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Introduction

Staphylococcus epidermidis est le staphylocoque a coagulase négative (CoNS) le plus
isolé chez I'Homme [1]. C'est une bactérie commensale de la peau et des muqueuses. En
raison de cette présence chez I'Homme, c’est également I'une des premiéres bactéries
responsables d‘infections nosocomiales notamment dans un contexte post opératoire ou
associé a un matériel. S. epidermidis est une bactérie résistante a de nombreux
antibiotiques. Plus de 90% des souches cliniques possédent une pénicillinase codée par le
gene blaz [2], [3]. Cependant, dans un but d’épargne antibiotique et de désescalade de
I'antibiothérapie, les souches de S. epidermidis dépourvues du gene blaZ devraient pouvoir
bénéficier d’'une antibiothérapie ciblée. Pour autant, le test de la sensibilité des CoNS a la
pénicilline G n'est plus recommandé au niveau européen, que ce soit par I'EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) ou le CA-SFM (Comité de I'antibiogramme
de la Société Francaise de Microbiologie) [4], [5]. L'objectif de ce travail est ainsi de
déterminer une méthode phénotypique sensible et spécifique pour identifier la production de

pénicillinase par S. epidermidis.
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Généralites

1. Caractéristiques de Staphylococcus epidermidis

Le genre Staphylococcus fait partie de la famille des Staphylococcaceae, classe des
Bacilli, ordre des Bacillales. Ce sont des bactéries décrites avec une coloration de Gram
positive, une taille de 0,5 a 1 ym de diametre, groupées en tétrades ou amas [6]. La
croissance est peu exigeante sur des milieux classiques et la taille des colonies est de 1 a 3
mm a 24h [6], avec un aspect pouvant étre B-hémolytique [6]. Des tests d’orientation
biochimiques peuvent étre réalisés sur les colonies bactériennes, permettant de détecter la
présence d'une catalase et |'absence d'oxydase [7]. L'identification bactérienne est en
général facilement réalisable par spectrométrie de masse [6], [7]. Les especes du genre
Staphylococcus sont classiquement différentiées selon la présence d'une enzyme, la
coagulase. Les staphylocoques a coagulase positive sont essentiellement représentés par
I'espece pathogéne Staphylococcus aureus, par opposition au groupe des staphylocoques a
coagulase négative (CoNS), auquel appartient S. epidermidis (figure 1) [8]. Il existe
actuellement plus de 50 especes de CoNS décrites [9]. Ils font partie des bactéries
commensales de la peau et des muqueuses de 'homme et de nombreux mammiferes [10].
Ils sont également des pathogenes opportunistes. Parmi les CoNS, S. epidermidis est
I'espéce la plus représentée au sein de la flore commensale cutanée [7], [11], [12]. Cette
bactérie peut également étre responsable d'infections nosocomiales [13]. A titre d’exemple,
toutes bactéries confondues, S. epidermidis est le premier agent d‘infections nosocomiales

associé a des dispositifs médicaux de type cathéters ou valves cardiaques [14].
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Figure 1 : Classification clinique et épidémiologique des staphylocoques [10]

Au sein des CoNS, nombreux sont les colonisateurs naturels de la peau et des tissus
mous humains. S. epidermidis est ainsi le CoNS le plus représenté (60 a 70 %) dans le
microbiote cutané [7], [15], [16]. Cette colonisation commence des la période néonatale
[17], elle va induire un équilibre avec I'hdte et jouer un role protecteur face aux agressions
d'autres agents pathogénes comme S. aureus, Candida albicans ou Streptococcus pyogenes
[17]. En effet dans I'étude de Lai et al., il est montré que S. epidermidis déclenche
I'expression d'AMPs (antimicrobial peptides) par les kératinocytes par le biais d'un
mécanisme dépendant de TLR2 (Toll-Like Receptor, c’est un récepteur qui intervient dans la
reconnaissance bactérienne), ce qui permet d'induire une protection contre ces agents
pathogénes [18]. S. epidermidis a également un effet anti-inflammatoire cutané par la
production d"acide lipotéichoique (LTA) [17]. Dans une autre étude de Lai et al., le LTA de S.
epidermidis inhibe a la fois la libération de cytokines inflammatoires par les kératinocytes via
TLR3 et I'inflammation déclenchée par une lésion via un mécanisme dépendant de TLR2 [19].
Néanmoins malgré ce role protecteur, S. epidermidis est également un pathogene
opportuniste. Ainsi, a la faveur d'une rupture d'équilibre entre la bactérie et son hote, S.

epidermidis peut échapper aux défenses immunitaires et provoquer une infection [17].
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2. Types d’infections liées a Staphylococcus epidermidis

2.1. Bactériemie

Les CoNS sont les bactéries les plus fréquemment isolées des hémocultures [20].
Dans une étude de Weistein et al., sur 1844 hémocultures positives, 703 (38 %) étaient
positives a CoNS dont 575 seront considérées comme des contaminations (soit 18 % de
bactériémies réelles a CoNS) [21]. Dans une autre étude réalisée sur 1040 hémocultures
positives, Richter et al. montrent que 389 (soit 37 %) des hémocultures étaient positives a
CoNS dont 240 contaminations (soit 38 % de réelle bactériémie) [22]. Une derniére étude de
Pien et al. confirme ces résultat avec 38 % des hémocultures (sur 2269) positives a CoNS
pour seulement 17 % de réelles bactériémies [23]. S. epidermidis est a la fois I'espece la
plus impliquée dans les vraies bactériémies parmi les CoNS et la bactérie la plus retrouvée
comme contaminant d’hémocultures [23]-[25]. La présence de S. epidermidis comme
contaminant de flacons d’hémocultures s’'explique par la présence de maniére commensale
de S. epidermidis au niveau cutané. D'autre part, les bactériémies réelles a S. epidermidis
sont essentiellement d’origine nosocomiale [10], [26], [27]. Pour les patients de cancérologie
et d'hématologie, S. epidermidis est responsable de 20 a 40 % des bactériémies, ces chiffres
semblant avoir peu évolué depuis les années 1990 [22]-[26]. En dehors de ces populations
particulieres (immunodéprimés), la porte d’entrée principale et le principal facteur de risques

des bactériémies a S. epidermidis reste I'utilisation d'un dispositif intravasculaire [31].

Plusieurs études préconisent |I'utilisation de la vancomycine dans le traitement
probabiliste des bactériémies a S. epidermidis en raison de la proportion de souches
résistantes aux béta-lactamines (70 a 90%). Si la sensibilité a la méticilline est attestée,
I'antibiothérapie peut alors étre adaptée dans un deuxieme temps avec de la cefazoline ou de
la cloxacilline [13], [20], [32].

2.2, Infection de dispositifs intra-vasculaires

L'infection sur cathéter est la premiére cause de bactériémies a CoNS dont plus de 50
% a S. epidermidis [33]. En se basant sur les données nord-américaines du NNIS (National
nosocomial infection surveillance system) entre 1986 et 1990, l'incidence des infections sur

cathéters était de 2,1 pour 1000 jours de cathéter dans les unités de soins intensifs
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respiratoire, de 5,1/ 1000 dans les unités de soins intensifs médico-chirurgicales, et de 30,2
pour les unités de grands brulés. Plus récemment entre 1992 et 2004, le méme organisme
montrait peu d'évolution de ces chiffres, avec une incidence globale entre 1,8 et 5,2 / 1000
jours de cathéter toutes unités de soins intensifs confondu [34]. Dans une étude de Lorente
et al., l'incidence des infections sur cathéter veineux central entre 2000 et 2003 étaient de
2,8 / 1000 jours de cathétérisme [35]. La durée de cathétérisme influence également
fortement la survenue d’une infection. Une revue de Maki et al. analysant plus de 200 études
de la littérature, a montré que l'incidence des infections variait de 0,1 a 4,4 % pour les
cathéters de courte durée contre de 3,6 a 22,5 % pour les cathéters de longue durée [36].
D’autre part, les infections a CoNS sur cathéter de courtes durées semblent fréquemment
associées a des CoNS de I'hote acquis par voie extra-luminale [37]. En revanche, les
infections de cathéters de longue durée, semblent associés aux CoNS de I'hote ou de
I'environnement de soins, et semblent plus fréquemment acquis par voie intra-luminale.
Cette distinction aura des conséquences sur |'écologie des souches de S. epidermidis isolées
d'infections. Les souches hospitalieres sont en effet plus résistantes que les souches
communautaires [38]. D’aprés la revue de Shah et al., comme pour les bactériémies le
traitement de ces infections reposent sur la vancomycine du fait du fort taux de résistance

aux béta-lactamines.

