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INTRODUCTION

La mucoviscidose est une maladie génétique a transmission autosomique récessive.
Cette pathologie est causée par la mutation du géne codant pour la protéine CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) qui permet, entre autres, le passage d’ions
chlorures a travers les membranes cellulaires. Cette protéine est présente dans de nombreux
organes comme le pancréas, le foie, I’intestin, les canaux déférents, ou encore les poumons.
(1,2) La principale mutation présentée par les patients atteints de mucoviscidose en France est
la F508del, identifiée chez 83,5% des 6800 patients frangais. (3)

La modification de la protéine CFTR va notamment entrainer la production d’une sueur
riche en chlore et, au niveau pulmonaire, provoquer une modification de la clairance
mucociliaire, avec formation d’un mucus pulmonaire plus épais favorisant une stase
bactérienne. (4) Ces modifications facilitent la colonisation et les infections pulmonaires
bactériennes par rapport a des patients sains. (5) Cette propension aux infections s’explique
également par des modifications de sécrétions de cytokines au niveau pulmonaire, entrainant
une moindre réponse immunitaire. (6,7)

Bien que ce soit 1’atteinte pulmonaire qui conditionne en général le pronostic vital,
d’autres symptdomes vont également apparaitre comme des troubles digestifs, pancréatiques,
endocriniens, ou encore une stérilité (principalement masculine). Il existe des différences d’age
d’apparition des premiers symptdomes, ainsi que de rapidité et de sévérité de 1’évolution
clinique, pouvant étre expliquées par les nombreux types de mutations pouvant exister au
niveau du gene cftr, mais également par une variabilité inter-individuelle du taux de CFTR et
par un polymorphisme d’autres geénes. (5,8,9) Des variations phénotypiques sont également

mises en évidence au sein de fratries, possédant pourtant une méme mutation génétique. (10,11)

I1 existe donc plusieurs facteurs favorisant la présence et la persistance bactérienne au
sein des poumons de patients atteints de mucoviscidose. Ainsi, ces malades sont fréquemment
colonisés par des bactéries telles que Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia ou encore Stenotrophomonas maltophilia, et ce,
des les premiers mois de la vie. (3,12) Certaines de ces bactéries peuvent &tre multi-résistantes
et ainsi poser des problémes thérapeutiques, comme dans le cas pour le Staphylococcus aureus

résistant a la méticilline (SARM).

19



Ces bactéries peuvent étre présentes de facon sporadique, intermittente ou chronique.
Dans le cas de P. aeruginosa, il existe plusieurs définitions de la colonisation chronique. La
plus utilisée actuellement est celle de Lee et al., selon laquelle un patient est considéré comme
colonisé chronique a P. aeruginosa lorsque cette bactérie a été isolée plus de 50% des mois de
I’année précédente (lorsqu’il y a eu analyse d’échantillons respiratoires durant ces mois). Quand
cette bactérie a été isolée I’année précédente mais que ce taux n’atteint pas les 50%, la
colonisation est considérée comme intermittente. (13) Il existe une seconde définition selon
laquelle la colonisation est considérée comme chronique lorsque cette bactérie est présente dans
’arbre bronchique pendant au moins 6 mois, attesté par au moins 3 cultures positives a au moins
1 mois d’intervalle sans signes directs (signes cliniques) ou indirects (anticorps spécifiques)
d’infection. (14)

Il n’existe en revanche pas de définition de la colonisation chronique a S. aureus.
Plusieurs études estiment qu’environ un tiers des patients atteints de mucoviscidose chez qui
un SARM est isolé€ au niveau respiratoire, n’est colonisé que de fagon transitoire. (15,16)

Ces portages asymptomatiques peuvent, dans certaines conditions, évoluer en infection

avec exacerbation pulmonaire. (17)

P. aeruginosa est la bactérie la plus fréquemment isolée des échantillons respiratoires
des patients adultes atteints de mucoviscidose, alors que S. aureus colonise majoritairement les
enfants. (3) De par son important éventail de facteurs de virulence et ses résistances naturelles
et acquises aux antibiotiques, I’intérét clinique envers P. aeruginosa est majeur, notamment

chez des patients fragiles comme ceux atteints de mucoviscidose. (18,19)

Staphylococcus aureus est une bactérie qui peut étre commensale ou pathogene
opportuniste. Son principal habitat est ’homme mais la bactérie peut également étre isolée chez
les animaux. S. aureus est notamment présent au niveau nasal de fagon chronique chez environ
20% de la population générale, ce taux pouvant atteindre 66% chez les patients atteints de
mucoviscidose non traités récemment par antibiotiques. (9,20-22)

Cette bactérie est capable de produire un éventail important de facteurs de virulence,
comme des toxines ou des molécules d’adhésion, ainsi que d’acquérir des génes de résistances
aux antibiotiques compliquant son éradication. L’ensemble de ces parametres fait de S. aureus
un agent responsable d’une importante diversité d’infections, allant de la furonculose bénigne

aux pneumonies nécrosantes. (23)

20



De plus, I’augmentation importante de souches de SARM est un probleme de santé
publique. Alors que les SARM hospitaliers sont fréquemment responsables d’infections
associées aux soins, il existe également des SARM dits communautaires tout aussi virulents et
généralement producteurs de toxines comme la leucocidine de Panton-Valentine (LPV). (24)
Ainsi, depuis 2001, ces SARM communautaires sont responsables d’environ 19 000 déces en

milieu hospitalier par an aux Etats-Unis. (25)

Etant donné la fréquence et le role pathogéne important de Pseudomonas aeruginosa,
cette bactérie a fait 1’objet de nombreuses études dans le cadre de la mucoviscidose. Le
S. aureus, et plus particulierement le SARM, est en revanche moins étudié dans la littérature
scientifique, bien que les infections chroniques dues a cette bactérie multi-résistante sont

associées a une mortalité plus élevée chez cette population de malades. (26,27)

Le SARM est une bactérie cliniquement importante de par son pouvoir pathogeéne, ses
nombreuses résistances aux antibiotiques et sa forte prévalence mondiale. Certaines
populations de patients sont plus particuliecrement touchées par cette bactérie multi-résistante,
c’est notamment le cas des patients atteints de mucoviscidose. Devant ce constat, cette étude a
pour but d’obtenir des données épidémiologiques détaillées concernant le SARM chez les

patients atteints de mucoviscidose en France.
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PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Le SARM en France

1) Apparition de la résistance a la méticilline

Le S. aureus a successivement développé des résistances vis-a-vis des différents
traitements antibiotiques, depuis la production de pénicillinase lors de 1’introduction de la
pénicilline G, jusqu’a I’émergence de résistances aux glycopeptides (Figure 1). (28)

Il a été plus récemment décrit des résistances au linézolide, molécule commercialisée
depuis le début des années 2000 pour son activité antibactérienne vis-a-vis des cocci a Gram
positif, et utilisée en alternative aux glycopeptides pour traiter des infections impliquant des
souches de sensibilité diminuée ou résistantes aux glycopeptides. Le premier cas décrit de
résistance a cet antibiotique date de 2001, soit un an seulement apres 1’introduction de cette

molécule aux Etats-Unis. (29-31)

Multirésistance
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Figure 1 : Emergence des résistances du S. aureus selon Guillemot. (28)
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La méticilline a été utilisée a partir de 1959 afin de traiter les infections par S. aureus
pénicillinorésistants. A partir de 1961, des résistances a cet antibiotique ont commencé a étre
décrites, tout d’abord en Grande-Bretagne, puis dans toute I’Europe, et enfin en Asie, Australie,
Etats-Unis et Afrique. (32) La méticillinorésistance apparait suite a I’acquisition du géne mecA,
codant pour une protéine liant la pénicilline (PLP) non affine pour la méticilline (PLP2a). Ce
gene mecA est porté par une cassette appelée « staphylococcal cassette chromosome mec »
(SCCmec), dont plusieurs types ont été décrits. Les principales SCCmec sont de type I, II, III,

et IV, elles diffeérent par leur composition génétique et leur taille. (33)

I1 a été mis en évidence en 2011 un nouveau gene dérivant de mecA porté par la cassette
SCCmec, le géne mecC codant pour la PLP2c. Initialement isolé chez les animaux, la
prévalence des souches de SARM hébergeant le gene mecC reste faible chez I’homme, bien
que ces souches aient déja été mises en cause dans des infections graves. (34-36) L’expression
de la résistance a la méticilline in vitro pouvant étre plus faible qu’avec le géne mecA et les
systemes de polymerase chain reaction (PCR) actuels habituellement utilisés en laboratoire de
diagnostic permettant, pour la plupart de détecter uniquement le géne mecA, la détection de ces

souches est difficile. (37)

Les SARM sont résistants a la totalité des 3-lactamines a I’exception de la ceftaroline
et du ceftobiprole qui conservent généralement une activité sur cette bactérie, bien que des
résistances aient été€ décrites. (38) Alors que les SARM communautaires (SCCmeclV) restent
généralement sensibles aux autres classes d’antibiotiques, les SARM nosocomiaux (SCCmecl,
SCCmecll et SCCmeclll) ont fréquemment des résistances associ€ées a 1’ensemble des
aminosides ainsi qu’aux fluoroquinolones, tout en restant sensibles aux glycopeptides comme
la vancomycine et la téicoplanine. (39—41) Les SARM porteurs du géne mecC (SCCmecXI)
sont, quant a eux, sensibles aux autres classes d’antibiotiques. (37)

Toutefois, la description de souches de SARM de sensibilité intermédiaire aux
glycopeptides (GISA) ainsi que de souches résistantes a la vancomycine (VRSA) pose un
probleme majeur de santé publique en raison du faible nombre d’antibiotiques restant actifs sur
ces souches. Ces bactéries multi-résistantes peuvent ainsi €tre responsable d’échecs

thérapeutiques. (42—46)
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2) Méthodes de typage

L’importante prévalence des infections a S. aureus impose la réalisation d’analyses a
visée épidémiologique. Ces investigations doivent répondre a plusieurs criteres, tels que la
reproductibilité, le pouvoir discriminant, ou encore la facilité d’interprétation des résultats.

Historiquement, des méthodes phénotypiques telles que la lysotypie, le typage
capsulaire a ’aide d’immunsérums ou encore 1’antibiotypie étaient utilisées. Ces techniques

ont progressivement disparu avec 1’arrivée d’outils de typage moléculaire, plus fiables.

Les techniques de biologie moléculaire sont multiples, et le choix de la technique
dépend du type d’étude réalisée. Ainsi, certaines études peuvent nécessiter un haut niveau de
discrimination, afin de mettre en évidence des variations génétiques mineures. Dans d’autres
cas, 1l est souhaitable de s’affranchir de ces variations mineures afin d’étudier les clones de S.

aureus de fagcon plus large en utilisant des méthodes moins discriminantes.

Par exemple, lors d’une épidémie de SARM en service de soin intensif néonatal de
I’hdpital de Cambridge en 2009, la technique de séquencage complet du génome (WGS) a été
utilisée afin de mettre en évidence la clonalité des souches. (47) A 1’échelle d’une région ou
d’un pays, des études par MLVA ou MLST peuvent étre réalisées afin d’observer les clones
circulants. (48,49) Ces études de clonalité permettent également d’observer la répartition du
SARM au niveau mondial, comme le montre ’étude de Deleo et al. concernant les

mouvements de souches de SARM communautaires entre les différents continents. (50)

a) Electrophorése en champ pulsé (ECP)

Cette technique repose sur la séparation, par une technique d’électrophorese a champs
électriques complexes, de fragments d’acide désoxyribonucléique (ADN). Ces fragments ont
préalablement été obtenus, apres extraction, par action d’une endonucléase a sites de coupure

rares (comme Smal par exemple). Le résultat obtenu aprés migration est nommé pulsotype. (51)
Tres discriminante, cette technique constitue une méthode de référence pour 1’étude

d’épidémies locales. Elle peut également étre utilisée pour comparer des souches de patients

avec des souches environnementales. (52-54)
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Sa résolution et sa répétabilité font que cette technique est fréquemment considérée
comme étant un gold standard dans le génotypage de nombreuses especes bactériennes d’intérét

clinique, dont le SARM. (54-56)

Bien qu’efficace, ’ECP reste une technique complexe, longue et chére a mettre en
ceuvre. (54) De plus, cette méthode étant comparative, elle ne s’applique que difficilement a
des comparaisons inter-laboratoires. (51) Des efforts sont toutefois faits dans ce sens,
notamment par le groupement européen HARMONY qui a mis au point un protocole

standardisé d’ECP. (57)

b) Multi-locus sequence typing (MLST)

Cette technique est basée sur la détermination et la comparaison des alleles de 7 génes
de ménage de S. aureus impliqué dans le métabolisme de cette bactérie : arcC (carbamate
kinase), aroE (shikimate déshydrogénase), glpF (glycérol kinase), gmk (guanylate kinase), pta
(phosphate acétyltransférase), tpi (triosephosphate isomérase), et ygiL (acétyl coenzyme A
acétyltransférase) (Figure 2). (58) Apres une étape d’amplification par PCR, un séquencage
des produits d’amplification est réalisé, et les s€équences obtenues sont comparées a celles déja

connues répertoriées dans la base de données PubMLST (https://pubmlst.org). (59)

Figure 2 : Disposition des 7 génes de ménage étudiés par MLST sur le chromosome de S. aureus (60)
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Les alleles sont identifiés par un numéro, et 1’association des 7 nombres correspondant
aux 7 alleles des genes de ménage déterminent un profil allélique appelé sequence type (ST).
Ces STs peuvent ensuite €tre regroupés au sein d’'un méme complexe clonal (CC) s’ils

possedent 5 des 7 alleles identiques.

