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INTRODUCTION

|) Pneumonie acquise a I’hopital et sous ventilation mécanique

La pneumonie acquise a I’hopital (Hospital-Acquired Pneumonia ou HAP) est une infection du
parenchyme pulmonaire causée par des pathogenes présents dans I’environnement hospitalier (1-3).
Elle se caractérise par une pneumonie qui se développe chez des patients admis a 1’hdpital depuis
plus de 48 heures. Parmi les pneumonies acquises a 1’hdpital, la pneumonie acquise sous ventilation
mecanique (PAVM) se développe dans les services de réanimation chez des patients qui ont été
ventilés artificiellement pendant au moins 48 heures. La PAVM reste I’une des causes majeures de
morbi-mortalité parmi les infections nosocomiales (1,4). Son incidence varie de 5% a 67% selon le
type de patients étudiés et les critéres de diagnostic utilisés (5). D’aprés les données du réseau REA-
Raisin de surveillance des infections nosocomiales frangaises, son taux d’incidence était de 15,46
pour 1000 jours d’intubation en 2017, a la premiére position des infections nosocomiales de
réanimation. Elle est retrouvée le plus fréquemment chez les patients immunodéprimés, opérés d’une
chirurgie majeure et chez les patients les plus agés. Les PAVM représentent un probléme clinique et
économique majeur du fait de I’augmentation induite de la durée de ventilation mécanique, des durées
de séjours en réanimation et a 1’hdpital et de la mortalité qui leur est associée (6). Leur cout par
épisode a été estimé pouvant aller jusqu’a 40.000 dollars aux USA (Warren et al., 2003). S. aureus
est, avec Pseudomonas aeruginosa, un des germes les plus fréguemment en cause dans les PAVM.
Il serait impliqué dans au moins 20% des PAVM (9).

Il n’y a pas a I’heure actuelle de méthode diagnostique a forte spécificité et sensibilité pour le
diagnostic de PAVM. Le diagnostic est généralement établi par I’association de symptomes cliniques,

examens biologiques et radiologiques, résumés dans le tableau I (1,3,4,10).



Signes cliniques Biologie Radiographie pulmonaire

Nouvel infiltrat ou infiltrat

Température < 36° ou > 38°C .
progressif

Apparition ou augmentation des aspirations Compte cellulaire de globules L
PP g P P g Consolidation

purulentes blanc :
Rales bronchiques, sifflements ou ronchis <4 x1030u>12x 103
Apnée, tachypnée, tirage nasal cellules/mms
Diminution des échanges gazeux Cavitation

(désaturation ou augmentation des besoins
en oxygene ou de ventilation)

Tableau | : Critéres cliniques, biologiques et radiologiques pour le diagnostic de pneumonie acquise sous ventilation
mécanique (PAVM).

De plus, I’identification microbiologique d’un pathogeéne par un prélévement respiratoire (aspiration
trachéo-bronchique, lavage broncho-alvéolaire, prélevement de liquide pleural) est un élément
important du diagnostic permettant d’adapter 1’antibiothérapic et d’évaluer [1’éradication
microbiologique du germe en 1’absence d’amélioration clinique.

Les PAVM débutant dans les 4 premiers jours d’hospitalisation sont définies comme PAVM
précoces, souvent causées par des germes sensibles. Celles débutant apres 4 jours sont définies
comme tardives, parfois associées a des germes multi-résistants et a une mortalité plus importante
(3,11,12). Le traitement de ces infections est devenu de plus en plus complexe du fait de I’émergence
de souches multi-resistantes a 1’échelle planétaire. Les CMI (concentration minimale inhibitrice) aux
antibiotiques sont en augmentation a la fois pour les SASM et SARM a travers le monde (13).
D’autre part, méme dans le cas d’un traitement antibiotique bien conduit, le succes du traitement est
loin d’étre idéal. Dans différentes études de non-infériorité récentes comparant des traitements
antibiotiques pour la prise en charge de pneumonies acquises a I’hopital ou sous ventilation
mécanique a divers germes dont Staphylococcus aureus, le taux de succes dans le traitement des

PAVM reste modeste malgré un traitement bien conduit.

Dans une étude de non-infériorité comparant la télavancine a la vancomycine pour le traitement de
pneumonies acquises a 1’hopital dues a des bactéries a gram positif dont S. aureus, le taux de cure
clinique atteignait au maximum 82,4% pour le groupe télavancine. Dans cette étude, 178
prélevements était positifs a S. aureus dont 60 a SASM et 118 a SARM. Le succes de cure clinique
n’était pas différent entre SASM et SARM (14). Dans une étude comparant le linezolide a la
vancomycine pour le traitement de pneumonies a SARM acquises a I’hopital (dont PAVM),

Wunderlink et al. retrouvaient un taux de succes cliniqgue maximal de 57,6% en faveur du groupe
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traité par linézolide. Le taux d’éradication microbiologique pour les PAVM n’était que de 50% dans
le meilleur des cas (15). Dans une étude de phase 2, Ramirez et al., ont comparé une forte dose de
tigecycline a I’association imipenéme/cilastatine pour le traitement de pneumonies acquises a
I’hopital incluant des PAVM. Le meilleur taux de cure clinique était de 85% avec la tigecycline.
Parmi les S. aureus (25 patients, dont 9 SASM), le taux de succés n’était pas plus important pour les
SASM (16). Dans une étude de phase 3 de non-infériorité comparant le ceftobiprole, céphalosporine
de derniere génération a trés large spectre, a un traitement de référence par ceftazidime et linezolide
chez des patients atteints de pneumonie acquise a I’hopital dont des pneumonies acquises Sous
ventilation mécanique (dont 41 pneumonies a SARM et 55 pneumonies a SASM), Awad et al.
retrouvaient un taux de cure clinique atteignant au mieux 77,8 % pour les pneumonies acquises a
I’hopital et 55,9 % pour les pneumonies acquises sous ventilation mécanique pour le groupe
ceftazidime/linezolide. Le pourcentage de patients traités avec succes était discrétement inférieur
pour les SASM (17).

Si ’on se référe a ces études, il existe un taux non négligeable d’échec du traitement antibiotique
méme lorsqu’il est bien conduit allant de 15 a plus de 40% dans le traitement des pneumonies acquises
a I’hopital et des PAVM. De plus, le succes du traitement antibiotique n’est pas meilleur pour les
pneumonies a SASM que celles a SARM. Si la pneumonie a SARM est une préoccupation importante
pour certains pays notamment en Amérique du nord, son incidence en Europe et en France est
relativement faible. Dans une cohorte prospective comportant 1348 patients menée au Royaume-Uni,
Chalmers et al. retrouvaient une incidence de 2,2% de pneumonies associées aux soins a SARM
contre 10,1% a SASM (18). Un étude prospective espagnole incluant 34 services de réanimation en
2011 et 2012 retrouvait une incidence de SARM 2,3% pour les pneumonie a associée aux soins parmi
les 133 patients inclus (19).

Alors que le nombre d’infections invasives a S. aureus est a la hausse en France, la proportion de
SARM parmi ces infections est en forte baisse entre 2002 et 2017 en France (Données du réseau de
surveillance EARS-Net). Les données du réseau REA-Raisin sont similaires et rapportent un taux
d’infections nosocomiales (dont pneumonies) a SARM en baisse réguliere ces dernieres années et ne
représentant que 15,8% de I’ensemble des infections nosocomiales & Staphylococcus aureus en 2017
contre 52% en 2006 (Données Réseau REA-Raisin France 2017).

La prévalence des PAVM a SARM en France est actuellement inférieure a 3% et le traitement

probabiliste du SARM n’est pas recommandé en dehors de certains contextes particuliers tels qu’une



prévalence locale élevée ou une colonisation récente du patient a SARM notamment (2). Ces données

sont concordantes avec celles observées au CHU de Nantes.

Bien qu’il ait longtemps été supposé que le SASM soit moins pathogene que le SARM du fait de la
présence de certains facteurs de virulence retrouvés uniquement dans les souches résistantes, il est
maintenant admis que la pathogeénicité du S. aureus repose sur des variations génétiques a 1’origine
d’une modulation de I’expression des facteurs de virulence (20-23) et que le SASM est capable
d’induire des pneumonies grevées d’une morbi-mortalité importante. Les pneumonies a SARM
prenant une part peu importante des pneumonies a S. aureus en France et au CHU de Nantes, notre
travail s’est attaché a évaluer et affiner la compréhension des mécanismes de la virulence du SASM
dans les PAVM. A ce jour, le traitement d’'une PAVM dans un service de réanimation repose sur une
antibiothérapie probabiliste initiée au plus to6t apreés le diagnostic, puis a I’adaptation de
’antibiothérapie une fois le résultat de I’antibiogramme obtenu. Le SARM est défini par I’existence
d’une résistance a la méticilline qui s’accompagne généralement d’une résistance a toutes les -
lactamines ainsi qu’a d’autres antibiotiques dont les aminoglycosides, macrolides, synergistines et
fluoroquinolones. Un S. aureus est dit sensible a la meticilline en 1’absence de cette résistance a la
méticilline. Actuellement, le traitement anti-infectieux spécifique d’une PAVM repose sur
I’antibiogramme du prélévement respiratoire réalisé au moment du diagnostic, qui identifie dans 70%
des cas une seule espéce bactérienne dominante, considérée comme responsable de I’infection.
L’infection respiratoire de réanimation a SASM est habituellement traitée par p-lactamine par voie
intraveineuse (oxacilline, cloxacilline, amoxicilline, céfazoline). Cette approche uniquement fondée
sur la caractérisation du germe et sa sensibilité aux antibiotiques ne rend pas compte de la diversité
bactérienne au sein d’une méme espece. Ainsi, au sein de 1’espéce Staphylococcus aureus, il existe
une grande variabilité génétique entre differents isolats, y compris lorsqu’ils sont sensibles aux
antibiotiques, chaque isolat pouvant avoir une pathogénicité propre via une régulation différente de
facteurs de virulence tels que la production d’exotoxines ou sa capacité a produire du biofilm par
exemple (24,25). De plus, il a été régulierement rapporté qu’un méme individu, sain ou infecté a S.
aureus, peut étre colonisé par des isolats differents de S. aureus (26). Il parait ainsi important
d’approfondir notre connaissance de la diversité des comportements dont est capable S. aureus afin
de pouvoir lutter plus spécifiquement et efficacement contre les infections respiratoires dont il est

responsable.