Le traitement sera secondairement adapté a l'antibiogramme en privilégiant l'usage
des béta-lactamines [37]. Parallélement a cette antibiothérapie les cathéters de courte durée
seront la plupart du temps enlevés alors que les cathéters de longue durée pourront étre
conservé en fonction du contexte clinique [39]. Des thérapies de sauvetage seront alors mise
en place en recourant en fonction des contextes et des habitudes du centre hospitalier

incluant potentiellement des verrous antibiotiques [39], [40].

2.3. Endocardite

L'endocardite infectieuse est une infection dont lincidence est estimée a 33
cas/an/million d’habitant en France [41]. Les endocardites causées par S. epidermidis sont
relativement rares sur valves natives et d’apparition lente (environ 5 % [33], [42]). Sur

1504 endocardites, la mortalité associée a ces endocardites sur valves natives est cependant
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élevée, avec un taux de mortalité de 20 % pour les endocardites associées a S. epidermidis,

contre 25 % pour S. aureus et 7 % pour les streptocoques [42].

Les facteurs de risques principaux des endocardites a S. epidermidis sont la présence
de matériel (d'une valve prothétique ou d'un pacemaker), un antécédent de chirurgie
cardiaque, une malformation cardiaque, et I'usage de drogue intraveineuse [13], [43]-[45].
Le proportion d’endocardite a S. epidermidis varie en fonction des études entre 10 et 47 %
des endocardites post chirurgicales survenant dans les 2 mois, a entre 20 et 25 % des cas
plus tardifs [10], [43], [46]-[50]. Une étude de Chu et al. montre que pour 274 adultes
ayant une endocardite sur valve prothétique, la mortalité des patients est de 25 % pour les
CoNS (sur 86 patients), contre 36 % pour S. aureus (122 patients) et 6 % pour les
streptocoques du groupe viridans (66 patients) [43]. Dans cette méme étude, I'espece S.
epidermidis était plus fréquemment associée a des abces intracardiaques que les especes S.
aureus ou les streptocoques du groupe viridans [43]. L'incidence des endocardites sur
pacemaker semble en augmentation depuis les années 1980. En effet, son incidence est
passé de 1,4 /1000 pacemakers entre 1987 et 1993, a 2,5 / 1000 entre 1994 et 2000, puis
3,3/ 1000 entre 2001 et 2007 et jusqu’a 4,5 / 1000 entre 2008 et 2013 [44]. S. epidermidis
représente entre 25 et 36 % des endocardites sur pacemaker (deuxiéme germe en terme de
fréquence derriere S. aureus) [44], [51]. La mortalité des endocardites sur pacemaker est
également élevée, de 27 a 66 % selon des études portant sur de faible -effectif
(respectivement 52 et 26 patients) [52], [53].

Le traitement est a la fois chirurgical dans pres de la moitié des cas [49], [54] et
repose sur des associations d'antibiotiques. D'aprés |'European Society of Cardiology (ESC),
le traitement intégre souvent une béta-lactamine, un glycopeptide ou la daptomycine (en
fonction des résistances et des CMI sur |I'antibiogramme) combiné ou non a de la rifampicine

et un aminoside selon la présence d'un matériel en place [55].

2.4. Infections du systeme nerveux central

La présence de matériel telle la dérivation ventriculaire externe (DVE) augmente le
risque d'infection du systeme nerveux central qui varie alors de 5 a 27 % en fonction des
études et des cas [55]-[58]. Parmi les pathogenes incriminés, S. epidermidis est la bactérie
la plus représentée, entre 17 et 49 % des infections associées a des'DVE [56], [59], [60] et
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des infections post chirurgicales [61]. La mortalité associée a ces infections est évaluée entre
15 et 20 % en fonction des études [60], [61].

Les principaux facteurs de risques sont un antécédent de neurochirurgie, la mise en
place d'une DVE mais aussi lIimmunodépression du patient [10], [62], [63]. D'autres
facteurs de risques existent comme la présence d'une plaie cranienne, d’'un saignement
intraventriculaire [64] ou des facteurs plus techniques liés eux-mémes a la chirurgie comme
la technique de mise en place de la DVE, la durée de la chirurgie, I'expérience du chirurgien

et l'utilisation d'un neuroendoscope [65].

D’aprés les recommandations de /'Infectious Diseases Society of America (IDSA) et de
I'European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID), le traitement
de ces infections dépend de la sensibilité a la méticilline de S. epidermidis. La vancomycine
est utilisée en probabiliste en attendant de connaitre la sensibilité aux béta-lactamines. En
cas de CMI a la vancomycine > 1 (américaine) ou 2 (européenne) mg/L, en fonction de
I'antibiogramme, le cotrimoxazole, la daptomycine ou le linezolide pourront étre utilisés [66],
[67].

2.5. Infection ostéo-articulaire

Les protheses articulaires sont associées a un risque d'infection de 1 a 3 % [57]-[59].
Classiquement on distingue les infections précoces (moins de 3 mois apres la pose),
retardées (entre 3 et 24 mois apres la pose) et les infections tardives survenant plus de 2
ans apres la pose [68]. Dans une étude de Arciola et al. portant sur 699 patients présentant
une infection sur prothése ou post chirurgicale, S. epidermidis représente 27,5 % des
bactéries isolées d'infections sur protheses, et est responsable de 42 % des infections sur
protheéses de hanche et 44 % des infections sur protheses de genou [71]. S. epidermidis est
le plus souvent inoculé lors de la chirurgie ou lors d'un geste invasif. En raison de leur
virulence plus faible que d'autres espéces bactériennes, l'infection est généralement latente

et plus longue a se déclarer, les infections sont donc plut6t retardées [10], [45].

Le principal facteur de risques liés aux infections ostéo-articulaires a S. epidermidis
est la pose d'une prothese [45]. Les autres facteurs de risques peuvent étre liés a la

prothése ou a sa pose ; il s'agit des complications non infectieuses de la pose [72], de la
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durée de la chirurgie [45], d’'un antécédent d'arthroplastie et de la présence d'un cancer
[73].

D'aprés les recommandations de /'Infectious Diseases Society of America (IDSA)
I'antibiothérapie repose sur I'antibiogramme et est le plus souvent basé sur une association
d'antibiotiques dans le cas d'une prothese. Fréquemment la rifampicine est associée a une
béta-lactamine si cela est possible ou a un glycopeptide, de la daptomycine ou du linezolide
avant un relais per os [68], [74], [75]. La chirurgie est souvent nécessaire en
accompagnement de |'antibiothérapie, elle peut constituer en un simple lavage avec
changement des pieces mobiles ou en un changement de la prothése en un ou deux temps,

en fonction de I'état du patient et du délai de survenue de l'infection [68], [75].

2.6. Infections en néonatalogie

Quelques jours apres la naissance, S. epidermidis colonise la peau des nouveaux nés
[17]. Malgré le fait que ce soit une bactérie commensale avec un faible pouvoir invasif, les
nouveaux nés sont particulierement sujets aux infections car leur systeme immunitaire n’est
pas encore performant [10]. De plus, les prématurés, et plus particulierement ceux avec un
faible poids de naissance subissent souvent des procédures invasives comme la pose de
cathéters lors de leur passage en unité de soins intensifs de néonatalogie [76], [77]. S.
epidermidis est ainsi responsable de plus de la moitié des sepsis en néonatalogie pour 321
épisodes septiques chez des enfants de soins intensif de néonatalogie [78]. La mortalité dans
cette population est estimée entre 2 et 5 % [79] mais augmente avec le degré de
prématurité [76]. La morbidité associée a un sepsis a un trés jeune age est importante. En
effet, I'inflammation néonatale induite par le sepsis pourrait avoir un role sur la pathogenese
des troubles inflammatoires néonataux (dysplasie pulmonaire, entérocolite nécrosante,
rétinopathie du prématurité,..) [79]. Ces infections contribuent aussi a augmenter

significativement la durée d’hospitalisation [80].

