourcentage de souches nasales que de sou-
ches bathogénes. De plus, les souches de ce groupe se propagent moins ou
survivent moins longtemps sur les lieux physiques que les souches des au-
tres groupes. A cela s'oppose le cas du groupe I qui s'est révélé beaucoup
plus infectieux, malgré sa faible fréquence. Sur les cing cas d'infections
dues 3 des S. aureus de ce groupe, deux étaient des septicémies dont une
mortelle et trois des infections de plaies chirurgicales & la téte dont une
trés disséminante. Malheureusement nous n'avons pas trouvé de références

récentes pouvant confirmer ou infirmer ces dires.

Le faible pourcentage de porteurs sains de S. aureus du groupe
III chez le personnel, par rapport au pourcentage observé chez les patients
s'explique surtout par la faible participation du personnel hospitalier,
dans certains départements ol l'on a retrouvé la majorité des infections

dues 3 des souches de ce groupe (tableaux 9 et 10, pages 62 et 63).

La répartition des groupes lytiques selon les départements a ten-

dance 3 nous laisser croire que chaque département posséde une population
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de S§. aureus qui lui est propre (tableau 10, page 63 ). Cette impression
est probablement causée par notre faible échantillonnage et ne nous semble
pas réaliste. Les quantités de souches dans les groupes I, II et Mixtes
sont trop faibles pour qu'elles se répartissent équitablement dans tous

les départements. Dé&ja la distribution des autres groupes est plus équita-
ble, surtout pour le groupe des NA qui est beaucoup mieux représenté que les
autres. Il nous semble plus juste de penser que chaque groupe lytique peut
étre retrouvé partout dans l'h8pital suivant son abondance relative. Une
augmentation de 1l'échantillonnage devrait causer une uniformisation de la
distribution des groupes lytiques dans les départements. Un département ne
peut pas s'isoler completement du reste de 1'hépital surtout A cause des ser-
vices communs tels les cuisines, la buanderie, la radiologie, la physiothé-
rapie et bien d'autres. Ces services provoquent un va-et-vient continu dans
1'hdpital, favorisant les échanges de bactéries. Méme a la pouponniére, un
des départements le plus clos de 1'hdpital, on obtient une distribution des

groupes lytiques qui se rapproche sensiblement de la distribution totale.

Au sujet des phages 94, 95 et 96, Altemeier et Lewis (1978) et
Lewis et Altemeier (1978) ont observé une prédominance du type 95 dans les
services chirurgicaux et des types 96 et 94/96 dans les autres services.
Cecl ne correspont pas a ce que l'on a observé au CHSM. 1Ici le phage 95 ne
prédomine pas et a été isolé dans des départements variés tandis que les pha-
ges 94 et 96 se retrouvent partout dans 1l'hSpital et que le type 96 domine
dans les services chirurgicaux. On ne peut donc pas associer un type lytique
i un département en particulier ni par extension 3 un genre spécifique d'in-

fection.
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4,1.,3 Résistance aux antibiotiques

L'antibiotype de l'ensemble des souches de S. aureus étudiées au
CHSM et au CH Cloutier nous révélent une résistance aux antibiotiques vrai-
ment faible. Nos résultats se comparent trés avantageusement 3 ceux de
Altemeier et Lewis (1978) et aux résultats recueillis par les hépitaux du

NNIS pour 1l'année 1976 (CDC, 1979) qu'on a regroupés au tableau 24,

On peut observer, dans nos centres hospitaliers locaux, que la
résistance a l'ampicilline et & la pénicilline est &quivalente, que la
résistance a la streptomycine est supérieure et que pour tous les autres
antibiotiques excepté la néomycine, nos résultats sont inférieurs aux au-
tres. L'absence de résistance 3 la gentamycine aux CHSM et CH Cloutier
s'explique par le fait que 1l'importance restreinte de ces centres hospi-
taliers exerce une pression sélective beaucoup moins intense sur les sou-
ches que celle qui s'exerce sur les souches de gros centres hospitaliers

avec lesquels nos résultats sont comparés.

Au niveau de la résistance du S. aureus aux antibiotiques, le
CHSM et le CH Cloutier jouissent donc d'une situation trés enviable. En
effet ces dernieéres années, beaucoup d'hSpitaux ont été victimes d'épidé-
mies & S. aureus offrant une résistance inhabituelle 3 certains antibioti-
ques. La résistance a la gentamycine est apparue en France et en Grande-
Bretagne en 1975 (Soussy et al., 1975 et Porthouse et al., 1976)7 A la fin
de 1976, on observait déja dans plusieurs de leurs hSpitaux des épidémies 2
S. aureus résistant a la gentamycine, la tobramyc?ne, la néomycine, la kana-

mycine, la pénicilline G, la tétracycline, 1l'érythromycine, la clindamycine,



Comparaison de la résistance aux antibiotiques

Tableau 24

de nos souches de S.

diverses études

aureus avec celles de
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Altemeier et NNIS pour Cette &tude
Résistance i Lewis, 1978 (7) 1976 (%) pour 1980 (7)
Pénicilline- 89 83 83,6
Ampicilline
Streptomycine 8 7 18,2
Erythromycine 14 7 1,8
Kanamycine 19 3 1,8
Néomycine 1 2 2,4
Tétracycline 15 12 2,4
Chloramphénicol 1 9 0,6
Cépholosporines 0 1 0
Cloxacilline - - 0
Gentamycine 17 1 0
Lincomycine 4 1 0
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la lincomycine et & la streptomycine (Speller et al., 1976). Aux Etats-Unis,
on signala les premiers cas de résistance & la gentamycine et presque simul-
tanément des épidémies durant cette méme année 1976 (Lewis et Altemeier, 1978;

Vogel et al., 1978 et CDC, 1979).