Il est possible de réaliser des représentations graphiques de ces résultats grace a
I’algorithme Based Upon Related Sequence Types (eBURST), permettant une analyse des

relations phylogénique entre les souches étudiées. (61)

Cette technique a I’avantage d’étre tres efficace dans la comparaison et 1’analyse
épidémiologique, que ce soit au niveau régional ou mondial. Actuellement, cette technique est
considérée comme étant la plus utile, la plus compréhensible, et la plus reproductible pour la
réalisation d’études épidémiologiques moléculaires du SARM, en association avec les

techniques de spa typing et de typage SCCmec. (54,62)

¢) spa typing

Cette technique repose sur le séquengage de la région variable (dite région X) du gene
de la protéine A (spa). Cette région est composée de s€quences de 24 pb (dans la majorité des
cas), répétées un nombre variable de fois. (63)

La séquence obtenue est comparée a une base de données afin d’obtenir un spa-type
(t001, t002...). (64) L’algorithme Based Upon Related Pattern (BURP) permet 1’analyse

épidémiologique et phylogénique des données obtenues. (65,66)

La protéine A produite par ce gene spa a la particularit¢é d’empécher
I’opsonophagocytose en agissant sur les immunoglobulines, facilitant 1’échappement

immunologique du S. aureus. (67,68)

Le typage spa est une méthode trés discriminante, permettant une analyse des
macrovariations, mais également des mutations ponctuelles. (69) Sa résolution est équivalente
a latechnique d’ECP. (54) L’association de cette technique avec la technique MLST et le typage

SCCmec permet une bonne discrimination des différents clones de SARM. (54,62)

26



d) Multi-locus variable number of tandem repeats assay (MLVA)

Cette technique se base sur la variation naturelle du nombre de séquences d’ADN
répétées en tandem (variable number of tandem repeats : VNTR) au niveau de loci du génome
bactérien. Le nombre de ces répétitions étant différent entre plusieurs souches, cette technique
permet la comparaison de plusieurs isolats afin de déterminer les liens épidémiologiques

existant entre eux. (70)

De 8 a 16 loci vont étre amplifiés par PCR, puis la taille des fragments d’ADN obtenus
va étre mesurée par électrophorese capillaire. Un profil MLV A va ainsi étre déterminé puis doit
étre comparé a une base de données. Or, et il s’agit des principaux inconvénients de cette
technique, I’absence de base de données gratuite en ligne et une standardisation incomplete des
bases de données payantes avec 1I’ensemble des protocoles sont un frein a 1’utilisation de cette
technique.

La technique MLVA est pourtant une technique simple et relativement rapide, dont les

résultats sont comparables a I’ECP concernant la discrimination des différentes souches. (71)

Concernant le typage de souches de SARM, une étude de 2015 portant sur 20771
souches démontre un meilleur pouvoir discriminant par technique MLV A que par spa typing,
et considere cette technique comme suffisante dans le suivi épidémiologique de cette bactérie.

(72)

e) Biopuce a ADN

Cette technique repose sur I’amplification d’ADN marqué par des nucléotides associés
a la biotine. Une hybridation a ensuite lieu avec des sondes déposées dans des cupules, chaque
sonde étant spécifique d’un gene recherché. Cette technique permet la recherche simultanée de
336 genes et variants (dans la dernieére version commercialisée par la société Alere®), et peut
ainsi étre utilisée afin de rechercher les génes de résistances aux antibiotiques ou encore les

genes des facteurs de virulence. (73-76)

Une reconnaissance automatique de chaque spot permet de définir une cartographie

génétique de la souche étudiée (Figure 3).
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Figure 3 : Exemple de révélation de cupules de biopuce a ADN
Pour chaque géne, il existe un seuil d’intensité déterminant la positivité

Bien que tres efficace et peu chronophage par rapport a 1’étude individuelle de chaque
gene, cette technique ne permet pas la détermination de toutes les variations alléliques. De plus,

le cofit élevé de cette technique est un frein a son développement. (54,73)

Cette technique possede un meilleur pouvoir discriminant sur les souches de SARM que
les techniques précédemment citées en raison du nombre important de genes et de variants
étudiés, ce qui en fait un outil de pointe pouvant étre utilisé lors d’études épidémiologiques.

(74)

f) Séquencage complet du génome (Whole Genome Sequencing - WGS)

Comme son nom I’indique, cette technique permet une analyse complete du génome
bactérien. Des techniques de pyroséquencage ou de séquencage a haut débit sont réalisées, avec

analyse finale par bioinformatique. (77-79)

Cette technique permet la détection des geénes présents sur le chromosome bactérien,
mais il est également possible de mettre en évidence les variations alléliques, ce qui est un

avantage non négligeable par rapport a la technique des biopuces a ADN. (80)

Bien que tres efficace et permettant une étude épidémiologique précise, cette technique
requiert néanmoins la présence de personnels formés aux analyses et logiciels de
bioinformatique, I’interprétation des résultats étant trés complexe. Le colt actuel de cette

technique est également un frein a son développement.
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La technique de WGS possede un pouvoir discriminant sur le MRSA nettement
supérieur par rapport aux techniques MLV A et spa typing, et permet ainsi la réalisation d’études
épidémiologiques plus approfondies. (81) Une étude danoise de 2014 a également démontré la
possibilité de déterminer le spa-type grace a la technique de WGS, avec une bonne fiabilité.

(82)

g) Typage SCCmec

Une cassette SCCmec est principalement composée de la cassette chromosome
recombiases (ccr) constituée de ccrA et ccrB codant pour des recombinases spécifiques de site,

et du complexe mec constitué du gene mec et de ses régulateurs mecR et mecl. (54,83,84)

Il existe actuellement 11 SCCmec, de SCCmecl a SCCmecXI. Le type de cassette est
défini par la combinaison du type de ccr (de 1 a 8) et du type de complexe mec (de A a E). Par
exemple, un SARM possédant sur sa cassette SCCmec le ccr 2 et le complexe mecA sera un

SARM SCCmecll (Tableau 1). (84)

s(Ch 5

5(C1) Cl1
1 (A1B1) 2
7 (A1B6) Cl1

Tableau 1 : Caractérisation des types de SCCmec selon Liu et al. (84)
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La méthode la plus utilisée actuellement pour déterminer le type de SCCmec est la PCR
multiplexe, technique utilisant simultanément plusieurs amorces et ayant I’avantage de la
simplicité d’utilisation puisqu’une seule PCR permet la possible amplification de 1’ensemble

des genes recherchés. (85)

Les SARM sont des SAMS ayant acquis un gene mecA ou mecC par le biais d’une
cassette SCCmec. Des souches de ST identiques peuvent donc présenter des cassettes SCCmec

différentes (Figure 4). (86)

1 MRSA SLV

scc Y
A 2MSSA SLVs ymec' ST5-MRSA-I
ST5-MSSA 2 MRSA SLVs
scCmec| sccmec| SCCmec
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type Il type IV pe

ST5-MRSA-IIl ST5-MRSA-IV

T239- .l
B
arcC (recombination) Other MRSA
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yqiL
(point mutation) omk
SCCmec SCCmec (point mutation)
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ST8-MRSA-IV ST8-MRSA-I Early MRSA isolates

Figure 4 : Evolution de souches de S. aureus en SARM et GISA selon Enright et al. (86)
(A) Modéle du ST5. (B) Modeéle du STS.
SLV = single locus variant.
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3) Principaux clones et répartition géographique

En France, plusieurs clones de SARM sont endémiques. Parmi eux, les principaux
clones hospitaliers et communautaires sont respectivement le clone Lyon (également appelé
clone V) et le clone LPV Européen (ST80-SCCmeclV). Les clones pédiatrique, ibérique, ou
encore le clone Géraldine sont également décrits en France. Ces souches se différencient par

leurs caractéristiques génétiques (Tableaux 2 et 3). (39,40)

Tableau 2 : Caractéristiques des principaux clones de SARM isolés en France (39,87)

Dénomination | Séquence | Type | Type Type de Gene | Genes Gene GEnes Clones détectés ’P'rmcnpales
du clone e 55 fudh sCCmec de de dela dela en France résistances aux
e i i SEA | regc | TssT-1 | LPv antibiotiques
250 8 1 | - - - - Non

Clone
archaique

communautaire

Clone Kanamycine,
minoritaire tobramycine,
Clone L .
S 250 51 1 | + - - - hospitalier gentamicine,
ibérique K
notamment des + macrolides,
souches GISA quinolones
Clone Kanamycine,
. C'Ion'e 5 311 2 Y _ + B _ m|nf)r|t.a|re tcl)bramyf:me,
pédiatrique hospitalier et tétracyclines,
communautaire  acide fusidique
Kanamycine,
i entarrzlicine
Clone Lyon 8 64 1 v + - - . majoritaire c -
s + macrolides,
hospitalier X
quinolones
Clone .
L Kanamycine,
Clone ) minoritaire .
> . 5 2 2 I tronquée - NR + - s tobramycine,
Géraldine hospitalier et . "
K acide fusidique
communautaire
Clone Kanamycine
Clone LPV 80- S ) o
80 40 [\ - - + majoritaire tétracyclines,

acide fusidique
Abréviations : spa: géne de la protéines A; agr: accessory gene regulator; SCCmec : staphylococcal

chromosomal cassette ; SEA : entérotoxine A ; TSST-1 : toxine du choc toxique staphylococcique ; LPV : leucocidine
de Panton Valentine ; egc : enterotoxin gene cluster; NR : non renseigné
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Tableau 3 : Principaux clones de SARM nosocomiaux mondiaux selon Deurenberg et al. (88)

Clone MLST profile ST cC SCCmec spa type* Geographical spread®

Archaic 3-3-1-1-4-4-16 250 8 I 1008, t009, t194 Ast, Den, Ger, Swi, Uga, UK, USA

Southern Germany 1-4-1-4-12-24-29 228 5 I t001, t023, t041, t188, Bel, Den, Ger, Ita, Slo, Spa, Swi
201

UK EMRSA-3 1-4-1-4-12-1-10 5 5 I t001, t002, t003, t010, Arg, Nor, Pol, Slo, UK

t045, t053, t062, t105,
t178, 179, t187, t214,
311, 319, t389, t443

Iberian 3-3-1-12-4-4-16 247 8 1 t008, t051, t052, t054, Bel, Cro, Cze, Den, Fin, Fra, Ger, Ita, Net, Pol, Por,
200 Slo, Spa, Swe, Swi, UK, USA

Irish-1 3-3-1-1-4-4-3 8 8 I t008, 1024, t064, 190, Ast, Ire, UK, USA
206, 1211

New York/Japan 1-4-1-4-12-1-10 5 5 1I 1001, 002, t003, t010, Ast, Bel, Can, Den, Fin, Fra, Ger, Ire, Jap, Kor,
1045, 1053, t062, t105, Mex, Sin, Swe, Uru, UK, USA

t178, t179, t187, t214,
t311, 319, t389, t443

UK EMRSA-16 2-2-2-2-3-3-2 36 36 I t018, 1253, t418, t419 Ast, Bel, Can, Den, Fin, Gre, Ire, Mex, Nor, Spa,
Swe, Swi, UK, USA
Brazilian/Hungarian 2-3-1-1-4-4-3 239 8 I t030, 1037, t234, t387, Alg, Arg, Ast, Aus, Bra, Chi, Chn, Cze, Fin, Ger,
388 Gre, Ind, Ids, Kor, Mon, Net, Pol, Por, Sin, Slo,
Spa, Sri, Swe, Tha, UK, Uru, USA, Vie
Berlin 10-14-8-6-10-3-2 45 45 v t004, t015, t026, t031, Arm, Ast, Bel, Fin, Ger, Hun, Net, Nor, Spa,
1038, t050, t065, t204, Swe, Swi, USA
230, t390
Paediatric 1-4-1-4-12-1-10 5 5 v t001, t002, t003, t010, Alg, Arg, Ast, Bra, Col, Den, Fra, Kor, Nor, Pol,
045, t053, t062, t105, Por, Spa, Swe, Uru, UK, USA

1178, t179, t187, 1214,
1311, 319, 1389, t443

UK EMRSA-2/-6 3-3-1-1-4-4-3 8 8 v t008, 1024, t064, t190, Ast, Bel, Fin, Fra, Ger, Ire, Net, Nor, Tai,
206, t211 UK, USA

UK EMRSA-15 7-6-1-5-8-8-6 22 22 v 1005, t022, t032, t223, Ast, Bel, Cze, Den, Ger, Ire, Kuw, NZ,
309, t310, t417, t420 Nor, Por, Sin, Spa, Swe, UK

“spa types according to spa server (most prevalent spa type in bold).

bAlg, Algeria; Arg, Argentina; Arm, Armenia; Ast, Australia; Aus, Austria; Bel, Belgium; Bra, Brazil; Can, Canada; Chi, Chile; Chn, China; Col, Colombia; Cro, Croatia; Cze,
Czech Republic; Den, Denmark; Fin, Finland; Fra, France; Ger, Germany; Gre, Greece; Hun, Hungary; Ind, India; Ids, Indonesia; Ire, Ireland; Ita, Italy; Jap, Japan; Kor, Korea;
Kuw, Kuwait; Mex, Mexico; Mon, Mongolia; Net, The Netherlands; NZ, New Zealand; Nor, Norway; Pol, Poland; Por, Portugal; Sin, Singapore; Slo, Slovenia; Sri, Sri Lanka;
Spa, Spain; Swe, Sweden; Swi, Switzerland; Tai, Taiwan; Tha, Thailand; Uga, Uganda; Uru, Uruguay; Vie, Vietnam.

» Le clone Lyon (clone V)

Il s’agit d’un clone hospitalier appartenant au CC8, et possédant une cassette
SCCmeclV.1l est tres proche du clone ibérique (ST250) dont il ne différe que par un seul allele
(mutation du gene yqiL) (Figure 4B). C’est actuellement le clone le plus fréquemment isolé en

France. (40,86)

» Le clone LPV Européen

Il s’agit d’un clone communautaire, ST80-SCCmeclV et possédant le géne de la LPV.
Ces souches sont principalement responsables d’infections superficielles cutanées, et peuvent

donner lieu a des épidémies. (89)
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» Le clone ibérique

Il s’agit d’un clone de ST250 dérivant du STS, initialement isolé en Espagne. Bien que
peu isolé en France actuellement, ces quelques souches présentent généralement des résistances

aux glycopeptides (souches GISA). (86,90)

» Les clones pédiatriques

Le principal clone pédiatrique est de STS5, appartenant au CC5, et possédant la cassette
SCCmeclV. Initialement décrit dans des hopitaux pédiatriques au Portugal ; en France, il est
principalement isolé dans la moitié ouest du pays. (40,91)

Il existe également une variante de ce clone pédiatrique possédant une cassette

SCCmecVI. (92)

» Le clone Géraldine

Décrit pour la premiere fois en 2005, il s’agit d’un clone de STS possédant une cassette
SCCmecl tronquée. Il représente 6,3% des souches de SARM isolées d’infections invasives en
France. Ce clone se caractérise par son profil a la fois hospitalier et communautaire, sa
propension a donner des infections chez 1’enfant plutét que chez 1’adulte, ainsi que par la

présence du gene de la toxine du choc toxique staphylococcique 1 (TSST-1). (40,87)

Ces différents clones sont regroupés au sein de familles appelées CC, dans lesquels ils

sont associés a d’autres clones dont ils sont proches génétiquement (Annexe 1).