Les facteurs de risque associés aux infections et plus particulierement aux sepsis a S.
epidermidis sont un poids de naissance < 1500 g [76], la présence de matériel tel qu’un
cathéter veineux central ou le recours a la ventilation mécanique [80], et la nutrition

parentérale dans les cas d'impossibilité d'alimentation entérale [80].
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D'apres les mises a jour de Fuchs et al. et de Ventkatesh et al., le traitement mis en
place dépend de la localisation de l'infection mais comprend la plupart du temps un
glycopeptide au vu du fort taux de résistances aux béta-lactamines associé a de la
gentamicine en fonction de I'état clinique du patient, et associé si possible au retrait du
matériel [81], [82].

3. Facteurs de virulence/échappement et de résistance

3.1. Biofilm

La formation de biofilm est un des principaux facteurs de virulence de S. epidermidis,
ayant pour conséquence un échappement aux défenses de I'hote et aux antibiotiques. Le
biofilm de S. epidermidis est fréquemment mis en cause dans les infections sur matériel
implanté (valve prothétique, chambre implantable, prothése articulaire, ..) [83]. C'est
pourquoi ce biofilm est le plus étudié avec celui de Pseudomonas aeruginosa. En effet le
biofilm va conférer a S. epidermidis une résistance aux phagocytes, dont la pénétration dans
la matrice du biofilm est altérée [84], [85]. De méme, ce biofilm peut étre imperméable a
certains AMPs (peptides antimicrobiens) qui vont étre secrétés pour controler la colonisation
cutanée et les infections bactériennes, ainsi qu‘a certains antibiotiques [83]. Le biofilm va en
effet augmenter de 10 a 1000 fois la tolérance aux antibiotiques et antiseptiques [86] et
favoriser d'autant l'infection a S. epidermidis et la colonisation de I'environnement
hospitalier. Il n'y a pas que la diminution de la pénétration qui joue sur la baisse de
I'efficacité des antibiotiques contre S. epidermidis. En effet, I'activité de prolifération et
I'activité métabolique au sein du biofilm étant réduite, les antibiotiques ciblant les bactéries
actives (comme les béta-lactamines) vont voir leur activité diminuée. Dans le méme registre,
des bactéries quiescentes, par rapport au reste des bactéries du biofilm, vont résister encore
mieux a des concentrations d'antibiotiques bien supérieures a la CMI de leurs voisines [87].
Les difficultés de pénétration, aussi bien des agents de limmunité que des
antibiotiques/antiseptiques, associées a la quiescence des bactéries du biofilm sont

responsables en grande partie de I'importance des infections a S. epidermidis.

Le biofilm posséde une structure tridimensionnelle qui correspond a une communauté

de bactéries englobées dans une matrice organique polymérique et adhérant a une surface
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[88]. Cette matrice est composé in vivo de matériaux de I'hote (fibronectine, fibrinogéne,
vitronectine) et d'autres molécules bactérienne y compris de I'’ADN de bactéries mortes (ADN
extracellulaire) [83], [89]. Les voies de signalisation du biofilm sont propres a chaque espéce

bactérienne (figure 2).
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Nature Reviews | Microbiology

Figure 2 : développement du biofilm chez S. epidermidis [13]

La premiéere étape du le cycle de vie du biofilm est I'adhésion. Ce phénoméne actif fait
d'abord intervenir des interactions physico-chimiques (électrostatique, hydrophobe et
acide/base). L'hydrophobie implique des protéines de surfaces spécifiques comme AtIE [90]
qui permet d'adhérer de maniere directe ou indirecte a la surface. Son activité intrinseque
autolytique conduit également a la libération d’ADN extracellulaire (eDNA) qui va jouer un
role important dans la structure du biofilm [91], [92]. Une partie de la surface de la bactérie
est couverte par des protéines nommées MSCRAMMs (Microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules) dont la principale est SdrG. Cette protéine va ancrer
la bactérie par des liaisons covalentes ou non [84]-[86]. Rapidement une monocouche de
bactéries (cluster) va former la base du biofilm [96]. Cette adhésion initiale est rapidement

irréversible par modifications génomiques de S. epidermidis [97].

La seconde étape correspond a l'agglomération des cellules bactériennes entre elles.
Elle va aboutir a la colonisation de I'ensemble de la surface. PIA/PNAG (polysaccharide

intercellular adhesine/Poly-N-acetylglucosamine) permet |'adhérence et la maturation du
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biofilm [97], [98]. Ce polysaccharide différe des autres polymeéres par son lien B 1-6 [13]. Sa
synthése est codée par I'opéron icaABCD (intercellular adhesion) et régulée par le gene icaR
[99]. PIA est un facteur important dans la formation du biofilm. Ainsi, 87 % des souches de
S. epidermidis productrices de biofilm expriment PIA. Au contraire 89 % des souches ne
produisant pas de biofilm ne synthétisent pas PIA [98]. Ce chiffre étonnant peut en partie
s’expliquer par le fait que la présence de I'opéron icaABCD semble préjudiciable dans la
compétition pour coloniser la peau entre différents clones de S. epidermidis [100]. Les
protéines de surfaces Bap/Bhp [101] et Aap [84], [96] participent également a
I'agglomération des cellules bactériennes. A la fin de cette étape le biofilm est composé de

10 a 25 % de bactéries et de 75 a 90 % de matrice extracellulaire [96].

La derniere étape du cycle de vie du biofilm concerne son détachement qui va lui
permettre de coloniser d'autres surfaces. Cette étape est la moins connue du biofilm. Les
staphylocoques n‘ayant pas d’enzyme dédiée a la lyse de PIA, ce sont de petites toxines
protéiques les PSMs (phenol-soluble modulins) qui vont réduire les liens entre bactéries et
entre bactéries et surface [68]-[71]. Ceci va permettre la création de « tunnels » permettant
I'apport de nutriment. La division cellulaire qui était 5 a 15 fois plus lente a l'intérieur du
biofilm va pouvoir reprendre [107] et in fine le détachement va permettre la sortie du biofilm
de bactéries métaboliquement actives et prétes a coloniser dautres espaces. Parmi les
systemes qui vont réquler la formation/détachement du biofilm, le systeme agr est le plus
important. Il va controler le quorum sensing qui est un systéme de communication entre
bactérie [83], [108], [109]. Ce systeme permet a la bactérie de connaitre son
environnement et de savoir si il est préférable de poursuivre la formation du biofilm ou si il

faut se détacher pour aller coloniser d'autres espaces [110].

3.2. Autres facteurs de virulence/échappement

D'autres facteurs de virulence concourent a |'échappement de S. epidermidis aux
défenses immunitaires. Pour lutter efficacement contre les défenses immunitaire, S.
epidermidis est capable de détecter leur présence grace au systeme aps (antimicrobial
peptide sensor). Ce systeme va permettre de déclencher la résistance en induisant la
synthése de nombreux composants [111]. Ce systéme va par exemple induire la synthése de

SepA, une protéase qui a la capacité de dégrader I'AMPs [103]-[105]. L’AMPs est un
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ensemble de peptides antimicrobiens cationique synthétisé comme premiére ligne de défense

face a une agression extérieure [114]

La membrane cytoplasmique de S. epidermidis est composée de nombreux lipides
anioniques comme PG (phopholipide phosphatidylglycerol) et de cardiolipides. Une fois
activé, le systéme mprF (multiple peptide resistance factor) va promouvoir la modification de
ces lipides en les estérifiant afin de réduire la charge négative de la membrane, et donc

I'efficacité de I'’AMPs sur cette derniére.

PGA (poly-y-glutamic acid), un exopolymere synthétisé a partir du gene cap, a un role

crucial dans la résistance a la phagocytose et a I'AMPs [112], [115].

PIA possédent lui aussi un role dans la réduction de l'activité de I'AMPs et des
neutrophiles [111], [116]. Il va aussi induire I'expression d'IL-8 et aura donc un role pro

inflammatoire [113].