Durant les années 1967-1968, un autre genre de S. aureus résistant
34 la méthicilline et aux aminoglycosides est réapparu dans ces pays. Cette
résistance connue depuis 1960 était demeurée jusqu'alors & un niveau tres
bas (Parker et Hewitt, 1970 et Barret et al., 1968). Aux Etats-Unis en
1975-1976, Crossley et al. (1979) signalent une épidémie importante causée
par ce S. aureus. Les souches isolées alors étaient en majorité résistan-
tes & la méthicilline, la pénicilline G, la tobramycine, l'amikacine, la
kanamycine, la clindamycine, l'érythromycine et & 257 résistantes 3 la gen-
tamycine. A Melbourne en Australie, l'incidence de ce S. aureus multi-
résistant a atteint des proportions épidémiques. Dans certains hdpitaux,

cette incidence est de 507 de toutes les souches isolées (Lyon, May et

Skurray, 1983).

Une situation encore plus dramatique a été signalée par Altemeier

et Lewis (1978). Ces derniers ont isolé en 1977-1978, 109 souches de S.

aureus résistantes d presque tous les antibiotiqus disponibles et notam-
ment aux pénicillines semi-synthétiques pénicillinase-résistantes et a la
gentamycine. Toutes ces souches de S. aureus multi-résistantes peuvent
causer des infections treés séveéres et créent des problémes insurmontables
de thérapie antimicrobienne. Cette situation ne s'est pas présentée au

CHSM jusqu'a maintenant.
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En classant nos souches de S. aureus selon leur origine humaine
(figure 5, page 70) on a observé chez les patients et le personnel, une
résistance équivalente i l'ampicilline et 3 la pénicilline G, un méme pour-
centage de souches sensibles, mais deux fois plus de résistance variée
reliée au personnel qu'aux patients., Ceci est conforme aux écrits de Wil-
liams (1963), qui reconnait que le personnel hospitalier est porteur d'une
plus grande ﬁroportion de souches de S. aureus résistantes aux antibiotiques
que la population en général. Cependant, cette résistance aux antibiotiques
observée chez les souches du personnel est quand méme peu exagérée, si on
consideére que celui-ci est en contact journalier avec des antibiotiques et

avec une flore bactérienne de plus en plus résistante.

La sensibilité accrue des souches pathogeénes comparativement aux
souches nasales (figure 6, page 72 ) nous rappelle par ailleurs que la ré-
sistance aux antibiotiques n'est pas le seul facteur déterminant la viru-
lence du S. aureus. Lacey (1975) suggére méme que le maintien et la mul-
tiplication des plasmides codant la résistance aux antibiotiques tendent 3
rendre les staphylocoques moins pathogenes. Cette affirmation se comprend
mieux en regardant ce qui se passe durant les épidémies 3 S. aureus multi-
résistants. Ces souches ont causé jusqu'd maintenant des infections treés
graves et souvent mortelles, nous laissant croire que leur vaste résistance
aux antiblotiques augmente leur virulence (Lyon, May et Skurray, 1983 et
Crossley et al., 1979). Cependant, on note que l'acquisition de ces sta-
phylocoques multi-résistants est trés souvent précédée d'une thérapie an-
tibactérienne composée de plusieurs antibiotiques, ou de pénicillines ou

d'antibiotiques & large spectre comme la gentamycine et la tobramycine
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(Lyon, May et Skurray, 1983; Parker et Hewitt, 1970; Speller et al., 1976

et Crossley et al., 1979). De plus, l'acquisition de ces souches épidémi-
ques est accrue chez les patients souffrant de maladies graves. Ces sou-
ches de 8. aureus ont &té isolées surtout dans les unités de soins intensifs
et en particulier dans les unités pour grands brulés et en néonatalité.

Leur propagation chez les patients relativement bien portants ou qui ne re-
goivent pas les drogues mentionnées ci-haut et chez le personnel est rare

et transitoire (Bauriaud et al., 1979). Ceci confeére 3 ces souches de

S. aureus multi-résistantes, une virulence spécifique et une capacité

amoindrie de se répandre chez toute la population.