I1) Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie a coloration de Gram positive, appartenant a la
famille des micrococcaceae. C’est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme. Les fosses
nasales antérieures constituent, avec les zones humides de la peau (aisselles, poignets, périnée), le
site réservoir essentiel de S. aureus. Dans la population générale, la prévalence du portage nasal
permanent est comprise entre 25 % et 30 % tandis que la colonisation transitoire par cette bactérie
affecte au moins 60 % de la population restante (27). Ubiquiste et saprophyte, S. aureus constitue
I’'une des espéces les plus couramment isolées en milieu hospitalier avec Escherichia coli (E. Coli)
et Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Cette bactérie est impliquée dans la survenue
d’infections acquises a I’hopital et représente le deuxiéme agent pathogéne responsable de ce type
d’infections apres E. coli, mais son isolement en milieu communautaire est également de plus en plus
fréquent. La symptomatologie des infections causées par S. aureus est trés polymorphe. Les infections
suppuratives superficielles cutanéomuqueuses telles que les folliculites, les furoncles, les impétigos,
les sinusites et les otites sont les plus frequentes. Ces infections peuvent se compliquer par une
diffusion hématogene de la bactérie ou par une extension locorégionale de I’infection. La bactérie est
alors responsable de septicémies a 1’origine de localisations viscérales pleuropulmonaires (abces
bulleux), cardiaques (endocardites aigués), ostéoarticulaires (ostéomyélites) ou urinaires (phlegmon
péri néphrétique) (20). Des infections non suppuratives d’origine toxinique appelées toxémies
staphylococciques sont, elles, dues a la diffusion de toxines a partir d’un foyer infectieux ou a
I’ingestion d’une toxine préformée dans un aliment contaminé. Ces toxémies regroupent les
syndromes cutanés staphylococciques, le choc toxique staphylococcique et les intoxications
alimentaires.

La variété et la gravité des infections dont S. aureus est responsable sont dues pour partie a sa capacité
a produire de nombreux facteurs de virulence tels que des exfoliatines, entérotoxines, hémolysines,
protéines d’adhésion aux tissus ou d’échappement au systeme immunitaire. La régulation de ces
facteurs de virulence est médiée par un réseau complexe dont 1’un des acteurs majeurs est le systeme

agr (Accessory Gene Regulator).



I11) Régulation de S. aureus: le systeme agr (Accessory Gene
Regulator)

Le systéeme agr est un ¢lément central dans le contréle et la régulation de I’expression de génes de
virulence chez S. aureus (24,28-30). C’est un regroupement de genes opérant sous le signal de deux
promoteurs, capable d’auto-induction, et dont le contrdle est corrélé a la densité bactérienne dans un
environnement donné (par exemple un site infectieux comme le parenchyme pulmonaire) via la
production et I’activité de peptides auto-inducteurs secrétés dans le milieu extracellulaire (auto-

inducting peptides ou AlP).

A) Organisation générale et auto-induction du systeme agr

Le locus agr consiste en 2 uniteés transcriptionnelles divergentes que sont I’ARN 1II et ’ARN III
(transcription assurée par les promoteurs P2 et P3). Le locus ARN Il contient 4 génes agrB, agrD et
agrA. Le gene agrD code un pro-peptide immature de 46 acides aminés. La protéine
transmembranaire AgrB est ancrée dans la membrane cytoplasmique. Elle exerce un double réle, a la
fois d’enzyme protéolytique et de transporteur transmembranaire. AgrB va ainsi permettre la
maturation de AgrD en une molécule appelée « Peptide Auto-inducteur » ou AIP grace a 2 digestions
protéolytiques successives (31). AgrB assure ensuite le transport du peptide mature dans le milieu
extracellulaire (32). Au cours de la croissance bactérienne et plus particulierement durant la phase
exponentielle de croissance, le peptide auto-inducteur s’accumule dans le milieu extracellulaire. A
partir d’un certain seuil de concentration, I’accumulation d’AIP active le systéme a 2 composants
AgrA/AgrC (33). La protéine cytoplasmique AgrA, une fois activée, régule plusieurs génes du
métabolisme (34) et va se fixer au niveau des promoteurs P2 et P3, permettant I’expression de I’ARN
IT et de ’ARN III, eux-mémes a 1’origine de I’expression de nombreux facteurs de virulence. Ce
systeme de communication inter-bactérien basé sur la sécrétion de petits peptides dans 1’espace
extracellulaire et capable d’induire une expression coordonnée de génes bactériens au sein d’une
méme population est appelé quorum sensing. La figure 1 résume I’organisation générale du systéme

agr de quorum sensing chez S. aureus.
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Figure 1 : Organisation générale du systeme agr de quorum sensing chez S. aureus



Au sein de I’espéce S. aureus, il existe 4 variants de ce systeme de quorum sensing, nommés agr-I a
IV (35) selon les mutations retrouvées dans le domaine senseur de 1’histidine kinase AgrC et dans le
polymorphisme de séquence d’AIP (36). En régle générale, chaque colonie de S. aureus appartient
au méme variant agr, du fait d’une inhibition croisée entre les AIP de chaque variant. Les interactions

entre les AIP de chaque variant sont resumées dans la figure 2.

Plusieurs études ont démontré une relation forte entre groupe agr et certaines atteintes cliniques.
Jarraud et al. ont montré que les souches du groupe agr-1V étaient associées a des atteintes de type
syndrome exfoliative et impétigo bulleux. Dans les infections suppuratives, les endocardites sont
principalement associées aux groupes agr | et Il. Les groupes Il et IV étaient associées avec TSST-
1 (Gomes et al., 2005). Sakoulas et al. ont déterminé que plus de la moitié des isolats de SARM de

bactériémies appartenaient au groupe Il (37).

AIP Type I
J P

(
Inhibition Inhibition
Je 5)0;?

: Inhibition :

| | -

o LI

AIP Type II . AIP Type III

Figure 2 : Intéraction et cross-inhibition entre peptides auto-inductibles des quatre groupes agr
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B) La régulation génique ARN-III dépendante

L’ ARNIII est le principal effecteur du systéme agr responsable du contréle des cibles du systeme agr
(38). Il s’agit d’un ARN régulateur qui englobe également le géne de I’hémolysine delta (HId) (39).

Le premier mécanisme par lequel I’ARN 111 contrOle 1’expression génique est I’appariement de base
anti-sens avec des régions 5’ non traduites, formant des duplex ARN. Excepté dans le cas de I’alpha-
toxine, pour laquelle I’ARN III peut aussi agir comme activateur post-transcriptionnel, I’ARN III
bloque habituellement la transcription (40). Par ce mécanisme direct, I’ARN III inhibe la production
d’une série de protéines de surface comme la protéine A. De plus, I’ARN III bloque la translation du
répresseur de la toxin protéin (Rot), qui appartient a la famille des régulateurs transcriptionnels de
staphylocoque (40-42). La protéine Rot se lie a la région promotrice de nombreuses exo protéines et
toxines, bloquant leur transcription. Ces mécanismes permettent une up-régulation densité
dépendante pour les enterotoxines, alpha-toxine, leukocidines, exo-enzymes de dégradation et une
down-régulation des protéines de surface. Un des mécanisme d’up-regulation par I’ARN III parmi
les mieux connus est la régulation de 1’alpha-toxine (hla). L’ARNm d’hla prend habituellement la
forme d’une boucle en épingle a cheveux qui empéche le ribosome d’accéder a son site de fixation.
L’ARN III est capable de se lier a ’ARNm d’hla, modifiant la structure en épingle a cheveux et
rendant possible la fixation du ribosome a son site de fixation et permettant 1’initiation de la

transcription de la protéine Hla (43).

C) Laregulation genigue ARN-I1I indépendante

Alors que I’on pensait historiquement que I’ARN III représentait le seul mécanisme par lequel le
systeme agr contrélait les genes cibles, il a été trouvé plus récemment que le régulateur AgrA ne se
liait pas seulement aux promoteurs P2 et P3 mais up-régulait également directement la transcription
des opérons modulines phenol-solubles PSMa et PSMf en se liant a leur séquences promotrices

respectives (34).

D) L’impact du systeme agr sur ’infection aigiie et la toxicité

Chez Staphylococcus aureus, 1’up-régulation de facteurs de virulence par agr est nécessaire pour la
progression de l’infection dans de nombreux modéles animaux d’infection aiglie, notamment
I’endocardite (44), la peau et les tissus mous (45,46), la pneumonie (47-49), I’arthrite septique et

I’ostéomyélite (50,51). Inversement, la down-régulation par agr des PSMs et d’autres composants de
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surface est impliquée dans la production accrue de biofilm et la colonisation de matériel médical (52—
54).