S. epidermidis, bien que décrit comme peu virulent, est capable de produire des
toxines. Les PSMs (phenol-soluble modulins). Ces petits peptides toxiques multifonctions,
sont le facteur de virulence principal de S. epidermidis. Les PSMs sont divisés en deux types
a et B en fonction de leur taille et de leur charge [105], [117]. S. epidermidis produit les
deux types en quantité égale mais il existe 4 types a différents (PSMa, PSM0, PSMe et 13-
toxine) et 2 types B [105]. L'expression des PSMs est régulée par le systeme agr [118],
[119]. Ces peptides vont étre diffusés en extracellulaire. PSMd possede notamment une
activité cytolytique importante qui lui permet de lyser les neutrophiles, les monocytes et les
érythrocytes de la méme maniere que PSMa3 de S. aureus [113], [120]. Les autres PSMa
possédent une activité cytolytique moindre et méme nulle pour les PSMB. La faible activité
cytolytique de S. epidermidis comparé a S. aureus s'explique par une production 5 fois moins

importante de ces PSMs a activité cytolytique [113].

3.3. Résistance aux antibiotiques

En milieu hospitalier comme en milieu communautaire, les staphylocoques sont

également connus pour leur résistance aux antibiotiques.
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3.3.1. Béta-lactamines

Dés 1949 les premiéres résistances a la pénicilline de S. epidermidis apparaissent
[121]. Cette résistance est causée par la pénicillinase, une enzyme qui va hydrolyser le cycle
béta-lactame des pénicillines [122], [123]. Cette pénicillinase est codée par le gene
plasmidique blaZ [124]. Aujourd’hui, plus de 90 % des Staphylococcus epidermidis sont
considérés comme résistants a la pénicilline [2], [3]. Cette résistance touche les pénicillines
V, G et A, les uréidopénicillines et les carboxypénicillines. La sensibilité de ces molécules est
restaurée par I'adjonction d‘inhibiteurs de béta-lactamase comme I'acide clavulanique, et de
nombreuses autres classes de la famille des béta-lactamines restent sensible (pénicilline M,

céphalosporines, carbapénémes).

Le systeme de synthese de la pénicillinase est le suivant (figure 3). De maniére
constitutive le géne blaZ n'est pas exprimé car inhibé par Blal (étape I correspondant a I'état
basal). Lors de larrivée de pénicilline dans I'espace périplasmatique, la protéine
transmembranaire BlaR1 (codé par le géne blaR1) va agir comme antirépresseur de la
synthése de pénicillinase. Activée par les pénicillines (étape II), cette derniere est clivée dans
sa partie intracellulaire pour former BlaR2 (étape III). BlaR2 va alors inactiver Blal (étape
IV), et permettre I'activation de blaZ et la synthése de pénicillinase qui va migrer dans
I'espace périplasmatique (étapes V et VI). La pénicillinase peut alors cliver le cycle béta-

lactame (étape VII).
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Figure 3 : Synthése de pénicillinase lors de I'adjonction de pénicilline

La nécessité de la pénicilline pour la synthese de la pénicillinase rend parfois difficile la
mise en évidence de cette synthése et donc de la résistance aux pénicillines. Du fait de ce
haut niveau de résistance et de la difficulté de sa mise en évidence il n'existe pas de
recommandations européennes pour tester la résistance de S. epidermidis aux pénicillines.
Toutes les souches doivent de facto étre rendues résistantes aux pénicillines (sauf la

pénicilline M).

Les pénicillines M conservent une bonne activité vis-a-vis des staphylocoques
produisant une pénicillinase. Cela en fait une molécule de choix dans les infections a
staphylocoques. Cependant, comme pour les autres pénicillines, des résistances sont
apparues rapidement aprés sa commercialisation et son utilisation massive. Cette résistance
est liee a |'hyperexpression d'une PLP additionnelle de faible affinité pour les béta-
lactamines, la PLP2a. Cette PLP est codée par le gene mecA et régulée de maniére semblable
a la pénicillinase par un inhibiteur constitutif et un antirépresseur (respectivement mecl et
mecR1). Ce systeme fonctionne exactement de la méme maniére que celui pour la
production de la béta-lactamase. La résistance est inductible et c’est la présence de

pénicilline qui va induire I'expression de cette PLP2a [125]. La production de PLP2a entraine
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une résistance a I'ensemble des béta-lactamines (hormis les toutes dernieres générations
comme le ceftobiprole et la ceftaroline). Le complexe des génes mecA est situé sur un
élément génétique mobile. Ce complexe est nommé SSCmec (Staphylococcus casette
chromosomal) et forme un ilot de résistance aux béta-lactamines [123]. De nombreux types
de cassettes ont été étudiés et classés [126]. La cassette est structurée en deux éléments,
mecA et un ensemble de genes codant des recombinases ccr (cassette chromosome
recombinase). Ces cassettes peuvent associer de multiples genes de résistance (aminosides,
tetracycline, erythromycine, ...) et la production de facteurs de virulence [127]. En 2018,
plus de 60 % des souches de S. epidermidis du CHU d'Angers étaient résistantes aux
pénicillines M, ce qui semble plus faible que les données actuelles qui montrent des

proportions de souches résistantes souvent supérieures a 75 % [128], [129].

3.3.2. Aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques rapidement bactéricides par fixation sur I’ARN
ribosomal 16S, ce qui leur permet d'altérer la synthése protéique de la bactérie [6]. La
résistance des staphylocoques a cet antibiotique est d'ordre enzymatique. Chez les Gram
positif cette résistance est progressive et d'ordre plasmidique [130]. Ces enzymes vont
acétyler, phosphoryler et/ou adényler les aminosides les rendant non opérationnels. La
production de ces enzymes est constitutive, la premiére classe d’enzyme est I’APH(3’)
(aminoside O-phosphotransferase) qui confére la résistance a la kanamycine/amikacine
[131]. L'ANT(4')(4") (aminoside 0-nucléotidyltransférase) va elle conférer la résistance a la
kanamycine mais aussi a la tobramycine [132]. Enfin I'AAC(6')-APH(2") (aminoside N-
acétyltransférase) permet la résistance a I'ensemble des aminosides y compris la
gentamicine [133]. Le taux de résistance a la gentamicine pour des souches hospitalieres de
S. epidermidis varie de 25 % a plus de 50 % [32], [129].

3.3.3. Macrolides, lincosamides, synergistines

Les macrolides, lincosamides, synergistines (MLS) se fixent a la sous unité 23S de
I’ARN ribosomal, induisant un encombrement stérique, empéchant |'élongation protéique au
cours de la traduction [6]. Les macrolides et lincosamides sont des antibiotiques

bactériostatiques alors que I'association des streptogramines A et B des synergistines est

28



bactéricide [134]. Le principal mécanisme de résistance des staphylocoques aux MLS est une
modification de cible par diméthylation de I’ARN 23S au niveau d’un site unique du domaine
V entrainant une diminution affinité M a sa cible, codée par le gene erm (erythromycin
ribosome methylase). Une trentaine de classe de génes erm existe [134]. Cette résistance
est inductible ou constitutive. La résistance aux macrolides est retrouvée chez plus de 50 %

des souches de S. epidermidis isolées d’infections [32], [129].

3.3.4. Fluoroquinolones

Les fluoroquinolones agissent par fixation aux topo-isomérases II et IV qui ont pour
fonction de réguler la topologie de I'ADN pour permettre sa réplication [6]. Les
fluoroquinolones sont bactéricides, elles ne se contentent pas d'inhiber les topo-isomérases
mais les transforment en poisons de la réplication [135]. Le principal mécanisme de
résistance est une modification de cible en deux temps. Il va, en effet, dans un premier
temps y avoir une modification au niveau d'une premiére cible parC avant la modification
dans une autre région appelé QRDR (Quinolone Resistance Determining Region) de gyrA
[136]. Cette résistance est souvent associée a la résistance a la méticilline, ainsi 7 % des
SESM (S. epidermidis sensible a la méticilline) seront résistantes aux fluoroquinolones contre
85 % des SERM (S. epidermidis résistant a la méticilline) [129].

