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RESUME

Objectif. Evaluer les tests phénotypiques d’identification des souches de Staphylococcus aureus a Cotonou.
Méthodes. Au total, 302 souches de staphylocoques ont été recueillies de fagon consécutive dans quatre
laboratoires de bactériologie de Cotonou du 1 décembre 2012 au 31 mars 2013. Ces souches ont été utili-
sées pour comparer la performance, le colt et le délai d’obtention des résultats de la recherche de la dé-
soxyribonucléase (DNase), de la coagulase libre, et de la coagulase liée par agglutination (Staphylase®). La
PCR a la recherche du géne nuc a été considérée comme test de référence.

Résultats. La sensibilité et la spécificité étaient respectivement de 97,78% et 92,45% pour la DNase ;
94,44% et 98,11% pour la Coagulase libre; 97,78% et 98% pour la Staphylase®. L’exactitude était de
97,90%, 97,02% et 94,04% respectivement pour la Staphylase®, la recherche de la Coagulase libre et de la
DNase. Les différentes combinaisons de deux de ces tests n‘ont pas amélioré le résultat final de
lidentification de S. aureus. L’obtention des résultats était trés rapide avec la Staphylase® (environ 5 mi-
nutes), alors qu’elle était de 4 a 24 heures pour la Coagulase libre et de 18 a 24 heures pour la DNase. Le
test le plus cher était la recherche de la Coagulase libre (1.090 FCFA), suivie de la Staphylase®
(770,7 FCFA) et de la DNase (136 francs FCFA).

Conclusion. Les caractéristiques des tests étant variables d’un test a I'autre, leur utilisation dépendra de
différents facteurs dont I'urgence diagnostique et/ou les moyens disponibles dans le laboratoire.

Mots clés : Staphylococcus aureus, DNase, Coagulase, PCR.

ABSTRACT

Objective. To assess phenotypic tests for the identification of Staphylococcus aureus in Cotonou

Method. Three hundred and two strains of Staphylococcus spp were consecutively collected in four different
bacteriology laboratories in Cotonou from December 1St, 2012 to March 31St, 2013. These strains were used
to compare the performance, cost and time to obtain results for DNase, Coagulase in tubes and Staphy-
lase® test (agglutination). PCR for detection of the nuc gene was considered as the reference test.

Results. Sensitivity and specificity were respectively 97.78% and 92.45% for DNase ; 94.44% and 98.11%
for Coagulase in tubes; 97.78% and 98.00% for Staphylase® test. Accuracy of the tests was 97.90%,
97.02% and 94.04% respectively for Staphylase® test, Coagulase in tubes and DNase. Combining two of
these tests did not improve the final result of S. aureus identification. Time to get results was very short for
the Staphylase (about 5 minutes), 4-24 hours for Coagulase in tubes and 18 to 24 hours for DNase. The
most expensive test was Coagulase in tubes (CFA 1,090) followed by Staphylase® (CFA 770.7) and DNase
(CFA 136).

Conclusion. Since characteristics of the tests are different, their use in a define laboratory will depend on
the emergency of the clinical situation and/or resources available in the laboratory.

Keywords : Staphylococcus aureus, DNase, Coagulase, PCR

INTRODUCTION

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des
bactéries commensales de la peau et des mu-
queuses de 'homme mais qui sont susceptibles
de provoquer une large gamme d'infections allant
du simple furoncle a la septicémie [1, 2]. Une
quarantaine d’espéces de Staphylococcus est
actuellement répertoriée. Parmi celles-ci, Staphy-
lococcus aureus est I'espéce de loin la plus pa-
thogéne [3,4]. Ainsi, la mise en évidence d'une
souche de S. aureus dans un échantillon est un

argument fort en faveur de sa responsabilité dans
la  pathologie suspectée. En revanche,
l'identification d’'une autre espece de Staphylo-
coccus oriente plutoét vers une souillure du préle-
vement sauf dans des circonstances bien définies
[5,6]. La différenciation entre S. aureus et les
autres espéces de Staphylococcus est donc une
nécessité dans les laboratoires.