La résistance aux antibiotiques observée au CHSM s'est manifestée
surtout dans les départements ou l'on a retrouvé & la fois le plus de S. au-
reus et le plus fort pourcentage d'infections nosocomiales, soit a& la poupon-
niére et en orthopédie (figure 7, page 73 et tableau 18, page 83 ). Ceci
est logique car ces deux départements sont les endroits oll la flore hospita-
ligre peut le plus librement se manifester. A la pouponni&re les nouveaux-
nés, sans flore propre et immunologiquement immatures n'offrent aucune
barriére & la colonisation par la flore hospitaligre de S. aureus, reconnue
plus résistante aux antibiotiques que la flore communautaire. En orthopédie,
la population est caractérisée par des séjours prolongés souvent suite & une
opération chirurgicale et/ou A4 un traumatisme grave. Les patients ont alors
tout le temps voulu pour acquérir des souches hospitaligres de S§. aureus
et recevoir beaucoup d'antibiotiques, ce qui favorise avec le temps la sé-

lection de souches de plus en plus résistantes aux antibiotiques, autant

chez le personnel que chez les patients. Ainsi dans ce département, la
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résistance totale 3 tous les antibiotiques est supérieure 3 celle obser-

vée dans tous les autres secteurs.

En chirurgie, la proportion de résistance est aussi importante
(figure 7, page 73). Ce fait aurait été intéressant i étudier, en par-
ticulier parce que toutes les infections & S. aureus observées dans ce
département sont dues au type 96. Malheureusement, par manque de collabo-
ration la situation en chirurgie demeurera obscure. La forte proportion de
résistance variée chez les souches d'origine diverse, associée i une faible
résistance 3 l'ampicilline et & la pénicilline G et 3 un fort pourcentage
de souches sensibles s'explique par l'origine de ces souches. La résistance
aux antibiotiques se manifeste chez les souches provenant de différents
lieux physiques dans 1'h8pital tandis que les souches sensibles proviennent
en majorité du personnel nouvellement engagé, qui doit se soumettre obliga-
toirement a des prélevements dans le nez et la gorge. Ces derniers exhi-

bent une flore de S. aureus communautaire.

Au CHSM, la résistance aux antibiotiques est aussi reliée plus
spécialement aux groupes phagiques III, NA, Mixtes et NT (figure 8, page
74 ), ce qui est confirmée par Bauriaud et al. (1979). Le schéma de résis-
tance du groupe des NA est identique d celui fourni par Asheshov, Coe et
Porthouse (1977). Pourtant il nous semble peu éclairé d'accorder une gran-
de importance a ce fait. Klastersky, Beumer et Daneau (1971) ont nette-
ment démontré que les souches de S. aureus multi-résistantes peuvent &tre
retrouvées dans la plupart des groupes phagiques. De plus, il ne faudrait

pas négliger les groupes I et II, car toutes les septicémies 3 S. aureus

rencontrées au CHSM ont été causées par des souches du groupe I.
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4,1.4 Entérotoxigénicité

L'entérotoxigénicité détectée au CHSM et au CH Cloutier différe de
ce qui est rapporté dans la littérature, tant au niveau du pourcentage total
de production qu'au niveau des types d'entérotoxines sécrétées (tableau 13,
page 76 ). Plusieurs études européennes, effectuées & partir de spécimens
variés, font part d'une proportion de souches de S. aureus productrices os-
cillant entre 30 et 557, avec une production majoritaire d'entérotoxine A
atteignant parfois jusqu'a 607 du total des toxines détectées. Ces auteurs
ont trouvé trés peu d'entérotoxine D, qui est dans notre étude la toxine
la plus fréquente (Petras et Maskova, 1980; Sourek, 1978; Sourek et al.,
1979 et Sourek, 1980). Seuls Toshach et Thorsteinson (1972) du Canada ont
observé une prédominance de l'entérotoxine D, mais uniquement avec des sou-
ches de S. aureus associées a des empoissonnements alimentaires. Notre fai-
ble production peut dépendre du type purement clinique de nos échantillons
ou d'une différence dans l'interprétation des résultats de 1'immunodiffusion
par OSP. La différence dans les types d'entérotoxines détectées peut 8tre
due 3 une variation de la prédominance de certains types selon les régions

et au fil des ans (Sourek, 1980).

La distribution des souches entérotoxigéniques selon leur origine
humaine ne montre que des variations légeéres (tableau 14, page 75 ).. Les
types A et C ne se distribuent pas uniformément, probablement & cause de
leur rareté. La baisse de production chez les souches environnementales
peut s'expliquer par le stress de la dessication occasionné par leur séjour

en milieu hostile. Enfin, les souches nasales sont légérement plus produc-
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trices que les souches pathogeénes et plus spécialement pour 1l'entérotoxine
D (tableau 15, page 78). Cette derniére constatation est confirmée par

Toshach et Thorsteinson (1972) et infirmée par Sourek (1979).

De méme, la distribution des souches entérotoxigéniques dans les
départements est assez uniforme et ne réclame que certaines remarques. L'a-
bondance de l'entérotoxine D en pédiatrie serait peut-&tre en rapport avec
certaines diarrhéees observées dans ce département. Le type D est souvent
associé aux entérointoxications (Bergdoll et al., 1974 et Toshach et Thors-
teinson, 1972) et 1l'on sait que les enfants sont particuliérement sensibles
aux entérotoxines (Sourek, 1978). Suite 3 cette observation, il est im-
portant de dire que la forte sécrétion d'entérotoxine D chez les souches
d'origines diverses ne concerne aucune des souches de S. aureus isolées
dans les cuisines du CHSM. Enfin, méme si deux des trois souches produc-
trices d'entérotoxine A sont associées 3 deux infections graves survenues
d 1'unité des soins intensifs, il serait hasardeux de généraliser en disant
que les souches produisant l'entérotoxine A sont plus pathogénes que les

autres. Le nombre de souches étudiées est trop faible.

