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INTRODUCTION

Pendant 30 ans, les glycopeptides ont été¢ considérés comme les antibiotiques de choix pour le
traitement des infections a staphylocoques résistants a la méticilline. Or, des souches de
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) de sensibilit¢ diminuée aux
glycopeptides ont été isolées depuis les années 1990 au Japon, aux USA puis en Europe,
auxquelles ont fait suite les premiers échecs thérapeutiques. L’émergence de ces souches a
conduit les microbiologistes a explorer les mécanismes responsables de cette diminution de
sensibilité et a renforcé la nécessité d’élaborer de nouveaux antibiotiques actifs sur ces souches.
De la méme maniére, on observe une diminution progressive de la sensibilité aux glycopeptides
chez les staphylocoques a coagulase négative et en particulier une diminution de la sensibilité
des souches de Staphylococcus epidermidis a la teicoplanine, alors que la CMI (Concentration
Minimale Inhibitrice) de la vancomycine reste stable (Sloos, 1998; Trueba, 2006). Ce constat
est d’autant plus alarmant que ces bactéries opportunistes sont aujourd’hui une des premicres
causes d’infections nosocomiales. En conséquence, dans la lignée des travaux menées sur S.
aureus, plusieurs équipes s’attachent aujourd’hui a décrire les mécanismes de résistance aux
glycopeptides chez les staphylocoques a coagulase négative et les facteurs de virulence de S.
epidermidis afin de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Dans ce contexte, le but de notre étude était de déterminer quel était 'impact in vivo de
I’augmentation de la CMI de la teicoplanine sur des animaux infectés par des souches cliniques
de sensibilité variable a la teicoplanine in vitro. En I’absence de corrélation, divers parameétres
explicatifs devaient étre explorés, qui échappent a la simple mesure de la CMI: population
hétérogeéne, autolyse réduite, tolérance, facteurs de virulence particuliers.

La question telle qu’elle est posée présente en effet un trés grand intérét pour la pratique

clinique, dans le dialogue entre le clinicien et le biologiste, en terme de conseil thérapeutique.

Ce travail a fait ’objet d’une présentation affichée a D’Interscience Conference of
Antimicrobial Agents and Chemotherapy en septembre 2006, et d’une présentation orale

courte au congreés de la Société Francaise de Microbiologie en juin 2006: voir en Annexes
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I- RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I-1- Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis appartient au genre Staphylococcus, famille des Micrococcaceae.

S. epidermidis est un staphylocoque a coagulase négative.

I-1-1- Habitat

Les staphylocoques sont des especes de la flore commensale cutanéo-muqueuse
des mammiferes et des oiseaux. On décrit actuellement chez I’Homme environ 17
espéces de staphylocoques diversement représentées selon les sites anatomiques,
S. epidermidis est toutefois ’espece la plus présente sur la peau et les muqueuses
(muqueuse nasale, aisselles, aine, région perinéale, espaces interdigitaux, mains,
bras, jambes). Cette flore résidente (de 1 a 6 log CFU/cm® selon les sites)
constitue une barriere protectrice primordiale contre les bactéries potentiellement
pathogenes de la flore transitoire, mais les souches de S. epidermidis (comme les
autres especes de staphylocoques a coagulase négative) peuvent a leur tour

devenir infectieuses a la faveur d’une rupture de la barriere cutanéo-muqueuse

(Brun, 2000).

I-1-2- Caractéres bactériologiques

S. epidermidis est un staphylocoque a coagulase négative, coque a Gram positif
de 0.5 a 1 um de diametre, groupé en amas, immobile. Sur gélose nutritive au
sang, les colonies mesurent 2.5 a 4 mm, sont circulaires, lisses et luisantes, non
pigmentées. Ces souches sont aéro-anaérobies facultatives et possédent une

catalase. Elles n’agglutinent pas lors des tests d’agglutination au latex recherchant

41



le clumping factor et la protéine A présents chez S. aureus. Elles possedent une
uréase, produisent de 1’acide a partir du maltose, saccharose, du mannose mais
pas a partir du tréhalose. Ces caracteres biochimiques permettent 1’identification

de S. epidermidis par les galeries d’identification actuellement commercialisées.

Figure 2

Figure 1 : Aspect de S. epidermidis apres coloration de Gram
Figure 2 : Aspect de colonies de S. epidermidis apres 24 heures de culture sur

gélose nutritive au sang

[-1-3- Pouvoir pathogeéne
Les staphylocoques a coagulase négative ont longtemps €té considérés comme

contaminants des prélévements bactériologiques avant d’étre reconnus comme
pathogenes ¢émergeants. Ce sont actuellement une des causes majeures
d’infections nosocomiales (4° cause d’infections nosocomiales en France en
2006) (Thiolet, 2008) en particulier chez les nouveaux-nés prématurés
(Venkatesh, 2006). Ces germes produisent peu de toxines contrairement aux

souches de S. aureus dont I’arsenal de pathogénicité conduit a des infections
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graves accompagnées d’un syndrome inflammatoire majeur. Les souches de
S. epidermidis ont surtout la capacité d’adhérer aux matériaux et de former un
biofilm. L’accumulation de bactéries dans cette « communauté » est lente et
stimule peu le systtme immunitaire. On congoit donc tres bien que ces germes
soient responsables d’infections latentes, de diagnostic retardé, le plus souvent sur
matériel implanté, n’en conduisant pas moins parfois a des conséquences lourdes.
Le diagnostic clinique parait donc parfois peu évident et le diagnostic
bactériologique s’en avere alors plus délicat : en effet, S. epidermidis étant une
bactérie de la flore, sa présence dans un préleévement ne signe pas obligatoirement
sa responsabilité dans un processus infectieux. La présence de la bactérie sur
plusieurs prélévements est parfois nécessaire pour affirmer le caractére pathogene
de la souche.

Comme nous 1’évoquerons plus loin, de nombreux travaux, jusqu’a présent en
¢chec, ont porté sur la recherche de facteurs de virulence permettant de
distinguer les souches colonisantes des souches pathogenes afin de faciliter le
diagnostic.

Des infections a S. epidermidis ont été décrites sur la plupart des matériels
implantés. Ce sont aujourd’hui les germes les plus isolés dans les bactériémies sur
cathéters en Néonatalogie (Venkatesh, 2006) conduisant parfois a des déces. Ils
représentent également une des premieres causes d’infections sur protheses ostéo-
articulaires, dont le pronostic fonctionnel est bien stir engagé (Mohanty, 2004;
Hope, 1989). Ces bactéries peuvent €tre responsables, lors d’infections sur
lentilles intraoculaires apres chirurgie de la cataracte, de la perte de I’ceil infecté.
S. epidermidis est la premicre cause d’endophtalmie sur lentille intraoculaire
(Kodjikian, 2005). Ils sont la deuxieéme cause d’infections sur sondes de
pacemakers, dont les signes se révelent beaucoup plus tardivement que dans les
infections a S. aureus (Da Costa, 2000). Des infections sur dérivations de Liquide
Céphalo-Rachidien (LCR) (Fan-Havard, 1987), des médiastinites apres
transplantations cardiaques (Sénéchal, 2004), des péritonites chez des patients

dialysés (de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha, 2005) ont ét¢ également
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décrites. Enfin, les souches de S. epidermidis sont également une cause

mésestimée d’endocardites graves sur valves natives (Miele, 2001).

Ces infections surviennent chez des patients fragilisés ou immunodéprimés (en particulier

patients sous traitements immunosuppresseurs, nouveaux-nés prématurés).

A Taugmentation du nombre d’infections dlies a ces bactéries s’ajoute un
probléme thérapeutique majeur puisque le taux de S. epidermidis résistants a la
méticilline est aujourd’hui supérieur a 50% (Fluit, 2004). La résistance a la
méticilline est souvent accompagnée de résistances a de nombreux antibiotiques
(aminosides, macrolides, quinolones). Les glycopeptides constituent donc
actuellement le traitement de référence dans les infections a S. epidermidis
résistants a la méticilline (SERM). D’autre part, la formation de biofilm sur le
matériel implanté étant un facteur d’échec thérapeutique, le retrait du matériel
implanté s’avere €tre souvent 1’étape majeure du traitement des infections a S.

epidermidis (multipliant ainsi les gestes invasifs et les séjours hospitaliers).

S. epidermidis est un staphylocoque a coagulase
négative responsable d’un nombre important
d’infections sur matériels étrangers.

Les niveaux actuels de résistance aux

antibiotiques sont tels qu’il est fréquent que ces

ﬂnlll\l’lﬂﬂ mn (‘l\;ﬂ“" “III(‘ cnnc;l‘\lnc “II,OIIV
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I-2- Glycopeptides

La vancomycine et la teicoplanine sont actuellement les deux seuls glycopeptides
utilisés en Médecine humaine.

La vancomycine a été le premier glycopeptide isolé dans le milieu des années
1950 lors d’un programme de recherche d’antibiotiques antistaphylococciques
actifs sur des staphylocoques producteurs de [—lactamase. Aprés sa premiére
mise sur le marché en 1958, cet antibiotique fut rapidement supplanté par la
méticilline qui présentait moins d‘effets indésirables. La vancomycine connut un
regain d’intérét dans les anncées 1970 apres ameélioration de la pureté¢ de
I’antibiotique (diminuant la toxicit€) lors de 1’apparition d’un nombre important
de souches bactériennes multirésistantes et notamment de staphylocoques
résistants a la méticilline (Biavasco, 2000).

La teicoplanine fut isolée a partir de Actinoplanes teichomycetus dans les années
1970 lors d’un programme visant a découvrir de nouveaux glycopeptides. Sa mise
sur le march¢ eut lieu en Europe dans les années 1980 (elle reste indisponible aux

USA et au Japon).

1-2-1- Mode d’action des glycopeptides

Les glycopeptides sont des antibiotiques de structure complexe et de poids
moléculaire élevé uniquement actifs sur les bactéries a Gram positif (ils ne
peuvent passer la membrane externe des bactéries a Gram négatif). Toutefois,
certaines bactéries a Gram positif comme les Leuconostoc, Pediococcus,

Lactobacillus, Erysipelothryx sont naturellement résistants a ces antibiotiques.

Ils agissent comme inhibiteurs de la synthése du peptidoglycane, ¢lément principal de la paroi
bactérienne. Le peptidoglycane est constitué d’un réseau de molécules de N-Acétyl-Muramique
— N-Acétyl-Glucosamine - pentapeptide (disaccharide-pentapeptide dont les 2 derniers acides

aminés sont des molécules d’Alanine) reliées les unes aux autres. Ces motifs identiques sont

45



synthétisés dans le cytoplasme bactérien et incorporés au peptidoglycane sous ’action des
transglycosylases et des transpeptidases.

La structure des glycopeptides leur donne une conformation tridimensionnelle en
forme de « poche » qui se fixe sur la terminaison D-Ala-D-Ala du pentapeptide
en cours d’intégration dans le peptidoglycane. Cette fixation et I’encombrement
stérique qui en résulte empéchent 1’action des transglycosylases et des
transpeptidases et donc la croissance du peptidoglycane. L’action bactéricide
finale des glycopeptides est encore de mécanisme mal €lucidé.

Les glycopeptides sont des antibiotiques bactéricides, temps dépendants.

Inhibition par la teicoplanine
de la transglycosidase et de la transpeptidase

La transglycosylase
ne peut agir

Membrane
o cyloplasmicue

telcoplanine

La transpeptidase
ne peut agir

- acida muramique [(M)

@ lipidz ce transport (L) pemapeplide (p) B

: N acétyl-g ucosamine {G) —.‘. D-ala-D-ala

Lu teicoplanine se fixe sur lextrémité D-ala-D-ala du dissaccharide pentapeptide
alors qu'il est encore attaché & son lipide de transport.
La teicoblanine empéche Futilisation du DSP pour la construction du peptidoglycane.

disaccharde
pentapeplide (DSP)

Figure 3: Mécanisme d’action de la teicoplanine
(D’apres Al-Obeid, 1991)

[-2-2- Pharmacocinétique
Ils ne sont pas absorbés par voie orale, présentent une forte fixation aux protéines (50 % pour la

vancomycine et 90% pour la teicoplanine).

La diffusion des glycopeptides dans les séreuses comme la plevre, le péritoine et
le péricarde est bonne. Le passage dans le LCR est dose dépendant et dépendant

du degré d’inflammation des méninges (Léone, 2000). La diffusion dans I’os et le
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poumon est modeste.

[-2-3- Elimination
Leur ¢élimination est rénale sous forme inchangée, une adaptation des posologies,

des dosages sériques sont nécessaires chez 1’insuffisant rénal.
La demie-vie d’¢limination présente d’importantes variations interindividuelles.
Elle est courte pour la vancomycine (6-8 heures) et longue pour la teicoplanine

(entre 70 et 100 heures) .

1-2-4- Effets indésirables

Le plus fréquent des effets indésirables est la phlébite au niveau du site
d’injection (13 % des cas pour la vancomycine, pas de cas pour la teicoplanine).
Le « red man syndrome », observé lors de 'utilisation de la vancomycine est un
¢rythéme survenant au niveau du cou et a la partie supérieure du tronc
accompagné de prurit et d’angoisse, li¢é a une perfusion trop rapide de
I’antibiotique.