A cet effet, il existe sur le marché plusieurs tests
dont les plus utilisés sont les tests phénotypiques
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suivants : la recherche de la coagulase libre, la
recherche de la désoxyribonucléase (DNAse) et la
recherche de la coagulase liée par agglutination
[7]. La PCR, considérée comme le test de réfé-
rence, est coliteuse, contraignante et n’est pas
souvent disponible en routine dans les labora-
toires, notamment ceux des pays a faible revenu
[8]. Seuls les tests phénotypiques sont générale-
ment utilisés dans ces pays. Cependant les per-
formances de ces tests sont variables de fagon
intrinséque mais pourraient également I'étre selon
les génotypes de souches qui circulent dans une
région donnée ; soulignant ainsi 'importance pour
un pays de ne pas adopter automatiquement les
résultats des évaluations faites ailleurs.

Au Bénin, de rares études ont évalué ces tests
[9]. Mais ces études ont plutét comparé les tests
phénotypiques entre eux sans recourir a un test
de référence comme la PCR. De plus, dans ces
études, le délai de rendu des résultats de méme
que le colt des tests n'ont pas été pris en compte.
Or une comparaison globale des tests est néces-
saire avant de faire des recommandations sur le
ou les tests a utiliser en 1% intention, de méme
que sur l'algorithme approprié en présence de
plusieurs tests. Nous nous sommes proposeés
donc dans la présente étude d’évaluer les tests
phénotypiques d’identification des souches de S.
aureus a Cotonou en les comparant a la PCR,
utilisée comme test de référence.

MATERIEL ET METHODES

Sites de collecte. Les souches ont été collectées
dans les laboratoires de bactériologie du Centre
National Hospitalier et Universitaire Hubert
Koutoukou Maga (CNHU-HKM), de I'hdpital Saint
Luc, de I'hdpital de zone de Ménontin et au Labo-
ratoire Central du Service des Laboratoires
d’Analyses Biomédicales.

Souches. Ont été incluses dans cette étude, les
souches de cocci a Gram positif en amas, cata-
lase positive consécutivement isolées sur milieu
de Chapman de divers prélévements cliniques
dans les sites de collecte du 1% Décembre 2012
au 31 Mars 2013. Au total, 302 souches ont été
incluses dans I'étude.

Tests. Sur chaque souche, les tests phénoty-
piques suivants ont été réalisés : recherche de la
coagulase libre, de la DNase et de la coagulase
lige. Un test moléculaire, la PCR pour la détection
du géne nuc, spécifique de S. aureus, a été utilisé
comme test de référence.

Recherche de coagulase libre. La recherche de la
production de coagulase libre a été réalisée en
utilisant le kit BIORAD (France) selon les recom-
mandations du fabricant. Brievement, a partir
d’'une culture fraiche de chaque souche, une sus-
pension bactérienne dense a été réalisée. En-

suite, 0,5 ml de chaque suspension a été mélangé
a 0,5 ml de plasma de lapin reconstitué. Puis, le
tube a été incubé a 37 °C pendant 24 heures. Une
premiére lecture a été effectuée aprés 4 heures
d’incubation et en cas de négativité du test a 4
heures, une lecture finale a été effectuée aprés 24
heures. La positivité de la recherche de la coagu-
lase libre s’exprime par la présence d’'un coagu-
lum dans le tube.

Recherche de DNase. La boite de gélose DNase
Test Agar a été ensemencée par stries au centre
avec la souche a tester, puis incubée pendant 24
heures en aérobie a 37 °C. La boite a ensuite été
inondée avec 15 ml d'acide chlorhydrique (HCI) 1
N. La présence d'un halo clair autour de la strie
d'ensemencement est le témoin d'une réaction
positive.

Recherche d’une coagulase liée (Staphylase®).
Elle a été effectuée avec le kit Staphylase®
(Oxoid, Grande Bretagne) selon les recommanda-
tions du fabricant. Aprés avoir déposé une a trois
colonies sur le cercle test et sur le cercle contréle
de la carte d’agglutination, une goutte de réactif
test et une goutte de réactif controle ont été res-
pectivement ajoutées sur le cercle test et sur le
cercle controle. Aprés mélange, la présence d’'une
agglutination au niveau du cercle test et non du
cercle contréle traduit une réaction positive. S'il
n'y a dagglutination dans aucun des deux
cercles, la réaction est négative. Elle est considé-
rée comme invalide ou ininterprétable lorsqu’une
agglutination est notée au niveau du cercle con-
tréle.