En général, la densité cellulaire et 1'up-regulation de toxines et d’enzymes de dégradation par agr
d’un coté et la down-régulation de composants de surface de I’autre est supposée refléter les
caractéristiques requises des facteurs de virulence d’une bactérie au cours d’une infection : au début
de I’infection une faible densité cellulaire et donc faible expression d’agr résulte en une production
accrue de composants de surface requis pour la colonisation des tissus. Une fois la bactérie établie,
la densité cellulaire bactérienne s’accroit, requérant des ressources énergétiques et une protection
contre les défenses de I’hote accrue, ce qui est rendu possible par I'up-régulation agr dépendante

d’ex0-enzymes et de toxines.

E) Principaux facteurs de virulence contrdlés par agr étudiés dans ce travail
1- L’hémolysine A

L’une des toxines agr-dépendante majeure est I’alpha-toxine (aussi dénommeée hémolysine o ou Hla),
encodée par le locus hla. Tl s’agit d’une toxine formant des pores de 319 acides aminés en forme de
tonneau Béta, qui se lie au récepteur de la désintegrine et metalloprotease 10 (ADAM10) sur la
membrane des cellules de I’hote (55). L activité hémolytique de I’alpha-toxine a été mise en évidence
chez de nombreux mammiféres et notamment chez le lapin. En effet, les globules rouges de lapin
sont beaucoup plus sensibles a 1’action lytique de cette toxine que les globules rouges humains. Cette
caractéristique est régulierement utilisée in vitro pour déterminer le taux d’hémolyse d’une souche
de S. aureus. De nombreuses autres cellules peuvent étre lysées, notamment les lymphocytes T, les
plaquettes, les kératinocytes et les fibroblastes. L’hémolysine A a été impliquée dans de multiples
infections a staphylocoque chez I’humain. Les mutants isogéniques d’hla ont systématiquement
démontrés une diminution de la sévérité de I’atteinte infectieuse comparé aux souches sauvages dans
des modeéles animaux de pneumonie (47), d’infections des tissus ou mous (21,56) ou endovasculaire
(57). Dans une étude sur 231 prélevements respiratoires, Stulik et al. observaient un quart de
prélevements positifs a staphylococcus aureus dont un tiers correspondaient a une pneumonie acquise
sous ventilation mécanique, principalement a SASM. Les patients porteurs de SARM étaient peu
nombreux a développer une pneumonie. Les souches de SASM isolées de patients sans pneumonie
ou avec trachéo-bronchite avaient une activité alpha hémolytique moins importante que ceux
développant une pneumonie sous ventilation mécanique. De plus, I’activité alpha-hémolytique des

isolats étaient prédictives de la virulence dans un modele murin de pneumonie (58).
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La majorité des souches de S. aureus sont capables de produire I’hémolysine A. Il n’est pas décrit, a
I’heure actuelle, de variation d’expression d’hla ou de la production d’hémolysine o selon le groupe

agr auquel appartient une souche de S. aureus.

2- Les Phenol Soluble Modulins (PSMs)

Les Phenol Soluble Modulins (PSMs) sont une famille de toxines peptidiques composés d’hélices
alpha. Chez S. aureus, il existe deux familles de PSM : les PSM qui posseédent 44 acides aminés et
les PSMoa qui n’en possédent que 21. Au sein de chaque famille, des sequences peptidiques différentes
permettent de différencier 4 PSMa (de 1 a 4) et 2 PSMP (1 et 2). A forte concentration, les PSMa
possedent une activité lytique in vitro sur les PNN (34) et les érythrocytes (59). Ce pouvoir lytique
est lié a leur propriété amphipatique. Les PSMa s’agrégent a la surface des membranes pour former
des pores transmembranaires. En outre, il a été¢ montré que PSMal et PSMa2 présentaient une activité
bactéricide contre les bactéries de genre autre que Staphylococcus, notamment envers Streptococcus
pyogenes, suggérant le role de ces PSMs dans I’interférence bactérienne de S. aureus avec les autres
genres bactériens, rentrant en compétition pour la colonisation de la peau (60). Enfin, il a été décrit
gue les PSMs contribuaient a la formation du biofilm au contact de matériel (cathéter, prothése, valve
cardiaque), puis a son détachement, permettant ainsi a S. aureus de gagner de nouvelles surfaces a
coloniser (61).

Parmi les PSMs, ceux encodés par le locus psm-a, notamment les PSM-a3, sont les plus
inflammatoires et lytiques sur une grande variété de cellules: neutrophiles, macrophages,
ostéoblastes, erythrocytes (62,63). En conséquence, les peptides PSMa. ont un impact important dans
les infections aiglies a S.aureus, notamment de la peau et tissus mous, bactériémies ou ostéeomyélite
(62,64). Les PSMs sont sous controle direct de I’AgrA (34), mettant ’accent sur un réle central dans
la physiologie de S. aureus. L’ensemble des propriétés biologiques des PSMs est résumé dans la
figure 3.
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Figure 3 : Propriétés biologiques des Phenol Soluble Modulins (PSMs), facteur de virulence majeur de S. aureus

IV) Multi-Locus Séquence Typing et complexes clonaux

La technique de Multi-Locus Sequence typing (MLST) est une méthode de séquencage nucléotidique
pour caractériser, sous-typer et classer les membres d’une population bactérienne de staphylocoque
(65). Cette technique est basée sur une amplification génique par PCR (Polymérase Chain Reaction)
et le séquencage de fragments internes d’environ 450 paires de base de sept génes de ménages
essentiels a la fonction cellulaire et présents dans tous les organismes avec des variations de séquences
minimes au cours du temps. Ces genes ont été sélectionnés car ils pourvoyaient le plus grand nombre
d’alléles parmis les genes présélectionnés permettant une bonne résolution pour caractériser la
diversité génétique de la population de Staphylococcus aureus. Tous les ST ayant au moins 5 des 7

génes en commun sont regroupés dans un méme complexe clonal (CC).

La structure génétique de la population de S. aureus est hautement clonale. Au niveau mondial, chez
S. aureus sensible a la méticilline, 11 clones prédominent : CC1, CC5, CC8, CC9, CC12, CC15,
CC22, CC25, CC30, CC45, et CCh1, alors que chez S. aureus résistant a la méticilline (SARM)

14



seulement 5 clones prédominent : CC5, CC8, CC22, CC30, CC45 (101). En Europe, les mémes clones
sont globalement retrouvés (66). Les souches CC8 et CC30 sont particulierement épidémiogenes. Les
souches de SARM USA300, épidémiques en Amérique du Nord et productrices d’une toxine de
Panton et Valentine (PVL), appartiennent au CC8 (67,68). Ces dernieres années il a été observé un
clone émergent, CC398, (a la fois SARM et SASM) associé a une mortalité élevée des patients
fragilisés (69,70).

Chacune de ces lignées clonales présente une combinaison unique de leur génome variable, constitué
notamment d’éléments génétiques mobiles (Mobile Genetic Elements ou MGES) contenant des génes
de régulation ou codant pour des protéines d’adhésion aux tissus. Chaque lignée clonale possede ainsi
un pattern de genes de virulence propre. Le locus agr appartient également au génome variable de S.
aureus et est strictement associés avec certaines lignées clonales. Ainsi, les clones CC8, CC25, CC22,
CC45 et CC395 sont associés au groupe agr-1. Le groupe agr-11 est associé a CC5, CC12 et CC15.
Le CC30 est associé au groupe 111 et le CC121 au groupe IV (71).

V) Hypothese de travalil

Notre hypothése de travail était que 1’hétérogénéité de la population des SASM, actuellement non

prise en compte en pratique clinique courant est associée a 1’évolution des PAVM a S. aureus sensible

a la meticilline (SASM).

V1) Objectifs du travail

L’objectif principal de ce travail était d’étudier I’association entre le devenir des patients développant
une PAVM a SASM et I’hétérogénéité des souches de SASM dans une cohorte de patients de
réanimation neuro-lésés du CHU de Nantes ayant développé une pneumonie acquise sous ventilation
mécanique. Les objectifs secondaires étaient :

o Rechercher une possible association entre hétérogénéité et virulence

o Etudier I’expression de certains facteurs de virulence vis-a-vis de différents antibiotiques a

des concentrations sub-inhibitrices
o Développer une méthode de typage du SASM rapide en pratique clinique courante permettant

un meilleur pronostic, a partir d’outils existants.
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MATERIEL ET METHODES

) Population étudiée

Les données cliniques ont été recueillies rétrospectivement a partir des données d’une cohorte mise
en place par le réseau régional de réanimations du grand ouest ATLANTREA ainsi qu’a partir des
dossiers médicaux des patients. La cohorte ATLANTREA est une cohorte prospective de patients
pris en charge dans les services de réanimation chirurgicale de onze hépitaux de 1’ouest de la France,
recueillant de nombreux parametres épidémiologiques et cliniques pour servir de base de données a
des travaux scientifiques sur ces patients.

Les critéres d’inclusions €taient : patient majeur ; hospitalisation de plus de 72 heures dans un des
deux services de reanimation du CHU de Nantes prenant en charge les Iésions cérébrales séveres
(traumatisme cranien grave, hémorragie intracranienne, hémorragie sous-arachnoidienne) ;
diagnostic de pneumonie acquise sous ventilation mécanique selon les critéres de 1’American
Thoracic Society (ATS) avec identification microbiologique par prélevement respiratoire (aspiration
trachéo-bronchique ou lavage broncho-alvéolaire) de S. aureus sensible a la meticilline. Les criteres
d’exclusion étaient : données cliniques insuffisantes ; diagnostic de PAVM non conforme a celui de
I’ATS.