La néphrotoxicité est réversible et apparait lors de traitements prolongés ou lors
de Dl’association avec d’autres antibiotiques néphrotoxiques. L’ototoxicité est
secondaire a une altération de la fonction rénale, concentration dépendante,

réversible a I’arrét du traitement (Léone, 2000).

I-2-5- Indications

Actuellement, les indications sont les mémes pour la vancomycine et la
teicoplanine : traitement des infections documentées a cocci a Gram positif en cas
de résistance ou d’allergie aux PB-lactamines et traitement probabiliste de choix

des infections graves en association avec des antibiotiques actifs sur les bactéries
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a Gram négatif.

IlIs sont également utilisés en antibioprophylaxie contre les bactéries a Gram
positif chez les sujets allergiques aux P-lactamines. Ils sont indiqués dans la
prophylaxie de I’endocardite bactérienne avant un acte chirurgical.

La vancomycine peut étre utilisée per-os lors du traitement de la colite pseudo-

membraneuse a Clostridium difficile.

[-2-6- Posologie
La vancomycine est administrable par voie intraveineuse centrale, 2 fois par jour ou en continu (30 a 60 mg/kg/j) alors que la teicoplanine peut
étre administrée par injection intra-veineuse périphérique, intramusculaire et une seule fois par jour (6 a 12 mg/kg toutes les 12 heures 5 fois de
suite puis 12 mg/kg /24 heures).

En P’absence de sensibilit¢ a la méticilline, les
glycopeptides sont le traitement de choix lors des
infections a S. epidermidis.

La teicoplanine présente certains avantages par
rapport a la vancomycine : injection unique

journaliere, pas de nécessité de pose de voie

I-3- Etat actuel de la sensibilité des souches de S. epidermidis aux

glycopeptides

Le Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie

(CASFM) définit comme sensible aux glycopeptides un staphylocoque dont la
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CMI de Ia teicoplanine ou de la vancomycine est inférieure ou égale a 4 mg/L et
comme résistante une souche dont la CMI est supérieure a 8 mg/L
(Recommandations CASFM janvier 2007).

Nous ferons tout d’abord un rappel des méthodes de détermination des CMI des
glycopeptides afin de souligner les difficultés rencontrées lors de I’étude de la

sensibilité des souches de S. epidermidis.

I-3-1- Détermination des CMI des glycopeptides chez les souches de

staphylocoques

Le milieu de référence pour la détermination de la CMI des glycopeptides vis a vis des

staphylocoques est le milieu de Muller-Hinton (MH).

La plupart des études utilisent comme technique de référence la méthode de dilution en
gélose : on utilise des géloses contenant des quantités croissantes de raison 2 de
I’antibiotique a tester sur lesquelles on inocule en spot un inoculum bactérien calibré. La
CMI est la premiére dilution pour laquelle il n’y a pas de pousse visible de la bactérie sur

la gélose aprés 24 heures d’incubation a 37°C.

Une étude menée en 1989 sur des staphylocoques a coagulase négative montrait des différences
minimes lors de la détermination de la CMI de la teicoplanine par les méthodes de dilution en
gélose ou en milieu liquide (Kenny, 1989). D'autres travaux ont souligné le fait que les CMI de
la teicoplanine chez les souches de staphylocoques a coagulase négative présentent des

différences importantes selon les milieux et les lots utilisés (Leclerq, 2001).

La détermination de la CMI par la méthode de référence est donc difficile et rend
complexe la comparaison d'autres méthodes plus simples d'utilisation a la

méthode de référence.

En effet, les méthodes de dilution sont difficiles a utiliser en routine et on a recours en pratique a d’autres méthodes validées pour un grand
nombre de couples bactérie —antibiotique que sont la méthode de diffusion en gélose (antibiogramme), la méthode en milieu liquide Vitek2® (a
Nantes), et 'utilisation de bandelettes imprégnées d’antibiotiques E-test. Il apparait que toutes ces méthodes ne sont pas équivalentes pour
évaluer la sensibilité des souches de staphylocoques aux glycopeptides.
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En pratique, l'antibiogramme par diffusion en gélose est largement utilisé. Le
principe est le suivant : un inoculum bactérien standardisé est étalé a la surface
d'une gélose sur laquelle on dispose ensuite des disques de papier imprégné
d'antibiotique. L'antibiotique diffuse alors dans la gélose avec un gradient de
concentration diminuant du disque vers la périphérie. Lors de l'incubation, les
bactéries vont pousser jusqu'a I'endroit ou la concentration de I'antibiotique est
suffisante pour inhiber la croissance bactérienne. On observe des cercles
d'inhibition de pousse autour des disques dont le diamétre est inversement
proportionnel a la CMI. Le principe est en fait assez complexe puisque la
concentration de 'antibiotique varie autour du disque en fonction du temps et la
croissance bactérienne connait également des phases différentes en fonction du
temps. Cette méthode est utilisable pour un certain nombre d'antibiotiques et de
bactéries a croissance rapide. Cependant, les études s’accordent pour dire que
la méthode de diffusion en gélose ne doit pas étre utilisée pour déterminer la
sensibilité des staphylocoques aux glycopeptides. Ces antibiotiques étant des
molécules de grande taille, ils diffusent mal dans la gélose, et en particulier la
teicoplanine (Cavenaghi, 1992)

Figure 4 : Antibiogramme d’une souche de staphylocoque
par la méthode de diffusion en gélose

(VA : vancomycine, TEC : teicoplanine)
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L’automate Vitek2® utilise une méthode modifiée de microdilution. Des cartes
en plastiques sont creusées de cellules obturées par un film plastique. Les
alvéoles contiennent chacune un antibiotique lyophilisé (3 concentrations par
antibiotique). Un systéme d’aspiration va permettre a une suspension calibrée
de la bactérie a analyser de migrer vers les alvéoles et de rentrer en contact
avec I’antibiotique. Au cours de I’incubation a 37°C, la pousse bactérienne est
mesurée par néphélémétrie. L’automate calcule a partir de la courbe de
croissance bactérienne des courbes dérivées grace auxquelles il détermine une
aire sous la courbe, une pente, un pourcentage de variation de croissance. Le
calculateur détermine pour chaque concentration d’antibiotique un point dont
les coordonnées correspond aux données pré-citées et compare ces points aux
coordonnées en mémoire pour des CMI connues de 1’antibiotique testé vis a vis
de la bactérie. La CMI peut donc étre évaluée par comparaison a des données
stockées en mémoire.

Une étude d’évaluation avait montré en 2002 que I’automate était une bonne
méthode pour évaluer la sensibilité des bactéries a Gram positif aux antibiotiques
(Ligozzi, 2002).

La méthode Epsilometer test (E test) peut également étre utilisée. Une bandelette
de plastique contenant I'antibiotique est appliquée sur une gelose sur laquelle a été
placé une suspension bactérienne de concentration connue. L'antibiotique diffuse
alors dans la gélose et la bactérie pousse autour de la bandelette au cours de
l'incubation a 37°C. Le point d'intersection entre les colonies bactériennes et la

bandelette correspond a la CMI de 1'antibiotique indiquée sur la bandelette.
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Figure 5: Détermination de la CMI de la teicoplanine par bandelette E test

Martin et coll., en 1995, ont comparé¢ les CMI de la teicoplanine obtenues pour
118 souches de staphylocoques a coagulase négative, dont 82 S. epidermidis, par
diffusion en gélose, par E test et par dilution en agar. Ils confirmaient
I’inefficacité¢ de la méthode de diffusion en gélose pour la détermination de la
sensibilité a la teicoplanine et montraient d’importantes discordances entre les
CMI obtenues par E test et par dilution en gélose (36% d’erreurs majeures). Dans
cette étude la méthode E test conduit a sous-estimer la CMI de la teicoplanine et
les auteurs suggerent qu’il faut augmenter I’inoculum bactérien (Martin, 1985).
Les inocula bactériens sont calibrés en routime par densitométrie sur I’échelle de
Mac Farland selon laquelle 0.5 Mc Farland équivaut & 1.5 10’ Colony Forming
Unit par mL (CFU/mL). Cette échelle a été élaboré a partir de suspensions de
bactéries a Gram négatif et il est tout a fait possible qu’elle ne soit pas adaptée
aux bactéries a Gram positif. D’apres cette échelle, la concentration bactérienne
est probablement surestimée, expliquant ainsi que la méthode E test ne détecte
pas bien la résistance aux glycopeptides.

Ces difficultés sont rencontrées au quotidien par les laboratoires d’analyse
médicale. Une étude menée dans 70 laboratoires dans 9 pays d’Europe montre
que la plupart des souches de staphylocoques a coagulase négative
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intermédiaires ou résistantes a la teicoplanine sont mal catégorisées (toutes
méthodes confondues) (Brown, 1998)

I-3-2- Sensibilité des staphylocoques a coagulase négative aux glycopeptides
Les premieres souches bactériennes résistantes aux glycopeptides ont été décrites
dans les années 1980 (nous ne traiterons pas ici de la résistance des entérocoques
aux glycopeptides).

Au début des années 1980, I’activité in vitro de la teicoplanine et de la vancomycine sur les

souches de staphylocoques était tout a fait équivalente.

On note toutefois dés 1983, dans une ¢étude analysant ’action de divers
antibiotiques sur des bactéries a Gram positif, une souche de S. epidermidis
résistante a la teicoplanine (CMI=12,5 mg/L) alors que la CMI de la vancomycine
est plus basse. Plusieurs études ont rapporté par la suite un nombre considérable
de souches de S. haemolyticus dont la CMI de la teicoplanine ¢tait
particulierement ¢€levée contrairement aux autres souches de staphylocoques a
coagulase négative. La premicre souche de S. epidermidis pathogéne dont la CMI
de la teicoplanine était ¢levée (12,5 mg/L) fut isolée en 1986 chez un patient
souffrant de péritonite a la suite de dialyses péritonéales (Hiramatsu, 2001).

En 1990, Maugein et coll. rapportaient I’analyse de 1’activité in vitro de souches
isolées chez des patients neutropéniques, ces souches €taient toutes sensibles a la
vancomycine mais présentaient des CMI de la teicoplanine de 0,5 a 32 mg/L dont
les souches les plus résistantes étaient identifices comme des S. epidermidis
(Maugein, 1990). Cette ¢tude montrait la corrélation directe entre 1’utilisation des
glycopeptides et I’émergence de cette résistance puisque peu de souches isolées
de patients sans traitement par glycopeptides étaient de intermédiaires ou
résistantes a la teicoplanine alors que la moitié des souches de patients ayant recu
des glycopeptides €taient dans ces mémes catégories.

On voit donc dans ces premieres données 1’accumulation progressive de souches

de S. epidermidis de sensibilité diminuée a la teicoplanine, fait inquiétant puisque
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les glycopeptides constituent parfois le seul traitement possible sur les souches
multirésistantes.

Ce fait est remarquablement bien illustré par une étude montrant 1’évolution sur
10 ans des CMI des glycopeptides sur des souches cliniques de staphylocoques a
coagulase négative dans un établissement hospitalo-universitaire des Pays-Bas
(Sloos, 1998). Pendant cette période, le nombre de staphylocoques a coagulase
négative dont la CMI est supérieure ou égale a 8 passe de 2 a 20%, ces souches
¢tant identifiées a 85% comme des S. epidermidis et isolées de services différents.
Une étude similaire portant sur des souches francaises montre une augmentation
de 7 a 46% entre 2000 et 2003 du nombre de souches de S. epidermidis dont la
CMI est supérieure a 8 (Trueba, 2006).

Cette augmentation des CMI ne semble pas li¢e a I’expansion clonale de souches
de sensibilit¢ diminuée. En effet, la comparaison des souches de sensibilité
diminuée en électrophorése en champs pulsé montre que ces souches ont des

profils différents (Trueba, 2006 ; Schlegel, 2001).

La CMI de la teicoplanine vis a vis des souches de
S. epidermidis est difficile a déterminer.

Malgré cela, on observe depuis quelques années
un nombre croissant de souches dont les CMI sont
de plus en plus élevées.

L’ensemble de ces constatations, qualifiées par

Trueba d’ « alarmantes», nous a amenés a

étudier I’activité in vivo de la teicoplanine sur des

I-4- Facteurs d’échecs lors d’un traitement par glycopeptides

Plusieurs facteurs peuvent expliquer 1’échec des traitements par glycopeptides.
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1-4-1- Résistance aux glycopeptides

Les mécanismes de résistance de S. epidermidis aux glycopeptides et en
particulier a la teicoplanine ne sont actuellement pas connus. Ils ont été étudiés
par analogie avec les travaux menés sur des souches de S. aureus de sensibilité
intermédiaire aux glycopeptides (GISA) et résistantes a la vancomycine (VRSA
dont les CMI de la teicoplanine sont également élevées).

L’acquisition de la résistance aux glycopeptides serait précédée par 1’apparition
d’une sous-population bactérienne capable de pousser en présence de forte
concentrations d’antibiotiques, sous-population ne modifiant pas la CMI de la
souche et seulement détectable par analyse de population (hétérorésistance).