En ce qui concerne la lysotypie de ces souches entérotoxigéniques,
on ne peut pas établir de relation entre les groupes phagiques et les types
d'entérotoxines sécrétées. Ceci est confirmé par Sourek et al. (1979) avec
un groupe de 264 souches de S. aureus provenant de patients souffrant d'os-
téomyélite. Cependant, sans 8tre seuls a produire une entérotoxine donnée,
certains types phagiques peuvent &tre caractérisés par la sécrétion d'une

entérotoxine particuliére. Asheshoy, Coe et Porthouse (1977) mentionnent
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que la production de l'entérotoxine B est une caractéristique de la majori-
té des souches de types 94, 96 ou 94/96. Pour notre part, nous avons obser-
vé dans le groupe des NA que toutes les souches produisant 1l'entérotoxine B
étaient du type 96, tandis que la majorité des souches produisant 1'entéro-
toxine D appartenaient au lysotype 95. Cependant, seulement 157 des souches

de type 96 étaient entérotoxigéniques, ce qui est loin de la majorité.

Finalement, on ne note pas d'augmentation de la résistance aux
antibiotiques chez les souches entérotoxigéniques, bien que Osvath-Marton,
Nagy-Dani et Ban (1976) démontrent le contraire. Ils notent méme une cor-
rélation entre le degré de résistance et la fréquence de production des en-
térotoxines, les souches multi-résistantes étant plus souvent productrices
que les souches sensibles, de résistance intermédiaire ou résistantes 3 un
ou deux antibiotiques. Nos résultats sont &videmment reliés a la faible

résistance aux antibiotiques observée au CHSM.

4.2 Etude des infections nosocomiales & Staphylococcus aureus observées au

Centre Hospitalier Sainte-Marie

La. quantité totale d'infections nosocomiales a S. aureus &étudiées
au CHSM est faible, si on considére que notre période de prélevements a duré
neuf mois (tableau 18, page 83 ). Pourtant il ne faut pas se leurrer, il
s'agit d'un nombre minimum, nous révélant seulement la pointe de 1'iceberg
du probleéme des infections nosocomiales en général. En effet, bien des cas
de patients souffrant d'infection a S. aureus n'ont pas été soumis a notre
attention, surtout 3 cause du manque d'information ou d'oublis de la part

du personnel non régulier du laboratoire de microbiologie.
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I1 ne faut pas en outre se méprendre sur la portée de notre &étude.
Nous ne présentons pas de taux de prévalence globaux. Seule une étude systé-
matique nous le permettrait. Tout ce que nous pouvons affirmer c'est que
sur les quarante-huit infections & S. aureus étudiées, 31 ou 64,67 ont été
acquises durant le séjour hospitalier des patients. Ce pourcentage d'infec-
tions nosocomiales est de 67 supérieur au pourcentage global pour tous les
agents pathogeénes, présenté par Westwood et al. de 1'H8pital G&néral d'Otta-
wa (1974). Cette légere différence peut découler de notre méthodologie ou
indique que le S. aureus est une bactérie profitant vraiment bien du milieu

hospitalier.

Les variations selon les départements et les principales manifesta-
tions cliniques de ces infections nosocomiales nous montrent bien les préfé-
rences infectieuses du S. aureus (tableaux 18 et 19, pages 83 et 85 ).

Comme cela &tait prévu, suite au rapport du CDC pour 1l'année 1975 (CDC,

1979) que nous avons cité précédemment (section 1.2.2, pagell ), le S. aureus
s'est manifesté surtout au niveau des infections des plaies chirurgicales et
des infections cutanées. Cependant, le CDC note presque deux fois plus d'in-
fections cutanées que d'infections chirurgicales. Nos résultats s'en appro-
che si on considére que le CDC inclus les infections oculaires avec les in-
fections cutanées. Nulle part dans leur rapport, on ne mentionne ce type
d'infections, lequel au CHSM est le troisieme en importance. Ehrenkranz
(1981) signale comme nous le rdle trés important du S, aureus dans les
infections chirurgicales suite & des interventions de nature orthopédique.
Dans son étude, le S. aureus est responsable de 507 des infections chirur-
gicales suivant la réparation de fracture de la hanche et la pose de pro-

thése 3 la hanche.
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A la pouponniére, le pourcentage d'infections nosocomiales est
évidemment de 1007 puisque le milieu hospitalier est le premier environne-
ment que les nouveaux-nés connaissent. Dans ce département, on observe sur-
tout des infections oculaires. Comme ces infections se déclarent le plus
souvent quatre A cing jours apres la naissance et que la majorité des bé&bés
obtiennent leur congé au bout de cinq jours, on peut facilement affirmer que
beaucoub d'infections nosocomiales passent inapergues dans ce département.
Ces infections souvent légeéres peuvent amener des conséquences plus graves
chez les méres qui allaitent. En effet le S. aureus est responsable de la
majorité des mastites chez ces femmes (Lawrence, 1977). A la pédiatrie, le
pourcentage d'infections nosocomiales & S. aureus est faible parce qu'en gé-
néral les enfants sont hospitalisés pour des infections. Lorsqu'il con-
tractent des infections d 1'hSpital, il s'agit le plus souvent de gastroen-
térites virales ou a entérobactéries. Par contre, il faut signaler que
sur les sept cas d'infections communautaires & S. aureus étudiés dans ce
département, trois sont des réadmissions pour des infections récurrentes

survenues suite 3 des interventions neurochirurgicales et orthopédiques.