Les données détaillées sur la répartition géographique des clones de SARM en France
sont rares. Dauwalder et al. ont toutefois étudié cette répartition en typant par MLST 111
SARM isolés d’infections invasives, provenant de 23 hopitaux francais. Le clone Lyon
représente 70% des souches isolées au niveau national, les clones pédiatriques et le clone

Géraldine sont mis en évidence a hauteur de 15,3% et 6,3% respectivement.
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Il existe toutefois une disparité de répartition de ces clones a travers la France : alors
que 95% des isolats appartiennent au clone Lyon dans le sud-est, seuls 57% des isolats
appartiennent a ce clone dans le nord de la France. Il en est de méme avec les clones pédiatriques
absents dans le sud-est, mais auxquels appartiennent 29% des souches isolées dans la région

sud-ouest (Figure 5). (40)

[ clone Lyon j
B cione Géraidine | MM el
[[] Clones Pédiatriques T;R‘!B Foxe | /1

[ Clones LPV+

[ | Autres

Figure 5 : Répartition frang¢aise des clones de SARM responsables d’infections invasives.
Les clones LPV+ regroupent le clone Européen et le clone Pacifique. (40)

4) Principaux profils de résistance

Ces clones different également de par leur profil de résistance aux antibiotiques. Alors
que la majorité des clones isolés en France est sensible a la gentamicine, cette sensibilité varie

pour les fluoroquinolones et I’acide fusidique (Tableau 4). (39-41)
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Tableau 4 : Profils de résistances généralement observés pour les souches les plus fréquemment isolées
d’infections invasives en France.

Clone Lyon Clones Clone Géraldine Clone Européen

(n=79) Pédiatriques e (n=4)
(E@10)) (39-41) (@10)) (@10))
R R (57%) R (100%)

Kanamycine R (77%)

Tobramycine R (77%) R R (57%) S (100%)
Gentamicine S (95%) S S (100%) S (100%)
Fluoroquinolones R (100%) R S (100%) S (100%)
Acide fusidique S (91%) R R (100%) R (100%)

Les pourcentages entre parenthéses correspondent aux taux de souches exprimant ce profil dans les études,
quand ce taux est connu.

Pour les clones pédiatriques, le profil de résistance a été obtenu a partir de données provenant de plusieurs
études.
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II. Le SARM chez les patients atteints de mucoviscidose
1) Généralités

Une colonisation bactérienne est fréquemment mise en évidence chez les patients
atteints de mucoviscidose. En effet, le défaut de clairance mucociliaire des voies aériennes
observé au cours de cette pathologie crée des opportunités pour la colonisation microbienne
(Figure 6). De plus, il existe une destruction substantielle du poumon causée par une réaction
immunitaire suite a I’accumulation de débris cellulaires et de mucus déshydraté, ainsi que par
la présence de bactéries colonisant ces débris. (93) L’ensemble de ces évenements entraine des

troubles respiratoires, objectivés par une baisse du volume expiratoire maximal par seconde
(VEMS). (94)

Nasal passage
Paranasal sinuses

Nasopharynx

Oral pharynx /' Non-CF airway epithelium

Mucus
== P geruginosa

e

—— Trachea

—— Main bronchus

—— Bronchus

Conductive zone

— Bronchioli

— ’

— Terminal
— bronchiolus

I— Respiratory
bronchioli

— Alveolar ducts

Respiratory zone

— Alveolus

Figure 6 : Schématisation des voies aériennes d’un patient atteint de mucoviscidose, d’apreés Flokesson
etal. (93)
PMN = polynucléaires neutrophiles
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Les réponses immunitaires médiées par les polynucléaires neutrophiles et les anticorps
conduisent a une altération épithéliale locale. Chez ces patients, le mucus des voies aériennes
est un réservoir majeur pour les microorganismes, tout comme les sinus et les alvéoles dans une

moindre mesure. (93,94)

2) Prévalence

En France, entre 7 et 10% des patients atteints de mucoviscidose sont porteurs de SARM
au niveau pulmonaire. (3,9) Ce taux atteint prés de 35% aux Etats-Unis, pays fortement touché

par cette bactérie multi-résistante. (95-97)

Depuis une quinzaine d’année, il est observé dans certains pays comme 1’ Australie une
diminution de prévalence de Staphylococcus aureus sensibles a la méticilline (SASM), SARM,
P. aeruginosa, B. cepacia et Aspergillus sp. chez les patients atteints de mucoviscidose. (98)
Cette variation est a mettre en lien avec I’amélioration de la prise en charge de cette maladie
permettant notamment un vieillissement de la population de malades, la prévalence des
bactéries colonisant les voies respiratoires de ces patients ayant tendance a décroitre apres 1’age
de 30 ans (Figure 8). (3) L’introduction de nouveaux antibiotiques comme le linézolide, ou
encore 1’utilisation de nouveaux protocoles d’éradication du SARM limitant 1’utilisation de la
clindamycine et des fluoroquinolones en raison de 1’émergence des résistances, et les
remplacant par I’acide fusidique ou le sulfaméthoxazole-triméthoprime ont également permis
de limiter le portage pulmonaire de cette bactérie. (96,99) Cette tendance n’est toutefois pas
observée partout dans le monde : il existe par exemple une augmentation de la prévalence du

S. aureus aux Etats-Unis, et plus particuliérement de souches méticillinorésistantes. (97)

En France, la prévalence du SARM chez cette population de malades est passée de
10,0% en 2006 a 6,9% en 2016 (Figure 7). (3) Cette observation est a mettre en lien avec la
diminution globale de la résistance a la méticilline en France observée depuis plusieurs années.

(100)
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Figure 7 : Répartition des bactéries isolées d’échantillons respiratoires en France (mucoviscidose) et
évolution entre 2006 et 2016 (3)

D’apres les dernieres recommandations frangaises datant de 2002, il est recommandé un
minimum de 4 consultations de suivi par an, avec analyse microbiologique d’échantillon

respiratoire. (14)

3) Particularités du SARM par rapport au SASM

Bien que les SARM ne sont isolés que chez une minorité de patients atteints de
mucoviscidose (6,9% en France en 2016), plusieurs études démontrent que la présence de ces
bactéries entraine plus de complications qu’en cas de portage de SASM. Ainsi, le SARM
persiste plus longtemps dans les voies respiratoires, donne des atteintes pulmonaires plus
séveres avec un déclin plus important du VEMS, et donne lieu a une plus forte utilisation

d’antibiotiques. (101)
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Chez les patients colonisés chroniquement par SARM, la mutation F508del est plus
fréquemment mise en évidence, ainsi qu’une insuffisance pancréatique et des bronchectasies.
Ces patients ont également des hospitalisations significativement plus fréquentes que les
patients porteurs de SASM. (102) Enfin, la méticillinorésistance de ces souches complique le
traitement antibiotique, d’autant plus qu’il existe fréquemment des résistances associées a de
nombreux antibiotiques comme la ciprofloxacine, la clindamycine, ou encore la tétracycline.

(103-105)

4) Acquisition et importance

L’acquisition du S. aureus se produit précocement dans la vie de ces patients : 1’age
moyen du premier échantillon contenant du S. aureus est de 12,4 mois, et environ la moitié des
nourrissons de moins de 6 mois a un liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) qui contient
cette bactérie. (6,18,106)

Le portage du S. aureus méticillinosensible est age-dépendant, sa prévalence est
maximale entre 10 et 20 ans. La prévalence du SARM est en revanche plus faible durant

I’enfance, puis augmente pour atteindre un taux stable a partir de 15 a 20 ans (Figure 8). (3)
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Figure 8 : Bactéries cliniquement importantes chez les patients atteints de mucoviscidose, par classe
d’ége (3)
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Plusieurs études se sont intéressées aux souches de S. aureus présentes au niveau naso-
pharyngé et pulmonaire simultanément. Apres analyse d’échantillons issus de 36 patients par
spa typing, Mainz et al. concluent a la présence d’un méme génotype de S. aureus entre ces 2
zones dans 86% des cas. Il existerait donc des échanges de souches entre ces 2 compartiments,

sans toutefois que ces études n’apportent de réponse quant au site primairement colonisé.

(107,108)

Bien que I’acquisition du SARM en milieu hospitalier est favorisée par le manque
d’hygiene des mains des personnels soignants, ainsi que par la pression de sélection
antibiotique, d’autres facteurs sont présents chez cette population de malades. (109-111) Parmi
ces facteurs, il y a notamment la durée d’hospitalisation ou encore la présence d’une infection
chronique a Aspergillus fumigatus. Les antibiotiques les plus favorables a 1’apparition de cette
résistance a la méticilline sont la ciprofloxacine et les céphalosporines de troisieme génération.

(112,113)

Cette acquisition est particulicrement intéressante a étudier dans le cadre de familles
ayants plusieurs membres atteints de mucoviscidose. Dans le cas de fratries par exemple, alors
qu’il est observé un age d’acquisition de P. aeruginosa identique entre les différents membres
d’une méme fratrie, une variation est observée dans le cas du S. aureus. Il a ainsi ét€ montré
une acquisition plus précoce chez le plus jeune de la fratrie quand 1’ainé est déja colonisé par
cette bactérie, sans toutefois entrainer d’atteinte pulmonaire plus sévere. (114,115) L’étude de
Harik et al. montre par technique d’ECP la présence de souche de SARM identiques dans la

quasi-totalité des cas au sein de 11 fratries, suggérant une transmission intrafamiliale. (116)

Devant la forte prévalence de SARM SCCmecll chez les patients atteints de
mucoviscidose aux Etats-Unis, Muhlebach et al. se sont intéressés aux facteurs de risque
d’acquisition de ce SARM hospitalier. Ils ont ainsi pu montrer un lien avec une co-infection
par P. aeruginosa, un nombre élevé de séjours hospitaliers, ainsi qu’une prise importante

d’antibiotiques par voie inhalée. (117)

Plusieurs facteurs de risques de persistance de SARM ont été identifié€s chez les patients
atteints de mucoviscidose, comme I’insuffisance pancréatique, un nombre élevé
d’hospitalisations par an, ou encore la présence d’une co-infection pulmonaire par P.

aeruginosa. (118)
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D’un point de vue immunologique, la persistance du SARM au niveau pulmonaire est
fortement facilitée par la non efficience des macrophages dans le cadre de la mucoviscidose.
En effet, le déficit en CFTR dans ces macrophages entraine une diminution de production de
cytokines inflammatoires, ainsi qu’une augmentation du pH cytoplasmique et un moindre
fonctionnement lysosomal. (119-122)

Les bactéries internalisées par les macrophages vont ainsi persister dans leur
cytoplasme, ce qui les protege du systeéme immunitaire et des antibiotiques. Ces macrophages
n’étant pas aptes a éliminer les pathogenes, ils permettent une persistance bactérienne en jouant
le réle de réservoir pour les bactéries dont S. aureus, faisant le lit d’une infection chronique.

(123)

5) Co-infection

La présence d’une co-infection pulmonaire n’est pas rare dans la mucoviscidose. S. aureus
et P. aeruginosa sont les pathogenes les plus fréquemment isolés dans les infections chroniques
des voies aériennes chez ces patients, et ils sont fréquemment présents conjointement. (124,125)

La co-infection par ces deux bactéries est responsable d’un déclin plus rapide du VEMS,
et est associée a un taux plus élevé de recours a des traitements antibiotiques administrés par

voie intraveineuse qu’en cas d’infection par I’une de ces deux bactéries uniquement. (126)

Bien que difficile, I’étude des interactions entre bactéries a donc un intérét certain, a
fortiori dans le cadre de pathologies pulmonaires graves comme la mucoviscidose. Plusieurs
études ont ainsi montré une forte pression du P. aeruginosa sur le S. aureus, allant de la
sélection de variants a petites colonies (SCV) difficiles a détecter et a éradiquer, jusqu’a
I’élimination du S. aureus. Cette activité anti-staphylococcique se fait par relargage de
différents facteurs de virulence comme la protéase LasA ou encore la pyocyanine, sidérophore
également responsable de 1ésions pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose.
(127-131) P. aeruginosa produit également une protéase LasB, responsable d’une inhibition
de production de biofilm par S. aureus. (132)

Il existerait donc une compétition entre le P. aeruginosa et le S. aureus dans les voies
aériennes des patients atteints de mucoviscidose, compétition également mise en évidence entre

différentes souches de S. aureus. En effet, Kahl et al. ont montré que la présence d’une souche

de S. aureus empéche la colonisation par d’autres souches de cette méme espece. (133)
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6) Typage moléculaire et étude des liens épidémiologiques entre souches de
SARM

L’étude des cassettes SCCmec permet une premicre analyse de clonalit¢ des SARM
circulant chez les patients atteints de mucoviscidose. Ainsi, d’une facon générale, ce sont des
SARM hospitaliers qui sont le plus souvent isolés chez ces patients, notamment aux Etats-Unis
ou plusieurs études mettent en évidence des taux de souches porteuses de la cassette SCCmecll
allant de 65 a 89%. (96,117,134) En Italie, il s’agit de souches hospitalieres SCCmecl dans 49
a 56% des cas selon les études, ainsi que des souches communautaires SCCmeclV dans 22 a
31% des cas. (48,135) Il n’existe pas d’étude de ce type réalisée en France, sur cette catégorie

de malades.

D’autres études ont, quant a elles, utilisé une approche par MLST ou MLVA afin de
génotyper les SARM de patients atteints de mucoviscidose. L’analyse des liens existant entre
les souches a généralement été faite en classant les SARM en CC, ce qui permet de distinguer
les grands clones tout en s’affranchissant des variations génétiques mineures. En France, il
existe peu d’études sur le sujet. En analysant les données détaillées de 22 souches de SARM
issues de I’étude de Vu-Thien et al., nous observons une prédominance des CC5, CC45 et CC8
représentant respectivement 36%, 27% et 23% des isolats. (49) En Irlande du Nord, les CC5 et
CCS sont les plus fréquents, représentant respectivement 43 et 41% des souches isolées apres
analyse de 76 souches par MLVA et spa typing. (136) En Espagne, I’analyse de 200 souches
par WGS met en évidence la présence de CC5 (20%), CC30 (17%) et CC45 (11%), le CC8

n’étant représenté qu’a hauteur de 6%. (137)

Une étude italienne de 2362 patients suivis dans 9 centres décrit les sous-populations de
SARM circulants chez les patients atteints de mucoviscidose. La présence de SARM dans les
échantillons respiratoires a été mise en évidence chez 178 patients (7,54%), et 98 souches
provenant de ces patients ont été analysée par MLST. Le ST majoritaire est le STS5, représentant
37% (36/98) de I’ensemble des souches. Viennent ensuite les ST8 et ST228, représentant
respectivement 30% (29/98) et 20% (20/98) des souches étudiées (Figure 9). (48)
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Figure 9 : Répartition des STs de SARM dans 9 centres de mucoviscidose en Italie (48)

Dans leur étude portant sur 15 patients atteints de mucoviscidose a Madrid (Espagne),
Molina et al. ont analysés par MLST 67 isolats issus d’échantillons respiratoires. Les STs
majoritaires sont les ST228 et ST235, représentant respectivement 65,7% (44/67) et 20,1%
(14/67) de I’ensemble des souches. D’autres ST sont mis en évidence dans de plus faibles

proportions : ST5 (7,5%), ST247 (4,5%), et ST72 (1,5%). (138)

Dans leur étude autrichienne, Masoud-Landgraf et al. ont analysés plusieurs souches de S.
aureus dont 2 MRSA par spa typing, et ont déterminés que ces souches multi-résistantes
appartenaient aux CC152 et au CC5. (139) Ce type d’études, dans lequel les SARM sont étudiés
de facon anecdotique au sein d’un ensemble de S. aureus sont fréquentes, et témoignent du

manque de données globale quant a cette bactérie multi-résistante.