[1) Définition des atteintes cliniques

A) Pneumonie acquise sous ventilation mécanique

Les criteres diagnostiques utilisés étaient ceux des recommandations d’experts de 1’American
Thoracic society parues en 2016 (mise a jour des recommandations de 2005), décrits dans le chapitre

d’introduction.

B) Syndrome de détresse respiratoire aiglie

Le syndrome de détresse respiratoire aiglie (SDRA) est un processus inflammatoire atteignant les
poumons induisant un cedéme pulmonaire non-hydrostatique, riche en protéines. Le SDRA n’est pas
une complication spécifique de la pneumonie infectieuse mais représente sa forme la plus sévére. Les

conséquences immédiates sont 1’apparition d’une hypoxémie profonde, une diminution de la
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compliance pulmonaire ainsi qu’une augmentation du shunt intra-pulmonaire et de I’espace-mort. Au
plan ultra structural, on retrouve une inflammation aiglie de la barriére alvéolo-capillaire, une
déplétion en surfactant et une baisse de 1’aération pulmonaire. La définition historique du SDRA dite
définition de Berlin, a été proposée par une groupe de travail sous 1’égide de I’European Society of
Intensive Care Medicine (ESICM) (72). Le SDRAy est défini par la présence dans les 7 jours suivant
une pathologie pulmonaire ou extra-pulmonaire aigiie de 1’association d’une hypoxémie aiglie
(PaO2/FiO2 <300 mm Hg) chez un patient ventilé avec une pression expiratoire positive (PEP) de 5
cmH20 au moins, ainsi que d’infiltrats radiologiques bilatéraux non entiérement expliqués par une
insuffisance cardiaque ou une surcharge volémique. La définition de Berlin distingue les SDRA selon
le rapport PaO2/FiO2 en SDRA légers (200 < PaO2/FiO2 < 300 mmHg), SDRA modérés (100 <
Pa02/Fi02 <200 mmHg) et SDRA sévéres (PaO2/Fi02 < 100 mmHg).

Dans les dernieres recommandations francaises de la société de réanimation en langue francaise

parues en 2019, le SDRA séveére était défini par un rapport PaO2/FiO2 inférieur a 150 mmHg (73).

C) Récidive de PAVM et échec du traitement

La récidive de PAVM était définie par un nouvel épisode de PAVM survenant plus de 7 jours apres
un premier épisode résolu, avec identification de SASM sur au moins un prelévement par aspiration
endo-trachéale ou lavage broncho-alvéolaire. L’échec du traitement était défini par une récidive de
PAVM et/ou le déces du patient.

[11) Caractérisation des souches étudiees

A) Vitesse de croissance

La veille de la manipulation, chaque souche étudiée était mise en culture en bouillon BCC et placée
au bain marie avec agitation pour la nuit. Le jour de la manipulation, un inoculum compris entre 0,5
et 0,6 MacFarland était realise en bouillon BCC pour chaque souche. 200 uL de chaque inoculum
étaient insérés en triplicate dans une plaque de 96 puits a fond plat. 3 puits étaient remplis avec 200
uL de bouillon BCC chacun (témoin négatif). Les densités optiques de chaque puits étaient ensuite
lues toutes les 10 minutes pendant une durée de 16 heures a I’aide du lecteur optique et du logiciel

d’analyse MultiskanFC de Thermo Fisher Scientific®.
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B) Définition du groupe agr

A partir de cultures fraiches de 18h en gélose TS, pour chaque souche, plusieurs colonies ont été
mises en suspension dans 50 uL de lysostaphine a 200 ug/mL puis mises au bain marie pendant 1
heure & 37°C. 100 uL de solution Tris/PK ont été ajoutés et I’ensemble remis au bain marie a 55°C
pendant 1 heure puis 10 minutes a 100°C. Les solutions ont ensuite été centrifugées et les surnageants
récupérés. 200 uL d’eau ont été ajoutés par échantillon et les extraits conservés a -20°C. Une PCR
multiplex était ensuite réalisée sur les échantillons avec 1’ Accuprimetm Tag DNA polymérase, avec
migration des produits de PCR par électrophorése sur gel d’agarose. La révélation était réalisee par
révélation dans un gel de BET (Bromure d’éthidium). Le nombre de paires de bases des produits

amplifiés permettait le classement dans 1’un des groupes agr.

C) Typage MLST et complexes clonaux

A partir de souches fraiches de 18 heures en gélose TF, 5 a 6 colonies identiques d’une méme souche
ont été mises en suspension dans 50 uL de Lysostaphine a 50 ug/mL et la suspension placée 1 heure
au bain marie a 37°C. Une solution de Tris Hcl 0,05 M et protéinase K (PK) était préparée et 100 uL
de cette solution ajoutée a la suspension précédente. L’ensemble a été mis 1 heure a 55°C puis 10
minutes a 100°C. La suspension a été centrifugée et 100 uL de surnageant récupéré pour chaque
souche. 200 uL d’eau ont été ajoutées et les extraits conservés a -20°C.

Une PCR (Polymérase Chain Reaction) a été réalisée pour amplifier les 7 génes de ménages. La
séquence des amorces utilisées pour I’amplification est décrite dans le tableau Il. Une migration par
électrophorese a été réalisée sur gel d’agarose avec les produits de la PCR. Le sequencage a eté réalisé
par la plateforme de séquencage du laboratoire IRS-UN. L’analyse des séquences a été réalisé a I’aide

du logiciel Séquence Scanner® et le type MLST défini en analysant les séquences via le site mist.net.
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Genes

Carbamate kinase (arcC)

Shikimate dehydrogenase (aroE)

Glycerol kinase (glpF)

Guanylate kinase (gmk)

Phosphate acetyltransferase (pta)

Tableau Il : Amorces correspondant aux 7 genes de ménage permettant le classement épidémiologique des S.

Primers
arcC-Up
arcC-Dn
aroE-Up
aroE-Dn
glpF-Up
glpF-Dn
gmk-Up
gmk-Dn
pta-Up
pta-Dn

Séquence 5’ - 3’
TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
GGTGTTGTATTAATAACGATATC
CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
ATCGTTTTATCGGGACCATC
TCATTAACTACAACGTAATCGTA
GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

aureus par MLST (Multi-Locus Sequence Typing). Les S. aureus ayant 5 des 7 génes en commun sont regroupés

au sein d’un méme complexe clonal.

D) Caractérisation de 1’hémolyse o

La veille, chaque souche était mise en culture dans 5 mL de bouillon BCC et mise en agitation pendant

18 heures. Le jour méme, une solution d’érythrocytes de lapin était préparée en prélevant 3 mL de

sang de lapin dans un tube contenant une solution de PBS-EDTA et d’héparine. Cette solution était

centrifugée puis diluée dans une solution de PBS-BSA pour obtenir une solution d’érythrocytes de

lapin & 4%. Apres agitation, les souches étaient centrifugées. Le surnageant était récupéré et une

dilution au 1/20e réalisée. Dans une plaque 96 puits a fond plat, 100 uL de chaque souche étaient

déposés par puits. 100 uL de solution d’érythrocytes étaient ajoutés dans chacun des puits. Un

contréle positif était réalisé avec un puits recevant 100 uL Triton X100 a 1%. Un contrdle négatif

était réalisé avec un puits recevant 100 uL de PBS. La plaque était incubée 1h a 37°C dans le

spectrometre Multiskan FC avec une mesure de la DO toutes les min a 560 nm.

Le pourcentage d’hémolyse d’une souche était calculé au bout d’une heure selon la formule suivante :

% d’hémolyse d’une souche :

DO contréle négatif — DO souche

DO contréle négatif — DO contréle positif

x100
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V) Protocole d’étude des ARN d’interét

A) Extraction et purification des ARN

Le protocole d’extraction des ARN de S. aureus a été mis en place au cours de ce travail au sein de
I’unité 3826 du laboratoire IRS2 de I’université de Nantes. L’extraction et la purification des ARN
ont été réalisés a I’aide du kit NucéloSpin RNA plus de Macherey-Nagel avec une modification du
protocole du fabricant selon les étapes decrites ci-apres. La veille de la manipulation, a partir des
souches congelées, une culture était relancée en bouillon BCC et mise au bain marie a 37°C pendant
une nuit. Le jour méme, la suspension était centrifugée et le culot resuspendu dans 3 mL de bouillon
BCC etdes inoculade 0,5 a 0,6 MacFarland réalisés. Les inoculas étaient placés dans des tubes Falcon
et placés au bain marie a 37°C jusqu’au temps étudiés (2, 5, et 16 heures).

A chaque temps étudié, un échantillon de la suspension était prélevé et un inoculum réalisé a 2
MacFarland dans 500 uL. L’échantillon était centrifugé, le surnageant retiré et 100uL de lysostaphine
a 100 ug/mL ajoutée. L’ensemble était placé 10 minutes a 37°C. 350 uL de LBP (tampon de lyse du
kit Macherey Nagel « NucléoSpin RNA Plus » étape 1) étaient ensuite ajoutés puis I’ensemble placé
dans des tubes contenant 200 mg de billes d’oxyde de zirconium. Le mélange était broyé a 30 Hz
pendant 1 minute puis placé dans la glace 2 minutes et ce, a quatre reprises. Les tubes étaient ensuite
centrifugés et le surnageant réecupéré. Le protocole d’extraction était ensuite repris selon les

recommandations du fabricant a la deuxiéme étape.

B) Suppression de la contamination ADN

La digestion de I’ADN contaminant a été réalisée a I’aide du Kit TurboDNASE de Fisher Scientifice

selon les recommandations du fabricant.