Les souches résistantes aux glycopeptides ont comme caractéristique commune
une augmentation de I’épaisseur de la paroi bactérienne comme Cui et coll. I’ont
montré sur des souches d’origines géographiques différentes. Ces souches VRSA
ont des CMI de la teicoplanine réparties entre 6 et 29 mg/L. Il existe de plus une
nette corrélation entre 1’épaisseur de la paroi et la CMI de la vancomycine, cette
corrélation existe & un moindre degré pour la teicoplanine (Cui, 2003).

Cette augmentation de 1’épaisseur est lie a une diminution de 1’autolyse chez ces
souches. Boyle — Vavra et coll. ont montré, sur des souches sélectionnées par
passage sur des ge€loses contenant de la vancomycine, que la diminution de
I’autolyse préceéde I’augmentation des CMI aux glycopeptides (Boyle-Vavra,
2003). La diminution de 1’autolyse n’est pas due a une mutation du gene at/
codant pour I’autolysine majeure de S. aureus.

Koehl et coll. ont étudié des dérivés de souches cliniques passées sur des géloses
contenant des glycopeptides. Ces souches montrent une diminution de la
polymérisation de leur paroi dont la quantité d’acide teichoique est diminu¢e. La
signification de cette diminution n’est pas encore connue. L’équipe a également
montré chez ces souches une diminution de 1’activité autolytique sur cellules

entiéres comme sur fragments de paroi. Ceci n’est pas dii & une diminution de la
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sensibilité aux autolysines mais a une diminution de la quantité et de I’activité de
celles-ci. Notamment, Koehl observe par Northern Blot une diminution de
I’expression du geéne at/ (Koehl, 2004).

Wooton, en 2005, a également fait la preuve d’une diminution de 1’autolyse due a
I’expression du gene at/ (par Reverse Transcription —Polymerase Chain Reaction
ou RT-PCR) chez des souches cliniques de S. aureus (Wooton, 2005).

Les mécanismes de régulation négative de atl restent a explorer.

La plupart de ces souches €tant résistantes a la teicoplanine, on peut penser que
I’augmentation de 1’épaisseur de la paroi bactérienne par diminution du turn-over,
secondaire a une diminution de 1’expression des autolysines comme Atl, a un role
majeur dans la résistance aux glycopeptides. Toutefois, il existe une diminution
des CMI de la vancomycine chez ces souches apres culture répétées en 1’absence
de glycopeptide, s’accompagnant de diminution de 1’¢paisseur de la paroi. Ces
souches conserve une CMI de la teicoplanine €levée, ce qui suggere qu’il existe

d’autres mécanismes de résistance aux glycopeptides.

Shlaes et coll. ont montré en que les souches résistantes a la teicoplanine on une surproduction

de la PLP2 (Schlaes, 1993).

Peu d’¢études ont porté sur les souches de staphylocoques a coagulase négative de
sensibilit¢ diminuée aux glycopeptides. Sieradzki a montré en 1998, sur des
souches cliniques, D’existence de sous-populations de CMI augmentées aux
glycopeptides, une augmentation de 1’épaisseur de la paroi, la formation
d’agrégats lors des cultures en présence de glycopeptides sans diminution de
I’autolyse chez ces souches (Sieradzki, 1998). Nunes, en 2006, a également
montré 1’existence de populations hétérogénes chez les souches de
staphylocoques blancs mais sans montrer de nette diminution de 1’autolyse chez

les dérivés issus des analyses de population (Nunes, 2006).
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I-4-2- Tolérance
La tolérance est la capacit¢ d’une bactérie a survivre en présence d’une

concentration forte d’un antibiotique auquel elle est normalement sensible et pour
lequel la CMI n’est pas modifiée. Ce mécanisme de « résistance » constitue une
des hypothéses lors de certains échecs thérapeutiques mais est parfois difficile a
mettre en évidence par le manque de reproductibilit¢ des méthodes de
détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB). En pratique, on
considére comme tolérante une souche pour laquelle le rapport CMB/CMI est
supérieur ou ¢gal a 32. La détermination de la CMB nécessite certaines
précautions importantes : inoculum standardis¢, prévention de [Deffet
antibiotique. Cette analyse en « point final » aprés 24 heures d’incubation est
probablement un mauvais reflet de la cinétique de la lyse bactérienne pendant ces
24 heures. Certains auteurs recommandent une étude différente de la bactéricidie
avec détermination du taux de bactéricidie aprés 2 a 4 heures de contact avec une
concentration d’antibiotique égale a 5 a 10 fois la CMI (Handwerger, 1985).

Le phénoméne de tolérance a été rapporté chez des souches cliniques de S.
pneumoniae, chez des souches responsables d’endocardites telles que des
entérocoques, des souches de staphylocoques dorés, des souches de
staphylocoques a coagulase négative (May, 1998 ; Perry, 1999 ; Bourgeois,
2007). Cette tolérance peut peut-€tre parfois expliquer certains ¢checs de
traitement comme 1’ont montré Safdar et coll. en 2006 dans un travail portant sur
des patients atteints de néoplasies et porteurs d’une infection a cocci a Gram
positif dont le traitement par vancomycine était inefficace. Sur 25 cas rapportés
d’échecs thérapeutiques, 8 souches bactériennes s’avéraient tolérantes a la
vancomycine (Safdar, 2006). La modification des systemes d’autolyses
bactériennes constitue une hypothése pouvant expliquer le phénomene de

tolérance (Koch, 2001).
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I-4-3- Biofilm
I-4-3-1 Formation de biofilm par les souches de S. epidermidis

Contrairement a S. aureus, S. epidermidis produit peu de toxines et c’est surtout
sa capacit¢ a adhérer et a former un biofilm qui lui confére son pouvoir
pathogene. La formation de biofilm par S. epidermidis est considérée comme une
cause d’échec dans les traitements des infections a ce germe (Costerton, 1999).

La formation du biofilm comprend une premiére phase d’attachement au support
qui fait intervenir les propriétés physicochimiques du support et de la surface
bactérienne (caractere hydrophobe de la surface bactérienne et du support).
L’autolysine majeure de S. epidermidis, AtIE, intervient également dans cette
¢tape. Cette molécule fait partie d’un ensemble de molécules nommées
autolysines /adhésines car elle intervient a la fois lors de la division cellulaire en
lysant le peptidoglycane pour séparer les 2 cellules filles et lors de 1’adhésion
dans la phase initiale de formation du biofilm (Heilmann, 1997). La présence de
AtlE semble procurer une certaine hydrophobicité a la surface cellulaire
permettant ainsi 1’adhésion a des supports également hydrophobes. Certains
domaines de la molécules pourraient également procurer a la bactérie la capacité
d’adhérer a des molécules de I’hote et permettre ainsi 1’adhésion sur du matériel
implanté depuis longtemps. L’importance de AtIE a été prouvée in vitro comme
in vivo dans un mode¢le d’infection sur cathéter central chez le rat (Heilmann,
1997 ; Rupp, 2001). De plus, il a ét¢ vu dans la partie ci-dessus que les
autolysines semblent également impliquées chez les staphylocoques dans la
diminution de sensibilité aux glycopeptides. Aae, une autre autolysine/adhésine
est également suspectée d’intervenir dans la phase d’attachement au support
(Heilmann, 2003).

S. epidermidis présente d’autres molécules de surface telle que Fbe (fibrinogen-
binding protein of S. epidermidis) qui montre certaines similarités avec le
clumping factor de S. aureus et qui permet aux souches d’adhérer aux molécules

de I’hdte (Vuong, 2002).
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Aprés adhésion au support, S. epidermidis forme une structure complexe en
couches ou biofilm par multiplication cellulaire et adhésion des bactéries entre
elles. Les bactéries doivent donc posséder des récepteurs de surface afin
d’adhérer les unes aux autres. La principale molécule intervenant durant cette
¢tape est la molécule PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) codée par
I’opéron ica (intercellular adhesion). L’importance de cette molécule a été
prouvée in vivo (Rupp, 2001). Le locus ica est composé de 4 génes ica A, D, B, C
(dans cet ordre, ica D chevauchant les génes ica A et B). La présence des génes
ica A, D et C est indispensable pour la synthése de la molécule PIA dans toute sa

longueur. Le role du geéne ica B est encore inconnu (Vuong, 2002).
Ont été décrites plus récemment des protéines de surface capable de médier la formation de
biofilm indépendamment de PIA : Aap (accumulation protéine), protéine de surface qui permet

I’adhésion dans sa forme tronquée et Bap (Biofilm associated protéine) (Vuong, 2002).
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Figure 6 : Etapes de la formation du biofilm et molécules en cause chez S.
epidermidis
(D’apres Vuong, 2002)

Depuis 1’amélioration des connaissances de la physiopathologie des infections
a S. epidermidis, de nombreux travaux ont cherché a déterminer si la présence de
certains facteurs de virulence permettrait de différencier les souches pathogenes

des souches contaminantes lors des diagnostics difficiles. Ceci présente un intérét
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particulierement important dans les infections ostéo-articulaires ou le traitement
est extrémement contraignant, et chez les nouveaux-nés prématurés ou les
transplantés de moélle osseuse pour qui le pronostic vital est en jeu.

La majorité des études a porté sur ’analyse de la formation de biofilm et sur les
genes impliqués dans ce processus. Ces ¢tudes sont contradictoires et il n’est
aujourd’hui pas possible de trancher.

A titre d’exemple, Frebourg et coll. ont étudi¢ la présence des geénes ica, atlE et
mecA (conférant la résistance a la méticilline) chez des souches de S. epidermidis
issues de sepsis et d’infections sur cathéters en comparaison a des souches issues
de volontaires sains et contaminantes de prélevements. Cette €tude trouve une
différence significative de la présence des geénes ica et mecA entre ces 2 groupes
(Frebourg, 2000). Une ¢étude similaire menée sur des souches issues d’infections
ostéo-articulaires en comparaison a des souches prélevées sur volontaires sains
montre la présence du gene ica et la formation de biofilm en plus grande
proportion dans le 1 groupe (Galdbart, 2000).

A contrario, un travail analysant la présence de ica, at/E, fbe chez des souches
contaminantes et de septicémies de nouveaux-nés ne trouve pas de différence
pour ces facteurs de virulence entre les groupes (Bradford, 2006). Enfin, une
¢tude menée sur des souches issues d’infections sur prothéses ostéo-articulaires
en comparaison a des souches colonisantes de protheéses contredit 1’é¢tude de
Galdbart et coll. en montrant que ces 2 groupes de souches possédent le géne ica
dans les mémes proportions (Frank, 2004).

Les moyens d’analyse ont progressé et les équipes travaillent désormais sur
I’expression des facteurs de virulence : I’étude de Yang et coll. sur 2 souches de
référence (I’une formant du biofilm et 1’autre pas) par analyse protéomique par
spectrométrie de masse ouvre probablement une nouvelle €re pour ces études

(Yang, 20006).
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1-4-3-2 Persistance bactérienne liée au biofilm

La formation de biofilm par les souches de S. epidermidis est un facteur d’échec
majeur du traitement et est la cause des infections persistantes a ce germe.
L’¢étape indispensable du traitement lors de ces infections est donc le retrait du
matériel infecté.

Les mécanismes de persistance bactérienne liés au biofilm sont encore mal
compris. Les mécanismes habituels de résistance aux antibiotiques
n’interviennent pas (modification de cible, efflux, acquisition d’enzymes...). A
titre d’exemple, certaines souches de Pseudomonas aeruginosa n’exprimant pas
d’efflux MexAB-OprM (conférant une résistance aux quinolones) forment des
biofilms sur lesquels 1’action de la ciprofloxacine est la méme que pour des
cellules exprimant ce mécanisme de résistance (Brooun, 2000)

Les ¢tudes avancent 3 hypotheses majeures (Stewart, 2001).

(1) L’antibiotique pénetre moins bien dans la structure complexe que constitue le
biofilm. Ceci n’est probablement pas di a la taille de 1’antibiotique puisque la
substance intercellulaire du biofilm est surtout composée d’eau. Mais les
antibiotiques peuvent pénétrer et étre inefficaces : dans un modele de biofilm de
P. aeruginosa, la tobramycine pénetre mais est rendue inactive par 1’alginate
sécrété par les bactéries (Nichols, 1988). En ce qui concerne S. epidermidis, le
glycocalix seul est capable de rendre inefficace les glycopeptides in vitro
(Mathur, 2005 ; Farber, 1990) et I’efficacité de certains antibiotiques comme la
teicoplanine est diminuée in vivo comme in vitro sur des souches de S.

epidermidis capables de synthétiser du biofilm (Shwank, 1998)

(2) Les conditions a [Dintérieur du biofilm sont défavorables a [Dactivité de certains
antibiotiques. Les variations de pH, d’osmolarité et du taux d’oxygene altéreraient 1’efficacité
de certains antibiotiques. Par exemple, le métabolisme anaérobie des bactéries les plus
profondes pourrait empécher ’action des aminosides. De plus, 1’accumulation de déchets
acides issus du métabolisme bactérien diminue le pH local et peut inactiver directement
I’antibiotique.