43



7) Facteurs de virulence

La détermination des facteurs de virulence bactériens est importante pour prédire la
gravité des infections, en particulier chez des patients fragiles comme ceux atteints de
mucoviscidose.

S. aureus produit un large éventail de protéines toxiniques, dont certaines ont été
décrites comme jouant un role majeur lors d’infections a cette bactérie. C’est notamment le cas
de la LPV (généralement associée a des infections cutanées ou des tissus mous récidivantes),
de la TSST-1 (pouvant étre responsable de choc toxique), des entérotoxines (responsables
d’intoxications alimentaires), mais également des exfoliatines (responsables du syndrome de la

peau ébouillantée et d’impétigo bulleux). (140-142)

Alors qu’en France le géne de la LPV est rarement mis en évidence dans les SARM
pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose, des études démontrent une présence de
cette leucocidine dans 10 2 40% des souches aux Etats-Unis. (9,134,136) La forte prévalence
de cette toxine aux Etats-Unis est 2 mettre en lien avec I’importante présence des clones STS et
ST30 producteurs de LPV dans cette région du monde. (50) Il n’a toutefois pas été observé de
prévalence de SARM-LPV+ significativement supérieure chez les patients avec exacerbations

pulmonaires, par rapport aux patients avec colonisation chronique dont 1’état était stable. (96)

Le geéne de la TSST-1 est mis en évidence dans pres de 50% des souches de S. aureus
nord-américain, sans que le role de cette toxine dans la pathogénicité de I’infection par SARM

dans le poumon des patients atteints de mucoviscidose ne soit actuellement établi. (143)

De nombreux autres génes codant des toxines peuvent par ailleurs étre hébergés par
S. aureus. (144) Parmi ces geénes, ceux codant les entérotoxines SEA et SED, et le géne hlg
codant une hémolysine sont plus souvent présents dans le génome des S. aureus des patients

atteints de mucoviscidose, par rapport aux patients non atteints. (143,145)

Il existe un geéne appelé accessory gene regulator (agr) permettant de réguler la
sécrétion de facteurs de virulence ainsi que les protéines de surfaces par la mise en jeu d’un
mécanisme de « quorum sensing » régulant la production d’exoprotéines. Son rdle central dans
la production de ces facteurs de virulence fait de ce gene un acteur fortement impliqué dans la

gravité des infections humaines. (146,147)
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8) Traitements antibiotiques

L’intérét du traitement du SARM chez des patients porteurs asymptomatiques reste
discuté. D’apres les dernieres recommandations frangaises datant de 2002, il est suggéré de ne
pas réaliser d’antibioprophylaxie primaire chez ces patients. Il est en revanche recommandé
d’éradiquer un portage de SARM méme asymptomatique, en raison de la possibilité
d’aggravation de I’atteinte pulmonaire. (14) Le Centre de Référence de la Mucoviscidose
(Lyon) (https://www .centre-reference-muco-lyon.fr) recommande un traitement par bi-
antibiothérapie orale prolongée, associant rifampicine et acide fusidique pendant 3 mois,
associée a de la mupirocine topique (nasale). (9)

En cas d’exacerbation, il est recommandé de traiter par pristinamycine et rifampicine
apres vérification de la sensibilité de la souche par antibiogramme. I1 n’existe pas de consensus

quant a I’antibioprophylaxie secondaire. (14)

Actuellement, ce sont le linézolide ou les glycopeptides qui semblent &tre
principalement utilisés dans le traitement des exacerbations chez les patients colonisés par
SARM. (148,149) D’autres antibiotiques comme la clindamycine et la ciprofloxacine
présentent un taux de résistance particulierement élevé chez ces patients, et ne doivent donc

plus étre utilisés. (96)

De nombreuses études évaluent des associations d’antibiotiques, dans le but de
déterminer la combinaison la plus efficace pour éradiquer le SARM pulmonaire chez les
patients atteints de mucoviscidose. Les taux d’éradication a la fin du traitement sont variables
selon les associations testées :
e Rifampicine (6 mois) + acide fusidique (6 mois) + mupirocine nasale (5 jours) :
100% d’éradication (150)

e Rifampicine (6 mois) + acide fusidique (6 mois) : 73% d’éradication (99)

e Rifampicine (2 semaines) + sulfaméthoxazole-triméthoprime (2 semaines) +
mupirocine nasale (1 semaine) : 80% d’éradication (151)

e Rifampicine (6 semaines) + acide fusidique (6 semaines) + vancomycine (5 jours) :

81% d’éradication (152)
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Toutefois, il existe encore peu de données cliniques sur 1’utilisation des nouvelles
molécules comme le ceftobiprole ou la ceftaroline lors d’exacerbations pulmonaires chez ces
patients. Il est possible que, dans les années a venir, ces nouvelles molécules surpassent celles

utilisées actuellement. (148,149)

D’autres alternatives thérapeutiques sont actuellement en cours d’évaluation, c’est le
cas par exemple de I’acide usnique. En plus de son activité anti-cancéreuse et fongicide, cette
molécule issue du lichen possede des propriétés antibactériennes contre certaines bactéries
multi-résistantes comme les entérocoques résistants a la vancomycine ou encore le SARM, en
diminuant la syntheése du peptidoglycane et en atténuant les propriétés adhésives du biofilm
produit par ces bactéries. (153,154)

Une autre option pourrait €tre 1’utilisation de nano-antibiotiques. L’association de
carbénicilline, de fer et d’'une nanoparticule permet une meilleure pénétration du biofilm, et

donne des résultats prometteurs contre le SARM, que ce soit in vitro ou in vivo. (155)

9) Cas particulier des fratries

Il existe des situations ou plusieurs membres d’une méme famille sont touchés par la
mucoviscidose, comme dans le cas de fratries. Comme vu précédemment, la promiscuité entre
ces malades n’est pas sans incidence sur leur microbiote pulmonaire. Il n’existe toutefois

aucune étude détaillant I’évolution du portage du SARM chez des fratries.

Dans le cas du SASM, Ankrum et al. montrent par WGS qu’une méme souche est
présente chez les 2 membres d’'une méme fratrie dans la grande majorité des cas, et qu’elle
persiste durant au moins 22 mois. Dans cette étude, seule 1 fratrie sur 13 était colonisée par 2
souches différentes, que les membres de cette fratrie se sont échangés a plusieurs reprises durant
cette période. (156) En revanche, dans le cas du P. aeruginosa, il semble y avoir des
changements de souches intrafamiliaux plus fréquents qu’avec le S. aureus, avec des clones

1solés a tour de role chez un membre ou 1’autre de la fratrie. (157)
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III. Persistance et évolution adaptative de Staphylococcus
aureus au cours de la persistance chez les patients
atteints de mucoviscidose

1) Généralités

Au cours de la colonisation chronique, sont souvent observés des changements
phénotypiques des colonies isolées des échantillons du tractus respiratoire, que ce soit au niveau
du morphotype en culture, ou au niveau de la sensibilité aux antibiotiques. La question se pose
de savoir s’il s’agit d’'une méme souche évoluant dans le temps, ou bien d’une succession de

souches de génotypes différents ?

Dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose, plusieurs études montrent une
persistance de S. aureus de méme ST apres 2 ans dans plus de 75% des cas, et apres 10 ans dans
41% des cas. (49,158,159)

La persistance moyenne d’une méme souche de S. aureus dans les poumons de patients

atteints de mucoviscidose est estimée a 8,25 ans. (158)

Les études analysant uniquement les SARM sont rares, mais sont en accord avec les
observations faites pour 1I’ensemble des S. aureus. Dans leur étude portant sur 76 patients,
utilisant les techniques de spa typing et MLV A, Gilpin et al. montrent une persistance d’un
méme ST de SARM dans 76,3% des cas apres 2 ans. De leur c6té, Molina et al. montrent cette
persistance dans 67% des cas apres 2 a 5 ans de colonisation, apres analyse des échantillons de

77 patients par PFGE. (136,138)
Bien qu’il existe de nombreuses souches différentes de S. aureus pouvant étre isolées,

il ne semble pas y avoir de lien entre ST et évolution clinique chez les patients atteints de

mucoviscidose. (158)
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2) Modifications génotypiques

Du fait de la chronicité du portage du SARM chez certains patients atteints de
mucoviscidose, il existe une adaptation a leur environnement par des modifications de leur
patrimoine génétique. Ces modifications ont par exemple été mises en évidence dans 1’étude
sur 13 ans d’un patient colonisé a SARM, chez lequel le spa-type change a 6 reprises (souche

de méme ST et ayant un méme type de SCCmec durant toute 1’étude). (159)

Il a ét€ montré que les S. aureus colonisant ces patients mutent significativement plus
que chez un patient sain, pouvant donner lieu a 1’apparition de SCV ou de résistances aux

antibiotiques. (160,161)

Dans leur étude, Vu-Thien et al. ont étudié par MLVA et spa typing 278 souches de S.
aureus provenant de 108 patients, isolées précocement et tardivement (jusqu’a 2 ans
d’intervalle) au cours de la colonisation chronique a S. aureus. Ils ont observé dans la majorité
des cas la persistance d’une méme souche au cours du temps. D’autres patients pouvaient avoir
plusieurs souches de CC différents simultanément : c’est notamment le cas d’un patient chez
qui 4 CC différents ont été mis en évidence, mais 1 seul a été détecté plus d’une fois au cours
de I’étude. (49) Cette observation est en adéquation avec 1’étude de Kahl et al. suggérant une
compétition entre S. aureus dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose. (133)

Chez d’autres patients, la présence de populations bactériennes diversifiées avec
coexistence de plusieurs variants chez un méme patient est observée, a travers la présence de
plusieurs bandes suite a I’électrophorese sur gel d’agarose des VNTRs. (49)

Les souches appartenant au CC8 se sont montrées étre tres stables a 2 ans. En revanche,
les souches appartenant aux CC5 et CC45 avaient subi plus de mutations au cours de

I’évolution, avec apparition de colonies variantes. (49)

3) Variants a petites colonies (SCV)

I1 est observé I’apparition de variants a petites colonies de S. aureus (SA-SCV) dans le
poumon de patients atteints de mucoviscidose dans un quart des cas de colonisation chronique.
(158) Cette observation est a mettre en lien avec la pression de sélection exercée par P.
aeruginosa, mais également par un traitement prolongé par sulfaméthoxazole-triméthoprime.

(127,133,162)
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Ces souches posent un probléme important car leur croissance peut €tre plus lente
(jusqu’a 72h) et I’aspect des colonies peut étre atypique (aspect tres fin, non hémolytique...),
rendant ainsi leur détection plus compliquée au laboratoire, ou il est estimé qu’environ 1% des
S. aureus isolés sont des SCV. Elles produisent également moins de pigments et sont plus
fréquemment intracellulaires, rendant leur détection d’autant plus difficile. (163)

D’une fagon générale, les SA-SCV sont également plus souvent résistants aux
antibiotiques comme le sulfaméthoxazole-triméthoprime, les aminosides, la fosfomycine, ou
encore la ciprofloxacine. Ils sont également associés a des recours plus fréquents a des
antibiotiques par voie intraveineuse, ainsi qu’a une dégradation respiratoire plus importante
objectivée par un VEMS plus bas. (162)

Il a également ét€ montré que ces souches présentaient des taux de mutation plus

importants. (160)

4) Biofilm

Les bactéries cherchent constamment a se mettre a I’abri d’un environnement hostile, et
notamment du systéme immunitaire. Ainsi, I’'un des mécanismes permettant cette protection au
cours de la colonisation est la production de biofilm. Cette production est complexe, et dépend
a la fois de caractéristiques génotypiques et phénotypiques. Ainsi, chez le S. aureus, le geéne ica
est au centre de ce mécanisme en produisant deux protéines : polysaccharide intercellular
adhesin (PIA) et poly-N-acetyl-B-(1-6)-glucosamine (PNAG), nécessaires a la formation du
biofilm. (127,164)

Une production accrue de biofilm peut exister dans certains cas de figures apparaissant
au cours de la colonisation : i) il peut notamment exister une délétion au sein de 1’opéron ica,
permettant une production plus importante des protéines PIA/PNAG ; (165) ii) un deuxi¢me
cas de figure peut apparaitre dans le cas particulier des patients atteints de mucoviscidose, chez
lesquels la présence de mucus pulmonaire épais peut entrainer localement des conditions de
microaérobiose ou d’anaérobiose. (166,167) Dans ce contexte d’anaérobiose, il existe un
systeéme a deux composants appelé « staphylococcal respiratory response AB » (SrrAB) qui va
réguler I’expression de plusieurs genes. Ce régulon va notamment entrainer une plus forte
expression du gene ica, augmentant ainsi la production de biofilm et permettant une persistance
du S. aureus. (168) A noter que ce systeme serait également responsable de variations de

production de facteurs de virulence comme la TSST-1 ou la protéine A. (168—170)
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Alors que le role du biofilm est largement étudi€ dans le cas de P. aeruginosa, il n’existe
que peu d’études sur les S. aureus de patients atteints de mucoviscidose. (171) Une production
plus importante de biofilm par cette bactérie est toutefois mise en évidence chez ces malades.