C) PCR en temps réel (QPCR)

La PCR ¢était précédée d’une étape de transcription inverse permettant d’obtenir I’ADN
complémentaire des ARN totaux de chacun de nos échantillons standardisés a 55 ng d’ARN total par
microlitre.

Les génes d’intérét de chaque souche étudiée étaient ensuite amplifiés par PCR en temps réel (QPCR)
a I’aide des amorces présentées dans le tableau Ill. L’amplification était réalisée a 1’aide d’oligo-
éléments et du fluorophore SYBR Green. Le cycle d’amplification était le suivant : 1 cycle de
prétraitement 2 minutes a 50°C, 1 cycle de dénaturation initiale 10 minutes a 95°C puis 40 cycles

comportant une dénaturation de 15 secondes a 95°C et une extension de 60 secondes a 60°C.
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Geénes Séquence 5°3’

ARN 111 F-GAAGGAGTGATTTCAATGGCACAAG
R-GAAAGTAATTAATTATTCATCTTATTTTTTAGTGAATTTG

Hid F-GAGTTGTTTAATTTTAAG
R-TTTTAGTGAATTTGT

Hla F- CAACAACACTATTGCTAGGTTCCA
R-TTTTTGTGCATGCCATTTTC

AgrA F-CGAAGACGATCCAAAACAAAG
R-ATGTTACCAACTGGGTCATGC

PSMoperon F-TATCAAAAGCTTAATCGAACAATTC
R-CCCCTTCAAATAAGATGTTCATATC

Tableau 111 : Amorces utilisées pour I’amplification des génes des facteurs de virulences et de I’histidine kinase

AgrA du systeme de quorum sensing de S. aureus étudiés dans ce travail.

D) Analyse de I’expression des ARN

La PCR quantitative (ou qPCR), ou PCR en temps réel, est une méthode particuliere de réaction en

chaine par polymérase permettant de mesurer la quantité initiale d'/ADN. En réalité, la PCR

quantitative mesure le nombre d'amplicons (portion d’ADN définie par un couple d'amorces). A

chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN complémentaire total ou d’amplicon est mesurée

grace a un marqueur fluorescent. L’obtention de la cinétique compléte de la réaction de

polymérisation permet d’obtenir une quantification absolue de la quantité initiale d’ADN cible.

1- Le Cycle de seuil (Ct)

La valeur de cycle de seuil Ct (ou Cp) correspond au point seuil pour lequel le signal de fluorescence

est significativement supérieur au bruit de fond, ¢’est-a-dire au nombre de cycles minimal pour lequel

I’ADN amplifié est détectable. Ce point est atteint en début de phase exponentielle. Plus la quantité

d’ADN initiale est faible, plus le Ct sera élevé. La figure 4 schématise une réaction de PCR.
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Figure 4 : Représentation schématique d’une réaction de PCR. L’axe des ordonnées correspond a la fluorescence
émise par 1’échantillon. L’axe des abscisses aux cycles de PCR. La courbe jaune correspond au signal fluorescent
émis par I’échantillon d’intérét. Le point de Ct est le seuil a partir duquel la fluorescence de 1’échantillon dépasse
le bruit de fond et peut étre détectée.

2- Delta-CT (ACY)

Le ACt correspond a la normalisation par rapport a un contréle endogene lors d’une méme qPCR. On
compare le Ct du géne d’intérét avec celui d’un gene cible de référence, dans notre cas le gene de
I’ARN 16s, gene de ménage bactérien classiqguement utilisé.

Le calcul du ACt correspond a la formule : ACt = Ctgene cible — CtARN 165

3- Delta Delta CT (AACt)

Le AACt est une normalisation par rapport a un standard choisi. Dans notre travail, le standard était
le ACt du temps le plus précoce auquel nous avons réalisé I’extraction pour chaque souche et était
calculé selon la formule :

AACt = ACltéchantillon au temps d’intérét — ACtéchantillon au temps initial

La formule Rq (Relative quantification) = 2aact permet d’exprimer le résultat du AACt en expression
relative de quantité d’ARN par rapport au standard choisi. Par exemple, une Rq égale a 4 signifie que
I’échantillon d’intérét contient quatre fois plus d’ARN que I’échantillon standard (ou que

I’échantillon du temps initial dans notre cas).
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E) Concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques

La souche d’intérét était mise en contact avec des solutions de différents antibiotiques (cloxacilline,
cefazoline, vancomycine, linézolide) a une CMI de 1 pour la souche d’intérét. La CMI était évaluée
par méthode de dilution pour I’ensemble des antibiotiques et confirmée par bandelette E-test® pour
la vancomycine et le linezolide. L’absence d’effet bactéricide a été vérifiée par la réalisation d’une
vitesse de bactéricidie pour la souche mise en contact avec chacun des antibiotiques. L’extraction
des ARN et I’analyse des résultats étaient réalisées selon le méme protocole que pour les autres

échantillons.

V) Détection de la delta-toxine par spectrométrie de masse

La détection de la présence de la delta-toxine a été réalisée par le laboratoire de bactériologie du CHU
de Nantes sur le spectrometre du laboratoire de bactériologie du CHU de Nantes (VITEK® MS de
Biomerieux), a partir d’une incubation de 24 heures des souches d’intérét sur géloses TS (tryptone
soja) a 37°C. Une souche était considerée comme positive quand un pic était detecté a 3005 + 5
Thomson (TH) ou 3035 + 5 Th (74). 43 souches ont été analysées au total.

V1) Analyse statistique

L’analyse de I’hémolyse o selon le ratio P/F a été réalisée par régression logistique. Pour les
comparaisons de groupes a variable qualitative, le test réalisé était un chi 2. Pour les comparaisons
de deux groupes a variables quantitative le test réalisé était un t-test non paramétrique (Mann-
Whitney). Pour les comparaisons de plus de deux groupes de variables, le test réalisé était un test
ANOVA a un facteur de variance. Pour I’ensemble des tests, la p-value était de 0,05. L’analyse

statistique a été réalisée a I’aide du logiciel Prism version 7.0a de Graphpad.
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RESULTATS

|) Caractéristiques de la population de patients

53 patients adultes hospitalisés dans deux services de réanimation chirurgicale du CHU de Nantes
(réanimation polyvalente hopital Nord Laennec et réanimation chirurgicale et brilés hotel Dieu)
présentant une ou plusieurs PAVM a S. aureus sensible a la meticilline entre juin 2012 et aout 2016
ont été inclus. Cela correspondait a 60 prélevements respiratoires par aspiration endo-trachéale ou
lavage broncho-alvéolaire. En effet, deux patients ont présenté chacun deux récidives (3 prélévements
par patient) et trois autres patients ont présentés chacun une récidive de PAVM (2 prélevements par
patient). L’age moyen des patients inclus était de 41 ans, a majorité des hommes (71%). 70% des
patients étaient hospitalisés dans les suites d’un traumatisme cranien grave, le reste des patients
étaient atteints de lésions neurologiques non traumatique (hémorragie sous arachnoidienne en
majorité). La durée d’hospitalisation moyenne en réanimation était de 26,3 [16 ; 37] jours, la durée
de ventilation mécanique de 18,9 [11 ; 25] jours. Les données cliniques et démographiques de la
population sont présentées dans le tableau IV. Les données n’étaient pas significativement différentes

entre la population totale et le sous-groupe de patients ayant présenté une PAVM a SASM seul.

Caractéristiques des patients Population totale PAVM a_SASM seul
n=53 n=39
Age (ans) 4123 ; 65] 41,6 [23 ; 65]
Hommes, N(%) 37 (71%) 27 (69%)
Femmes, N(%) 15 (29%) 12 (31%)
Cérébrolésés d’origine non traumatique, N(%) 16 (30%) 10 (26%)
Traumatisés craniens graves, N(%) 37 (70%) 29 (74%)
Score SOFA le jour du diagnostic de PAVM 7,3[5; 10] 7,5[5; 10]
Durée ventilation mécanique (jours) 18,9 [11; 25] 18,6 [13; 23]
Durée d’hospitalisation réanimation (jours) 26,3 [16 ; 37] 27,6 [19; 35]
Jours vivants sans antibiotiques 115[5;19] 12,416 ; 19]
Délai entre admission et diagnostic (jours) 8,6 [3; 8] 7,3[4;7,8]

Tableau IV : Caractéristiques démographiques et cliniques de la population de patients étudiée. Les caractéristiques
n’étaient pas statistiquement différentes selon que le patient ait developpé une PAVM plurimicrobienne ou a SASM
seul.
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Les prélevements respiratoires ont été réalisés pour moitié par aspiration endo-trachéale (53%) et
pour moitié par lavage broncho-alvéolaire (47%). Trente-neuf prélévements (65%) retrouvaient un
SASM seul. Dans 20 prélevements, le SASM était associé & un second germe et sur deux de ces
prélevements un troisieme germe était présent. Le germe le plus fréqguemment retrouvé en association
était Haemophilus influenzae (45%), suivi d’Escherichia coli (18%) et de Streptococcus pneumoniae
(18%). L’antibiothérapie curative la plus utilisée était I’association amoxicilline et acide clavulanique
(55% des épisodes), suivie par la cloxacilline (25%). Le tableau V résume les caractéristiques des
épisodes de PAVM.