3.3.5. Glycopeptides

Les glycopeptides sont des antibiotiques lentement bactéricides qui vont inhiber la
synthése du peptidoglycane chez les bactéries a Gram positif [6]. Concernant la résistance
des Staphylocoques aux glycopeptides on distingue les souches de sensibilité diminuée (la
majorité des cas) et les souches résistantes aux glycopeptides. Les souches de sensibilité
diminué possedent des CMI a la vancomycine augmentées par accumulation de facteurs
impliqués dans la résistance aux glycopeptides [137]. Ceci se traduit par une réorganisation
complexe du métabolisme du peptidoglycane qui pourrait empécher I'accés des glycopeptides
a leur cible, associée a I'hyperproduction de précurseurs du peptidoglycane agissant comme
leurres [138]. Si ces souches sont intermédiaires ou résistantes pour la plupart a la
teicoplanine, elles restent généralement sensibles.a la. vancomycine [139]. Ainsi entre 30 et

46 % des souches de'S. epidermidis sensibles a la-méticilline sont de sensibilité intermédiaire
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a la teicoplanine contre 60 a 85 % pour les souches résistantes a la méticilline [140]. Les
souches réellement résistantes par acquisition de l'opéron vanA des entérocoques sont
beaucoup plus rares. VanA va modifier des liaisons essentielles pour la fixation des
glycopeptides au peptidoglycane [141]. Ces situations sont néanmoins rares et concernent

moins de 1 % des souches de S. epidermidis [138] .

3.3.6. Oxazolidinone

Les oxazolidinones sont des inhibiteurs de la synthése protéique qui agissent en
empéchant la formation de la sous unité 70S du ribosome bactérien. Ce sont des
antibiotiques bactériostatiques [6]. Des mutations spontanées au niveau de la sous unité 23S
rRNA entrainent une résistance au linezolide, non croisée avec d‘autres antibiotiques [142].
D'autre part, une résistance codée par le gene cfr porté par un plasmide a également été
observée chez quelques souches et est plus inquiétante car présente sur des éléments
génétiques mobiles et donc potentiellement échangeable entre bactéries [143]. Tous types
de résistances confondus le taux de résistance au linezolide est inférieur a 1 % pour S.
epidermidis [38], [129], [144].

3.3.7. Daptomycine

La daptomycine est un lipopeptide cyclique, en s’insérant dans la membrane des
bactéries il forme des pores qui vont induire la dépolarisation par une fuite de potassium [6].
Plusieurs mécanismes de résistance semblent impliquer les genes mprF, yycFG et rpoBC sans
que les mécanismes impliqués ne soient clairement identifiés [145]. Le taux de résistance de
S. epidermidis a la daptomycine est tres faible, bien inférieur a 1 % pour des souches venant
de tous prélevements cliniques [129], [146] alors que ce taux peut atteindre 3 % pour des

souches provenant d‘infections sur prothése articulaire [38].

30



3.3.8. Rifampicine
La rifampicine possede une activité par inhibition de I’ARN polymérase bactérienne. La
résistance est liée a une mutation du gene rpoB qui se traduit par une modification de cible

[147]. La résistance varie de 5 a 39 % des souches en fonction des études [32], [38], [129].

3.3.9. Trimethoprime-Sulfaméthoxazole

Le cotrimoxazole (Trimethoprime-Sulfaméthoxazole) est bactéricide par inhibition de
la synthese bactérienne des folates [6]. De nombreux mécanismes de résistance ont été
rapportés chez S. epidermidis (imperméabilité, pompe d’efflux, modification quantitative ou
qualitative des cibles, ...) [148]. Le taux de résistance chez S. epidermidis varie de 46 a 82
% [38], [129].

3.3.10. Tétracyclines

Les tétracyclines possedent une activité bactériostatique en inhibant la synthese
protéique par fixation a I'unité 30S du ribosome [6]. La résistance est portée par le géne
plasmidique tet, qui code pour une pompe d'efflux. La résistance est cependant propre a
chaque molécule (tétracycline, tigécycline, minocycline) en fonction du géne tet concerné
[149]. Le taux de résistance varie de moins de 1 % a la tigécycline [2], [38] a entre 15 et 20
% a la tétracycline [32], [129].

3.3.11. Fosfomycine

La fosfomycine agit en inhibant la synthése de la paroi bactérienne en inhibant la
synthése du précurseur du peptidoglycane [6]. C'est un antibiotique bactéricide qui présente
des synergies d’action avec les autres antibiotiques agissant sur la paroi [6]. La résistance
intervient par mutation chromosomique au niveau de genes codant pour les transporteurs
intracellulaire de la fosfomycine [150]. La résistance de S. epidermidis est estimé a 22 % des

souches non urinaires [151].
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3.3.12. Acide Fusidique

L'acide fusidique est un antibiotique bactéricide qui agit sur les bactéries a Gram
positifs en inhibant la synthése protéique en se fixant a l'unité 50S du ribosome et en
formant un complexe avec le facteur d’élongation [6]. Deux mécanismes de résistances sont
décrits, une altération de la cible par mutation chromosomique du gene fusA, et une
modification de la perméabilité par acquisition du plasmide fusB [152]. Le taux de

résistances pour S. epidermidis varie de 39 a 74 % en fonction des études [38], [129].

3.3.13. Mupirocine

La mupirocine inhibe I’élongation peptidique lors de la synthése protéique en bloquant
I'isoleucine-tRNA synthétase. C'est un antibiotique bactéricide utilisé en application locale
pour décontaminer les sites cutanéomugeux colonisés par S. aureus [6]. Le géne
plasmidique mupA, permet la synthése d'une isoleucine-tRNA synthétase modifiée [6]. Chez
S. epidermidis 1 a 7 % des SESM seront résistant contre 18 a 23 % des SERM, avec 75 % de

résistance de bas niveau [129], [153].
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Matériels et méthodes

1. Isolats bactériens

Au total 182 isolats cliniques de S. epidermidis, isolés au laboratoire de Bactériologie-
Hygiéne du CHU d’Angers entre Janvier 2015 et Aout 2018, ont été inclus dans I'étude. Parmi
eux 127 souches rendues sensibles a pénicilline G -en fonction des critéres établit par le CA-
SFM en vigueur a la date du prélevement clinique- ont été incluses. La sélection des isolats a
été effectuée sur la valeur de la CMI de la pénicilline G en milieu liquide (< 0,03 mg/L) et sur
le diametre de la zone d'inhibition. De plus, 55 souches résistantes a la pénicilline G et

sensible a I'oxacilline ont également été incluses.

L'ensemble des souches de S. epidermidis ont été isolées de différents types de
prélevement (LCR (5), hémocultures (37), urines (35), cathéters (19), chambre implantable
(14), tissus (26), liquide ponction divers (25)...).

2. Cultures bactériennes

Les souches sélectionnées ont été repiquées a partir du milieu de conservation Stock
Culture (Bio-Rad®, Hercules, Etats-Unis) sur gélose au sang columbia (Oxoid®, Dardilly,
France) et incubées 24h a 35 +/- 2°C. Les identifications des colonies bactériennes ont été
vérifiées par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption

Ionisation - Time of Flight) (bioMérieux®, Marcy I'Etoile, France).

3. Méthode de diffusion - lecture des diametres d’inhibition

L'antibiogramme a été réalisé par la technique de diffusion en milieu gélosé sur gélose
Mueller-Hinton (MH) (Oxoid®, Dardilly, France) a partir d'une suspension bactérienne de
turbidité a 0,5 Mac Farland, en apposant un disque de 1 unité de pénicilline G (Oxo0id®,
Dardilly, France) selon les recommandations du CA-SFM [5]. L'antibiogramme a été incubé
20 +/- 4h a une température de 35 +/- 2 °C.

La lecture des diameétres d'inhibition a été réalisée a partir de I'antibiogramme par un
opérateur au moyen d’une regle.
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4. Méthode de diffusion - test du disque a la nitrocéfine

Le test du disque de nitrocéfine (Remel®, San Diego, Etats-Unis) est un test
chromogénique permettant la détection de la production de pénicillinase. Le test est effectué
a partir de colonies prélevées au niveau de la bordure de la zone d'inhibition avec le disque
de pénicilline G. Le test est interprété, selon les indications du fournisseur, 40 minutes apres
le début du test.