(172)

La complexité de I’éradication du SARM dans les poumons de patients atteints de
mucoviscidose réside principalement dans I’isolement de ces bactéries au sein de biofilm.
(173,174) Ainsi, comme le montrent Molina et al., une méme souche de SARM aura un profil
de résistance différent selon qu’elle se trouve dans le poumon (et donc fréquemment protégée
au sein de biofilm) ou dans le sang. Dans la majorité des cas, les concentrations minimales

inhibitrices du biofilm (MBIC) étaient plus élevées que les concentrations minimales

inhibitrices (MIC), notamment en prenant en compte la MBICgg. En revanche, au vu des

résultats des MICs0 et MBICso, les isolats issus de patients atteints de mucoviscidose (mais pas

ceux issus d’hémocultures) étaient plus sensibles a la clindamycine, 1’érythromycine,
I’azithromycine et la gentamicine en mode sessile qu’en mode planctonique (Tableau 5). Ces
résultats suggerent une forte activité des macrolides et des aminosides contre la formation de

biofilm, comme déja décrit dans le cas de P. aeruginosa. (138,175)

Tableau 5 : Comparaison de la sensibilité aux antibiotiques de souches de SARM isolées de 14 patients
atteints de mucoviscidose (échantillons respiratoires) et de 20 patients non atteints (hémocultures)

Antibiotic Origin ~ MICsy  MBICsy  MICyy  MBICqy
Linezolid CF 16 16 32 128
blood 8 16 64 128
Clindamycin CF >256 8 =256 >256
blood <0.25 <0.25 1 0.5
Erythromycin  CF 2256 32 >256 >256
blood 128 128 >256 >256
Azithromycin  CF >256 16 >256 >256
blood >256 >256 >256 =256
Daptomycin CF 0.25 64 0.5 >256
blood 0.125 1 0.25 =256
Levofloxacin CF 16 4 64 =256
blood 16 64 128 128
Gentamicin CF >256 16 =256 =256
blood 4 16 64 64
Vancomycin CF 2 2 4 =256
blood 2 16 4 =256

MIC : concentration minimale inhibitrice ; MBIC : concentration minimale inhibitrice du biofilm (138)
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5) Autres adaptations

Durant la phase de colonisation par les souches de SARM, il est également observé des
modifications de production de toxines, de capsule, ainsi que des variations d’hémolyse et de

résistances aux antibiotiques. (158)

Ces modifications restent néanmoins variables d’un individu a I’autre. Dans leur étude,
Hirschhausen et al. ont étudiés les souches de S. aureus issues d’échantillons respiratoires de
29 patients, en analysant pour chacun d’entre eux 2 souches espacées d’au moins 5 ans, de
méme MLST et de spa type identiques ou proches. Ils mettent en évidence une diminution de
I’expression capsulaire par 31% des souches, et une augmentation de cette production par 10%
des souches. De méme, 24% des souches produisent moins de toxines qu’initialement, contre
11% des souches qui ont vu cette production augmenter. Il existe également des variations de
résistances aux antibiotiques ainsi que d’hémolyse, qui peuvent toutefois étre liée a la

transformation des souches en SCV. (158)

Cette adaptation bactérienne chez les patients atteints de mucoviscidose a également été
étudiée dans le cas de colonisation a P. aeruginosa, Achromobacter sp. et Burkholderia sp.. 1l
en ressort sensiblement les mémes conclusions, soit une modification du métabolisme, de la
virulence et de la production de biofilm, I’apparition de résistances aux antibiotiques,
I’augmentation de I’adhésion aux cellules épithéliales, ainsi qu’une réduction de la taille du

génome. (93,176-178)
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PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE

I. Introduction

Du fait de I’immunodépression locale qu’elle provoque au niveau pulmonaire, la
mucoviscidose est un terrain favorable a la colonisation bactérienne, ainsi qu’a la survenue
d’infections respiratoires. (93,123) Bien que présent chez plus d’un patient sur deux, le portage
pulmonaire chronique du S. aureus est peu étudié dans le cadre de cette pathologie. Le P.
aeruginosa, de par la gravité des infections qu’il peut engendrer et sa multi-résistance naturelle
et parfois acquise aux antibiotiques, fait I’objet de la majorité des publications scientifiques a
ce jour. Plusieurs études suggerent pourtant un role important du SARM, bactérie pouvant

entrainer un déclin important du VEMS chez cette catégorie de patients. (101)

L’épidémiologie mondiale du SARM est variable, que ce soit d’un point de vue de la
prévalence ou des clones circulants. Bien que la prévalence de cette bactérie multi-résistante
soit élevée dans certaines régions du monde comme 1’Amérique du Nord, I’ Afrique ou encore
1’ Asie, elle est en recul en Europe depuis plusieurs années. (62) Il n’existe que peu d’études
européennes portant sur les colonisations a SARM chez les patients atteints de mucoviscidose.
En France, a notre connaissance, seule 1’étude réalisée en 2010 par Vu-Thien et al. apporte des
données quant a I’épidémiologie moléculaire de S. aureus au cours de la mucoviscidose. (49)

En plus de sa multi-résistance, cette bactérie est fréquemment productrice de biofilm,
ce qui la rend plus difficile a éradiquer. (138) Il semble donc nécessaire d’étudier ce micro-
organisme afin d’améliorer la prise en charge des patients colonisés par cette bactérie multi-
résistante, que ce soit en amont ou lors d’épisodes d’exacerbations pouvant étre extrémement

graves voire mortels.

Cette étude a plusieurs objectifs : 1) tout d’abord décrire 1’épidémiologie moléculaire
des clones de SARM isolés chez les patients colonisés suivis au Centre de Ressources et de
Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) de Montpellier ; 2) puis dans un deuxi¢me temps,
étudier les souches issues d’échantillons respiratoires de certains de ces patients de facon
longitudinale, afin d’évaluer s’il existe une perte, un changement ou une persistance de ces
souches ; 3) pour finir, étudier la variation de production de biofilm de souches de méme
génotype isolées dans une fratrie afin de mettre en évidence ou non des modifications

phénotypiques propres a 1’adaptation a des hotes différents.
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II. Matériels et méthodes

Il s’agit d’une étude microbiologique et épidémiologique. Cette étude n’a pas vocation

a étre une étude d’impact.

1) Patients et échantillons

Tous les patients atteints de mucoviscidose suivis au CRCM de Montpellier (Hopital
Arnaud de Villeneuve, France) et ayant eu au moins une culture de SARM a partir des
échantillons du tractus respiratoire (expectoration ou aspiration bronchique) analysés en 2016
ont été inclus dans cette étude.

Alors que les criteres de colonisation chronique pour le P. aeruginosa sont bien définis,
il n’existe pas de définition officielle de la colonisation chronique par S. aureus chez les patients
atteints de mucoviscidose. (14) Plusieurs articles prennent comme définition la présence d’au
moins 3 échantillons respiratoires consécutifs ayant montré une culture de SARM. (102,134)

Dans notre étude, nous avons également analysé la ou les souches de SARM les plus
anciennement cultivées et conservées au sein du laboratoire de bactériologie du Centre
Hospitalier Universitaire de Montpellier pour chaque patient, ceci étant colonisé chroniquement
et de longue date par SARM. Ces patients ont été sélectionnés sur la base des 2 criteres
suivants :

- colonisation chronique par SARM depuis plus de 3 ans

- échantillons respiratoires positifs a SARM au moins 3 fois par an durant cette

période
Les résultats obtenus ont été comparés a ceux obtenus pour le ou les isolats de 2016 (étude

longitudinale).

En cas de présence de plusieurs morphotypes coloniaux de SARM en culture dans un
méme échantillon, chaque morphotype a été étudié individuellement afin de rechercher une

colonisation par plusieurs clones distincts.

L’age et le sexe des patients ont été recueillis. Les données cliniques recueillies sont les
suivantes : présence d’insuffisance pancréatique exocrine, de diabete insulino-dépendant et

VEMS le jour du prélevement dont sont issues les souches analysées.
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2) Souches bactériennes et analyses microbiologiques

Toutes les souches bactériennes isolées ont été identifiées comme é&tant des
Staphylococcus aureus apres culture sur gélose au sang ANC (bioMérieux®) et identification
par spectrométrie de masse (Bruker®).

La sensibilité a la méticilline a été évaluée par antibiogramme en diffusion selon les
recommandations du CA-SFM, avec si besoin recherche du géne mecA par PCR.

Ces souches ont été conservées congelées a -80°C.

3) Multi-Locus Sequence Typing (MLST)

Les souches bactériennes ont été remises en culture sur gélose au sang TSS
(bioMérieux®) et ont été incubées a 37 °C durant une nuit, puis I’ADN chromosomique a été
extrait selon le protocole de Predari et al. (179) :

- Préparation d’une suspension bactérienne (1 ml) de densité optique 1 MacFarland

- Centrifugation a 10 000 tours/min pendant 10 min

- Elimination du surnageant et remise en suspension du culot de centrifugation par

111 uL de réactif de lyse (contenant du lysozyme (Sigma®) a la concentration
de 8,33mg/ml et de la lysostaphine (Sigma®) a la concentration 41,67u g/ml)

- Incubation 1 ha 37 °C

- Ajout de 100 uL de mix de protéinase K (contenant de la protéinase K et du Tris)

- Incubation 1 ha 50 °C

- Incubation 10 min a 100 °C pour inhiber la protéinase K

- Incubation 10 min a -20 °C

- Centrifugation a 10 000 tours/min pendant 10 min

- Récupération du surnageant contenant I’ADN

L’analyse MLST a été réalisée selon Enright et al., a I’exception de 1’utilisation du
primer arcCF2 (primer forward du gene arcC). (58,180) Une amplification par PCR a été
réalisée puis contrdlée par migration sur gel afin de vérifier I’obtention d’amplicons de taille
attendue. Un séquencage des 7 génes de ménages par méthode de Sanger a été réalisée par la

société GENEWIZ® (Tableau 6). (181)
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Tableau 6 : Amorces utilisées et tailles des amplicons attendues pour chaque géne du schéma MLST de
S. aureus

> . Taille d’amplicon
Gene Séquence des amorces (de 5’ a 3°)
attendue (pb)
up CCT TTA TTT GAT TCA CCA GCG
arcC 456
down AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG
up ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC
aroE 456
down GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATA TC
up CTA GGA ACT GCA ATCTTA ATCC
glpF 465
down TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC
up ATC GTT TTA TCG GGA CCA TC
gmk 417
down TCA TTA ACT ACA ACG TAA TCG TA
up GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG
pta 474
down GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA
up TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA 402
down TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC
. up CAG CAT ACA GGA CACCTATTG GC
yqiL 516
down CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC

pb : paires de bases

4) Production de biofilm

La détermination de la cinétique de production de biofilm des souches de SARM a été
réalisée par la technique du Biofilm Ring Test (Biofilm Control, St Beauzire, France) suivant
les recommandations du fournisseur et comme décrit par Chavant et al. (182) Cette technique
s’appuie sur la mesure du déplacement de microbilles magnétiques dans un puits de
microplaque sous I’action d’un champ magnétique généré par un aimant placé sous le centre du
puits. Les souches testées ont été repiquées sur boite de pétri BHI (milieu cceur-cervelle) et ont
été incubées durant 24 h a 37 °C. Un second repiquage réalisé a partir d’une seule colonie a été
effectué sur ce méme milieu suivi d’une incubation durant 24 h a 37 °C. Apres dilution dans du
bouillon BHI, 200 uL de suspension bactérienne ont été¢ déposées dans des plaques 96 puits en
présence de billes magnétiques. Chaque suspension a été déposée en double, dans 2 puits. Les
plaques ont été incubées durant Sh a 37°C, une lecture étant réalisée a 1h, 2h30 et 5h. Avant

chaque lecture, les plaques ont été placées sur un block magnétique et disposées dans le lecteur.

55



Les images de chaque puits, avant et aprés aimantation, ont été analysées par le logiciel
BFC Elements 2.0 (BioFilm Control) qui permet d’évaluer le Biofilm Formation Index (BFI).
Un BFI supérieur a 7 correspond a une importante mobilité des billes et donc une absence de
formation de biofilm alors qu’un BFI inférieur a 2 correspond a une immobilité des billes qui

sont piégées en présence de biofilm (Figure 10).
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Figure 10 : Interprétation du Biofilm Ring Test®

5) Analyse des données

La détermination des STs de chaque souche a partir des séquences des 7 geénes
domestiques du schéma MLST a été réalisée grace a la base de données PubMLST

(https://pubmlst.org). (59)

L’analyse des distances alléliques entre les différentes souches a été réalisée grace au
logiciel PHYLOViZ 2 utilisant 1’algorithme Based Upon Related Sequence Types (eBURST).
(61,183)

Les analyses statistiques ont été réalisées grace au logiciel Prism 7. Les comparaisons
de prévalence du SARM, d’insuffisance pancréatique exocrine et de diabete insulino-dépendant
ont été réalisées en utilisant un test binomial, en considérant un résultat comme significatif
lorsque p était inférieur 2 0,05. Les comparaisons d’age et de VEMS ont été réalisées en utilisant
un test de comparaison d’une moyenne observée a une moyenne de référence, la valeur seuil

suivant une loi de Student (seuil de 0,05).
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III. Résultats

1) Population étudiée

Le CRCM de Montpellier a suivi 212 patients atteints de mucoviscidose durant 1’année
2016. 12,7% (27/212) de ces patients ont eu au moins 1 échantillon respiratoire positif a

S. aureus méticillinorésistant, et ont €té inclus dans notre étude.

Les 27 patients étaient insuffisants pancréatiques exocrines et 26% (7/27) étaient
diabétiques insulino-dépendants. L.’a4ge moyen de ces patients était de 26,3 ans [2-52] en 2016,
I’age médian de découverte de la mucoviscidose était de 5 mois, et le VEMS moyen de 53,9%
[25-103] (Tableau 7A).

La mutation F508del était présente chez 92,6% des patients de notre étude, dans 48,2%

des cas a I’état homozygote et dans 44,4% des cas a I’état hétérozygote (Tableau 7B).

Tableau 7 : Données descriptives des 27 patients inclus dans I'étude

Age des Age de découverte de

VEMS VEMS mesuré

patients la mucoviscidose
(%) (I/s)

(années) (mois)
Moyenne 539
Médiane 26 5 45 2
Ecart-type 11,5 429 24,1 0,7

F508del/F508del F508del/autre

Nombre de patients 13 12 2
% 48,2 44 4 74

(A) Moyenne, médiane et écart-type de I'Gge des patients en 2016, de I'dge de découverte de la mucoviscidose,
du VEMS (%) et du VEMS mesuré (I/s)
(B) Mutations génétiques
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Le VEMS moyen de nos patients colonisés par du SARM en 2016 était de 53,9%, soit
un taux significativement plus bas (p<0,0001) que la moyenne du VEMS de I’ensemble des
patients suivis au CRCM de Montpellier qui était de 78,6%. (184) Les patients porteurs de
SARM étaient également significativement plus agés et plus souvent insuffisants pancréatiques

exocrines (Tableau 8).

Les patients du CRCM de Montpellier (n=212) cités dans les analyses comparatives
suivantes correspondent a I’ensemble des patients de ce CRCM, y compris les 27 patients de

notre étude.