PCR pour la détection du gene nuc. L’extraction
de 'ADN des souches a été faite par choc ther-
mique. L'amplification de 'ADN extrait a été faite
selon une procédure précédemment décrite [10].
Brievement, le mélange réactionnel par échantil-
lon est constitué de 34 pl d’eau distillée stérile, 5pl
de tampon 10X (Sigma-Aldrich, USA), 4ul de nu-
cléotides 2,5mM (Sigma-Aldrich, USA), 1l
d’amorce nuc1 (20uM, séquence : 5' GCGATT-
GATGGTGATACGGTT-3"), 1yl d’amorce nuc 2
(20puM,  séquence: 5-AGCCAAGCCTTGAC-
GAACTAAAGC-3'"), 1ul (2,5U/ul) de Go Taq G2
Hot Start Polymerase (Promega, USA) et 5 pl de
solution d’ADN extrait.

Le programme de PCR était le suivant : dénatura-
tion initiale & 94°C pendant 5 minutes, 37 cycles
d’amplification comportant (94°C pendant une
minute, 55°C pendant 30 secondes et 72°C pen-
dant 1 minute et 30 secondes) et enfin une élon-
gation finale de 72°C. La révélation du produit
d’amplification a été faite par électrophorése en
gel d’agarose. La taille du produit d’amplification
était de 270 pb.

Contréle de qualité. Dans chaque série de PCR,
un contrdle positif (ADN de la souche S. aureus
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ATCC43300), un contréle négatif (eau distillée
stérile) et un contréle d’amplification négative
(ADN d'une souche d’Escherichia coli) ont été
inclus. Et la série n'est validée que lorsque les
résultats attendus des contrbles sont obtenus.

Colit des réactifs par test. Une évaluation du co(t
des réactifs qui ont été utilisés pour chacun des
tests a été effectuée. Les prix des réactifs ont été

recensés chez trois fournisseurs locaux différents,
et le plus bas prix des différents produits a été
utilisé pour le calcul du colt des tests. Tous les
prix ont été présentés en francs CFA. Seuls les
prix des réactifs utilisés ont été considérés pour le
calcul.

Délai de disponibilité des résultats. Pour chaque
test, ce délai a été noté..

RESULTATS
Description de I'échantillon. Sur les 302 souches incluses dans I'étude, 74,5% provenaient des échantillons
d’'urines, suivis des pus (14,2%), de divers prélévements génitaux (8,3%) et du sang (3%).

Performances des tests. Les résultats étaient interprétables pour toutes les souches testées aussi bien pour
la recherche de la coagulase libre et de la DNAse. En revanche, les résultats étaient ininterprétables pour 12
souches testées par la Staphylase®, soit 4,0%.

Les performances individuelles des tests sont résumées dans le tableau I.

Tableau I. Performances des tests.

Tests Sensibilité Spécificité VPP VPN Exactitude
DNase 97,78% 92,45% 84,62% 98,99% 94,04%
Coagulase libre 94,44% 98,11% 95,51% 97,65% 97,02%.
Staphylase® 97,78% 98,00% 95,65% 98,99% 97,90%

VPP= valeur prédictive positive ; VPN= valeur prédictive négative

La recherche de la coagulase liée par le test d’agglutination Staphylase® est le plus performant des tests
phénotypiques évalués. Ce test est suivi par la recherche de la coagulase libre et enfin la DNase.

En combinant les différents tests phénotypiques et en considérant le résultat final comme positif lorsque I'un
au moins des deux tests est positif, les performances des tests phénotypiques se présentent comme
suit (tableau I):

Tableau Il: Performances des combinaisons des tests phénotypiques

Combinaisons de tests Sensibilité  Spécificité VPP VPN Exactitude
Coagulase libre-DNase 98,89% 91,98% 83,96%  99,49% 94,04%
Coagulase libre-Staphylase®  98,89% 97,17% 93,68%  99,52% 97,68%
DNase-Staphylase® 98,89% 92,45% 84,76%  99,49% 94,37%

VPP= valeur prédictive positive ; VPN= valeur prédictive négative

La meilleure combinaison est celle associant la recherche de la coagulase libre et le test d’agglutination
Staphylase®. Cependant, I'exactitude des combinaisons de tests n’est pas supérieure a celle des tests pris
isolément.

Colit des réactifs par test. Le cot du réactif pour un test, pour chacun des tests phénotypiques évalués est
représenté dans le tableau lIl.

Tableau lll : Evaluation du colit des réactifs des tests phénotypiques

Coiit Réactifs (CFA) Coagulase libre Staphylase® DNase

Une souche 1090 770,7 136

Le test le plus cher est la coagulase libre suivie de la Staphylase® et de la DNAse.