Les souches de S. aureus impliquées dans toutes ces infections
nosocomiales ne présentent pas de caractéristiques particuligres, pouvant
nous indiquer une plus grande pathogénicité de leur part (tableaux 20 et
21, pages 86 et 87 ). Tous les groupes phagiques sont représentés, suivant
une distribution assez semblable a celle de 1l'ensemble des souches du CHSM.
La résistance aux antibiotiques n'offre aucune particularité. On observe
seulement deux souches 3 résistance variée dont la présence est contreba-

lancée par deux souches sensibles a tous les antibiotiques. On note
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cependant un pourcentage plus élevé de souches entérotoxigéniques dans ce
groupe par rapport a l'ensemble total des souches de S. aureus, soit 35,57
au lieu de 26,6%. Cette production d'entérotoxines n'est pas reliée & un
groupe phagique en particulier. Cette propriété pourrait avantager lége-
rement ces souches de S. aureus dans 1'implantation d'une infection noso-

comiale, bien qu'avec un pourcentage d'entérotoxigénicité semblable chez

des souches isolées dans des cas d'ostéomyélite chronique, Sourek et al.

(1979) considérent que la production d'entérotoxines est une caractéristi-

que fortuite de ces souches, sans rapport avec leur pathogénicité.

L'épidémiologie de ces infections nosocomiales nous apprend par
contre des faits intéressants (tableau 22, page 89 ). Le taux de portage
nasal de S. aureus chez les patients est conforme 3 ce que nous laissaient
prévoir Williams (1963) et Williams et al. (1959). Toutefois, le pourcenta-
ge de 21,47 de porteurs sains chez le personnel est nettement inférieur a ce
que l'on escomptait. Williams (1963) cite plusieurs études qui rapportent
pour ce groupe d'individus, un taux de portage nasal variant généralement de
50 3 70%. Une &tude plus récente de Bauriaud et al. (1979) nous réveéle une
proportion de 417 de porteurs sains chez le personnel soignant. Nos résul-
tats treés faibles pourraient &tre dus au fait que chez le personnel, la
majorité des candidats ont effectué leur prélévement eux-mémes, sans notre
présence. Ainsi nous ne pouvions pas vérifier leur technique de prélévement.
De plus, aussi bien pour le personnel que pour les patients, il nous a été
impossible de demander plusieurs prélévements a intervalles réguliers, ce

qui nous aurait confirmé vraiment leur &tat de non porteur. Fekety (1964)
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affirme qu'il faut au moins trois cultures négatives pour conclure & un
état de non porteur et Zierdt (1982) va jusqu'd quinze échantillons mensuels
négatifs. Nos pourcentages de porteurs de S. aureus chez les patients et le
personnel sont donc des taux minima que seule une &tude &laborée pourrait

confirmer.

A propos de l'origine de ces infections nosocomiales, sur les qua-
torze cas d'infections ol il nous a été permis d'effectuer des prélévements
dans le nez des patients, six ou 447 ont &té causées par la souche nasale du
patient. Ces résultats sont identiques 3 ceux de Bengtsson et al., (1979),
Burke (1963) et Williams et al. (1959), qui ont observé respectivement 42,
50 et 507 d'auto-infections. Ainsi la moitié des infections nosocomiales i
S.aureus seraient causées par la flore endogéne des patients. Cependant, il
faut bien garder en mémoire que plusieurs de ces patients ont peut-&tre ac-
quis leur S. aureus nasal durant leur séjour hospitalier, avént le début de
leur infection. Williams (1963) indique que le pourcentage de porteurs na-
saux chez les patients & l'admission est de 21 a 507 et qu'il passe 3 41 a

707 aprés deux semaines a 1'hdpital.

Dans dix autres cas d'infections, on a décelé un rapport indirect
avec le portage nasal chez le personnel. Ceci sous-entend que dans ces cas,
il existait dans le méme département, au moins un membre du personnel porteur
d'une souche identique 3 la souche infectieuse en cause. A la pouponniere,
le rapport entre les souches est plus direct & cause de 1l'absence de flore
microbienne chez les bébés a la naissance et de la grande proximité entre le

personnel et les bébés lors des soins a donner & ces derniers. Ces résultats,
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qu'on ne peut corroborés par des références, ne cherchent pas 2 incriminer
quelqu'un mais plutdt & montrer que le personnel peut jouer un rdle dans la
transmission du S. aureus. Hambraeus (1973) démontre avec une étude trés
élaborée dans un département pour grands br{ilés, qu'une épidémie d'infections
chez les patients est souvent précédée d'une forte augmentation du taux de

portage nasal chez le personnel.