Tableau 8 : Comparaison des paramétres cliniques des patients de notre étude par rapport a 'ensemble
des patients suivis au CRCM de Montpellier

Age moyen IPE DID VEMS moyen
(années) (% de patients) (% de patients) (%)

Patients de
notre étude 26,3 100 25,9 53,9
(n=27)

Patients du

CRCM de
20,2 81,6 12,7 78,6

Montpellier
(n=212)

Valeur de p 0.0055 0.0041 0,0729 <0.0001

Valeurs de p soulignées : significatif au seuil de 0,05
IPE : insuffisance pancréatique exocrine ; DID : diabéte insulino-dépendant ; VEMS : volume expiratoire maximal
par seconde

Ces données détaillées sont présentées dans le Tableau 9 (voir page ci-apres).
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Tableau 9 : Données cliniques et comorbidités des 27 patients étudiés

VEMS

Age en

Age de VEMS
diagnostic (%)

2016
(années)

mesuré

(1/s)

patient

[ F 16 4 mois F508del/F508del oui non 29 0,91
2 v 49 naissance F508del/2184insA oui non 40 1,32
3 NV 26 naissance F508del/G542X oui non 45 1,94
El 24 4 ans F508del/R553X oui non 7 1,82
[ 5+ [N 20 2 mois F508del/R553X oui non 42 1,14
Il s ilil 1 mois F508del/F508del oui non 9% 2,63
M 34 naissance F508del/F508del oui oui 36 1,27
e v 32 3ans F508del/1811+1.6kbA->G oui non 89 3,27
BEl 14 1an F508del/R553X oui non 78 2,45
M 33 4 ans F508del/1717-1G->A oui non 64 2,56
BEE 26 naissance F508del/F508del oui oui 37 1,11
[ 12 [N 20 naissance F508del/F508del oui non 59 1,98
F 35 5 mois F508del/F508del oui non 103 2,84
M 23 5 mois F508del/711+1G->T oui non 54 2,03
[ 15 BV 33 4 ans F508del/R347P oui oui 26 1,04
F 17 4 ans F508del/F508del oui non 100 3,40
M 25 7 ans F508del/F508del oui non 37 1,56
[ 13 [N 52 naissance F508del/I507del oui oui 25 0,56
M 20 2 mois F508del/F508del oui oui 32 1,41
[ 20 Y ) 4 mois F508del/F508del oui non 29 1,22
Bl r 28 13 ans F508del/R709X oui non 54 1777
[ 22 Y 34 12 ans F508del/R334W oui non 54 2,12
EEl 43 1an G542X/R792X oui oui 59 1,57
Bl - ilil naissance G542X/R1066C oui non 81 NR
[ 25 [NV 30 5ans F508del/F508del oui non 39 1,72
El 33 5ans F508del/F508del oui oui 36 1,36
F 18 naissance F508del/F508del oui non 35 1,30

* patients colonisés de longue date

M : homme ; F: femme ; IPE : insuffisance pancréatique exocrine; DID : diabéte insulino-dépendant ; VEMS :
volume expiratoire maximal par seconde ; NR : non renseigné

1,9% (4/212) des patients du CRCM de Montpellier étaient colonisés chroniquement
par SARM de longue date selon les criteres définis dans notre étude, soit 14,8% (4/27) des
patients étudiés. Il s’agit des patients 4,5, 11 et 23 (Tableau 10).

Les 23 autres patients étaient colonisés par du SARM de facon sporadique,
intermittente, ou chronique (sans toutefois rentrer dans la catégorie des patients colonisés

chroniquement de longue date).

Ces données sont présentées dans le Tableau 10 (voir page ci-apres).
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descriptives de la colonisation du tractus respiratoire des 27 patients de notre

Données
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Les 4 patients colonisés chroniquement a SARM de longue date étaient agés en
moyenne de 28,3 ans [20-43] en 2016, avec un age médian de découverte de la maladie de 7
mois, et un VEMS moyen de 73,3% [43-104] lors de I’analyse de I’échantillon ancien
(Tableaux 11A et 11B).

Deux de ces patients sont de la méme fratrie, il s’agit de 2 sceurs agées respectivement

de 20 et 24 ans en 2016 (patients 4 et 5).

Tableau 11 : Données descriptives des 4 patients colonisés chroniquement a SARM de longue date
inclus dans I'étude

VEMS (%) | VEMS (I/s) | VEMS (%) | VEMS (I/s)

Patient 4 2012 80 1,94 77 1,82
Patient 5 2010 104 2,21 42 1,14
Patient 11 2012 43 1,34 37 1,11
Patient 23 2011 66 1,85 59 1,57

Age des Age de découverte | VEMS lors du | VEMS mesuré lors

patients en | de la mucoviscidose | prélevement du prélevement

2016 (années) (mois) ancien (%) ancien (I/s)
Moyenne

Médiane

Ecart-type

Un total de 68 isolats a été cultivé a partir de 31 échantillons respiratoires de ces 27

patients (Tableau 12) :
e 54 isolats proviennent de 27 échantillons datant de 2016 (27 patients)
e 14 isolats proviennent de 4 échantillons datant de 2010, 2011 ou 2012 (4 des 27

patients précédents)
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La majorité des patients (82,5%) était colonisée par d’autres microorganismes
opportunistes que le SARM au moment du recueil des échantillons respiratoires (Tableau 10) :
e 55,6% (15/27) étaient colonisés par P. aeruginosa
e 11,1% (3/27) étaient colonisés par Achromobacter xylosoxidans
o 7.4% (2/27) étaient colonisés par une levure
o 7.4% (2/27) étaient colonisés par un champignon filamenteux (Aspergillus sp.)
o 18,5% (5/27) étaient colonisés par une autre bactérie (S. maltophilia,
Mycobacterium abscessus, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Escherichia

coli)

Seuls 5 patients étaient colonisés par deux microorganismes pathogénes opportunistes
en plus du SARM :
e 2 patients avec P. aeruginosa + levures
e | patient avec P. aeruginosa + Aspergillus sp.
e 1 patient avec P. aeruginosa + M. abscessus

e | patient avec S. marcescens + E. coli

2) Génotypes de SARM identifi€s chez les patients du CRCM de Montpellier
en 2016

Les 54 isolats étudiés appartiennent a 8 STs. Plus de la moitié€ de ces isolats sont de STS
(29/54), et pres d’un tiers sont de ST8 (17/54). Les autres STs identifiés sont les ST30 (2/54),
ST45 (1/54) et ST398 (1/54). 3 STs jusqu’alors inconnus sont également mis en évidence. Il
s’agit des ST4780 (1/54), ST4781 (2/54) et ST4782 (1/54). Ces résultats sont présentés dans le
Tableau 12 et la Figure 11. Les profils alléliques et les STs identifiés dans notre étude sont

détaillés en Annexe 2.
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Itat de typage par MLST des 68 isolats de SARM des 27 patients de notre étude
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ESTS mST8 mST30 mST4781 mST45 mST398 mST4780 mST4782

Figure 11 : Répartition des types de séquences mis en évidence chez les souches de SARM isolés de
patients du CRCM de Montpellier en 2016, en prenant en compte I'ensemble des isolats (n=54).

3) Nouveaux génotypes

On note la présence de trois nouveaux STs : ST4780, ST4781 et ST4782, qui n’avaient
jusqu’a présent jamais été décrits et que nous avons donc déposés dans la base de données

PubMLST (https://pubmlst.org) (Tableau 13). (59)

Tableau 13 : Caractéristiques des nouveaux types de sequences (STs) de SARM isolés.

Mutation
Sequence
arcC | aroE | glpF | gmk tpi | yqiL (position :
type
bases)
563 35 19 2

26 39 ST398

T2>A

223 :
1 4 1 4 589 1 10 ST5
T>A
49 :
1 713 1 4 12 1 10 ST5
C>T

Chiffres soulignés : nouveaux alléles.
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Ces 3 nouveaux STs ne différent d’un ST connu que par 1 seule mutation ponctuelle
dans la séquence d’un des 7 genes domestiques étudiés. Deux de ces nouveaux clones (ST4781
et ST4782) sont proches du ST5, qui est le clone majoritairement mis en évidence dans notre
étude. Le troisieme nouveau ST est proche du ST398 qui est un clone isolé chez un autre patient,

sans qu’il n’y ait toutefois de lien familial entre ces deux malades.

4) Répartition des génotypes de SARM isolés par patient, en 2016

Comme vu précédemment, certaines cultures ont montré plusieurs morphotypes
coloniaux, qui ont tous été étudiés. Ce cas de figure représentait 59% (16/27) des échantillons.

Pour la majorité (81%), les isolats avaient des ST's identiques au sein d’un échantillon :
48% (13/27) des patients étaient colonisés uniquement par le clone ST5,29% (8/27) par le clone
ST8, et 3 patients étaient colonisés respectivement par les clones ST30, ST398 et ST4780.

Seuls 3 patients étaient simultanément colonisés par plusieurs génotypes de SARM,
chacun d’entre eux étant colonisé par une souche de STS5 associée soit a une souche de ST45,

de ST4781, ou de ST4782 (Figure 12).

11%

4%
4%

4%\

29%

48%

EST5 mST8 mST30 mST398 mST4780 m Plusieurs ST

Figure 12 : Répartition des patients du CRCM de Montpellier selon les types de séquences mis en
évidence chez les souches de SARM isolées de leur échantillon respiratoire en 2016, aprés
dédoublonnement des isolats de méme ST présent dans un échantillon (n=27).
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L’analyse des résultats de MLST au niveau des complexe clonaux met en évidence que
55% (15/27) des patients sont colonisés par des souches appartenant au CC5, 30% (8/27) par
des souches appartenant au CC8, 7% (2/27) par des souches appartenant au CC398, 4% (1/27)
par des souches appartenant au CC30, et 4% (1/27) par des souches appartenant a divers autres

complexes clonaux (Figure 13). (89,185)

4% . 4%

55%
30%

mCC5 mCC8 m(CC398 mCC30 mPlusieursCC

Figure 13 : Répartition des patients du CRCM de Montpellier selon les complexes clonaux mis en
évidence chez les souches de SARM isolées de leur échantillon respiratoire en 2016, aprés
dédoublonnage des isolats de méme CC présent dans un échantillon (n=27)

5) Comparaison des résultats aux données de la base PubMLST

La base de données PubMLST (https://pubmlst.org) recensait 33615 isolats de
S. aureus, dont 1980 identifiés comme étant résistants a la méticilline (en date du 19 juillet
2018).(59)

Parmi les 291 souches de SARM pour lesquelles 'origine est précisée (colonne
« detailled_disease »), seules 69 ont été décrites comme isolées de patients atteints de
mucoviscidose. Seules 22 de ces souches ont des STs mis en évidence dans notre étude, 15

étant de ST5 et 7 étant de ST30. L’ensemble de ces souches a été isolé a Rio De Janeiro (Brésil).
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6) Lien avec les données cliniques et microbiologiques

La co-infection des différents STs de SARM avec le P. aeruginosa a été mise en
évidence chez 46,2% (6/13) des patients porteurs de STS (dont un patient également colonisé
par ST4782), chez 87,5% (7/8) des patients porteurs de ST8, chez I’unique patient porteur de
ST30, ainsi que chez I’unique patient porteur de ST398.

La colonisation par A. xylosoxidans est mise en évidence chez 3 patients porteurs
respectivement de souches de SARM de ST5, de STS8 et de ST4780.

La colonisation par levure est mise en évidence chez 2 patients porteurs respectivement
de souches de SARM de ST5 et de STS. Il en est de méme pour les 2 patients colonisés par

Aspergillus sp..

Parmi les 7 patients diabétiques insulino-dépendants, 3 étaient colonisés par des souches
de ST8, 2 par des souches de STS5, 1 par une souche de ST30, et un dernier patient était colonisé

par des souches de STS et ST45.

De par le faible effectif de notre étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence de lien
entre les données microbiologiques des co-infections et les STs des souches isolées. Il en est de
méme avec les données cliniques (age, diabéte insulino-dépendant).

L’ensemble de ces données sont présentées dans les Tableaux 9, 10 et 12, ainsi qu’en

Annexe 3.

7) Distance allélique entre les sequence types des souches de SARM étudi€es

Les STs des SARM analysés dans notre étude sont généralement assez €éloignés les uns
des autres. En dehors des nouveaux génotypes dérivants de STs connus, il y a au minimum 5
alleles différents entre chacun des ST's identifiés au cours de notre étude (Figure 14 et Annexe

2).
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ccs CC30 O\

CC45
CC5 CC398

Figure 14 : Arbre de recouvrement minimum des types de sequences identifiés dans notre étude et

représentation des complexes clonaux
Les STs sont représentés au sein des cercles bleus. Les CCs sont représentés au sein des cercles rouges. Le chiffre
annoté a coté des liaisons entre STs correspond au nombre d’alléles différents entre ces STs.

8) Etude longitudinale

Une analyse longitudinale des STs a été réalisée chez les 4 patients de notre étude
colonisés de longue date par le SARM. Deux de ces patients sont issus de la méme fratrie, il
s’agit des patients 4 et 5.

Un total de 23 souches a été analysé par MLST, 14 souches anciennes et 9 souches

datant de 2016.

Pour deux patients sur les quatre, le méme ST a été identifi€ a 4 ou 5 années d’intervalle :
SARM de ST5 en novembre 2012 et octobre 2016 pour le patient 4 ; SARM de STS8 en
décembre 2011 et septembre 2016 pour le patient 23.

Le patient 5 a présenté un changement de souche, la colonisation impliquant un SARM
de ST8 en février 2010 et un SARM de ST5 en septembre 2016. 11 s’agit de I’un des 2 membres
de la fratrie (avec le patient 4).

Le dernier patient a conservé sa souche de ST5, mais a été colonisé par un second

génotype (ST45) en décembre 2016 (Tableau 14).
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Tableau 14 : Analyse longitudinale des sequence types de SARM chez les patients de notre étude
colonisés de longue date

Ne [ Année deprimo-
. colonisation a
patient T 2010 2011 2012 . 2016
ST5S ST5S
4% 2007
“4) ()
5 %

ST8 ST5
2004
) (1)

”
”
STS ST5/ST45
11 2009
(3) (2)
ST8 ST8
23 2004
(5) 4)
Entre parenthéses : le nombre de morphotypes étudiés pour I’échantillon respiratoire correspondant
* : patients d’'une méme fratrie

9) Biofilm

La capacité a former du biofilm a été testée chez les souches de SARM des patients 4 et
5. Neuf souches ont été testées au total. Pour toutes les souches, récentes ou anciennes, de ST5
ou de ST8, il existe une cinétique tendant vers une production de biofilm entre 1h et Sh apres
début de I’incubation (Figure 15 et Annexe 4).