Evolution des épisodes de PAVM n =60
SDRA séveres (<150) a J1 14 (23%)
SDRA modérés et séveres (< 200) de J3 & J7 17 (28%)
Déces 7 (13%)
Récidive de PAVM a SASM 9 (15%)

Antibiothérapie curative aprés adaptation
Amoxicilline + acide clavulanique 36 (55%)
Cloxacilline 15 (25%)
Oxacilline 5 (8,3%)
Cefepime 2 (3,3%)
Rocéphine 1(1,7%)
Aucune 1(1,7%)
Germe associé au SASM n=22
Haemophilus influenzae 10 (45%)
Escherichia coli 4 (18%)
Streptococcus pneumoniae 4 (18%)
Citrobacter koseri 1 (4,5%)
Corynebacterium pseudodiphteriticum 1 (4,5%)
Proteus mirabilis 1 (4,5%)
Enterococcus faecalis 1 (4,5%)

Tableau V : Caractéristiques des épisodes de PAVM : évolution clinique, type d’antibiothérapie curative aprés
adaptation, germes retrouvés en association au SASM.
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I1) Caractéristiques des souches de SASM isolées

A) Vitesse de croissance
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Figure 5 : Vitesse de croissance moyenne des souches appartenant a chaque groupe agr. Chaque courbe représente
la moyenne des vitesses de croissance de 10 souches appartenant & un méme groupe agr. Le témoin négatif
correspond a du milieu BCC. Le groupe agr-IV n’est pas représenté car ne compte qu’une seule souche dans notre
travail.

La figure 5 représente la vitesse de croissance moyenne de 10 souches pour chaque groupe agr. On
observait une phase exponenticlle de croissance s’étendant de deux a huit heures de croissance. A
douze heures, la phase de plateau était atteinte pour les groupes I et III alors qu’il persistait une
discrete croissance pour les souches du groupe agr-11. Ainsi, pour les mesures d’expression de génes
réalisées in vitro nos souches d’intérét se situaient en fin de phase exponentielle de croissance a 5
heures et en phase de plateau a 16 heures, la ou I’expression de I’ARN-III notamment est maximale
(28). Ainsi, dans notre travail, on n’observait pas de différence significative de prolifération entre les

souches de SASM appartenant aux différents groupes agr.

B) Hémolyse alpha
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Le pourcentage d’hémolyse-o absolue en une heure in vitro a pu étre obtenu pour 45 souches. Il
existait une relation linéaire entre le niveau d’hémolyse o in vitro et la gravité de 1’atteinte respiratoire
clinique refletée par le ratio Pa02/FiO2 pour les souches ayant une hémolyse élevee, supérieure a
50% (R square = 0,32, p=0,03). Ainsi, plus I’hémolyse de la souche in vitro était forte, plus le ratio
PaO2/FiO2 du patient était bas, témoignant d’une altération majeure des échanges gazeux
pulmonaires. Cette relation n’était pas retrouvée quand 1’ensemble des souches était prise en compte
(Fgure 6). Il n’existait pas de différence sur le niveau d’hémolyse entre les souches appartenant a des

groupes agr différents.

Ratio PaO2/FiO2 selon hémolyse o a J1 Ratio PaO2/FiO2 selon hémolyse o a J1
500- 500 Souches ayant une hémolyse > 50%
400- °
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Figure 6 : Atteinte respiratoire évaluée par le ratio PaO2/FiO2 selon hémolyse o in vitro pour chaque souche a J1,
jour du diagnostic de la PAVM. A. Ensemble des souches dont I’hémolyse a été caractérisée in vitro et le ratio
P/F disponible (n=37). B. Souches dont I’hémolyse était supérieure a 50% in vitro et le ratio P/F disponible
(n=14).

Notre travail confirme les données de la littérature faisant de I’hémolysine o, 1’un des facteurs de

virulence majeur chez S. aureus (55).

C) Variants agr et complexes clonaux

Parmi les 60 souches étudiées, le groupe agr-1 était majoritaire avec 25 souches (41,6%), suivi des
groupes agr-I1 avec 18 souches (30%), agr-I11 avec 15 souches (25%) et agr-1V avec une souche

(2%). Pour une souche, le groupe agr n’a pas pu étre déterminé.
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Figure 7 : Répartition des variants agr au sein de la population étudiée

La figure 7 montre la diversité des variants du systéme agr isolés dans notre population. A notre
connaissance, il n’est pas décrit dans la littérature un tropisme pulmonaire préférentiel pour les
souches du groupe agr-I, parfois associé aux endocardites (75), bien qu’il soit ici retrouvé en
majorité. L observation de quatre variants agr différents dans notre population renforce I’hypothése
que la population de S. aureus sensible a la meticilline chez les patients développant une PAVM est

hétérogene.

Concernant les complexes clonaux (CC), les plus fréquemment retrouvés étaient le CC30 (22%),
suivi des CC5 et CC8 (15% chacun) et du CC398 (12%) . Pour les souches de SASM appartenant au
groupe agr-I, les complexes clonaux prédominants étaient le CC 8 (32%), le CC 398 (28%) et le CC
45 (20%). Pour les souches du groupe agr-I1, les complexes CC 5 (50%), CC 15 (22%) et CC 9 (11%)
prédominaient. Pour celles du groupe agr-111, le complexe CC 30 (87%) était principalement retrouve.
Ces résultats étaient conformes avec les données de la littérature (71). La répartition des complexes

clonaux au sein des groupes agr est représentée dans la figure 8.
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Figure 8 : Répartition des complexes clonaux au sein des groupes agr.

Ces résultats démontrent 1’hétérogénéité des souches de SASM observées au cours d’'une PAVM en
réanimation. Au vu de la diversité des clusters de genes de virulence dans les différentes lignées
clonales de S. aureus sensible a la meticilline, nous avons cherché a étudier I’impact de 1’expression

de certains facteurs de virulence du S. aureus selon le groupe agr auquel appartient la souche in vitro.

V) Expression de facteurs de virulence selon le type agr au cours
du temps in vitro

A) Souches étudiées

L’expression des quatre genes d’intérét ARN a été étudiée au cours du temps pour 12 souches (quatre
pour chaque groupe agr-1, II et I11. Dans I’hypothése ot la gravité clinique serait liée a des différences
d’expression de facteurs de virulence in vitro, nous avons choisi pour chaque groupe des PAVM
cliniquement graves (présence d’un SDRA, d’un décés ou d’une récidive) et non graves. Les

caractéristiques de ces souches et de la PAVM qui leur est associée sont résumées dans le tableau V1.
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Souche agr PIF<150a PIF < ?00 Déces Récidive CMI. CMI . . CMI.
J1 de J3aJ7 Oxacilline Vancomycine Linezolide
Sa4 0] O N 0,5 <=0,5 2
Sa7 0 N N N 0,5 1 2
Sa 19 ! (0] 0] N O 0,5 1 2
Sa 24 N N N O 0,5 1 2
Sa 10 0] N N N 0,5 1 2
Sa 18 N N N N 0,5 <=0,5 2
Sa 38 ! N N N N <=0,25 1 2
Sa 44 N N N O 0,5 1 2
Sa8 0 N N N <=0,25 <=0,5 2
Sal4 N N N N <=0,25 1 2
Sa 37 . N 0 N N 0,5 1 2
Sa 42 0] 0 N 0 <=0,25 1 2

Tableau VI : Caractéristiques cliniques des infections et CMI aux antibiotiques des souches dont 1’expression de
geénes d’intérét a été étudiée in vitro.

B) ARN 111

L’expression relative du géne de I’ARN I11 pour les souches agr-1 augmentait significativement plus
que les autres groupes agr. Son expression était 2800 fois supérieure a 16 heures par rapport au temps
deux heures. Pour les souches agr-1I et III, I’expression était peu augmentée, environ 10 fois
supérieure a 16 heures. La différence entre le groupe agr-1 et les deux autres groupes était significative
a 5 et 16 heures (test ANOVA a un facteur ; p=0,008).

C) Hémolysine delta

Pour hld de maniére similaire a I’ARN I1I, I’expression relative des souches agr-l1 augmentait
significativement plus que les autres groupes agr. Son expression était 1400 fois supérieure a 16
heures par rapport au temps deux heures. Pour les souches agr-1II et III, I’expression d’hld était peu
augmentée (expression environ 10 fois supérieure) a 16 heures. La différence entre le groupe agr-I et

les deux autres groupes était significative a 5 et 16 heures (test ANOVA a un facteur ; p=0,02)

D) PSM operon

L’expression relative du géne PSMoperon pour les souches agr-l augmentait significativement plus
que les autres groupes agr. Son expression était en moyenne 380 fois supérieure a 16 heures par

rapport au temps deux heures. Pour les souches agr-II et III, I’expression était peu augmentée
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(expression environ 5 fois supérieure) a 16 heures. La différence entre le groupe agr-I et les deux

autres groupes était significative a 16 heures (test ANOVA a un facteur ; p=0,01).

E) AgrA

L’expression relative du géne AgrA pour les souches agr-1 augmentait significativement plus que les
autres groupes agr. Son expression était en moyenne 28 fois supérieure a 16 heures par rapport au
temps deux heures. Pour les souches agr-1I et III, I’expression était peu augmentée (expression
environ 4 fois supérieure) a 16 heures. La différence entre le groupe agr-1 et les deux autres groupes
était significative a 16 heures (test ANOVA a un facteur ; p=0,01).

F) Hémolysine o

L’expression d’hla était peu augmentée au cours du temps (environ 10 fois supérieure a 16 heures),

sans différence significative au cours du temps entre les souches de différents groupes agr.