Dans le cas des infections ot 1l'on n'observe aucun rapport avec le
portage nasal, l'origine peut &tre un autre patient, un transport indirect
par les vétements ou les mains du personnel ou une contamination lors d'un
déplacement dans 1'h6pital soit en physiothérapie, en inhaloth&rapie ou en
radiologie. Mortimer et al. (1962) montrent trés clairement 1'importance des
mains du personnel dans la transmission du S§. aureus. Dans cette investiga-
tion, 927 des nouveaux-nés ont acquis la souche d'un autre nouveau-né por-
teur apreés avoir été manipulés par des mains non lavées contre 537% chez les
nouveaux-nés soignés par des mains lavées. Il demeure qu'a part 1'auto-
infection, les autres voies de transmission du S. aureus sont trés difficiles
a identifier. Par contre, i1 semble évident que le personnel hospitalier y

joue un rdle.

Méme si le S. aureus est nécessaire dans l'induction d'une infec-
tion staphylococcale, sa seule présence n'est pas suffisante. On a vu précé-
demment qu'un &tre humain en bonne santé est trés résistant 3 ce type
d'infection et qu'en plus les souches de S. aureus isolées au CHSM ne sont
pas plus pathogénes que d'autres. Il faut donc qu'il existe chez les pa-

tients des conditions favorisant 1'établissement d'une infection nosocomiale
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3 S, aureus. Nous avons réuni au tableau 23 (page 91 ) les facteurs de ris-

ques les plus évidents retrouvés chez les patients é&tudiés au CHSM.

L'influence du séjour prolongé est confirmée par Haley et al,
(1981). Ceux-ci observent que les pourcentages d'infections augmentent pres-
que linéairement avec la longueur du séjour, en particulier pour les infec-
tions chirurgicales et urinaires. Cet état est relié a la plus grande fré-
quence de contacts avec les bactéries hospitalidres et a l'affaiblissement
général du patient occasionné par un séjour prolongé i 1'h8pital. 1I1 faut
noter que ces auteurs et tous les autres qui seront cités ultérieurement
étudient les infections nosocomlales en général et non pas spécifiquement
celles & S. aureus. Haley et al. (1981l) reconnaissent aussi que les infec-
tions hospitaliéres sont plus fréquentes chez les hommes que chez les fem-
mes, sauf au niveau urinaire. Dans leur étude, le pourcentage d'infection
est de 1,54 fois plus élevé chez les hommes pour les infections chirurgica-
les, les pneumonies et les septicémies. Au CHSM, on observe deux fois plus

d'infections nosocomiales chez les hommes. Gooch et Britt (1978) observent

cette méme tendance chez les nouveaux-nés miles.

L'influence de 1'Age avancé, troisiéme facteur de risque le plus
important observé au CHSM, est reconnue par Haley et al. (1981) et Egoz et
Michaeli (1981). Gardner (1980) a étudié plus a fond cette prévalence ac-
crue des infections chez la population dgée. Il tient pour responsable
un ou plusieurs des facteurs suivants: 1. les facteurs environnementaux
augmentant 1l'exposition ou la susceptibilité a un agent pathogéne; 2. la

sénilité physiologique souvent amenée par une mauvaise alimentation et une
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mauvaise hygiéne; 3. un déclin de la réponse immunitaire; et 4. une associa-
tion avec une maladie commune 3 cet &ge soit le cancer, les maladies cardio-
vasculaires.ou les maladies respiratoires. Le risque amené par le fait de
subir une intervention chirurgicale ressort aussi dans cette étude., L'im-

portance de ce risque a déja été soulignée & la section 1.2.4.

Tous ces facteurs favorisants sont faciles 3 déceler mais il est
plus difficile de les pondérer les uns par rapport aux autres, car ils sont
étroitement 1iés. On reconnait que l'association entre 1l'infection nosoco-
miale et la longueur de 1l'hospitalisation est due partiellement au fait que
1'infection nosocomiale prolonge l'hospitalisation. L'dge avancé est majo-
ritairement responsable du mauvais &tat général observé chez 25,97 des pa-
tients étudiés. De plus chez plusieurs patients, l'intervention chirurgica-
le est précédée d'un traumatisme grave et/ou associe 3@ 1'Age et au diabete.
Au CHSM, ces derniers patients forment un groupe dont le risque d'acquérir

une infection nosocomiale 3 S. aureus est éleve.

Cette pondération, bien que difficile & établir, est importante
pour déterminer de fagon précise les groupes de patients 3@ haut risque in-
fectieux. C'est pourquoi Hooton et al. (1981) dans le cadre du projet SENIC

fStudy on the Efficacy of Nosocomial Infection Control), ont construit un

modéle statistique en forme d'arbre permettant de classer les patients par
catégorie de risque. Ils ont bati ce modéle & partir d'une analyse informa-
tisée complexe des caractéristiques de 169 518 patients. Cette analyse pon-
dére les facteurs de risque les uns par rapport aux autres et montre que

leur importance relative varie selon le site de 1'infection. Dans le cas
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des infections de plaies chirurgicales, la durée de l'opération et son site
anatomique sont les facteurs les plus influents tandis que la durée du séjour
hospitalier préopératoire, la présence d'une autre infection, 1'4ge et le
sexe sont des facteurs plus secondaires. Quand il sera accessible, ce mode-
le servira 3 identifier statistiquement les patients A haut risque, pour les-

quels on pourra fournir un effort de prévention supplémentaire.