5. Méthode de diffusion - lecture de la bordure floue ou nette

La lecture de l'aspect de la bordure de la zone d'inhibition est déterminée apres la
lecture du diameétre d'inhibition de la pénicilline G. Cing bactériologistes expérimentés du
CHU d’Angers ont alors évalué I'apparence de cette bordure et les ont classées comme suit:
nettes si elles étaient bien définies (donc résistante) et floues si elles n'étaient pas clairement
délimitées (donc sensible) (figure 4). Chaque lecture est effectuée de maniere indépendante
sans concertation entre bactériologistes. Pour synthétiser les résultats de chaque opérateurs
en résultats des opérateurs nous avons définit la caractérisation de la majorité des
opérateurs comme la réponse pour chaque souche de la caractérisation floue ou nette de la
majorité des opérateurs. Ceci a été réalisé afin de rendre la méthode plus homogéne et de
pouvoir comparer les résultats vis-a-vis des autres méthodes. Ainsi, c’est le résultat des 3, 4

ou 5 opérateurs qui ont caractérisé la souche de la méme maniere qui a été pris en compte.
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Figure 4 : Aspect de contour flou (a) et de contour net (b) sur un antibiogramme par

diffusion de staphylocoque

6. Détection par PCR du gene blaz

6.1. Extraction manuelle de I’ADN bactérien

L'extraction d’ADN a été effectuéel a partir de folonies bactériennes cultivées 24h sur

gélose columbia au sang (Oxoid, dardilly, France) a 35+2°C. Les souches bactériennes sont
mises en suspension dans 85uL de Tris HCL 0,2M pH 7,5. Une solution de lysostaphine fille
est préparée extemporanément en ajoutant 90 pL de Tris HCL 0,2M pH 7,5 dans le tube de
lysostaphine meére. 15 uL de lysostaphine fille sont ajoutés aux 85 WL de suspension
bactérienne. La suspension est vortexée, puis centrifugée rapidement et incubée 30 min
dans un bain marie a sec a 37°C. Elle est ensuite dénaturée 15 min dans un bain marie a sec

a 95°C puis refroidit dans la glace.

6.2. Amplification de I’'ADN bactérien

L'’ADN extrait pour chaque souche a été amplifié par une technique de PCR en temps
réel. Le mélange réactionnel de la réaction de PCR était constitué pour chaque échantillon de
2 amorces (Eurofins®, Luxembourg, Luxembourg) (Tableau I) a 5 pmoles/uL, d'une sonde
(Eurofins®, Luxembourg, Luxembourg) (Tableau I), de Brilliant III ultrafact QPCR low ROX
Master Mix (Agilent®, Santa Clara, Etats-Unis) et d’eau pour PCR (Invitrogen®, Carlsbad,

Etats-Unis) pour un volume final de 20 WL et ce pour les deux especes de Staphylocoques.
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La PCR a été réalisée sur MX 3000 (Agilent®, Santa Clara, Etats-Unis) (Tableau III).

Un témoin négatif et un témoin positif (S. epidermidis producteur de pénicillinase) sont

ajoutés a chaque série de PCR.

Nom Séquence (5'->3") Nt Tm Vol. pour 100 Geéne
en °C  pmoles/puL cible

SE-blaZz-FOR TGCTGATAAAAGTGGTCAAGCA 22 56,5 301 blaz
SE-blaZ-REV ACACTCTTGGCGGTTTCACT 20 57,3 357 blaz
SE-blaZ-DYE FAM- 27 634 203
TCCTAAGGGCCAATCTGAACCTA
TTGT-BHQ1

Tableau 1 : Caractéristiques des amorces/sondes utilisées pour I'amplification du géne blaZ

pour Staphylococcus epidermidis
Nt : nombre de nucléotides

Tm : température de fusion

Etape Nombre de cycle Température Durée
Dénaturation 1 95°C 3 min
Dénaturation 45 95°C 15s

Hybridation/Elongation 45 55¢°C 20s

Tableau 2 : Conditions pour la PCR du géne blaZ
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7. Méthode en milieu liquide - CMI Vitek2

Les CMI de la pénicilline G ont été testées initialement par microdilution en milieu
liquide (Vitek2®, bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Quand une discordance a été observée
entre la valeur de la CMI de la pénicilline G et le résultat de la PCR blaZ, la CMI en milieu
liquide a été contrdlée une deuxiéme fois par la méme technique. La valeur limite de la CMI
est de 0,12 mg/L c'est-a-dire que les souches ayant une CMI £ 0,12 mg/L sont considérées

comme sensibles et donc non productrices de béta-lactamase.

8. Interprétation des résultats

La PCR ciblant le géne blaZ a été considérée comme la technique de référence pour

détecter la présence de la pénicillinase.

La sensibilité (Sen), spécificité (Spe), valeur prédictive positive (VPP) et la valeur
prédictive négative (VPN), ont été calculés pour les différentes techniques testées de la

maniére suivante :

Sen = VP/(VP+FN)

Spe = VN/(VN+FP)

VPP = VP/(VP+FP)

VPN = VN/(VN+FN)

Avec VP = vrai positif, VN = vrai négatif, FP = faux positif et FN = faux négatif

La sensibilité d'une méthode est déterminée comme étant la faculté de cette méthode
a détecter la production de la pénicillinase, sa spécificité comme la faculté a ne détecter que
la production de la pénicillinase. La valeur prédictive positive permet de déterminer la
probabilité qu‘un résultat positif soit corrélé a la présence de la pénicillinase et la valeur
prédictive négative la probabilité qu'un résultat négatif soit corrélé a I|'absence de

pénicillinase.
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Résultats

1. PCR du géne blaz

Au total 127/182 isolats ne portaient pas le géne blaZ (dont 121 isolats initialement
rendus sensibles a la pénicilline G) alors que 55/182 isolats étaient porteurs du gene blaZ

(dont 6 isolats initialement rendus sensible a la pénicilline G) (tableau III).

Présence du gene blaZ Absence du géne blaZ
Souches initialement 6 121
rendues sensibles a la
pénicilline G
Souches initialement 49 6
rendues résistantes a la
pénicilline G
Nombre total de souches 55 127

Tableau 3 : Répartition de la sensibilité des souches initialement choisies en fonction de la

présence du gene blaZz

2. Méthode de diffusion - lecture des diametres d’inhibition

Concernant la lecture du diametre des antibiogrammes nous remarquons une
dispersion des diamétres (figure 5) discriminante avec 55 souches porteuses du gene blaZ
avec un diameétre entre 6 et 26 mm et 127 souches non porteuses du gene blaZ entre 33 et

55 mm.
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Dispersion des diametres en méthode de diffusion en fonction de la présence

du gene blaz
404 blaZ positif
° El blaZ négatif
< 304
S 20
Q
£
S 10+
0 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII*II
© AN AN I I R A A el PR AR AR RS
Diamétre

Figure 5 : Dispersion des diametres de diffusion en fonction de la présence du gene blaZ

Cette particularité se retrouve dans le tableau 4, qui permet de déterminer la
spécificité, la sensibilité, la VPP et la VPN de la technique de diffusion en milieu gélosé dans
la mise en évidence de la sensibilité du S. epidermidis a la pénicilline G. En prenant pour cut-
off la valeur de 26 mm (recommandation du CA-SFM pour S. aureus [5], [154]) (souches
ayant un diametre > 26 mm sensibles a la penicilline G et donc non productrices de béta-
lactamase contrairement aux souches ayant un diametre < 26 mm), La sensibilité de la

méthode est alors de 99 % pour une spécificité de 100 %.

Méthode VP FP VN FN Total Sen Spé VPP VPN

Ny (N (N (N (N (%) (%) (%) (%)

Diameétre 127 0 54 1 182 99 100 100 98

Tableau 4 : Sensibilité, spécificité, VPP, VPN pour la détection de la présence du géne blaZ

par la méthode du diamétre en diffusion
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3. Méthode de diffusion - test du disque a la nitrocéfine

Le test du disque a la nitrocéfine montre une sensibilité de 96 % et une spécificité de
100 % (tableau 5).