(3) Les bactéries les plus profondes acquierent un état latent (comparable a la
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formation de spore chez certaines especes) par le manque d’accés aux nutriments
et sont donc peu sensibles aux antibiotiques qui agissent lors de la phase
exponentielle de croissance bactérienne (comme les [3 lactamines et les

glycopeptides)

1-4-3-3- Dissémination bactérienne a partir du biofilm — delta toxine

S. epidermidis est capable de synthétiser une seule toxine : la delta toxine. Le role
de cette toxine est controversé. Elle a été retrouvée chez certaines souches de S.
epidermidis 1solés chez des nouveaux-n€s ayant présenté une entérocolite
nécrosante (Scheifele, 1987) et dans des prélévements de selles issus des patients
atteints sans que le role précis de cette molécule soit connu. Une ¢tude menée par
comparaison entre des nouveaux-nés atteints d’entérocolite nécrosante et des
nouveaux nés sans cette pathologie trouve la toxine chez les souches de
staphylocoques a coagulase négative portées dans I’intestin dans les 2 groupes de
patients sans différence significative (Rotbart, 1989).

Cette toxine est codee par le gene hld situ¢ dans le régulon agr (accessory gene
regulator) (Donvito, 1997). La delta toxine est une hémolysine qui conduit a la
destruction des globules rouges par formation de pores dans la membrane. Si son
role direct en pathologie est controversé, il semble clair qu’elle soit impliquée
dans la dissémination des cellules a partir du biofilm et posséderait un role
important dans 1’inflammation secondaire a I’'infection due a S. epidermidis. A ce
titre, elle fait partie d’un groupe plus large de polypeptides nommes « Phenol
Soluble Modulinsy», ainsi appelés en raison de leur rdle sur la régulation des
cytokines produites par les cellules de la lignée macrophagique. Ces protéines ont
un role prépondérant dans les manifestations systémiques des septicémies a
staphylocoques (Liles, 2001). La recherche d’hémolyse delta est également
considérée chez les souches de S. aureus comme un test de fonctionnalité du

systéme agr, systeéme de régulation de facteurs de virulence (Fowler, 2004).
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1-4-3-4- Régulation de la production de biofilm

Lors d’une infection, les bactéries doivent orchestrer 1’expression de différents groupes de
molécules qui sont responsables de la pathogénicité. En particulier lors de la formation de
biofilm, la bactérie doit exprimer les unes aprés les autres les molécules responsables de
I’adhésion au support, de I’adhésion intercellulaire puis du détachement du biofilm. Ceci est
possible grace aux systtme de communication intercellulaire ou quorum sensing comme le

systeme agr, le mieux décrit chez les Staphylocoques.

Le systeme de régulation agr a ét€ décrit chez S. aureus avant d’étre exploré chez
S. epidermidis. agr est un systtme de quorum sensing sensible a la densite
cellulaire. Ce systéme est composé de 2 unités différentes, RNAII et RNAIII,
dont la transcription est dirigé par les promoteurs P2 et P3 respectivement (Kong,
2000).

RNA 1II est constitué¢ de 4 génes différents A, B, C et D. Ce systéme est
polymorphique et 1’on distingue chez S. epidermidis 3 groupes selon la séquence
en acides aminés de Agr D (4 groupes chez S. aureus). Le systeme est sensible a
la densité cellulaire par I’intermédiaire de

la molécule AgrD, autoinductrice. AgrD subit une maturation sous I’action de
AgrB et peut ainsi activer un systéme du méme groupe (et inhiber des systémes
agr d’autres groupes et d’autres especes). AgrC est une molécule
transmembranaire qui agit comme récepteur du signal extracellulaire constitué par
AgrD. AgrC active alors AgrA qui induit ’expression de RNA 1T et de RNA III.
AgrA active a son tour AgrB qui provoque ainsi la maturation de AgrD. RNA III
est la molécule effectrice du systéme par un mécanisme encore inconnu (Kong,

2006).
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a AgrD is processed
and pumped out of cell

b The cyclic peptide product
interacts with the sensor
histidine kinase AgrC

Cell wall and membrane

€ Phosphate is
transferred to the
response regulator AgrA

d Increased expression of the
Agr operon and regulator
RNA (RNA III)

Figure 7 : Fonctionnement du systeme agr
( D’apres Fuqua, 2002)

AIP : Autoinducing Peptid
a: AgrD est excrété sous forme d’un peptide circulaire aprés maturation par AgrB
b: AgrD interragit avec le récepteur membranaire AgrC
c: AgrC active AgrA par phosphorilation
d: AgrA stimule I’expression de I’opéron agr, induisant la synthése d’un certain
nombre de facteurs de virulence et la synthése de AgrD

Pour I’espéce S. epidermidis, lorsque la densité cellulaire est basse, agr est peu
activé et les protéines de surface comme AtIE sont synthétisées afin de permettre
a la bactérie de coloniser son environnement. Lors d’une augmentation de la
densité cellulaire , le systéme agr est trés activé, conduisant a la production de
RNAIII, effecteur du systéme agr (Vuong, 2003). On assiste alors a une

diminution de [’expression de facteurs de surface comme AtlE et a une
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augmentation des enzymes dégradatives comme la delta toxine. La production de
PIA (phase d’accumulation cellulaire) semble régulée par un autre systéme de

quorum sensing, /uxS (Xu, 2006).

Depuis la description du systeme agr, les souches de staphylocoques ont été
¢tudiées afin de déterminer s’il existait un lien entre groupe agr et pathogénicité
d’une part, et résistance aux antibiotiques d’autre part.

En ce qui concerne S. epidermidis, certaines études montrent qu’on peut relier le
groupe agr au caractére pathogene des souches : dans une étude portant sur 53
souches de S. epidermidis responsables d’infections ostéo-articulaires (en région
parisienne), il apparait que les souches appartiennent pour la majorité au goupe
agr 1 (89%) alors que 11% des souches appartiennent au groupe agr Il et que le
groupe agr 11l n’est pas représenté (Carmody, 2004). Une étude menée en Corée
sur 100 souches issues de 3 hopitaux montre que les souches impliquées dans les
infections sont plutdt du groupe I (100% des souches responsables d’infections
sur cathéters sont du groupe I) alors que les souches des volontaires sains sont du
groupe II (L1, 2004).

En ce qui concerne S. aureus, pour lequel il existe 4 groupes agr (I a IV),
certaines études ont pu établir un lien entre pouvoir pathogéne et groupe agr :
Jarraud et coll. ont montré une surreprésentation des souches agr Il dans les
endocardites infectieuses (Jarraud, 2002); les souches responsables de toxic
shock syndrome appartiennent au groupe IlII, le groupe IV rassemble les souches
produisant 1’exfoliatine (Jarraud, 2000).

D’autre part, on peut relier le groupe agr a la sensibilité aux antibiotiques :
certains travaux ont montré que 1’on pouvait relier, chez S. aureus, les groupes
agr I et II a une diminution de la sensibilité aux glycopeptides (Verdier, 2004 ;
Sakoulas, 2002) et le groupe agr Il aux échecs thérapeutiques des glycopeptides
lors de septicémies a SARM (Moise-Broder, 2004). A notre connaissance, ce lien

n’a pas encore été étudié chez les staphylocoques a coagulase négative.
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Le but de cette étude était d’évaluer les conséquences de
I’augmentation de la CMI de la teicoplanine en étudiant
P’action de cet antibiotique in vivo chez des animaux
infectés par des souches de S. epidermidis de CMI variables.
Dans notre étude, la CMI n’étant pas un facteur prédictif
de P’activité in vivo de la teicoplanine, nous avons étudié les
facteurs susceptibles d’expliquer le manque de

corrélation entre CMI et activité in vivo de cet antibiotique:
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II- MATERIEL ET METHODES
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II-1- Souches bactériennes

Les souches de S. epidermidis sélectionnées pour cette étude ont été isolées dans des
prélevements infectieux de différents patients hospitalisés au CHU de Nantes en 2005 (une
souche par patient).

Les souches ont été identifiées au laboratoire de Bactériologie sur la base des caractéristiques
phénotypiques habituelles c’est a dire par aspect des colonies sur gélose au sang, activité
catalasique, coloration de Gram, groupement des cocci, production de clumping factor et de
protéine A (agglutination de particules de latex sensibilisées, kit Pastorex® Staph-Plus, Biorad)
et par caracteres biochimiques détectés par I’automate Vitek 2®.

Pour cette étude, les souches ont été choisies de manicre a avoir des CMI de la teicoplanine

comprises entre 0,25 et 8 mg/L.

I1I-2- Antibiotiques

L’antibiotique utilisé est la teicoplanine. Pour les études in vitro, la teicoplanine est utilisée
sous forme de poudre pure, titrée, pesée et mise en solution dans de I’eau distillée stérile. Pour

les études in vivo, la forme pharmaceutique commerciale (Targocid®, Aventis) est utilisée.

II-3-Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice de la

teicoplanine

I1-3-1- CMI en milieu solide

La CMI est déterminée par la méthode de dilution en gélose Mueller Hinton (MH) selon les
recommandations du CASFM (CASFM, Janvier 2007)

Apres 24 heures d’incubation a 37°C sur gélose nutritive trypcase - soja (TS), I’inoculum est
ajusté en sérum physiologique (NaCl 9 %o) de fagon & obtenir une suspension d’environ 10’
CFU/mL. 1uL de cet inoculum est appliqué par 1’appareil multipoint inoculator (Denley® ) sur

gélose MH contenant des concentrations croissantes de teicoplanine de 0,125 a 64 mg/L.
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La lecture est effectuée apres 24 heures d’incubation a 37°C. La CMI est définie comme la plus
faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance visible.

La souche témoin est la souche de S. aureus ATCC 29213.

I1-3-2 CMI en milieu liquide

La CMI en milieu liquide est déterminée par macrométhode. Un inoculum d’environ 5.10°
CFU/mL est incubé dans un tube contenant du bouillon MH et I’antibiotique a dose croissante.

La lecture est effectuée apres 24 heures d’incubation a 37°C (CASFM, Janvier 2007)

11-4 Etudes in vivo

I1-4-1 Etude de la virulence des souches

Des souris femelles Swiss de 20g sont conservées en cage avec libre acces a ’eau et a la
nourriture. Le protocole utilisé est celui décrit par Goldstein (Goldstein, 1995). Apres
acclimatation, les souris sont immunodéprimées par injection intrapéritonéale de
cyclophosphamide a la dose de 150 mg/kg, 5 jours, 3 jours et 1 jour avant inoculation de la
souche bactérienne.

Les souches bactériennes sont incubées une nuit en bouillon TS. L’inoculum est ajusté en
sérum physiologique de fagon a obtenir une suspension bactérienne a 2.10" CFU/mL que 1’on
mélange volume a volume a une solution de mucine de porc (Sigma®) a 10% reconstituée en
bouillon TS. Un volume de 0,7 mL de cette solution est injecté par voie intrapéritonéale a
chaque souris (8 souris par souche).

La mortalité est surveillée quotidiennement pendant 6 jours. Les dernieres souris vivantes sont
sacrifiées par injection intrapéritonéale 1étale de Nesdonal®.

Les souches sélectionnées sont celles qui tuent au moins la moitié des souris en 24 heures.

I1-4-2 Etude de la dose efficace médiane de la teicoplanine (Dose Efficace 50 :

DEs)

Le protocole d’infection est le méme que précédemment décrit.
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Pour déterminer la dose efficace médiane de la teicoplanine, les souris sont traitées par
injections sous cutanées de teicoplanine aux doses 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 et 1000
mg/kg, immédiatement, 4 heures et 8 heures aprés inoculation (8 souris par dose
d’antibiotique). Un groupe contrdle de 8 souris est traité par sérum physiologique pour chaque
souche bactérienne. La mortalité est surveillée quotidiennement pendant 6 jours. Les dernicres
souris vivantes sont sacrifiées par injection intrapéritonéale 1étale de Nesdonal®.

La dose efficace médiane (assurant la survie de 50 % des souris a J6) est calculée par régression
non linéaire basée sur une courbe dose effet sigmoide a pente variable. La régression linéaire

est calculée par le logiciel Graphpad Prism®.

I1-4-3 Bactériémie

Pour chaque souche, en paralléle de 1’étude de la DEs, la bactériémie a 4 heures et a 24 heures
aprés inoculation intrapéritonéale est mesurée chez 3 souris du groupe témoin. On préleve 0.5
mL de sang en rétro-orbitaire grace a un pipette en verre contenant de I’héparine. Le sang
hépariné est placé en cone Eppendorf et dilu¢ en tube dans de 1’eau distillée stérile. 20uL de la
dilution sont ensemencés sur gélose TS a I’aide de I’ensemenceur Spiral System®. Apres 24

heures d’incubation a 37°C, on détermine le nombre de bactéries par mL de sang.

I1-5- Autres facteurs prédictifs de I’activité de la teicoplanine

I1-5-1 Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et

étude de la tolérance des souches a la teicoplanine

La CMB de la teicoplanine est déterminée en milieu liquide de Mueller Hinton.

Un millilitre d’une suspension bactérienne contenant 5.10° CFU/mL est mis en présence de
différentes concentrations de 1’antibiotique dans un volume final de 10 mL. Un tube sans
antibiotique est utilis¢é comme témoin de croissance. Aux temps 0 et 24 heures, les suspensions
bactériennes pures et diluées au 1/10e sont ensemencées sur gélose MH a 1’aide d’un
ensemenceur Spiral System®. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, la numération des colonies

est effectuée.
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La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) est la premiére concentration d’antibiotique
pour laquelle ne subsiste que 0,1% (pour les pays anglo-saxons) du nombre initial de bactéries
(Meylan, 1986).