Conclusion



Le premier but de cette étude épidémiologique des infections no-
socomiales & S. aureus était de prouver sans équivoque l'existence de ces
infections au CHSM. Nous pensons que cet objectif élémentaire a été atteint
par le nombre de cas rapportés dans ce travail. De plus, nous espérons que
le fait d'avoir dévoilé les problémes et les conséquences parfois graves
encourus par les patients concernés aménera sur les infections nosocomiales

toute l'attention qu'elles méritent.

Nous avions comme second objectif de préciser les principales
orientations que nous donnerions & un programme de prévention des infections
nosocomiales & S. aureus d'une part et aux autres types d'infections noso-
comiales par extension. Au niveau de l'agent infectieux, 1'étude des prin-
cipales caractéristiques bactériologiques du S. aureus ne nous a pas révélé
de caractére indicateur d'une pathogénicité accrue. Nous avons observé des
lysotypes variés avec une dominance du groupe des non assignés. Cependant
ces lysotypes dominants n'apparaissaient pas plus infectieux que les autres.
Nous avons détecté peu d'entérotoxigénicité et nous n'avons pas pu relier
celle-ci 3 un groupe particulier de souches. Cette caractéristique demeu-
rait fortuite et ne semblait pas conférer une plus grande pathogénicité au
S. aureus. Devant ces faits, il nous parait illogique de munir le labora-
toire de microbiologie du CHSM de toutes les installations nécessaires 3
la lysotypie et & la détection des entérotoxines. La mise sur pied de
telles épreuves de laboratoire représente beaucoup de travail et des frais
assez exorbitants pour des services qui sont déjad offerts par les labora-

toires provinciaux du Ministére des Affaires Sociales du Québec.
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I1 nous semble plus judicieux d'agir au niveau de la résistance
aux antibiotiques méme si, de fagon générale celle-ci s'est révélée assez
faible. L'expérience de plusieurs autres centres hospitaliers nous apprend
que les problémes majeurs des infections nosocomiales & S. aureus provien-
nent souvent de souches multi-résistantes. Comme l'antibiogramme est déja
effectué de routine sur toutes les souches infectieuses isolées au labora-
toire de microbiologie, seule l'addition d'un syst&me informatisé pour com-
piler les antibiotypes serait nécessaire. Ainsi toute augmentation de la
résistance aux antibiotiques serait détectée, surveillée et ce pour toutes
les bactéries pathogeénes. De plus, si on emmagasine avec l'identification
de la souche et son antibiogramme, des informations sur son site d'isolation
on pourra connaitre plus précisément le nombre d'infections dans chaque dé-
partement. Ce systéme faciliterait et améliorerait grandement le travail

du Comité d'infection du CHSM.

Au cours de cette étude, nous avons aussi pris conscience de 1'im-
portance du patient comme maillon dans la chaine de transmission des infec-
tions nosocomiales. Tout d'abord environ la moitié de ceux qui ont subi des
prélévements complets souffraient d'auto-infection causée par leur propre
souche nasale de S. aureus. Ensuite, nous avons retrouvé chez la plupart
d'entre eux, des conditions les rendant plus sensibles aux infections. Les
principaux facteurs favorisants étaient 1'dge avancé ou le trées jeune 3ge
et le fait de subir une opération surtout de nature orthopédique ou neuro-
chirurgicale. Le risque infectieux est d'autant accru si cette intervention

est précédée d'un traumatisme grave ou associée & 1'dge avancé ou au diabéte.
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Dans la perspective d'une prévention des infections nosocomiales & S. aureus,
il devient donc nécessaire d'identifier les patients 3 risque avant qu'ils
contractent une infection et d'établir des régles plus strictes dans les
soins a leur donner. Par la suite, il sera facile d'étendre ce principe

aux autres types d'infections nosocomiales.

Finalement dans le cas du personnel hospitalier, on a appris qu'il
joue un certain r6le dans le maintien des groupes lytiques dominants de
S. aureus et dans la propagation directe ou indirecte des infections nosoco-
miales. De plus le personnel hospitalier est porteur de souches de S. aureus
plus résistantes aux antibiotiques que celles des patients. Il faudrait donc
a 1'avenir ne plus sous-estimer le rG8le du personnel dans les infections no-
socomiales et mettre au point pour eux, un programme d'éducation et d'infor-
mation sur ces types d'infections. Il est important de rappeler réguliére-
ment au personnel, les risques qu'ils font courir aux patients et aussi les
risques qu'ils courent eux-mémes en soignant des gens. Il faudrait égale-
ment insister sur les régles Elémentaires d'hygiéne hospitaliére comme le

simple lavage des mains avant et aprés les soins a un patient.