L’ensemble des résultats de I’expression des facteurs de virulence au cours du temps in vitro est

résumé dans la figure 9.
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Figure 9 : Expression relative des quatre genes ARN I11, hld, PSMoperon, AgrA, Hla selon le groupe agr au cours
du temps in vitro pour quatre souches par groupe agr. L’expression des genes est significativement augmentée a 16
heures pour les souches du groupe agr-1 sauf pour le gene hla. ** = différence significative (Test ANOVA a un
facteur). La barre horizontale représente la moyenne du 2-a.ct pour les quatre souches étudiées dans chaque groupe.
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Le profil d’expression des génes ARN 111 et hld étaient trés proches, en corrélation avec la relation
génetique étroite qui lie ces deux genes (géne hld porté par ’ARN III). De méme, le profil
d’expression de ’ARNm des génes PSMoperon et AgrA était similaire, ce qui est cohérent avec la
description de 1'up-regulation des Phenol-Soluble Modulins par la protéine régulatrice AgrA capable
de se fixer aux régions promotrices des génes des PSMs (34). Dans nos résultats, I’expression de
PSMoperon pour le groupe agr-I est environ 100 fois supérieure a celle-observée pour AgrA et deux
fois supérieure pour les groupes agr-11 et Ill, indiquant un probable mécanisme amplificateur

intervenant entre I’expression d’AgrA et celle du PSMoperon.

En résumé, nous avons observé une expression fortement accrue et plus précoce des génes de trois
facteurs de virulence majeurs du S. aureus (ARN 111, Hémolysine delta et Phenol-Soluble
Modulins) et d’une protéine régulatrice pilier de la boucle de quorum sensing (AgrA) pour les
souches de SASM du groupe agr-1. L’observation d’une régulation différente de I’expression des
facteurs de virulence et de I’histidine kinase AgrA selon le groupe agr nous a fait questionner

I’impact clinique de ces résultats obtenus in vitro.

[11) Pathogénicité et groupe agr

A) Sevérité clinique
Les patients atteints de PAVM a S. aureus du groupe agr-I étaient placés sous ventilation mécanique
en moyenne plus de trois jours supplémentaires par rapport a ceux infectés par des souches du groupe
agr-11 ou agr-111 (agr-1 20,7 +/-11,3 jours ; agr-11 17,3 +/- 9 jours ; agr-111 17,7 +/- 7,6 jours) (Figure
10A). Concernant la durée du séjour en réanimation, les patients du groupe agr-1 restaient hospitalisés
trois jours et demi de plus que ceux du groupe agr-Il et cing jours de plus que ceux du groupe agr-
I (agr-1 30 +/- 17,9 jours ; agr-1l 26,6 +/- 19,1 jours ; agr-I11 24,7 +/- 8,8 jours) (Figure 10B). Le
score de séverité clinique SOFA le jour du diagnostic de la PAVM était lui aussi plus élevé chez les
patients du groupe agr-1 comparé aux autres groupes (agr-17,7 +/- 3,2 jours ; agr-11 6,5 +/- 2,6 jours ;
agr-111 7,4 +/- 2,1 jours) (Figure 10C). Les différences n’étaient pas significatives sur le plan

statistique (Test ANOVA multivarié a un facteur).
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Figure 10 : Sévérité clinique selon le groupe agr. Les barres horizontales représentent moyenne et écart type. A.
Durée de ventilation mécanique en jours (groupe agr-l 24 patients ; agr-11 18 patients ; agr-111 15 patients). B.
Durée de séjour en réanimation en jours (groupe agr-1 24 patients ; agr-11 16 patients ; agr-111 15 patients). C. Score
de sévérité cliniqgue SOFA a J1 (jour du diagnostic) (groupe agr-1 23 patients ; agr-11 15 patients ; agr-111 13
patients).

B) Atteinte respiratoire

1- Sevérité initiale
Dans notre population, 14 patients (23% des épisodes de pneumonie) présentaient un SDRA sévére
(P/F < 150 mm Hg) dés le jour du diagnostic de PAVM. Le type de groupe agr d’une souche de S.

aureus n’était pas prédictif d’une telle sévérité initiale (Figure 11). Chez six de ces patients, le SDRA

sévere persistait apres le troisiéme jour d’infection.
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s SDRA sévére (P/F < 150) au jour du diagnostic de PAVM

404 x2;ns

% de patients

agr-1 agr-11 agr-11

Figure 11 : Pourcentage de patients présentant un SDRA sévére selon le groupe agr le jour du diagnostic de PAVM.
14 patients présentaient un ratio P/F < 150 dont 6 du groupe agr-1, 5 du groupe agr-11 et 3 du groupe agr-Il1. Il
n’existait pas de différence significative entre les groupes.

2- Progression vers une forme grave au cours de la pneumonie

17 patients (28% des épisodes de pneumonie) développaient un SDRA sévére (P/F < 150 mm Hg)
entre le troisieme et le septieme jour apreés le diagnostic. Le groupe agr n’était pas prédictif d’une
telle évolution. En revanche, lorsque 1’on incluait les patients atteints de SDRA modéré selon la
définition de Berlin (P/F < 200 mm Hg), le groupe agr-I était surreprésenté bien que la différence ne
soit pas statistiquement significative (32 ; p = 0,09). En effet, chez les 25 patients ayant une PAVM a
S. aureus du groupe agr-I, 14 (53,8%) d’entre eux évoluaient vers un SDRA modéré ou sévére contre
seulement 11 (32,3%) parmi les 35 patients infectés par des S. aureus des autres groupes agr. Du fait
d’un effectif restreint, la différence était non significative statistiquement (Figure 12). Cette évolution
péjorative est confirmée par la comparaison du ratio PaO2/FiO2 moyen entre J1 et J3. En effet, celui-
ci augmente a J3 pour les groupes agr-I1 et agr-II1 alors qu’il stagne pour le groupe agr-I (différence
non significative statistiguement), confirmant I’absence d’amélioration des échanges gazeux

pulmonaires (Figure 13).
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SDRA modérés et séveres (P/F <200) entre J3 et J7
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Figure 12 : SDRA modérés et séveéres selon le groupe agr aprés trois jours d’évolution de la pneumonie. 14 patients
sur 25 (53,8%) développent un SDRA modéré a sévére dans le groupe agr-I contre 11 sur 35 (32,3%) dans les autres

groupes.
Ratio PaO2/Fio2 moyen par groupe agr a J1 Ratio PaO2/Fio2 moyen par groupe agr a J3
4001 . 400~ o
d [ ]
°® : B
- [ ]
N 300 - 2004 . < ——
o -
2 = . — &
8 oo ole LNL o % ¢ P
T 2004 —egee— — @] Y P <
g o ole © 2001 ! )
O % o ‘.
2 o ® o X I - f
g y 2e° g . ° e
olq ° o
100 ——
° 100+ ® o
[ )
o T T T 0
N NS \\\ T T T
S N $ . N N
° & & ) & S

Figure 13 : Comparaison des ratios Pao2/Fio2 moyen selon le groupe agr a J1 (jour du diagnostic de la PAVM, a
gauche) et J3 (a droite). Pour le groupe agr-I le ratio P/F n’évolue pas alors qu’il progresse pour les deux autres
groupes, signe d’une amélioration de la fonction pulmonaire. La différence n’était pas significative statistiquement.
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3- Echec du traitement

Les patients atteints de PAVM a SASM du groupe agr-1 étaient significativement plus a risque de
présenter un échec de traitement (défini par 1’existence d’une récidive et/ou le déces du patient). 10
patients (40%) parmi les 25 patients du groupe agr-1 présentaient un échec de traitement contre 6
(17%) parmi les 29 patients atteints de PAVM d’autres groupes agr (2 ; p=0,003) (Figure 14). Pour
ce critere « échec du traitement », critére composite associant I’ existence d’une récidive et/ou le décés
du patient, les résultats détaillés montraient que 5 patients décédés sur 7 au total avaient développé
une pneumonie a SASM du groupe agr-I, les deux autres patients avaient développé une pneumonie
a SASM du groupe agr-II. Parmi les 9 souches de S. aureus a 1’origine d’une pneumonie ayant

récidivé, cing appartenait au groupe agr-1, deux au groupe agr-11 et deux au groupe agr-I11.

Echec de traitement : récidive de la PAVM et/ou déces

50-
x2; p=0,003

404

30+

% de patients

20

104

agr- autres groupes agr

Figure 14 : Echec de traitement défini par la récidive d’une PAVM & SASM au cours du séjour et/ou le décés du
patient au sein des différents groupes agr. Le groupe agr-I semblait étre a I’origine de plus d’échecs de traitement.

Dans notre population, le groupe agr-I était prédictif a la fois d’une évolution vers une forme séveére

de pneumonie et de 1’échec de traitement de cette pneumonie.
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V) Détection de la delta toxine par MALDI-TOF

Nos résultats suggerent que I’expression précoce et intense de certains facteurs de virulence, dont
I’ARN III et I’hémolysine delta, est corrélée a une pathogénicité clinique accrue. Dans 1’espoir de
trouver un marqueur pronostic simple et utilisable en routine hospitaliere, nous avons recherché le
pic d’hémolysine delta a 3005 + 5 Thomson (TH) ou 3035 + 5 par spectrométrie de masse pour les
12 souches pour lesquelles I’expression de ’ARNm de hld a été évaluée par g°PCR. Nous avons
ensuite recherché la présence ou non d’un pic caractéristique par MALDI-TOF sur 31 souches
supplémentaires (43 souches au total) et évalué la présence du pic comme marqueur pronostic dans
laPAVM a SASM.

A) Détection de I’hémolysine delta et expression d’hld in vitro

Bien que le nombre d’échantillons soit relativement faible, nous avons observé une corrélation étroite
entre la présence d’un pic et une forte expression d’hld (expression d’hld au moins dix fois supérieure
a 16 heures par rapport a deux heures) et, a I’inverse, une absence de pic en 1’absence d’expression
de I’hld & 16 heures in vitro. Pour deux souches les résultats étaient discordants. Ainsi, on ne
retrouvait pas de pic pour la souche 7 alors que 1’expression d’hld était 389 fois plus importante a
16h en gPCR in vitro. Pour la souche 42, il existait un pic visible alors que 1’expression d’hld était
quasiment nulle in vitro.