Une souche est considérée comme tolérante si le rapport CMB/CMI est supérieur ou égal a 32

(Tomasz, 1971)

I1-5-2 Analyse de population

L’analyse de population permet de révéler, au sein d’une population bactérienne, I’existence
d’une sous-population dont la sensibilit¢ & un antibiotique est moins importante que la
population bactérienne globale et qui est susceptible d’étre sélectionnée au cours d’un

traitement par cet antibiotique.

Les souches sont incubées une nuit a 37°C en bouillon TS sous agitation. La suspension
bactérienne est diluée au 1/100°, au 1/10* et au 1/10° (Sieradzki, 1999).Un volume de 50uL de
chaque suspension est ensemencé a I’aide de I’ensemenceur spiral sur des géloses MH ne
contenant pas d’antibiotique et sur des géloses contenant des concentrations croissantes de
teicoplanine de 0,5 a 128 mg/L. Les géloses sont incubées a 37°C et la numération des colonies
est effectuée a 24 et 48 heures.

Les aires sous la courbe (ASC) des profils d’analyse de population sont calculées par le logiciel

GraphPad Prism® 4.0 (GraphPad San Diego, California) (Walsh, 2001).

I1-6- Etude des facteurs de pathogénicité

I1-6-1- Typage agr par PCR multiplex, amplification des génes icaA, atlE par
PCR

Le systeme agr est un systéeme de quorum sensing impliqué dans 1’expression des facteurs de
virulence des staphylocoques (3 groupes chez les souches de S. epidermidis).

Le gene ica est impliqué lors la formation de biofilm par les souches de S. epidermidis. Le géne
atlE code pour une autolysine/adhésine impliquée a la fois lors de la formation de biofilm et la

division cellulaire des souches de S. epidermidis.
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Ces manipulations visent a établir si les souches dont la DEs est élevée possedent les éléments

génétiques utiles a la formation de biofilm.

Extraction de ’ADN

L’ADN est extrait par méthode rapide a partir de culture de S. epidermidis de 18 heures en
gélose TS. Quelques colonies sont placées 1 heure a 37°C dans une solution contenant de la
lysostaphine (50/200mg/L), puis 1 heure a 55°C dans une solution de Tris HCI (0.05M) et de
protéinase K (10 mg/mL) et sont enfin portées 10 minutes a 100°C. L’ADN est récupéré dans

le surnageant apres centrifugation 5 minutes a 12 000 rotations par minute (rpm).

Cycles d’amplification

Les réactions de PCR sont réalisées en thermocycleur Perkin-Elmer 480 (Perkin-Elmer Applied
Biosystems ®) dans un mélange final de 50 pL contenant 10 mM de tampon Tris-HCI pH=9,
50 mM KCl, 0,1% de Triton X-100, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de chacun des nucléotides, 0,5
uM de chaque amorce, 1,25 unité de Taq DNA polymérase (Promega®).

Pour chaque PCR, on utilise un blanc sans ADN constitu¢ d’eau distillée stérile et comme
témoin interne d’extraction une amplification de I’ADN de la sous-unité ribosomale 16S.

Le tableau 1 résume les caractéristiques des amorces utilisées, les protocoles d’amplification et
la taille des fragments attendus.

Ninin et col. ont montré que les souches possedent toujours les 4 geénes ica A, D, B et C lorsque
le gene ica est présent ; nous avons donc recherché seulement le géne icaA chez les souches de
cette ¢tude. Pour ’amplification du gene icad, la souche S. epidermidis ATCC 35984 est
utilisée comme témoin positif et la souche S. hominis ATCC 35982 comme témoin négatif
(Ninin, 2006). La souche ATCC 35984 est ¢égalment utilisée comme témoin positif pour
I’amplification du géne at/E. Pour le typage agr, les souches témoins sont : S. epidermidis

CCM2124 (agr 1), N910160 (agr 2), N910191 (agr 3).

Révélation
La visualisation des produits de PCR est effectuée grace au bromure d’éthidium sous Ultra-
Violets (UV) apreés migration ¢€lectrophorétique (1 heure a 130 Volts) sur gel d’agarose

(Amersham Biosciences®).
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Amplicon Amorces Programme Taille de
I’amplicon
agrl F 5> GGCATTAGTCGGATTAATTATTACG3’ 5 min., 95°C 438 pb
R 5’TGTAGGCCTGCAAACGG3’ 1 min., 94°C
agr2 F S’TTTACCATTTGCAGCTATACAAGTG3’ 1 min., 55°C 30 cycles 575 pb
R 5’ATAACAATAATATAACCAAACTCAAAAGTACAG3’ |1 min., 72°C
agr3 F 5> GAAAGAGTGTATTCAATGGATGAGC3’ 10 min., 72°C 338 pb
RS’ TAAATATTATGTATTATATCTTCAGTATATAAAGA
GATGAY’
ica A F 5>GAATCAAAATTAGGCGCAG3’ 5 min., 94°C 455 pb
R 5’AGACCCATGTAATCGATGCG3’ 30 sec., 94°C
atlE F 5’TTTGTAGATGTTGTGCCCCA3’ 30 sec., 55°C (=30 cycles 681 pb
R 5’CAACTGCTCAACCGAGAACAY’ 1 min., 72°C
7 min., 72°C
ARN 16S F 5> GGAGGAAGGTGGGGATGACG3’ 241 pb
R 5’ATGGTGGACGGGCGGTGTG3’

Tableau 1: Caractéristiques des amorces et des protocoles employés en PCR (pb : paires de
bases)

I1-6-2- Production de biofilm

La production de biofilm est déterminée en utilisant la méthode décrite par Christensen
(Christensen, 1985). Les souches sont incubées une nuit a 37°C sous agitation en bouillon TS
contenant 2,5% de glucose. La suspension bactérienne est diluée au 1/200° en bouillon TS et
200uL de cette suspension sont utilisés pour inoculer chaque puits d’une plaque en polystyréne
(microplaques stériles a puits a fonds plats, Merck Eurolab®). La plaque est incubée 24 heures
a 37°C. Chaque puits est rincé 2 fois par 200ul de tampon PBS (Phosphate Buffer Salt) puis le
contenu de chaque puits est fixé 10 minutes a I’éthanol absolu refroidi avant d’étre coloré a la
safranine. La lecture est effectuée par spectrométrie a 492 nm (Spectrometre LP 400,
Diagnostics Pasteur®).

La souche S. epidermidis ATCC 35984 est utilisée comme témoin positif et la souche S.

epidermidis ATCC 12228 comme témoin négatif.

I1-6-3- Hémolyse delta
On utilise la propriété que possede cette toxine de produire une hémolyse totale en présence

d’hémolysines d’autres staphylocoques.
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Une souche de S. aureus (ATCC 25923) est ensemencée en strie centrale sur une gélose
contenant du sang de mouton. Chaque souche de S. epidermidis est ensemencée en strie
perpendiculairement a la souche de S. aureus, a quelques millimétres de celle-ci. La gélose est
incubée 24 heures a 37°C. Les souches sécrétant la delta toxine présentent une zone

d’hémolyse totale & proximité de la souche de S. aureus.

I1-7- Etude de ’activité autolytique des souches

I1I-7-1 Autolyse sous Triton X-100

Le Triton X-100 est un détergent favorisant I’autolyse bactérienne in vitro. Les souches sont
incubées une nuit a 37°C dans du bouillon TS. La suspension bactérienne est ajustée dans du
bouillon TS a environ 10° CFU/mL puis 1,5 mL de cette suspension est placé dans 50 mL de
bouillon TS puis incubé a 37°C en agitation jusqu’a obtention d’une densité optique (DO) de
0,3 a 620 nm (mesure par le spectrométre ABC, Secomam®). Les bactéries sont ensuite
centrifugées a 13000 rpm pendant 10 minutes, rincées en tampon Tris 0,05 M a pH=7,4 (a
37°C), centrifugées une seconde fois selon les mémes modalités et resuspendues dans le
tampon auquel est ajouté une solution de Triton X-100 (Sigma®) a 0,1%. La suspension
(bactéries + tampon Tris et Triton) est placée a 37°C en agitation, la DO est mesurée toutes les
heures pendant 4 heures. Les manipulations d’autolyse sous Triton X-100 ont été faites 3 fois
pour chaque souche. Les ASC (Walsh, 2001) et les corrélations sont calculées par le logiciel

GraphpadPrism®.

I1-7-2 Etude de I’expression du gene af/E (impliqué dans I’autolyse) par RT-
PCR

Extraction d’ARN
Les souches sont mises en culture sur pente TS pendant 18 heures a 37°C. On prépare ensuite
un inoculum contenant environ 1.5 10’ CFU/mL dont on place 10uL dans 10 mL de bouillon

LB (Luria-Bertani). Ce milieu est incubé sous agitation a 37°C jusqu’a obtention d’une DO de
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0.5 a 600 nm. L’ARN bactérien est alors extrait par le kit RNeasy® MiniKit (Qiagen®) selon
les recommandations du fabricant (voir le protocole en Annexe : protocole d’extraction utilisé
au laboratoire, traduction du protocole RNeasy® MiniKit). La quantit¢ d’ARN obtenue est
mesurée au spectrophotometre Nanodrop® et les différentes solutions sont diluées afin
d’utiliser la méme quantit¢ d’ARN pour chaque souche au cours des manipulations suivantes
(environ 300 ng).

Avant transcription inverse, les ARN sont soumis a un traitement par DNase (solution
contenant du tampon Tris HCI a 400mM, la RQ1 RNase Free DNase Promega® a 1U/uL) 15
minutes a température ambiante. La DNase est ensuite inactivée par une solution Stop a 20mM

et incubation 10 minutes a 65° C.

Transcription inverse
Sul. de cet extrait sont mis dans un mélange contenant 0.5uM de 1’amorce at/E-R
précédemment décrite, 200 pM de chaque nucléotide et la Reverse Transcriptase (MMLV-RT

Promega® a 200 U/uL) et incubés une heure a 42°C puis 5 minutes a 95°C pour dénaturation.

Amplification par PCR
L’amplification de I’ADN ainsi obtenu suit le protocole décrit dans le tableau 1 dans les
conditions de PCR décrites dans la partie II-6-1- Amplification du geéne at/E par PCR

Comme témoin du niveau de transcription, nous avons utilisé le géne codant pour I’ARN 16S.
Révélation

La visualisation des produits de PCR est effectuée grace au bromure d’éthidium sous UV apres

migration électrophorétique (1 heure a 130 Volts) sur gel d’agarose (Amersham Biosciences®).
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III- RESULTATS
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ITI-1- Caractéristiques des souches sélectionnées

24 souches ont été sélectionnées parmi les souches de S. epidermidis issues de prélévements
infectieux, isolées en 2005 au CHU de Nantes.

Leur CMI a été vérifiée en milieu solide, et leur virulence a été testée chez la souris.

Nous avons sélectionné 10 souches dont la CMI de la teicoplanine est de 0,25 a 8 mg /L en

milieu solide et dont la virulence est telle que la moitié¢ des souris inoculées meurt en 1 jour

(tableau 2).

Souches de S. CMI CMI Préléevements
epidermidis en milieu solide | en milieu liquide d’origine
(mg/L) (mg/L)
7026 0,25 4 Hémoculture
7318 0,5 1 Hémoculture
2239 0,5 2 Hémoculture
7989 2 4 Hémoculture
9075 2 8 Hémoculture
882 4 8 Os
1279 4 16 Hémoculture
7302 8 4 Hémoculture
584 8 8 Hémoculture
8462 8 8 Hémoculture

Tableau 2: Caractéristiques des souches de S. epidermidis sélectionnées

Selon les critéres d’interprétation du CASFM, les souches sont sensibles a la teicoplanine si
leur CMI est inférieure ou égale a 4 mg/L et résistantes si leur CMI est supérieure a 8 mg/L.
Nous observons des différences de CMI selon les méthodes d’analyse utilisées comme rapporté
dans la littérature.

Avec la méthode en milieu solide, 3 souches sont intermédiaires a la teicoplanine. Avec la
méthode en milieu liquide, 4 souches sont intermédiaires et 1 souche est résistante a la

teicoplanine.
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I1I-2- Etudes in vivo

I11-2-1 Détermination de la DE5,

Afin de savoir quelle était la conséquence d’une augmentation de la CMI de la teicoplanine
chez les souches de S epidermidis, nous devions savoir s’il existait une corrélation entre les
activités in vitro et in vivo de cet antibiotique. Pour ceci, nous avons testé la teicoplanine chez
des souris infectées par chacune des souches de S. epidermidis.

Les DEsg ainsi obtenues varient de 2 a 100 mg/kg. Ces résultats sont indiqués dans le tableau 3.

Souches de S. CMI CMI Doses efficaces
epidermidis en milieu solide en milieu 50 (mg/kg)
(mg/L) liquide (mg/L)
7026 0,25 4 16
7318 0,5 1 2
2239 0,5 2 55
7989 2 4 6
9075 2 8 11
882 4 8 50
1279 4 16 54
7302 8 4 100
584 8 8 11
8462 8 8 12

Tableau 3 : Doses Efficaces 50 de la teicoplanine pour les 10 souches de S. epidermidis
¢tudiées dans le modele de sepsis/péritonite de souris.