Méthode VP FP VN FN Total Sen Spé VPP VPN

(N (N (N)  (N) (N) (%) (%) (%) (%)

Disque de 127 O 50 5 182 96 100 100 91

nitrocéfine

Tableau 5 : Sensibilité, spécificité, VPP, VPN pour la détection de la présence du géne blaZ

par la méthode du disque de nitrocéfine

4. Méthode de diffusion - lecture de la bordure

Pour évaluer l'efficacité de cette méthode nous avons évalué la sensibilité, la spécificité,
la VPP et la VPN de chaque bactériologiste puis de I'ensemble des bactériologistes (majorité

des opérateurs par isolat) (tableau 6).
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Méthode VP FP VN FN  Total Sen Spé VPP VPN
(N (N (N)  (N) (N) (%) (%) (%) (%)
Opérateur 1 54 21 106 1 182 98 83 72 99
Opérateur 2 54 19 108 1 182 98 85 74 99
Opérateur 3 53 43 84 2 182 96 66 55 98
Opérateur 4 55 28 99 0 182 100 78 66 100
Opérateur 5 54 5 122 1 182 98 96 93 99
Majorité des 54 20 107 1 182 98 84 73 99

opérateurs par

isolats

Tableau 6 : Sensibilité, spécificité, VPP, VPN pour la détection de la présence du géne blaZ

par la méthode de la lecture de la bordure de la zone d'inhibition

La sensibilité et la VPN varient peu entre les différents opérateurs, avec une sensibilité

supérieure ou égale a 96 % et une VPN supérieure ou égale a 98 % pour I'ensemble des

lecteurs. En revanche, une variabilité de spécificité de 30 % (66% vs. 96%) a été observée

entre deux bactériologistes (tableau 6). Dans la suite de I'analyse, la valeur de la majorité

des opérateurs par isolats a été reprise.
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5. Méthode en milieu liquide - CMI Vitek2

Nous avons évalué ici la sensibilité, la spécificité, la VPP et la VPN de la CMI en

microdilution, en considérant comme méthode de référence la PCR du géne blaZ (tableau 7).

Méthode VP FP VN FN Total Sen Spé VPP VPN

(N (N (N (N)  (N) (%) (%) (%) (%)

CMI 126 1 51 4 182 98 98 99 93

Tableau 7 : Sensibilité, spécificité, VPP, VPN pour la détection de la présence du géne blaZ

par la méthode de la CMI en microdilution

Sur 127 souches testées ne possédant pas le gene blaZ, 125 correspondent a des CMI
Vitek2 < 0,03 mg/L ; sur 55 souches testées possédant le gene blaZ, 4 ont une CMI a 0,12
mg/L, 41 une CMI a 0,25 mg/L et 10 une CMI > 0,25 mg/L (figure 7).

Répartition des souches par valeur de CMI Vitek2 et présence du géne blaz

150

blaZ positif
El blaZ négatif
2
(&)
> 100+
o
(%]
(]
©
o
T 50-
o
4
0 T T T T
<0,03 0,12 0,25 > 0,25
CMI Vitek2

Figure 6 : Répartition des souches par valeur de CMI Vitek 2 et présence du gene blaZ
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6. Efficacité des différentes méthodes

Ci-dessous un tableau récapitulatif des valeurs de sensibilité, spécificité, VPN et VPP

obtenues pour les différentes méthodes diagnostiques testées.

Méthode VP FP VN FN Tota Sen Spé VPP VPN
(N) (N) (N) (N) I(N) (%) (%) (%) (%)

Diametre 127 O 54 1 182 99 100 100 98

Nitrocéfine 127 O 50 5 182 96 100 100 91

Aspect de la 54 20 107 1 182 98 84 73 99

bordure

CMI 126 1 51 4 182 98 98 99 93

Tableau 8 : Sensibilité/spécificité/VPP/VPN de chague méthode pour la détection de la

sensibilité a la pénicilline G chez Staphylococcus epidermidis
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Discussion

L'objectif de ce travail était de déterminer une méthode phénotypique sensible et
spécifique pour le diagnostic de la production de pénicillinase de S. epidermidis. La PCR blaZ
a été utilisée comme technique de référence pour la détection de la pénicillinase. Cela a ainsi
permis d'évaluer la sensibilité et la spécificité de différentes méthodes (diffusion en milieu
gélosé, aspect de la bordure de la zone d’inhibition, test a la nitrocéfine et CMI en

microdilution) pour le diagnostic de la production de pénicillinase.

La méthode de diffusion en milieu gélosé telle qu'utilisée dans cette étude, a permis
d'obtenir des résultats de sensibilité de 99 % et de spécificité de 100 % pour la détection de
la production de pénicillinase de S. epidermidis. D'autres travaux de la littérature, s'appuyant
sur les recommandations du CLSI (disque de pénicilline G de 10 unités et un diametre
critigue @ 29 mm), ont également étudié les performances de cette méthode. Or, les
résultats obtenus dans notre étude, utilisant les critéres d'interprétation de 'EUCAST pour S.
aureus, semblent meilleurs que dans ces travaux. En effet, dans une étude de 2017, une
sensibilité de 57 % a été obtenue pour la détection de pénicillinase par la méthode de
diffusion en milieu gélosé sur 215 isolats de S. aureus [155]. Ferreira et al. ont également
obtenu des résultats de sensibilité de 72 % sur 101 isolats de Staphylococcus (dont 56 % de
S. saprophyticus et 16 % de S. epidermidis) [156]. Les résultats de sensibilité de ces études
semblent donc bien inférieurs a ceux obtenus dans notre travail. En revanche, les résultats
de spécificité obtenus dans ces deux études sont de 100 %, de maniére similaire a nos
propres résultats. D'autre part, dans une étude ayant analysé la production de pénicillinase
par 157 isolats de S. aureus, mais en utilisant les recommandations de I'EUCAST, une
sensibilité de 90 % et une spécificité de 100 % ont été retrouvées [155]. Ces derniers
résultats semblent ainsi plus proches des performances obtenues dans notre travail pour
cette technique, méme si des nuances doivent étre apportées dans la mesure ol des espéces
bactériennes différentes ont été testées dans ces travaux. Cependant, cette dichotomie entre
EUCAST et CLSI, avec des performances supérieures accordées aux recommandations
européennes, a été appuyée par d‘autres études. Papanicolas et al. ont ainsi analysé la
production de pénicillinase par la méthode de diffusion sur 157 souches de S. aureus en

comparant les recommandations européennes et américaines. Pour ces mémes souches, la
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sensibilité et la spécificité avec les recommandations de I'EUCAST étaient de 100 et 99 %
contre 66 et 100 % avec les recommandations du CLSI [157]. La trés bonne sensibilité de
cette technique, en utilisant les recommandations de I'EUCAST et du CA-SFM pour S. aureus
sont trés proches de nos résultats pour la détection de la pénicillinase de S. epidermidis.
L'absence du gene blaZ chez les 127 souches avec un diamétre > 33 mm tend ainsi a
appuyer la spécificité de ce test, et la capacité a rendre un résultat d'absence de production
de pénicillinase au-dela de ce diametre. Cependant le faible nombre de souches de S.
epidermidis avec un diamétre entre 26 et 36 mm semble insuffisant pour affirmer que les
souches comprises dans cette fourchette de diamétre ne sont pas productrices de

pénicillinase.

Les résultats du test a la nitrocéfine montrent une sensibilité correcte a 96 % et une
spécificité a 100 %. Les performances de ce test sont meilleures que celles indiquées dans la
littérature. Dans des études sur des isolats de S. aureus, pour des méthodes équivalentes,
les résultats de sensibilité varient entre 39% et 92% [153], [155]-[157]. Ferreira et al. ont
également analysé les performances de cette méthode sur différentes espéces de
Staphylocoques, et concluent a une sensibilité de 29 % [156], soit bien inférieure a celle
retrouvée dans notre étude. La trés grande variabilité de ces résultats rend difficile la prise
en considération de ce critére. Chaque étude est basée sur un fournisseur de nitrocéfine, ceci

pouvant peut-étre expliquer les différences de sensibilité observées.