Concernant le patient 4, un biofilm en cours de développement a été mis en évidence a
1h pour 3 souches anciennes sur les 4 (a, b et d), la quatrieme souche (c) ne produisant pas de
biofilm. A 5h, un biofilm en cours de développement a été mis en évidence pour 3 souches
anciennes (a, b et ¢), la quatrieme (d) ayant produit du biofilm.

Pour les 2 souches récentes de ce méme patient (e et f), un biofilm en cours de
développement a été mis en évidence apres l1h d’incubation. Seule 1 souche (e) a produit du
biofilm a 5h.

Concernant le patient 5, un biofilm en cours de développement a 1h et la présence de
biofilm a 5h ont été mis en évidence pour 1 souche ancienne (a) et I’unique souche récente (c).
La deuxieme souche ancienne ne produisait pas de biofilm a 1h, et la formation était en cours
de développement apres Sh d’incubation.

Ces résultats doivent toutefois €tre confirmés par d’autres tests afin d’obtenir des

données plus précises.
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Figure 15 : Histogrammes représentant I’évolution du BFI de 9 souches de SARM de 2 patients atteints
de mucoviscidose, aprés 1h et 5h d’incubation

Ces 9 souches ont été isolées de 2 échantillons respiratoires anciens et de 2 échantillons respiratoires récents,
chez 2 patients d’une méme fratrie. Les STs de ces souches sont indiqués dans la figure.

(A) Patient 4, 4 morphotypes de SARM d’un échantillon ancien (a, b, c, d) et 2 morphotypes d’un échantillon récent
(e, f).

(B) Patient 5, 2 morphotypes d’un échantillon ancien (a, b) et 1 morphotype d’un échantillon récent (c). Ctl :
contréle négatif.
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IV. Discussion

Cette étude épidémiologique a été réalisée afin de caractériser les clones majoritaires de
S. aureus méticillinorésistants, isolés chez les patients atteints de mucoviscidose suivis au
CRCM de Montpellier en 2016. 11 s’agit ici d’analyser la prévalence des différents clones de
SARM, mais également de mettre en évidence de possibles modifications de ST, que ce soit

suite a un changement de souche ou suite a une mutation du clone déja présent.

1) Prévalence du SARM

Dans notre étude, la prévalence du SARM pulmonaire chez les patients atteints de
mucoviscidose est de 12,7%. Cette prévalence est significativement plus élevée que la moyenne
nationale de 2016 qui est de 6,9% (p=0,0016). Les données du Registre francais de la
mucoviscidose de 2015 ne montrent en revanche pas de différence significative entre la
prévalence locale de SARM (9,8%) et la prévalence nationale (7,8%) (p=0,2960). (3,184,186)

Ni la stratégie thérapeutique, ni la fréquence des prélévements respiratoires n’ont été
modifiées au sein du CRCM de Montpellier durant cette période. Il n’a notamment pas été
prescrit plus de céphalosporines de 3¢éme génération ou de ciprofloxacine a cette période,
molécules connues comme pouvant favoriser 1’émergence de SARM. (112,113) De méme,
aucune modification technique notable n’a eu lieu a cette période au sein du laboratoire de

bactériologie traitant ces échantillons.

Cette prévalence en augmentation au CRCM de Montpellier contraste avec les données
épidémiologiques francaises et européennes, qui montrent une diminution de la prévalence du
SARM dans ’ensemble des pays européens, contrairement aux Etats-Unis ol cette bactérie

continue de proliférer. (3,62,100,187)

En I’absence de données locales concernant les autres CRCM, nous ne pouvons
déterminer si cette augmentation de la prévalence est spécifique a Montpellier, ou si elle est
présente dans d’autres régions en France. Toutefois, cette augmentation de prévalence de
SARM au CRCM de Montpellier étant d’apparition récente, une surveillance de cette bactérie
multi-résistante semble primordiale afin de déterminer si cette tendance se confirme dans les

années a venir.
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2) Données cliniques

Notre étude ne permet pas d’établir avec certitude de lien entre la présence de SARM et
le taux plus faible de VEMS observé dans la population colonisée par rapport a la valeur
moyenne du VEMS de I’ensemble des patients du CRCM de Montpellier.

De nombreuses études démontrent pourtant une association entre colonisation par
SARM et fonction pulmonaire objectivée par le VEMS, comme celle de Ren et al. au cours de
laquelle les auteurs ont mesuré le VEMS de 1834 patients colonisés par S. aureus et ont montré
des VEMS significativement plus faibles chez les patients colonisés par SARM (80,7% contre
89,4%). (101) Il en est de méme dans 1’étude de Vanderhelst et al. dans laquelle la diminution
du VEMS a 2 ans post-colonisation était de 5% chez les patient colonisés par SARM contre
1,8% chez les patients colonisés par SASM, ainsi que dans 1’étude de Dasenbrook et al. dans
laquelle la diminution du VEMS aprés 1 an de colonisation était de 2,06% contre 1,44%, chez

des patients agés de 8 a 21 ans. (102,188)

Nous observons dans notre étude que 1’ensemble des 27 patients sont insuffisants
pancréatiques exocrines. Cette observation a déja été faite dans une étude comparant 19 patients
colonisés par SARM et 19 patients colonisés par SASM, dans laquelle 100% des patients
porteurs de SARM étaient insuffisants pancréatiques exocrines contre 68% des patients

colonisés a SASM, cette différence étant significative. (102)

Les patients de notre étude sont également significativement plus 4gés que la moyenne
de I’ensemble des patients suivis au CRCM de Montpellier. Ces données sont en accord avec
les précédentes études sur le sujet montrant une prévalence de SARM maximale apres 15 a 20

ans. (3,97)

Une étude de causalité entre la présence du SARM et un déclin du VEMS, les
comorbidités (comme la présence d’insuffisance pancréatique exocrine ou de diabete insulino-
dépendant), I’age des patients, ou encore la colonisation par un ou plusieurs autres pathogenes
et la présence d’une pression antibiotique importante pourrait permettre d’analyser I’impact

clinique réel du portage du SARM pulmonaire chez cette population de malade.
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3) Epidémiologie moléculaire

L’analyse des souches isolées d’échantillons respiratoire de patients suivis au CRCM

de Montpellier met en évidence la présence de 8 génotypes.

Le ST le plus fréquemment identifié¢ dans notre étude est le ST5, appartenant au CCS5.
Au vu des données épidémiologiques francaises, ces souches sont probablement des clones
pédiatriques, ou éventuellement des clones Géraldine. Une analyse complémentaire des genes
spa, sea, ou encore la mise en évidence du gene de la TSST-1 (fréquemment mis en évidence
dans le clone Géraldine) pourrait nous orienter vers 1’un des 2 clones. (39,40,87) Une analyse

par biopuce a ADN aurait également permis de préciser ces clones.

Le second ST le plus fréquemment isolé est le ST, appartenant au CC8. Selon les
mémes considérations épidémiologiques, il est probable que ces souches appartiennent au clone

Lyon (également appelé clone V). (39,40)

D’autres STs ont également été mis en évidence ponctuellement. C’est le cas du ST45,
également appelé clone Berlin, habituellement isolé en Europe centrale et en Scandinavie.
(88,189) Ce clone appartenant au CC45 a déja été isolé chez les patients atteints de
mucoviscidose dans plusieurs études, notamment une frangaise et une espagnole dans lesquelles
il a été mis en évidence a hauteur de, respectivement, 27% et 11% des souches étudiées

(Tableauls). (49,137)

Le clone ST30 a également été mis en évidence. Il s’agit d’une souche de SARM
communautaire, également appelé clone sud-ouest pacifique, qui s’est propagée en Amérique
du sud et en Europe (Royaume-Uni et Allemagne principalement). (24,50) Dans I’étude
espagnole de Guzman et al., ce clone appartenant au CC30 représente 17% des souches isolées
d’échantillons respiratoires de patients atteints de mucoviscidose. (137) Il est en revanche

rarement isolé dans les autres études européennes (Tableau 15).
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Une souche de ST398 a également été isolée chez un patient. Ce clone est
principalement isolé en Allemagne et en Autriche, et est habituellement porté par les cochons.
Des infections humaines superficielles et invasives ont toutefois été décrites, notamment chez
les éleveurs de bétails. (190,191) En revanche, le patient porteur de cette souche n’a a priori
pas de contact rapproché avec ces animaux. Il pourrait s’agir d’une souche de ST398
génétiquement adaptée a I’homme et indépendante du cochon, comme récemment décrit dans
plusieurs études. (192,193) Deux cas d’infections 8 SARM ST398 ont déja été décrits chez des
patients atteints de mucoviscidose, mais ces derniers étaient en contact fréquents avec ces

animaux. (194,195)

Trois nouveaux ST ont été découverts lors de notre étude, et ont été déposés dans la base
de données PubMLST (https://pubmlst.org). (59) Tout d’abord le ST4780, dérivant
probablement du ST398 au vu de I’unique mutation ponctuelle qui les différencie au niveau du
gene domestique arcC. Le patient colonisé par cette souche n’a lui non plus aucun contact avec
les cochons. Puis les ST4781 et ST4782, également génétiquement tres proches d’un clone

connu ; en effet, tout comme le STS5, ces souches appartiennent au CC5.

Il existe une importante diversité des souches de SARM, en Europe mais également au
sein d’un méme pays. L’étude de Dauwalder et al. notamment met en évidence cette diversité
en analysant les clones de SARM responsables d’infections invasives dans la population

générale en France. (40)

Au cours de la mucoviscidose, notre étude montre qu’une majorité des souches de
SARM sont de CC5 comme dans de précédentes études réalisées a Paris, en Espagne, en Italie,
ou en Irlande du Nord. Il existe toutefois des divergences quant aux autres CCs identifiés
(Tableau 15).

L’étude réalisée a Paris montre que 27% (6/22) des souches appartiennent au CC45,
contre seulement 2% (1/54) des souches isolées au CRCM de Montpellier. 11 existe également
une différence au niveau des souches de CC5, avec 59% d’isolats du CRCM de Montpellier
appartenant a ce complexe clonal, contre 36% de souches isolées a Paris. (49)

Les souches analysées a Valence en Espagne sont plus fréquemment de CC30 (17%)
par rapport aux autres pays étudiés, et moins fréquemment de CC5 (20%) et de CC8 (6%). (137)

En revanche, nos résultats sont sensiblement identiques a 1’étude nationale italienne, et

proches des données de 1’étude réalisée a Belfast en Irlande du Nord. (48,136)
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Tableau 15 : Comparaison des clones de SARM identifiés de patients atteints de mucoviscidose au
CRCM de Montpellier et en Europe, par CC

B i Bl
14 22

France
5% 36% 23% 0% 5% 0% 2% 0% 0% 0% 49)

(Paris)
Espagne
118 200 5% 20% 6% 5% 17% 1% 11% 6% 1% 16%* (137)
(Valence)
Italie
98 98 0% 57% 40% 0% 2% 0% 1% 0% 0% 0% (48)
(9 centres)
Irlande du
38 76 nt 43% 41% nr nr nr nr nr nr nr (136)
Nord (Belfast)
Espagne
15 67 0% 73% 4% 0% 0% 0% 1% 0% 0% 21%** (138)
(Madrid)
France (cette
27 54 0% 59% 31% 0% 4% 0% 2% 0% 4% 0%
(Montpellier) étude)

nr : non renseigné ; Ref : référence bibliographique
* 1 CCnon précisé dans I'étude
** :ST235 n’appartenant a aucun CC

4) Diversité intra-échantillon

Concernant la diversité inter-spécifique, une co-infection pulmonaire par plusieurs
microorganismes est fréquente chez ces patients. Dans notre étude, 23 des 27 patients étaient
colonisés par au moins une bactérie ou un champignon en plus du SARM. La bactérie la plus
fréquemment isolée est le Pseudomonas aeruginosa (55,6%), connue comme étant le principal
microorganisme colonisant les patients adultes (prévalence de plus de 40% chez les adultes en

France en 2016). (3,97)

Certains autres microorganismes sont également des espeéces fréquemment isolées
d’échantillons respiratoires chez les patients atteints de mucoviscidose. Plusieurs patients de

notre étude sont notamment colonisés par des champignons filamenteux de type Aspergillus

sp.. (3,5)
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Des bactéries plus rares sont également mises en évidence, telles que S. maltophilia,
M. abscessus, ou encore A. xylosoxidans. Ces 2 dernieres bactéries sont considérées comme des
pathogeénes émergents, la prévalence en France des mycobactéries atypiques chez les patients
atteints de mucoviscidose étant passée de 1,2% en 2006 a 1,9% en 2016, et la prévalence

d ‘A. xylosoxidans étant passée de 3,5% a 6,3% durant cette méme période. (3,196,197)

L’une des particularités de notre étude est 1’analyse de I’ensemble des morphotypes de
SARM observés en culture afin de rechercher une éventuelle diversité intra-spécifique. En effet,
devant la possible colonisation par plusieurs clones de SARM, cette analyse nous permet
d’avoir une vision des données épidémiologiques plus complete. (133)

Seules les colonies d’aspect visuellement distincts en culture ont été analysées. Or, il a
déja été démontré chez d’autres bactéries comme P. aeruginosa ou Achromobacter sp.
I’existence d’une diversité génétique entre colonies de morphotype identique. (197,198) Notre
étude a donc possiblement sous-évalué la diversité intra-spécifique réelle au sein des

échantillons respiratoires.

Dans notre étude, la présence de plusieurs morphotypes a été observée dans 59% (16/27)
des échantillons respiratoires de 2016. Ces morphotypes s’avéraient €tre de méme ST pour 81%
de ces échantillons, mais nous avons mis en évidence une colonisation par plusieurs génotypes

de SARM chez 3 patients de notre étude.

Il n’existe que peu d’études prenant en compte 1’ensemble des morphotypes de SARM.
Bien que certaines études montrent la présence ponctuelle de clones de CC différents, Vu-Thien
et al. mettent en évidence la présence de populations bactériennes diversifiées a travers la
présence de plusieurs variants chez certains de leurs patients, ces variations ne permettant
toutefois pas de conclure a des STs différents. (49,133) Dans d’autres études, il a été observé a
plusieurs reprises des mutations au cours de la colonisation par S. aureus entrainant des
modifications de métabolisme, de résistance aux antibiotiques ou des changements de spa-type.
(49,158-161) Ces mutations peuvent résulter de pressions de sélection, telles que la pression
antibiotique (avec notamment I’apparition de SCV suite a I'utilisation de sulfaméthoxazole-

triméthoprime), ou encore la co-infection avec d’autres microorganismes. (127,133,162)
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Pour 2 patients de notre étude porteurs des nouveaux génotypes ST4781 et ST4782, une
colonisation par une souche de ST5 a ét€ mise en évidence dans le méme échantillon
respiratoire. Au vu de la proximité génétique entre ces clones, il est probable que ces nouveaux
ST soient apparus au cours de la colonisation par la souche ST5 par un phénomene de
diversification adaptative. Chez ces 2 patients la colonisation a SARM est ancienne, ce qui a
pu permettre a la souche initialement présente de muter. Chez le patient porteur du clone
ST4781, 1a date primo-infection 2 SARM n’est pas connue de fagon précise, mais est antérieure
a 2015. Pour le patient porteur du clone ST4782, le premier échantillon respiratoire avec
détection de SARM date de décembre 2008.