Il n’existe pas de corrélation entre la CMI de la teicoplanine déterminée en milieu solide

ou en milieu liquide et la DEsy dans le modéle de sepsis sur péritonite de souris a S.

epidermidis (figure 8).
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Figure 8 : Relation entre la CMI de la teicoplanine et la DEjs,.

Dans la suite de 1’étude, nous n’avons interprété les résultats qu’en fonction de la CMI

déterminée en milieu solide.

I11-2-2- Bactériémie
Nous n’avons pu évaluer la bactériémie que pour 6 souches sur 10. La bactériémie est mesurée

4 et 24 heures apres inoculation. Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau 4.

Souches Bactériémies 4H | Bactériémies 24H
(CFU/mL) (CFU/mL)
584 5105 107
8462 105 106
882 104 104
1279 105 106
9075 106 106
7302 105 106

Tableau 4: Bactériémies a 4 et 24 heures

Les bactériémies sont ¢levées et comparables d’une souche a I‘autre. Seule la souche 882 est

responsable d’une plus faible bactériémie.
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Devant I’absence de corrélation entre activités in vitro et in vivo de la teicoplanine, plusieurs
hypothéses peuvent étre émises :

1) Tolérance de certaines souches a la teicoplanine ou existence de sous-populations de
sensibilité diminuée a la teicoplanine

2) Présence de facteurs de pathogénicité permettant aux souches ayant des DEs, élevées

d’échapper au traitement.

III-3- Autres facteurs prédictifs de ’activité de la teicoplanine

I11-3-1- Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide et étude de
la tolérance des souches a la teicoplanine

L’étude de la tolérance des souches de cette étude vis-a-vis de la teicoplanine était destinée a
savoir si les souches dont la CMI de la teicoplanine est basse et la DEs élevée étaient tolérantes
a cet antibiotique.

Les CMB obtenues sont comprises entre 8 et 512 mg/L et les rapports CMB/CMI entre 2 et 64
(tableau 5). Les souches 7318, 2239 et 584 sont tolérantes a la teicoplanine mais seule la

souche 2239 a une DEsg élevée.

Souches DEso CMI en CMB |CMB/CMI
(mg/kg) milieu (mg/L)
liquide(mg/L)
7318 2 1 32 32
2239 55 2 64 32
7989 6 4 16 4
7026 16 4 8 2
7302 100 4 32 8
9075 11 8 64 8
882 50 8 128 16
584 11 8 512 64
8462 12 8 32 4
1279 54 16 32 2

Tableau 5: Etude de la Concentration Minimale Bactéricide.

80




Il n’existe pas de relation entre la CMB et 1a DE5, (r*=0,001 ; p=0,94) (figure 9).

Relation CMB - DE;,
120 -
g 10 IS
< 80 -
E 60+ TR IR
g 40
20 | s
. e g @ IS
0 2 4 6 8 10
= 0.551x + 28.
CMB (LOG, mgiL) Y~ 0:2%1x +28.669
R? = 0.0008

Figure 9 : Relation CMB - DEs

L’augmentation de la DEs) n’est pas liée a la tolérance des souches a la teicoplanine

(figure 10).
Relation CMI - DEs,
120

§ 100 - *
E) 80 1 & Non tolérantes
S %0 1m ¢ B Tolérantes
8 40
o 20 1e

0 ’—. ‘\ T T .\

0 2 4 6 8 10
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Figure 10: Analyse de la relation CMI - DEj5
en terme de tolérance a la teicoplanine
des souches de S. epidermidis .

I11-3-2- Analyse de population

Cette analyse a été effectuée uniquement sur les souches 1279 et 7989 de CMI comparables et

de DEs trés différentes (tableau 6).

81



Souches CMI (mg/mL) DEso
1279 4 54

7989 2 6

Tableau 6: Caractéristiques des souches 1279 et 7989.

Les aires sous la courbe des profils d’analyse de population sont de 38 pour la souche 1279 et

39,7 pour la souche 1279. Les profils des 2 souches sont superposables (figure 11).

Aucune sous-population moins sensible a la teicoplanine n’a été mise en évidence.

Analyse de population

12

10 -

-
E s
z —8— 1279
S 6
o 7989
g 4 Y~

N \—,-r

0 T T T T T T T ‘—v*_

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Teicoplanine (mg/L)

Figure 11: Profils d’analyse de populations des souches 1279 et 7989.

I11-4- Etude des facteurs de pathogénicité

I11-4-1- Typage agr des souches

La figure 12 montre les résultats du typage agr par PCR multiplex. Les souches 7318 et 2239
sont du groupe I ; les souches 1279 et 584 sont du groupe II et les souches 7026, 7989 et 882
sont du groupe III. Nous ne sommes pas parvenus a typer les souches 9075, 7302 et 8462.

Les souches étudiées appartiennent aux 3 groupes agr.
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Les souches dont les DEs sont élevées n’appartiennent pas au méme groupe agr (tableau

7

575 pb
438 pb
338 pb

MVI 9075 8462 7989 7318 7302 7026 2239 1279 882 584 Bl MVI MVI agr3 agrl agr2
ND ND agr3 agrl ND agr3 agrl agr2 agr3 agr2

Figure 12: Typage agr des 10 souches de S. epidermidis par PCR multiplex.
A droite : taille attendue pour chaque groupe. (MVI : marqueur de taille, Bl : Blanc)

Souches CMI (mg/L) DEso (mg/kg) Groupe agr
7026 0,25 16 3
7318 0,5 2 1
2239 0,5 55 1
7989 2 5 3
9075 2 11 ND
1279 4 54 2
882 4 50 3

584 8 11 2
8462 8 12 ND
7302 8 100 ND

Tableau 7: typage agr des 10 souches de S. epidermidis

Nous n’avons pas mis en évidence de lien entre le groupe agr et la DEs (figure 13).
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Relation CMI - DE;,
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Figure 13: Relation CMI-DEj5, en fonction des groupes agr.

I11-4-2- Recherche du géne icaA

La figure 14 montre les produits de PCR apres migration en gel d’agarose.

Seules 2 souches (882 et 2239) possedent le gene icaA (figure 14 et tableau 8). Ces 2 souches
ont une DEsy élevée, mais la présence du géne icaA ne semble pas a elle seule expliquer
I’augmentation de la DEs, puisque les souches 1279 et 7302 ayant également une DEs élevée

ne possedent pas ce gene.

Une DEs5 élevée ne semble pas liée a la présence du géne ica (figure 15)

455 pb

MVI 9075 8462 7989 7318 7302 7026 2239 1279 882584 T- T+ BI

Figure 14: Amplification du gene icaA par PCR ( T- : témoin négatif (ATCC 35982), T+ :
témoin positif (ATCC 35984))
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Souches CMI (mg/L) DEso (mg/kg) |Présence de icaA
7026 0,25 16 -
7318 0,5 2 -
2239 0,5 55 +
7989 2 S -
9075 2 11 -
1279 4 54 -
882 4 50 +
584 8 11 -
8462 8 12 -
7302 8 100 -

Tableau 8: Détection du gene icaA chez les 10 souches de S. epidermidis

DE 50 (mg/kg)

120
100

80 -
60 -
40 -
20 4

0

Relation CMI - DEs,

E L 2
. °
*
o 8 ‘ ‘ b
0 2 4 6 8 10
CMI (mg/L)

@ absence de ica
M présence de ica

Figure 15: Relation CMI-DEs, en fonction de la présence du geéne icaA

I11-4-3- Formation de biofilm

Un des principaux facteurs de virulence de S. epidermidis est la production de biofilm qu’il est

possible de visualiser macroscopiquement en cultivant les souches sur un support auquel elles

peuvent adhérer.

Les plaques inoculées pour recherche de formation de biofilm sont illustrées par la figure 16.
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Blanc

Témoin -
Temoin +

584
882

1279
2239

7026
7302

7318
7989

8462 9075

Figure 16 : Formation de biofilm sur plaque a puits a fonds plats(T- : t¢émoin négatif (ATCC
12228 ; T+ : témoin positif (ATCC 35984)).

Les médianes des densités optiques (DO) varient de 0,137 a 0,6195 (tableau 9). L’analyse des
DO fait apparaitre que 3 souches (2239, 7026 et 7318) ont une médiane bien supérieure a la
médiane des autres souches, ce qui confirme 1’impression visuelle que ces 3 souches forment
un biofilm. Les souches 2239, 7026 et 7318 forment un biofilm (tableau 10). La souche 2239 a

une DEsq élevée et les souches 7026 et 7318 ont une DEsq basse.

Blanc | T- T+ | 584 | 882 | 1279 | 2239|7026 | 7302 | 7318 | 7989 |8462

9075

DO |0,0125/0,2020|1,048|0,137(0,23{0,2215|0,548 0,577 0,2935|0,6195|0,2455| 0,3 [0,1645

Tableau 9 : Médianes des densités optiques apres lecture par spectrométrie
des puits colorés a la safranine

86




Souches CMI (mg/L) DEso (mg/kg) Formation de

biofilm
7026 0,25 16 +
7318 0,5 2 +
2239 0,5 55 +
7989 2 5 -
9075 2 11 -
1279 4 54 -
882 4 50 -
584 8 11 -
8462 8 12 -
7302 8 100 -

Tableau 10: Recherche de formation de biofilm chez les 10 souches de S. epidermidis.

Nous n’avons donc pas mis en évidence de lien entre la capacité des souches a former un

biofilm et I’augmentation de la DEs, (figure 17).

Relation CMI - DEs,

120
100 A .
80 -

& biofilm -
| biofilm +

60 4 m s
40 -
20 {u

0+= 3 ¢

DEso (mg/kg)

CMI (mglL)

Figure 17: Relation CMI-DEj5, en fonction de la capacité des souches a former un biofilm.
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I11-4-4- Hémolyse delta

La figure 18 montre les géloses apres 24 heures d’incubation. On constate une hémolyse totale
dans la zone d’intersection de la souche de S. aureus et des souches de Staphylococcus

epidermidis 584, 882,2239,7302, 7318 et 7989.

9075

8462

7989

Figure 18: kecucicue u nemwolyse delta

La delta toxine est donc présente chez des souches dont les DEs( sont trés différentes (tableau
11).

Souches CMI (mg/L) DEso (mg/kg) Synthése de

delta toxine
7026 0,25 16 -
7318 0,5 2 +
2239 0,5 55 +
7989 2 S +
9075 2 11 -
1279 4 54 -
882 4 50 +
584 8 11 +
8462 8 12 -
7302 8 100 +

Tableau 11: Recherche de la synthése de delta toxine.

Il ne semble pas y avoir de lien entre la sécrétion de la delta toxine et la DE5) (figure 19)
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Relation CMI - DE;,
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Figure 19: Relation CMI-DEj5 en fonction de la synthése de delta toxine.

I11-5- Etude de P’activité autolytique des souches

III-5-1- Autolyse induite par le Triton X-100
La figure 20 montre un exemple de courbe de décroissance de la DO exprimée en pourcentage
de la DO initiale en fonction du temps due a 1’autolyse sous Triton X 100.

L’autolyse est nette dés la 2° heure.

1279
150
o 100 ]
- —e— TRITON
= 50 |
0 ‘ ‘ ‘
HO H1 H2 H3 Ha
TEMPS

Figure 20: Exemple de courbe obtenue au cours d’une manipulation d’autolyse induite par le
Triton. La courbe représente la moyenne et I’ écart type de 3 manipulations.
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Les courbes d’autolyse ont le méme profil pour toutes les souches, seules les aires sous la

courbe varient. C’est pour cette raison que nous ne présentons qu’une seule courbe de

décroissance.

Les Aires Sous la Courbe de 1’autolyse sous Triton sont comprises entre 126 et 248 (tableau

12).

Souches CMI (mg/L) DEso (mg/kg) ASC
7026 0,25 16 181
7318 0,5 2 180
2239 0,5 55 129
7989 2 5 184
9075 2 11 156
1279 4 54 186
882 4 50 166
584 8 11 234
8462 8 12 248
7302 8 100 126

Tableau 12: Résultats des manipulations d’autolyse sous Triton X-100

Relation ASC-CMI

Il n’existe pas de relation entre ’ASC et la CMI (r2=0,11; p=0,33).

Relation ASC - DE5
Il existe en revanche

p=0,05) (Figure 21).

une corrélation entre I’ autolyse sous Triton et la DEsy (r= -0,73,

DE 50 (mg/kg)

120

100 A
80 A1
60
40
20

Corrélation autolyse - DEsg

TS
¢ ¢
. *
: : 2 e T
0 50 100 150 200 250
ASC

300

Figure 21: Corrélation ASC autolyse sous Triton X-100— DEs,
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Nous constatons ainsi qu’une DEsy élevée est liée a une autolyse importante sous Triton.
L’autolyse est un phénomeéne bactérien physiologique impliquant des enzymes liées a la
division cellulaire comme a la mort bactérienne. Elle fait intervenir des enzymes telles que les
autolysines. Nous avons donc voulu savoir si la différence d’autolyse des souches était due a
une différence d’expression du geéne at/E. Dans un premier temps, nous nous sommes assurés
que les souches possédaient ce géne afin d’en étudier I’expression dans un second temps.

Nous avons en paralléle évalué la bactériémie pour savoir si les souches les plus autolytiques in

vitro étaient responsables d’une plus forte bactériémie.