Délai de disponibilité des résultats. Il est résumé dans le tableau IV.
Les résultats sont disponibles immédiatement pour la Staphylase. Il peut étre disponible dés 4 heures pour
la coagulase libre mais uniquement le lendemain pour la DNAse.
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Tableau IV : Délai d’obtention des résultats des tests phénotypiques

Paramétres DNase Coagulase Staphylase®
Délai 18 a 24 heures 4 a 24 heures 5 minutes
DISCUSSION réactif pose notamment des problémes de bioé-

Le test d’agglutination Staphylase® est le test le
plus performant parmi les tests phénotypiques
évalués. Il a une sensibilité et une spécificité tres
élevées de méme que la meilleure exactitude. De
plus, le temps de réalisation et d’obtention des
résultats avec le test Staphylase® est court (les
résultats d’'une souche sont obtenus en 5 minutes
environ). Cependant, ce test n’est fiable que s’il
est effectué sur des colonies.

Par ailleurs, certaines souches donnent des résul-
tats ininterprétables avec ce test. En effet, cer-
tains auteurs ont signalé que certaines espéces
de staphylocoques, notamment S. epidermidis, S.
lugdunensis, S. hominis, S. haemolyticus, S. capi-
tis et S. warneri pourraient donner une réaction
non interprétable [11, 12]. Enfin, le test Staphy-
lase® est relativement onéreux (770,7 francs CFA
par souche).

La recherche de la coagulase libre a également
une bonne exactitude. De plus, il n’est pas néces-
saire de faire une culture préalable de la souche a
analyser sur gélose avant la réalisation de ce test.
Par ailleurs, les résultats peuvent s’obtenir assez
rapidement, dés la 4°™ heure en cas de positivité
ou sinon, un résultat définitif doit étre rendu le
lendemain. Cependant, la recherche de la coagu-
lase libre est la plus onéreuse des tests que nous
avons évalués (1.090 francs CFA par souche).
Pour amoindrir le colt de ce test, il est possible
d’utiliser du plasma humain a la place du plasma
de lapin. Cependant I'utilisation en routine dans
un laboratoire, d’'un produit humain comme un

thique et de risque infectieux accru chez le per-
sonnel de laboratoire [7].

La recherche de la DNase quant a elle, est un test
peu onéreux (136 francs CFA par souche). Il est
également trés sensible. Néanmoins, la recherche
de la DNase est le moins fiable avec I'exactitude
la plus faible. En effet des résultats faussement
positifs peuvent s’observer en présence
d’espéces telles que S. intermedius, S. caprae, S.
hyicus, S. chromogens, S. schleiferi [13, 14]. Le
temps de manipulation est court, cependant ce
test requiert une préparation préalable d’'un milieu
de culture DNase, et les résultats ne peuvent
s’obtenir qu'aprés 18 a 24 heures.

En combinant les différents tests deux a deux, la
meilleure exactitude a été obtenue avec la combi-
naison Coagulase-Staphylase® (97,68%). Ce-
pendant, non seulement les combinaisons aug-
mente le colt de revient de lidentification de S.
aureus, mais elles n’améliorent pas I'exactitude
des tests pris isolément.

De la méme fagon, la combinaison de ces tests
avec la fermentation du mannitol n’augmente pas
la fiabilité de l'identification de S. aureus (données
non présentées). La combinaison systématique
des tests parait donc peu utile en routine dans les
laboratoires.

Sur la base de ces résultats, I'algorithme suivant
peut étre utilisé pour l'identification au laboratoire
de S. aureus (figure 1).
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Figure 1 : Algorithme proposé pour l'identification de S. aureus dans les laboratoires de bactériologie

En effet, dans les bouillons d’hémoculture (suspi-
cion de sepsis sévere), la recherche de la coagu-
lase libre est proposée, car ce test dont les résul-
tats peuvent étre disponibles dés 4 heures ou
méme avant, peut aussi étre effectué a partir
d’une culture sur milieu liquide. En cas de positivi-
té, une réponse rapide peut étre donnée au clini-
cien pour une prescription d’'une antibiothérapie
appropriée. En revanche, en cas de négativité, on
pourra attendre le lendemain pour une réponse
définitive.

En cas de prélévements profonds fermés, compte
tenu de la relative urgence du tableau clinique, la
Staphylase® pourrait étre proposée en 1°° inten-
tion lorsque des colonies sont isolées a partir de
I'échantillon initial.

Pour les autres prélévements (plaies, préleve-
ments génitaux), étant donné que I'obtention des
résultats n’est pas trés urgent, et que la DNase
est un test peu onéreux, elle peut étre proposée
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