Ces trois grandes orientations d'un éventuel programme de préven-
tion des infections nosocomiales peuvent paraltre &normes 3 certains égards.
Cependant nous croyons qu'il est temps que le CHSM et le CH Cloutier, ol la
situation semble identique, se placent au méme diapason que les grands cen-
tres hospitaliers dans ce domaine. Nous pourrions encore procéder 3 beau-
coup d'études sur ce sujet, en particulier sur les autres agents pathogeénes
comme les entérobactéries. Cependant, il nous apparait plus urgent de se

pencher sur la prévention des infections nosocomiales.
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ANNEXE I

LYSOTYPES DES SOUCHES PROPAGATRICES

DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
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NUMERO SOUCHE

REACTIONS A LA

REACTION A 1A

PROPAGATRICE RTD 100 RTD
29 29 + 29 ++
52 52 ++, 52A +, 80 * 52 ++, 52A ++, 80 ++
524/79 52A ++, 79 ++ 52 ++, 52A ++, 79 ++,
80 t
80 80 ++, 81 ++, 82 ++ 80 ++, 81 ++, 82 ++,
85 +
3A 3A +H, 55 &, 71 + 3A +, 3C *, 55 ++,
71 ++
3C 3A +, 3C +, 55 ++, 3A +, 3C +, 55 ++,
71 + 71 ++
55 3C ++, 55 ++, 71 ++ 3A +, 3C +, 55 ++,
71 +
71 3C +, 55 ++, 71 + 3A %, 3C ++, 55 ++,
71 ++
6 6 ++, 42E *, 47 ++, 53 ++, 6 ++, 42E ++, 47 ++,
54 4+, 75 ++, 77 ++, 81 +, 53 ++, 54 ++, 75 ++,
82 +, 85 4+ 77 ++, 83A 4+, 81 ++,
82 4+, 84 ++, 85 ++
42E 42E ++, 81 + 4L2E ++, 47 +, 53 +,
54 +, 83A +, 81 +, 82 ++,
85 +
47 47 ++, 53 4+, 75 ++, 77 +, 29 +, 52 +, 52A *, 79 *,

84 ++, 85 ++

80 +, 47 ++, 53 ++, 54 +,
75 ++, 77 ++, 81 +, 84 ++,
85 ++, 95 *
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ANNEXE I (SUITE)

LYSOTYPES DES SOUCHES PROPAGATRICES

DE STAPHYLQCOCCUS AUREUS

NUMERQ SOUCHE REACTIONS A LA REACTIONS A LA

PROPAGATRICE RTD 100 RID
53 53 +, 54 +, 75 ++, 53 ++, 54 ++, 75 ++,
77 4+, 84 ++, 85 ++ 77 4+, 81 +, 84 ++, 85 ++
54 42E +, 47 4+, 53 ++, 54 +, 42E ++, 47 +, 53 ++,
75 ++, 77 ++, 84 ++, 85 ++ 54 ++, 75 ++, 77 ++, 81 *,
82 +, 84 ++, 85 ++
75 53 +, 75 ++, 77 ++, 84 ++, 53 +, 75 ++, 77 ++, 81 %,
85 ++, 84 ++, 85 ++
77 53 4+, 77 ++, 84 *, 85 4+, 47 *, 53 ++, 77 ++, 84 ++,
85 ++
83A 6 +, 47 ++, 53 +, 75 *, 52 4+, 52A +, 79 +, 80 %,
77 ++, 83A ++, 84 ++, 6 ++, 42E ++, 47 +, 53 ++,
85 ++ 54 +, 75 ++, 77 %, 83A ++,
81 +, 84 ++, 85 ++, 95 ++
84 84 ++, 85 ++ 53 +, 71 *, 84 ++, 85 ++,
85 84 ++, 85 ++ 77 +, 84 ++, 85 ++
81 80 ++, 81 ++, 82 + 80 ++, 81 ++, 82 ++
82 80 ++, 82 ++ 80 ++, 81 ++, 82 ++
9 94 ++, 96 ++ 94 ++, 96 ++
95 95 ++ 95 ++
96 94 ++, 96 ++ 94 ++, 96 ++




CONDITIONS OPTIMALES DE PROPAGATION DES
BACTERIOPHAGES DE L'ENSEMBLE DE BASE

ANNEXE II

NUMERO METHODE DE PROPAGATION CONC. OPTIMALE TEMPERATURE INCUBATION
PHAGE OPTIMALE DU PHAGE/ML (°c) (HEURES)
29 agar mou 1X 105 30 18
52 agar mou 1 X 104 30 18
52A agar mou 1 X 104 37 18
79 agar mou 1 x 10° 37 18
80 agar mou 5 x 10% 37 18
3A agar mou ou bouillon 1X 105 37 18
3C agar mou ou 1 X 105 37 18
3C bouillon 1X 105 37 6
55 bouillon 1 X 10° 37 6
71 bouillon 1 X 10° 37 6
6 agar mou ou 1X 105 37 18
6 bouillon 1 X 105 37 6
42E  bouillon 1 X 10° 37 6
47 agar mou 1X 105 37 18
53 bouillon 1 X 10° 37 6
54 bouillon 1 X 105 37 6
75 bouillon 1 X 105 37 6
77 bouillon 1X 105 37 6
83A bouillon 1X 105 37 6
84 bouillon 1 X 10° 37 6
85 congélation- 1X 105 30 18
décongélation

81 agar mou ou 1 X 105 37 18
81 bouillon 1 X 10° 37 6
94 agar mou 1X 104 30 18
95 agar mou 1X 104 é 30 18
96 agar mou 1X 104 30 18
82 agar mou 1 X 104 37 18
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