Relation ASC- bactériémie

Souches Bactériémie H4 | Bactériémie H24 ASC
(CFU/mL) (CFU/mL) ( autolyse sous
Triton)

584 5105 107 234
8462 105 106 248
882 104 104 166
1279 105 106 186
9075 106 106 156
7302 105 106 126

Tableau 13: Bactériémies et ASC des 10 souches de S. epidermidis

La bactériémie est comparable pour toutes les souches et sans lien avec I’autolyse.

III-5-2- Recherche du géne at/E et analyse de son expression par RT-PCR
La figure 22 montre les produits de PCR apres migration en gel d’agarose.

Toutes les souches possédent le gene at/E.
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681 pb

MVI 9075 8462 7989 7318 7302 7026 2239 1279 882 584 Bl T+

Figure 22 : Amplification du gene at/E par PCR (MVI : marqueur de taille VI, Roche ; Bl :
blanc, T+ : souche ATCC 35982).

La technique de RT-PCR du gene at/E n’avait jamais été utilisée au laboratoire. A des fins de
mise au point technique, nous avons étudié 1I’expression de at/E chez 2 groupes de 2 souches les
plus typiques ayant des profils autolytiques opposés (les souches 584 et 8462 ont des autolyses
faibles contrairement aux souches 2239 et 7302).

La technique a été réalisée plusieurs fois afin d’obtenir des résultats interprétables mais s’aveére
encore peu reproductible. Nous avons choisi pour illustration et a titre d’exemple des profils

nets mais qui ne sont pas représentatifs de toutes les manipulations (figure 23).

241 pb

681 pb

M VI 58422397302 8462 BI 584 2239 7302 8462 Bl
atlE 16S

Figure 23: Etude de I’expression du gene at/E chez 4 souches de 1’étude.

La quantit¢ d’ARN extrait est équivalente pour les 4 souches (densités des bandes 16S
comparables). Comme au cours des autres manipulations, il semble que le géne at/E s’exprime
fortement chez la souche 7302 dont ’autolyse est importante. Sur cette figure, I’expression de

atlE semble faible chez la souche 584 d’autolyse réduite. L’expression de ce géne est plus
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difficilement interprétable pour les souches 2239 et 8462 de profils autolytiques trés différents.

Nous n’avons donc pas pu conclure a la suite de cette analyse dont la technique reste a

améliorer.

Récapitulatif des différents résultats :

Souches | CMI | DEsy | CMB/CMI | Groupe | Formation Présence Synthése de | ASC
agr de biofilm | du gene icaA | delta toxine
7026 0.25 16 32 3 + - - 181
7318 0.5 2 32 1 + - + 180
2239 0.5 55 4 1 + + + 129
7989 2 5 2 3 - - + 184
9075 2 11 8 ND - - - 156
1279 4 54 8 2 - - - 186
882 4 50 16 3 - + + 166
584 8 11 64 2 - - + 234
8462 8 12 4 ND - - - 248
7302 8 100 2 ND - - + 126

Tableau 14: Synthése des résultats
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IV-DISCUSSION
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Les glycopeptides constituent actuellement les antibiotiques de choix dans le traitement des
infections a staphylocoques résistants a la méticilline. La diminution de la sensibilité des
staphylocoques a ces antibiotiques pourrait remettre en cause cette recommandation. Nous
avons voulu savoir si la diminution de sensibilité des souches de S. epidermidis a la

teicoplanine se manifestait par une diminution de 1’efficacité de cet antibiotique in vivo.

Le modele animal que nous avons utilisé présente des limites, cependant, les facteurs de
virulence et de pathogénicité que nous avons étudiés nous permettent de poser un certain
nombre d’hypotheses. Le lien entre autolyse in vitro et activité de la teicoplanine ouvre de

nouvelles voies de recherche.

IV-1- Limites du modéle animal

Afin de savoir quelle était la conséquence d’une augmentation de la CMI de la teicoplanine vis
a vis des souches de S. epidermidis, il était indispensable d’établir un lien entre la CMI de la
teicoplanine et son activité in vivo.

Les modeles d’expérimentations animales ainsi que les modalités d’évaluations de I’activité des
antibiotiques étant multiples et variés, nous avons choisi un modele de sepsis sur péritonite
chez la souris. Ce modele est simple, rapide et reproductible et établit une corrélation entre
CMI et activité in vivo pour de nombreux antibiotiques.

Frimodt-Moller et col. utilisaient en effet ce modéle en 1986 pour étudier I’activité de
céphalosporines sur des souches de S. pneumoniae et trouvaient une bonne corrélation entre
CMI et efficacité in vivo de ces antibiotiques (Frimodt-Moller, 1986). 1l ne semble pas en étre
de méme pour le couple teicoplanine - S. epidermidis.

Comme critere d’évaluation de ’efficacité de la teicoplanine, nous avons choisi la DEsg car
c’est le paramétre le plus pertinent et utilis€ par de nombreux auteurs. Domenech et col. ont
étudié ’activité de plusieurs antibiotiques sur des souches de S. aureus de sensibilité diminuée
aux glycopeptides dans un modele de sepsis sur péritonite de souris, mais en évaluant
I’efficacité antibiotique par des numérations bactériennes dans le liquide péritonéal et dans le

sang. En utilisant ces critéres, ils trouvent une corrélation entre la CMI de la vancomycine et
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I’activité in vivo de cet antibiotique. La corrélation pour la teicoplanine n’est pas rapportée
dans cette ¢tude (Domenech, 2004).

Le protocole que nous avons utilisé dans le travail présenté ici avait été validé dans une étude
préliminaire étudiant des souches de S. epidermidis soumises a I’action de la teicoplanine et de
la ciprofloxacine. Dans ce travail, une corrélation a été obtenue entre activités in vitro et in vivo
de la ciprofloxacine mais pas de la teicoplanine (Batard, 2004). Le mode¢le et le protocole de
traitement sont donc corrects. Dans ce méme mode¢le, nous n’avons pas trouvé de corrélation
entre CMI et DEs( de la vancomycine pour les 10 souches de S. epidermidis présentées ici.
D’autres études avaient déja montré une absence de corrélation entre I’activité in vitro des
glycopeptides et leur efficacité in vivo : Knudsen et col ont étudié I’activité de la vancomycine
et de la teicoplanine sur des souches de S. pneumoniae dans un modele de sepsis sur péritonite
de souris. Ils trouvent un lien entre la CMI de la vancomycine et son activité in vivo (évaluée
par la DEsp) mais ils ne trouvent pas de corrélation entre ces deux parameétres pour la
teicoplanine. Cependant, ils trouvent une corrélation entre DEsy et CMI de la teicoplanine
déterminée non pas en gélose, mais dans du sérum de souris. La teicoplanine étant liee a 90%
aux protéines dans le sérum, il est possible que cette fixation modifie in vivo I’activité¢ de la
teicoplanine (Knudsen, 1997). Kennedy a évalu¢ la CMI de cet antibiotique vis a vis de souches
de staphylocoques a coagulase négative en absence et en présence de sérum de cheval (20%) et
montrait une augmentation de la moyenne des CMI par cette méthode (Kennedy, 1996). La
méme constatation avait été faite en 1990 sur une souche de Strepfococcus sanguis et une
souche de S. aureus pour lesquelles les CMI étaient déterminées en présence de sérum de lapin
(Chambers, 1990). D’aprées ces données, il apparait nécessaire dans notre étude d’évaluer les
CMI de la teicoplanine en présence de sérum de souris.

Asseray et col. en 2005 ne trouvaient pas de lien entre la CMI des glycopeptides et leur activité
dans un modele d’endocardite de lapin a S. aureus (Asseray, 2005). De méme, Peetermans et
col. avaient déja établi en 1990 un modéle mathématique complexe afin de relier 1’activité in
vitro des glycopeptides et leur efficacité dans un modele expérimental d’infection musculaire a
S. aureus chez la souris, ce modéle ne permettait pas de prédire I’activité de la teicoplanine aux

basses doses (Peetermans, 1990).
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IV-2- Etude des facteurs de virulence

Ne parvenant pas a établir un lien entre CMI de la teicoplanine et DEs5, nous avons cherché¢ a
savoir si les souches de notre étude présentaient un mode particulier de persistance aux
antibiotiques : la capacité de former un biofilm, ou si elles possédaient le capital génétique pour
le former. Nous savions en effet que la différence de mortalité des souris dans notre modele
n’était pas due a une différence de virulence entre les souches utilisées puisque celles-ci avaient
été sélectionnées, entre autres criteres, sur leur virulence ( médiane de survie : un jour).

La constitution de biofilm est reconnue comme facteur de virulence principal de S epidermidis
(Vuong, 2002) et comme cause d’infection persistante (Costerton, 1999). Les glycopeptides
sont peu actifs sur des biofilms déja formés de S. epidermidis in vitro comme in vivo comme
I’ont montré Schwank et col. sur des biofilms de 16h in vitro et dans un mod¢le animal, et
Monzon et col. sur des biofilms de différents ages (Schwank, 1998, Monzon 2002). Par contre,
ces mémes antibiotiques, et en particulier la teicoplanine peuvent prévenir 1’adhésion au
support des staphylocoques méme si un effet contraire peut également étre observé (Carsenti -
Etesse, 1993).

Nous avons donc étudié la formation de biofilm et la présence des geénes liés a la formation de
biofilm chez les 10 souches de 1’étude.

La recherche phénotypique de biofilm montre que 3 souches seulement peuvent former un
biofilm. Dans la mesure ou nous avions choisi des souches pathogenes, on pouvait penser que
plus de souches formeraient un biofilm.

Le geéne atlE, responsable de I’attachement au support, est retrouvé chez toutes les souches
¢tudi€es. Ceci €tait d¢ja signalé dans une autre étude sur des souches de S. epidermidis (Rohde,
2004). at/lE codant pour I’autolysine majeure de S. epidermidis, ce résultat est cohérent.

A contrario, nos résultats de la recherche du géne ica sont inhabituels. En effet, plusieurs
travaux portant sur I’étude des facteurs de virulence de S. epidermidis montrent qu’on trouve ce
gene chez environ 80% des souches invasives. Comme nous 1’avions vu dans les rappels
bibliographiques, certains auteurs avaient d’ailleurs proposé ce geéne comme marqueur de
pathogénicité chez les souches invasives en opposition aux souches commensales (Galdbart,
2000). Ce résultat a, depuis, été remis en question. Dans notre étude, nous ne retrouvons ce
gene que chez 2 souches. Rappelons que le géne ica code pour la syntheése de la molécule PIA

permettant I’adhésion intercellulaire a 1’intérieur du biofilm.
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Une des 2 souches possédant le géne ica ne forme pas de biofilm. Ce phénomene a été rapporté
et peut étre attribué a I’insertion de la séquence IS 256 décrit par Ziebuhr en 1999 (Ziehbur,
1999). Cette séquence a été retrouvée chez différentes espéces de bactéries a Gram positif, et
est utilisée comme marqueur épidémiologique. Chez S. epidermidis, elle permet une
modulation de I’expression de facteurs de virulence, comme la constitution de biofilm, par son
insertion réversible dans le géne ica. Elle a été retrouvée dans les parties A et C de ’opéron,
empéchant ainsi la syntheése de PIA, et son excision permet a la souche de retrouver la capacité
de former un biofilm. Ce mécanisme permettrait 1’adaptation des souches a 1’environnement
(Ziebuhr, 1999). Nous n’avons pas recherché cette séquence chez la souche ica positif et
biofilm négatif.

Les deux autres souches formant un biofilm ne possedent pas le géne ica. Ceci avait déja été
signalé par plusieurs auteurs (Gelosia, 2001 ; Tormo, 2005). Plusieurs mécanismes peuvent
expliquer ce phénomene : soit le geéne ica est modifié et est alors indétectable par la PCR
utilisée, soit les souches posseédent d’autres génes leur permettant de former un biofilm. A titre
d’exemple, le gene bap a été décrit en 2005 ( géne codant pour BAP : Biofilm Associated
Protein). Ce géne est présent chez des souches de staphylocoques responsables de mastites
bovines, souches formant du biofilm et ne possédant pas le géne ica. L’équivalent de ce géne a
été identifié chez des souches de S. epidermidis d’origine humaine (gene bip : BAP homolog
protein) (Tormo, 2005).

Ainsi, afin de mieux expliquer les observations faites chez les souches de notre étude, d’autres

¢léments génétiques pourraient €tre recherchés.