Les résultats de la lecture de I'aspect de la bordure de la zone d'inhibition sont
contrastés. La sensibilité est de 98 %, mais la spécificité de 84 % semble insuffisante pour
I'utilisation de cette méthode. La bonne sensibilité de ce test est appuyée par la littérature.
En effet, une sensibilité supérieure a 90 % a été obtenue lors du test sur des staphylocoques
de différentes espéces [153] ou 100 % sur des souches de S. aureus [157]. Dans I'étude de
Gill et al., réalisée sur 260 souches de S. epidermidis, une sensibilité de 95 % a été
retrouvée pour cette méthode. Cependant, dans ce méme travail, la lecture de I'aspect de la
bordure de la zone d‘inhibition a été rendue ininterprétable pour 17 S. epidermidis (14
producteurs de pénicillinase et 3 non producteurs) [159]. Cette étude met ainsi en lumiére

les difficultés rencontrées pour l'interprétation des résultats de certaines souches. D’autre
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part, I'aspect subjectif de la méthode (soumise a une interprétation humaine) peut expliquer
la variabilité des résultats et la mauvaise spécificité obtenue pour ce test. Cependant les
études rapportent rarement le nombre et I'expérience professionnelle des personnes ayant
interprété I'aspect de la zone d‘inhibition. Seule I'étude de Hombach et al., sur 215 souches
de S. aureus, montre qu’en fonction du niveau d’expérience des opérateurs la sensibilité peut
varier entre 68 a 97 % avec une spécificité toujours supérieure a 90 % [155]. De maniere
similaire dans notre étude, les résultats de la lecture de |'aspect de la bordure de la zone
d'inhibition varient entre les opérateurs. Si la sensibilité varie peu (de 96 a 100 %) la
spécificité a pu varier de 30 % entre deux opérateurs. Un désaccord est présent entre
bactériologistes pour pres d'un tiers des souches (58/182). En l'absence de concertation
entre biologistes, il semble ainsi que les erreurs soient causées par les mémes souches, les
111 erreurs réalisées étant réparties sur 58 souches. Pour 56 de ces souches discordantes le
diametre de la pénicilline G est supérieur ou égale a 33 mm. Ainsi, pour les 127 souches
dépourvues du géne blaZ une erreur est commise par au moins un des bactériologistes, sur
56 d'entre elles, soit prés de 44% des souches. Ces erreurs semblent donc relativement
récurrentes entre les différents opérateurs. Il est cependant intéressant de noter que pour la
seule souche ayant un diametre > 26 mm possédant le gene blaZ, I'aspect de la zone
d'inhibition était nette pour I'ensemble des bactériologistes. Cette méthode phénotypique
apparait donc plutot comme un complément utile pour les souches ayant un diamétre

compris entre 26 et 36 mm que comme la méthode de référence.

Les résultats de la méthode en microdilution, réalisée ici sur I'automate Vitek2®, sont
relativement comparables a ceux obtenus par la méthode de diffusion en milieu gélosé avec
une sensibilité et une spécificité de 98 %. De plus, dans notre étude et dans la littérature
(pour des souches de S. aureus) aucune souche porteuse du géne blaZ n'a été retrouvée par
cette technique pour des valeurs de CMI <0,03 mg/L [158], [160], [161]. Dans notre étude,
4 souches sur 5 avec une CMI a 0,06 mg/L et 40 souches sur 41 ayant une CMI a 0,12 mg/L
étaient porteuses du gene blazZ, attestant de la faible fiabilité d’un résultat d'absence de
pénicillinase pour des valeurs de CMI de la pénicilline G comprises entre 0,06 et 0,12 mg/L.
Dans I'étude de Richter et al. sur 448 souches de S. aureus, 96 % des souches ayant une
CMI a 0,06 mg/L et 68 % des souches ayant une CMI a 0,12 mg/L étaient non porteuses du

géne blaZ. Les résultats de I'étude de Kaase et al. sont similaires avec, sur 197 souches de
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S. aureus, 94 % des CMI a 0,06 mg/L et 77 % des CMI a 0,12 mg/L, non porteuses du géne
blaZ. Ainsi ces études réalisées sur des souches de S. aureus semblent peu comparables a
ceux obtenus ici sur des isolats de S. epidermidis. Ces résultats nous incitent donc dans le
cadre de I'étude de S. epidermidis a revoir le breakpoint de cette méthode a 0,03 mg/L et de
poursuivre les essais sur des souches ayant une CMI plus élevée pour savoir si il y a bien une
différence de breakpoint entre S. aureus et S. epidermidis ou si cela est propre a notre
population de S. epidermidis. Pour les laboratoires ne disposant que dun systéme
d'antibiogramme par automate en microdilution ces résultats sont importants pour établir un

algorithme décisionnel pour la détection de la production de pénicillinase.

Au total nous pouvons affirmer que deux meéthodes semblent particulierement
intéressantes pour déterminer la sensibilité du S. epidermidis a la pénicilline G, la méthode
de l'antibiogramme en milieu solide par diffusion et la CMI en milieu liquide. Ces deux
méthodes sont disponibles dans la plupart des laboratoires de bactériologie. Le test a la
nitrocéfine, malgré des résultats corrects, montre sa moins bonne sensibilité, en accord avec
les autres études. En revanche l'aspect de la zone d'inhibition pourrait jouer un rdle en
complément du diamétre quand celui-ci est dans la zone entre 26 et 36 mm. Cette approche
est résumée dans la figure 7. Pour les laboratoires réalisant leurs antibiogrammes en

microdilution, I'approche est résumée dans la figure 8.
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Figure 7 : Approche diagnostique possible en méthode en diffusion pour déterminer la

sensibilité a la pénicilline G de S. epidermidis

S. epidermidis CMI
en microdilution

20,25 mg/L 0,06 ou 0,12 mg/L < 0,03 mg/L
K N 4
Production de Méthodes en Méthodes en Production de
pénicillinase milieu gélosé milieu gélosé pénicillinase
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rendre résistant voir figure 7

Figure 8 : Approche diagnostique possible en méthode en microdilution pour déterminer la

sensibilité a la pénicilline G de S. epidermidis
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Conclusion

Au final, ce travail a permis de mettre en évidence la possibilité d'une détermination
phénotypique de la sensibilité a la pénicilline G pour S. epidermidis. En adaptant les
recommandations du CA-SFM pour S. aureus a |'espece S. epidermidis, il semble en effet
possible de déterminer la production de pénicillinase a I'aide des techniques de diffusion en
milieu gélosé ou de CMI par micro-dilutions, deux techniques classiquement présentes dans
I'ensemble des laboratoires de bactériologie. D'autres études permettront cependant de
préciser, notamment avec la méthode de diffusion en milieu gélosé, les criteres permettant

de tenir compte de I'ensemble de la population de S. epidermidis.
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Aubry Benjamin

Détection de la pénicillinase du Staphylococcus epidermidis :
comparaison de méthodes phénotypiques

Plus de 90% des souches cliniques de Staphylococcus epidermidis possédent une pénicillinase codée
par le géne blaZ. Dans un but de désescalade de I'antibiothérapie, les souches de S. epidermidis
dépourvues du géne blaZ devraient pouvoir bénéficier d'une antibiothérapie ciblée. Cependant, le test
de la sensibilité des CoNS a la pénicilline G n'est plus recommandé en Europe, que ce soit par
I'EUCAST ou le CA-SFM. L'objectif de ce travail a été de déterminer une méthode phénotypique
sensible et spécifique pour détecter la production de pénicillinase par S. epidermidis. Quatre
techniques (diameétre d’inhibition par diffusion en milieu gélosé, aspect de la bordure de la zone
d'inhibition, céfinase, détermination des CMI en microdilution) ont été évaluées par rapport a la
recherche du géne blaZ considérée comme méthode de référence. Les performances de chacune de
ces techniques ont été calculées par rapport a cette méthode de référence. Les techniques
caractérisées par les meilleures sensibilités, spécificités, valeurs prédictives négatives et valeurs
prédictives positives étaient la technique de diffusion en milieu gélosé et la détermination des CMI en
microdilution. Deux arbres de diagnostic de la résistance a la pénicilline G ont ainsi pu étre construits,

en fonction de la disponibilité ou non de chacune de ces deux techniques.

mots-clés : Staphylococcus epidermidis - pénicillinases - comparaison phénotypique - blaZ

Detection of penicillinase in Staphylococcus epidermidis:
comparison of phenotypic methods

More than 90% of clinical strains of Staphylococcus epidermidis produce a penicillinase encoded by
the blaZ gene. In order to de-escalate antimicrobial therapy, strains of S. epidermidis lacking the blaZ
gene should be eligible for targeted antimicrobial therapy. However, testing the susceptibility of CONS
to penicillin G is no longer recommended in Europe, either by EUCAST or CA-SFM. The objective of
this work was to determine a phenotypic method with high performance for detecting penicillinase
production by S. epidermidis. Four techniques (disk diffusion, zone edge test, nitrocefin, MICs in
microdilution) were evaluated in comparison with the identification of the blaZ gene considered as the

gold standard. The performance of each of these techniques has been calculated by comparison with

this reference method. The techniqued characterized |by the best sensitivities, specificities, negative

predictive values and positive predictive values were the disk diffusion method and the determination
of MICs. According to our results, and depending on the availability of these two techniques or not,

two decision trees have been developed for identifying resistance to penicillin G.
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