L’un de ces 2 patients est également colonisé par P. aeruginosa, bactérie connue comme
exercant une forte pression de sélection sur S. aureus. (127,128) Le deuxiéme patient n’est en
revanche colonisé par aucun autre microorganisme.

La présence de plusieurs variants d’une méme espece bactérienne a également été mise
en évidence chez plusieurs autres bactéries comme P. aeruginosa ou Achromobacter sp..

(197,199)

Dans le cas du troisiéme patient, nous avons une colonisation par les clones STS5 et
ST45, clones appartenant a deux complexes clonaux différents. La coexistence de deux souches
de SARM génétiquement non reliées est rare et n’est généralement que temporaire, notamment
en raison d’une probable compétition entre les différents SARM dans les poumons des patients
atteints de mucoviscidose. Cette compétition est observée dans I’étude de Kahl et al. portant
sur 52 patients suivis pendant 6 ans, dans laquelle 6 patients ont présenté un changement de
souche sans coexistence détectée, 8 patients ont présenté un changement de souche avec
détection des 2 souches dans au moins un échantillon respiratoire, et 2 patients ont eu le

remplacement de 2 génotypes par un troisieme. (133)

5) Etude longitudinale

L’analyse longitudinale de souches isolées a plusieurs années d’intervalle de 4 patients
a permis de mettre en évidence des changements de clones de SARM au cours du temps. Seuls
2 patients sur les 4 ont conservé une souche de ST identique apres plus de 4 ans de colonisation
(STS pour le patient 4 et ST8 pour le patient 23), alors que des modifications de colonisation
ont eu lieu pour les 2 autres patients (changement de clone au cours du temps ou cohabitation

du clone initial avec un autre clone).
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Bien que réalisée sur un faible échantillon de patients, notre étude longitudinale est en
accord avec les publications sur le sujet. En effet, Gilpin et al. mettent en évidence par MLVA
une persistance du méme génotype de SARM apres 2 ans chez 76% des 38 patients étudiés.
(136) Des résultats semblables ont été mis en évidence par I’étude de Molina et al. portant sur
18 patients suivis pendant 2 a 5 ans. (138) Dans une autre étude ayant suivi 71 patients durant
plus de 5 ans, 41% des patients ont conservé une souche de méme ST (typage par MLST et

spa typing), avec une persistance moyenne de S. aureus estimée a 8,25 ans. (158)

Ces données sont a mettre en parallele avec celles observée pour d’autres pathogenes,
comme P. aeruginosa, A. xylosoxidans ou S. maltophilia.

Dans leur étude utilisant la technique des biopuces a ADN portant sur 45 patients, Hall
et al. observent la présence de 68% de souches de P. aeruginosa identiques a 2 ans, ce qui est
relativement proche des données mises en évidence pour S. aureus. (200) Utilisant la méme
technique, Cramer et al. mettent en évidence pres de trois quarts de clones de P. aeruginosa
identiques chez 35 patients aprés 10 ans de colonisation a Hanovre (Allemagne), et un taux
proche de 50% apres 20 ans. Cette méme €tude observe en revanche un remplacement de
souches chez 11 patients sur 12 a Copenhague (Danemark) apres 20 ans, remplacements qu’ils
expliquent, apres analyse détaillée des traitements, comme étant dus a un recours plus fréquent

a des antibiothérapies anti-P. aeruginosa par voie intraveineuse dans ce centre. (201)

Concernant S. maltophilia et A. xylosoxidans, Krzewinski et al. ont observé durant une
période de 2 ans les souches de, respectivement, 12 et 15 patients colonisés par ces bactéries.
Les résultats obtenus par amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD-PCR) montrent
que 5 patients sur 12 étaient colonisés par une méme souche de S. maltophilia durant la période
de I’étude, contre 13 patients sur 15 pour A. xylosoxidans. (202)

Il existe donc des fréquences de changement de souche variables selon les bactéries,

mais aussi également selon les stratégies thérapeutiques antibiotiques utilisées.

Une autre particularité de notre étude est 1’analyse de la colonisation pulmonaire par
SARM chez deux sceurs atteintes de mucoviscidose (patientes 4 et 5). Bien que le clone isolé
en 2016 soit identique chez ces 2 patientes (clone STS5), nous observons dans notre analyse
longitudinale la présence d’une souche de ST8 présente chez I’une de ces 2 patientes en février

2010, alors que sa sceur était porteuse d’une souche ST5 en novembre 2012.
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Il est possible que la patiente colonisée depuis plusieurs années par le clone STS ait
transmis cette souche a sa sceur, comme cela peut €tre le cas au sein des fratries. En effet, I’étude
de Ankrum et al. portant sur 13 fratries colonisées a SARM suivies durant 22 mois met en

évidence par WGS la présence d’un clone identique dans 78% des cas. (156)

Par la suite, nous avons analysé un parametre phénotypique, la cinétique de production
de biofilm. Tous les isolats ont montré une cinétique tendant vers la production de biofilm entre
1h et 5h. Des variations ont toutefois été mises en évidence avec la présence de souches plus
productrices que d’autres, sans qu’un lien d’ancienneté de colonisation ne soit établi, les
souches plus récentes n’étant pas plus productrices de biofilm que les souches anciennes. Cette
analyse nécessite néanmoins la réalisation d’autres tests, afin de préciser et de confirmer ces

résultats.

La présence de souches productrices de biofilm dans les poumons de patients atteints de
mucoviscidose n’est pas surprenante. En plus des mutations du géne ica pouvant entrainer une
production accrue de biofilm, I’anaérobiose locale favorise également cette production. (165—
168) L’étude de Cakir Aktas et al. montre également une production significativement plus
importante de biofilmpar les S. aureus isolés d’échantillons respiratoires chez ces malades par

rapport aux patients sains. (172)

Une analyse a des temps d’incubation plus rapprochés permettrait une caractérisation
plus précise de la cinétique de formation de biofilm par ces souches. De méme, 1’étude d’autres
parametres phénotypiques tels que 1’hémolyse, la production de toxines ou la résistance aux
antibiotiques comme réalisé par Hirschhausen et al. permettrait également d’analyser ces

souches de facon plus complete. (158)
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CONCLUSION

Devant I’'importante prévalence du SARM chez les patients atteints de mucoviscidose,
notre étude avait pour principaux objectifs de décrire les clones présents dans les échantillons
respiratoires des patients suivis au CRCM de Montpellier en 2016, ainsi que d’étudier

I’évolution du portage de ces bactéries chez des patients colonisés au long cours.

Bien que le portage pulmonaire de SARM soit de 6,9% au niveau national chez cette
population de malades en 2016, cette bactérie multi-résistante est mise en évidence chez 12,7%
des patients suivis au CRCM de Montpellier. Les ST5 et ST8 représentent plus des trois-quarts
des souches isolées, ce qui est globalement en accord avec les données francaises concernant
les clones de SARM isolés d’infections invasives. D’autres génotypes rarement isolés en France
sont également identifiés de facon ponctuelle, comme les ST30, ST45, ou encore le ST398
initialement isolé chez le cochon mais s’adaptant a I’homme depuis peu. De nouveaux types de
séquences ont aussi été mis en évidence, provenant probablement de mutations ponctuelles de
génotypes déja existants au vu de I’unique mutation les différenciant d’autres génotypes comme

les ST5 ou ST398.

L’analyse de plusieurs morphotypes coloniaux de SARM au sein d’un échantillon nous
a permis de mettre en évidence un portage clonal unique dans la majorité des cas, et I’étude
longitudinale réalisée pour 4 patients colonisés au long cours par du SARM montre la
persistance d’une souche de méme ST dans 3 cas sur 4 apres 4 a 5 ans. Ces données sont en
faveur de la persistance d’une méme souche de SARM durant plusieurs années chez les patients

atteints de mucoviscidose, conformément a ce qui a déja été décrit dans la littérature.

Enfin, I’étude de la colonisation par SARM d’une fratrie nous montre que les 2 sceurs
sont porteuses en 2016 d’une souche de méme ST, alors que I'une des 2 sceurs était porteuse
d’une souche de génotype différent plusieurs années auparavant. Bien qu’en 1’absence
d’analyse complémentaire pouvant discriminer avec précision les souches de SARM, nous ne
puissions conclure formellement a une transmission intrafamiliale, nos résultats semblent en

accord avec les études publiées sur le sujet.

L’étude des souches de SARM apporte des données épidémiologiques intéressantes et

nouvelles concernant cette catégorie de patients.
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En dehors du suivi de la prévalence du SARM au CRCM de Montpellier, il serait
intéressant d’analyser le lien entre cette bactérie et les données cliniques telles que le VEMS

ou les comorbidités.

Une analyse longitudinale plus étendue pourrait permettre une meilleure compréhension
des changements de souches colonisant les voies respiratoires de ces patients. Cette analyse
aurait également toute son importance dans le cas de fratries, chez lesquelles les changements
de souches paraissent complexes et demeurent peu étudié€s a I’heure actuelle.

De méme, des analyses phénotypiques complémentaires auraient pour avantage de
permettre 1’observation de la capacité adaptative des souches de SARM chez cette population
de patients, que ce soit par des modifications de métabolisme ou de sensibilité aux antibiotiques
par exemple.

Des analyses génotypiques plus complétes permettraient, quant a elles, une
caractérisation plus précise et discriminante de ces bactéries, et la mise en évidence de possibles
transmissions croisées. Notre étude analysant uniquement le ST de chaque souche, nous ne

pouvons conclure a ce type de transmissions au sein du CRCM de Montpellier.
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Annexe 2 : STs et profils alléliques des souches de SARM isolées au CRCM de Montpellier

ST arcC aroE glpF gmk pta tpi yqiL
5 1 4 1 4 12 1 10
8 3 3 1 1 4 4 3
30 2 2 2 2 6 3 2
45 10 14 8 6 10 3 2
398 3 35 19 2 20 26 39
4780 563 35 19 2 20 26 39
4781 1 4 1 4 589 1 10
4782 1 713 1 4 12 1 10
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Annexe 4 : BFl aprés 1h et 5h des 9 souches de SARM étudiées par le Biofilm Ring Test®

Les valeurs 1 et 2 correspondent aux BFI lus dans les 2 puits dans lesquels ont été déposés les suspensions
bactériennes, chaque souche ayant été déposée en double.

Patient 4
a b c d e f
valeurl 6,55 5,69 7,94 4,89 5,35 6,59
1h valeur2 6,30 5,89 7,65 4,89 5,11 5,44
moyenne 6,43 5,79 7,80 4,89 5,23 6,02
ecart type | 0,1767767 | 0,14142136| 0,20506097 0 0,16970563| 0,8131728
valeurl 4,17 3,46 4,07 0,27 1,40 4,11
Sh valeur2 4,12 3,19 4,09 0,49 1,02 3,17
moyenne 4,15 3,33 4,08 0,38 1,21 3,64
ecart type | 0,03535534|0,19091883]0,01414214 0,15556349| 0,26870058 | 0,66468037
Patient 5 ctl
a b c Ctl
valeurl 4,94 7,19 5,26 11,06
1h valeur2 4,83 8,33 5,44 10,84
moyenne 4,89 7,76 5,35 10,95
ecart type | 0,07778175| 0,80610173| 0,12727922] 0,15556349
valeurl 0,00 3,49 0,03 12,13
Sh valeur2 0,21 4,77 0,56 11,26
moyenne 0,11 4,13 0,30 11,70
ecart type | 0,14849242| 0,90509668 | 0,37476659] 0,6151829
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Diversité moléculaire de souches de Staphylococcus aureus
méticillinorésistant isolées de patients atteints de mucoviscidose

Résumé :

La mucoviscidose est une maladie génétique fréquente, a transmission autosomique
récessive, dont I’atteinte respiratoire détermine le pronostic. Une colonisation du tractus
respiratoire par des bactéries pathogenes opportunistes est fréquente, impliquant parfois des
bactéries multi-résistantes comme Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM). De
par son large éventail de toxines et de facteurs de virulence, Staphylococcus aureus est un
pathogéne majeur pouvant entrainer des atteintes pulmonaires graves chez ces patients.
Cependant, les études épidémiologiques moléculaires du SARM dans ce contexte demeurent
rares en Europe et une seule étude a ét€ menée en France jusqu’alors.

Nous avons génotypé par Multi-Locus sequence typing (MLST) 54 isolats issus de 27
échantillons respiratoires de 27 patients (dont une fratrie) suivis au CRCM de Montpellier en
2016, afin d’étudier la diversité des clones circulant au sein de cette population de patients. Une
analyse longitudinale a également été réalisée chez 4 de ces patients (dont la fratrie) afin
d’étudier d’éventuels changements de souches au cours du temps. Enfin, une étude de la
cinétique de production de biofilm (Biofilm Ring Test ®) a été réalisée pour des souches des 2
membres de la fratrie.

Nous avons identifié 8 types de séquences (ou STs), 53% des souches sont de STS, 31% de
STS8, 4% de ST30, 2% de ST45 et 2% de ST398 ; 3 nouveaux STs sont identifiés pour les 3
souches restantes (8%). L’analyse longitudinale montre que 2 patients sont colonisés par des
souches de mémes STs apres 4 et 5 ans (dont I’un des membres de la fratrie) tandis que pour
les 2 autres patients, des souches de STs différents sont identifiées seules ou conjointement a
une souche de méme ST que la souche initiale. L’analyse de la cinétique de production de
biofilm n’a montré que de faibles variations entre les souches testées, avec une tendance a la
production de biofilm comprise entre 1h et Sh.

L’étude des génotypes de SARM colonisant les patients atteints de mucoviscidose du CRCM
de Montpellier apporte des données épidémiologiques nouvelles chez cette population de
patients en France. L’observation de génotypes distincts chez certains patients, au cours du
temps et/ou au sein d’un méme échantillon révele la complexité de la colonisation pulmonaire
par SARM chez ces patients et suggeére une dynamique adaptative de ces souches au cours du
temps dont 1’étude devra étre poursuivie.

Mots clés : Staphylococcus aureus méticillinorésistant, mucoviscidose, multi-locus sequence
typing, diversité moléculaire