La formation de biofilm est en partie régulée par le systéme de quorum sensing agr. Le groupe
agr des souches de S. epidermidis a été lié a la pathogénicité. Le lien entre la sensibilité aux
antibiotiques et le groupe agr n’a pas ét¢ démontré chez les souches de S. epidermidis. Dans
notre ¢tude, nous n’avons pas ¢établi de lien entre le groupe agr et la sensibilité des souches a la
teicoplanine, in vivo comme in vitro. En outre, nous n’avons pas réussi a typer 3 souches dans
le systetme agr. Lina et col. trouvent également des souches non typables avec les mémes
amorces (Lina, 2003). La encore, on peut avancer I’hypothése d’une modification du géne,
rendu indétectable lors de la PCR. Pour s’assurer que les souches appartenaient bien a 1’espece
S. epidermidis, nous avons réalisé une identification génotypique des souches par PCR-RFLP
du géne fuf dont le profil de restriction est spécifique de chaque staphylocoque a coagulase

négative.
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Existe-t-il d’autres facteurs de virulence susceptibles d’expliquer la différence de pathogénicité
des souches? L’interaction avec le systéme immunitaire peut étre en cause. La variabilité
d’expression par les souches des « Phenol Soluble Modulins » (PSM) pourrait expliquer la plus
forte mortalit¢ due a certaines de ces souches. Les PSM forment un complexe pro-
inflammatoire composé de 5 molécules (a, B, v, d, €) synthétisé par S. epidermidis et capable
d’activer le systéme immunitaire humain. Les PSM sont des molécules chimioattractantes,
diminuent 1’apoptose des monocytes et des polynucléaires neutrophiles, augmentent la
dégranulation des polynucléaires neutrophiles et la libération de cytokines par les monocytes
(Liles, 2001). Elles sont donc en grande partie responsables du syndrome inflammatoire lors de
I’infection a S. epidermidis. De plus, ces molécules sont responsables du détachement des
cellules du biofilm et de la dissémination bactérienne dans 1’héte (Yao, 2005). Si le role
d’immunostimulation est vraisesmblablement moindre dans notre modéle puisque les souris sont
rendues neutropéniques par le cyclophosphamide, la dissémination et la formation de foyer
secondaire d’infection est peut étre en cause. La recherche de sécrétion de delta-toxine, une des
PSM, ne nous a pas permis de faire de lien avec la DEsy des souches dans notre étude. Nous
n’avons pas recherché de différence d’expression de cette toxine entre les souches.

Enfin, la réponse de défense d’un hote a 1’autre , sous traitement, peut étre différente. Des
peptides tels que tPMP-1 (thrombin-induced Platelet Microbicidal Protein-1) et HNP-1 (Human
Neutrophil Peptide -1), synthétisées respectivement par les plaquettes et par les polynucléaires
humains, ont une activité antimicrobienne contre S. aureus par destruction de la membrane
bactérienne. In vitro, cette activité est augmentée par un prétraitement par glycopeptides en
particulier 1’action de tPMP-1 (Xiong, 1999). L’augmentation de 1’action lytique est-elle
identique pour I’ensemble des souches ? Il a été montré que des souches cliniques de S. aureus
responsables de bactériémies persistantes sous antibiothérapie adaptée étaient moins sensibles a
I’action de t-PMP (Fowler, 2004). A notre connaissance, ces phénomenes n’ont pas été étudiés
sur S. epidermidis mais existent probablement pour cette espéce bactérienne.

Si le modele de sepsis sur péritonite de souris est pertinent dans I’étude de la relation CMI-
DEj5y, 1l n’est pas représentatif de la physiopathologie des infections a S. epidermidis puisque ce
germe est le plus souvent responsable d’infection sur matériel étranger. Il apparait donc qu’il
serait plus approprié d’étudier I’activité des glycopeptides dans un modele animal expérimental
d’infection sur matériel étranger, modele plus complexe a manipuler que celui que nous avions
choisi.

Nous pensons également que 1’analyse des facteurs de virulence sur des souches apres culture

sur gélose est probablement peu représentative des mécanismes physiopathologiques mis en jeu
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in vivo. Une étude de I’expression des facteurs de pathogénicité a partir de prélévements
directement issus du sujet infecté semblerait donc plus approprié¢. Ces analyses, extrémement
complexes a effectuer, commencent a étre possibles.

De plus, les bactéries posseédent de nombreux mécanismes de régulation leur permettant de
s’adapter a leur environnement et le systtme immunitaire de I’hote est susceptible d’interagir
différemment avec les microorganismes d’une infection a I’autre. Il est donc tout a fait possible
que la méme bactérie active différents génes de virulence au cours de différentes infections et
que I’é¢tude des facteurs de pathogénicité ne permettent pas de prédire le caractére commensal

ou agressif d’une souche bactérienne.

IV-3- Tolérance, analyse de population

Comme évoqué dans les rappels bibliographiques, la tolérance bactérienne aux glycopeptides a
été rapportée comme mécanisme possible lors d’échecs de traitements d’infections a
staphylocoques. Dans notre travail, nous n’avons pas établi de lien entre CMB et DEs, de la
teicoplanine.

Chez les souches de staphylocoques dorés, la résistance aux glycopeptides est précédée par un
stade d’hétéro-résistance aux glycopeptides détectable par analyse de population. La
signification clinique de ces souches est peu aisée a établir car I’hétéro-résistance est difficile a
déterminer mais a été incriminée dans des échecs de traitements par glycopeptides. Il existe
également chez les staphylocoques a coagulase négative des sous-populations pouvant croitre
en présence de concentrations importantes de glycopeptides (Sieradski, 1998). Dans notre
¢tude, la recherche de sous-populations résistantes a la teicoplanine a été réalisée pour 2
souches de CMI identiques et de DEs, différentes. Les profils d’analyses de populations sont
identiques pour les 2 souches et nous ne pouvons donc pas mettre en cause la sélection de sous-
populations résistantes in vivo pour expliquer la différence de DEsy entre ces 2 souches. Il
serait bien slir nécessaire d’établir un profil d’analyse de population pour toutes les souches de

I’étude afin de pouvoir conclure.
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IV-4- Autolyse

Nous avons ét¢ amenés a étudier 1’autolyse des souches suite a 2 constats : la protéine AtlE,
autolysine majeure de S. epidermidis, responsable de I’attachement cellulaire lors de la phase
initiale d’invasion de la bactérie est également responsable de la lyse du peptidoglycane lors de
la division cellulaire. Des études révélent une diminution de 1’autolyse chez les souches de S.
aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA) liée a une diminution d’expression du
gene atl. La diminution de 1’autolyse préceéderait I’augmentation de la CMI des glycopeptides
chez les souches GISA. Nos expériences ¢étaient donc destinées a chercher une différence
d’autolyse entre les souches de S. epidermidis dont les DEsy sont trés différentes. Nous
retrouvons une différence importante de 1’autolyse chez les souches étudiées, cette différence
n’est en revanche pas liée a la différence de CMI entre les souches : les souches de CMI élevée
n’ont pas une autolyse réduite. D’autre part, nous n’avons pas mis en évidence de lien entre
I’autolyse et la tolérance de certaines souches.

Nous avons donc ¢été surpris de constater qu’une autolyse forte est associée a une DEs élevée
puisque nous attendions en effet la réaction inverse. A notre connaissance, le lien entre autolyse
et traitement n’a été étudié qu’une fois dans un travail analysant les caractéristiques de souches
de SARM responsables de bactériémies persistantes sous traitement par glycopeptides. Dans
cette étude, ’autolyse sous Triton des souches responsables de bactériémies persistantes n’était
pas modifi¢e (Fowler, 2004).

A la suite de ce résultat, nous pouvions émettre plusieurs hypothéses sur les causes et les
conséquences d’une augmentation de 1’autolyse. Une des causes possibles de I’augmentation de
I’autolyse induite in vitro est I’augmentation de I’expression du gene at/E, mais 1’expression
d’autres autolysines est tout a fait envisageable. Nous avons donc cherché a analyser
I’expression de ce gene par RT-PCR. Cette technique n’était pas développée au laboratoire. La
mise au point de la technique a nécessité de nombreux protocoles avant d’obtenir des résultats
satisfaisants. Les derniéres PCR donne des résultats tout a fait lisibles mais encore peu
reproductibles pour certaines souches. Cette technique reste encore a améliorer pour pouvoir
conclure.

En ce qui concerne les conséquences de 1’augmentation de ’autolyse in vivo, sachant que les
enzymes autolytiques bactériennes interviennent a la fois dans les mécanismes de division et de
lyse bactérienne, il nous semblait possible que 1’activité des autolysines soit liée, in vivo, a une
multiplication bactérienne rapide qui conduirait alors a 1’augmentation croissante de la

bactériémie et a la mort de ’animal. La mesure de la bactériémie pour certaines des souches
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montre qu’elle est comparable d’un animal a I’autre et il est peu probable que cette hypothése
se révele juste. Toutefois, il faudrait effectuer cette mesure pour toutes les souches pour
conclure. L’augmentation de 1’autolyse peut au contraire entrainer in vivo la libération
importante de molécules pro-inflammatoires comme I’acide teichoique ou comme les PSM,
responsables de manifestations systémiques et de la mort de I’animal malgré des doses
importantes d’antibiotiques. Des investigations complémentaires comme le dosage des PSM

pourraient étre envisageables.

I'V-5- Application pratique en thérapeutique

Notre étude n’a pas permis de mettre en évidence de relation entre activités in vivo et in vitro
de la teicoplanine vis a vis de S. epidermidis et nous ne pouvons donc pas affirmer que
I’augmentation de la CMI de la teicoplanine se soldera par un échec lors d’un traitement par cet
antibiotique. En pratique, peu d’échecs thérapeutiques sont rapportés sous teicoplanine. Ces
¢échecs ont eu lieu il y a quelques années a des posologies faibles (Gilbert, 1991 ; O’Connell,
1993). 1l est primordial d’utiliser ’antibiotique aux doses adaptées et d’effectuer des dosages
sanguins si nécessaire afin de s’assurer d’étre dans les conditions optimales d’efficacité
théorique du traitement. L’utilisation de la teicoplanine dans les infections dues a des souches
de CMI ¢levées considérées comme sensibles (4 mg/L) ne pourra étre remise en cause que
lorsqu’un nombre conséquent d’échecs thérapeutiques en premiere ligne seront décrits.

En pratique, la vancomycine et, depuis moins longtemps, le linézolide, sont des traitements
efficaces dans les infections a staphylocoques résistants a la méticilline en parallele des
traitements par teicoplanine. D’autres molécules anti-staphylococciques (ceftaroline,
ceftobiprole) sont en cours d’étude et constitueront bientét un éventail supplémentaire de

traitements alternatifs aux infections a staphylocoques résistants a la méticilline.
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CONCLUSION

Les premiers résultats de nos travaux nous incitent a poursuivre nos investigations. Il est
nécessaire d’étudier 1’expression d’autres facteurs de virulence, en particulier en présence
d’antibiotique. Il faut également expliquer les mécanismes responsables de 1’augmentation de
I’autolyse de certaines souches de S. epidermidis.

Les techniques d’études des bactéries cultivées sur milieux enrichis ne permet probablement de
n’étudier qu’une partie des facteurs potentiellement exprimés par la bactérie in vivo. Par I’étude
in vitro, nous ne faisons qu’entr’apercevoir les véritables relations qui existent entre I’hdte, la
bactérie et 1’antibiotique au cours d’une infection traitée. Il est probable que le comportement
des bactéries est modifi¢ in vivo par les conditions environnementales en présence entre autres
des cellules du systéme immunitaire, d’autres éventuels agents infectieux, et dans la
problématique qui nous concerne, de ’antibiotique. Pour mieux comprendre 1’influence de
I’antibiotique in vivo en dehors de son activité lytique, nous devons faire appel a des techniques
utilisant du matériel bactérien directement issu de I’hdte, pour une analyse directe des geénes
exprimés, sans I’intermédiaire de la culture.

Enfin, le manque de corrélation entre CMI et activité in vivo de la teicoplanine est-elle
particuliére au couple S. epidermidis - teicoplanine, ou existe-t-il pour d’autres bactéries et

d’autres antibiotiques qui pourraient expliquer certains échecs thérapeutiques ?
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Annexe 1
Correlation between Triton X-100 induced autolysis
and in vivo activity of teicoplanin against S.

epidermidis in the mouse sepsis peritonitis model

ICAAC 2006
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Annexe 2
Etude de la relation entre activités in vitro et in vivo

de la teicoplanine vis a vis de S. epidermidis

Congrés SKFM 2007
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Annexe 3

Protocole d’extraction d’ARN
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NOM : BARRE-AMIRAULT PRENOM : ELODIE

ETUDE DES FACTEURS PREDICTIFS DE L’ACTIVITE IN VIVO DE LA
TEICOPLANINE VIS A VIS DES SOUCHES DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

Résumé

Les glycopeptides sont actuellement le traitement antibiotique de choix dans les
infections a staphylocoques résistants a la méticilline. On assiste a une
augmentation de la CMI de la teicoplanine parmi les souches de Staphylococcus
epidermidis qui sont les staphylocoques a coagulase négative les plus
couramment isolés en milieux hospitalier. Le but de notre étude était de
déterminer quel était I’impact in vivo de la diminution de la sensibilité de souches
cliniques dans un modele de sepsis sur péritonite de souris. Devant I’absence de
corrélation entre CMI et efficacité in vivo de la teicoplanine dans notre mode¢le,
nous avons cherché a définir des facteurs qui, chez Staphylococcus epidermidis,
¢taient susceptibles de modifier 1’activité de la teicoplanine in vivo (population
hétérogene, tolérance, autolyse, formation de biofilm). Notre étude nous a permis
de mettre en évidence un lien entre une forte activité¢ autolytique des souches in

vitro et une diminution de leur sensibilité a la teicoplanine in vivo.

Mots clés
Staphylococcus epidermidis, teicoplanine, sepsis/péritonite de souris, facteurs de

virulence, autolyse
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