Concernant 1’évolution clinique, toutes les souches présentant un pic en MALDI-TOF présentaient
au moins une complication (SDRA ou récidive) et pour trois d’entre elles présentaient a la fois un
SDRA précoce et tardif ainsi qu’une récidive de PAVM. Pour les 7 souches ne présentant pas de pic,
3 d’entre elles n’étaient associées a aucune complication clinique, les souches restantes ne présentant
qu’une seule complication. Bien qu’il semble que la présence du pic d’hémolysine delta puisse étre
en partie prédictif d’une mauvaise évolution clinique, le nombre restreint d’échantillons testés ne
permet pas de tirer de conclusion a ce stade. Le tableau VII résume les résultats obtenus. La figure
15 montre 1’analyse d’une souche de S. aureus par la technique de MALDI-TOF présentant un pic

caractéristique a 3005 Thomson confirmant la présence de delta-toxine.
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Groupe ARENXprtra]sl(sjignlgehlqtivgt Pic N
agr Souche m (2_: o in vitro Cl\zjlizcl_tg:?'tllqoulze Gravité clinique
Sa4 x2018 Oui SDRA J1 et aprés J3 + Déces
Sa7 x389 Non SDRAJ1
| Sa 19 x2604 Oui SDRA J1 et J3 + Récidive
Sa24 X795 Oui Récidive
Sa 10 x23,5 Oui SDRAJ1
Sa 18 x8 Non /
! Sa 38 x0,4 Non /
Sa 44 x0,4 Non Récidive
Sa 8 X2 Non SDRAJ1
Sa 14 x8,8 Non /
. Sa 37 x1,6 Non SDRA apres J3
Sa 42 x0,9 Oui SDRA J1 et aprés J3 + Récidive

Tableau VII : Résultats de 1’analyse des 12 souches d’intérét par la technique de MALDI-TOF. Comparaison de la
présence ou non du pic caractéristique de I’hémolysine delta avec 1’expression in vitro du géne hld & 16h et avec la
gravité clinique de I’infection. On considérait qu’une souche exprimait le geéne hld lors que son expression in vitro
a 16h était supérieure a 10 fois sa valeur a 2h (76). Pour 10 souches sur 12 les résultats étaient concordants.
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Figure 15 : Analyse d’une souche de SASM de notre cohorte (Sa 42) par la technique de MALDI-TOF. Présence
d’un pic caractéristique a 3005 Thomson (encadré rouge) indiquant la présence de 1’hémolysine delta dans
I’échantillon.
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B) Détection de I’hémolysine delta comme outil pronostic de la PAVM a S. aureus
sensible a la meticilline

La recherche du pic caractéristique de 1’hémolysine delta par la technique de MALDI-TOF a été
réalisée pour 43 souches de notre population. On retrouvait le pic caractéristique pour 20 souches.
Pour 23 souches, on ne retrouvait pas de pic caractéristique. Nous avons évalué si la présence du pic
caractéristique dans un prélévement était a méme de prédire une évolution péjorative d’'une PAVM a
SAMS dans notre population. Pour ce faire, nous avons calcule sensibilité et spécificité de ce test
pour la prédiction d’une sévérité initiale (SDRA séveére a J1), d’une évolution vers une forme sévére
au cours de la pneumonie (SDRA modéré a sévere entre J3 et J7) et pour 1’échec de traitement de la
PAVM.

1- Sévérité initiale

Pour les 10 souches a I’origine d’un SDRA sévere au jour du diagnostic de PAVM (J1), 7
présentaient un pic caractéristique alors que 3 n’en présentaient pas, Soit une sensibilité de 70%.
Pour les 33 souches a I’origine d’une pneumonie peu sévére a J1, 13 présentaient un pic et 20 n’en

présentaient pas, soit une spécificité de 67% (Tableau VIII).

SDRA sévere J1 Pas de SDRA
Pic + 7 13 20
Pic - 3 20 23
10 33

Tableau VIII : Nombre de souches de SASM a I’origine d’un SDRA sévére ou d’une pneumonie non grave a J1
selon la présence ou non du pic caractéristique de 1’hémolysine delta retrouvé en MALDI-TOF. Pour 70% des
souches a I’origine d’un SDRA séveére un pic caractéristique était retrouvé. Pour 67% des souches a 1’origine d’une
pneumonie non grave on ne retrouvait pas de pic.

2- Evolution vers une forme sévere

Pour les 17 souches testées a 1’origine d’'un SDRA modéré a séveére entre J3 et J7 apres le
diagnostic, 9 présentaient un pic caractéristique alors que 8 n’en présentaient pas, soit une
sensibilité de 53% seulement. Pour les 26 souches n’étant pas a I’origine d’'un SDRA modéré a

séveére, 11 présentaient un pic et 15 n’en présentaient pas, soit une spécificité de 57% (Tableau 1X).
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SDRA sévere J3-J7 Pas de SDRA
Pic + 9 11 20
Pic - 8 15 2
17 26

Tableau 1X : Nombre de souches de SASM a I’origine ou non d’un SDRA modéré a sévere entre J3 et J7 apres
diagnostic initial selon la présence ou non du pic caractéristique de 1’hémolysine delta retrouvé en MALDI-TOF.
Pour 53% des souches a 1’origine d’un SDRA modéré & sévere un pic caractéristique était retrouvé. Pour 57% des
souches n’étant pas a ’origine de SDRA on ne retrouvait pas de pic.

3- Echec de traitement

Pour les 13 souches testées a I’origine d’un SDRA sévére au jour du diagnostic de PAVM (J1), 7
présentaient un pic caractéristique alors que 3 n’en présentaient pas, soit une sensibilité de 77%.
Pour les 33 souches a I’origine d’une pneumonie peu sévere a J1, 10 présentaient un pic et 20 n’en

présentaient pas, soit une spécificité de 67% (Tableau X).

Echec de traitement Succés
Pic + 10 10 20
Pic - 3 20 23
13 30

Tableau X : Nombre de souches de SASM a I’origine ou non d’un échec de traitement selon la présence ou non du
pic caractéristique de I’hémolysine delta retrouvé en MALDI-TOF. Pour 77% des souches a 1’origine d’un échec
de traitement, un pic caractéristique était retrouvé. Pour 67% des souches traitées avec succes on ne retrouvait pas
de pic.

Ainsi, dans notre travail, la recherche du pic caractéristique de I’hémolysine delta recherché par

T a

77% pour prédire 1’échec du traitement ce qui pourrait en faire un outil pronostic trés intéressant vu
la relative simplicité de sa mise en ceuvre. Elle était en revanche peu intéressante pour prédire

I’évolution secondaire vers une forme sévére.
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V1) Régulation des ARN d’intérét vis-a-vis de concentrations sub-
inhibitrices d’antibiotiques pour une souche d’intérét

De nombreuses ¢études ont rapporté 1’effet modulateur de concentrations sub-inhibitrices
d’antibiotiques sur 1’expression de facteurs de virulence des bactéries chez S. aureus (60,77-79).
Selon I’antibiotique étudié, il peut y avoir une inhibition ou une stimulation de I’expression du facteur
de virulence étudié. Nous avons cherché a savoir, pour une souche appartenant au groupe le plus
pathogene agr-I, quels antibiotiques avaient le plus fort pouvoir inhibiteur sur quatre facteurs de
virulence : ARN I11, hémolysine delta, PSMs, hémolysine alpha. La souche Sal9 avait été isolée chez
un patient ayant développé une PAVM sévere (SDRA précoce et tardif et récidive de la PAVM).

Nous avons ainsi évalué I’expression relative de quatre génes d’intérét ARN-III, hld, hla et PSM
operon dans des conditions de concentrations sub-inhibitrices pour quatre antibiotiques : céfazoline,
cloxacilline, linézolide, vancomycine. L’expression des ARN était comparée a celle de la souche

étudiée sans antibiotique (témoin négatif). Les résultats sont représentés dans la figure 16.

A) Cefazoline

L’expression des quatre ARN d’intérét était systématiquement inhibée aux différents temps étudiés
avec un nadir a 5 heures de mis en contact. A ce temps, I’expression de 1’hld était 100 fois inférieure
au témoin, celle de ARN-111 250 fois inférieure, celle de 1’hla 4 fois inférieure et celle de PSMoperon
plus de 4 fois inférieure. Il persistait une inhibition importante a 16 heures de mise en contact

(expression des génes quatre fois inférieure au témoin).

B) Cloxacilline

L’action des antibiotiques était globalement inhibitrice, avec une inhibition maximale a 16 heures de
mise en contact. A ce temps, I’expression de hld était 4 fois inférieure au témoin, celle de ARN-I1II
prés de 10 fois inféerieure, celle de hla 2 fois inférieure et celle de PSMoperon plus de 4 fois inférieure.
Pour hla, a5 heures on observait une réeponse discrétement stimulatrice (1,3 fois le ttémoin). De méme,

pour le PSMoperon, a 5 heures, on observait une réponse stimulatrice a 2 fois le témoin.

C) Vancomycine

En dehors de PSMoperon, I’action des antibiotiques était inhibitrice avec une inhibition assez stable

entre 2 et 16 heures, 1,5 fois inférieure pour hid et 2 fois inférieure pour ARN-III et hla. Pour
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PSMoperon en revanche, 1’action de la vancomycine était stimulatrice a 5 heures (pres de 4 fois le

témoin) et rejoignait I’expression du témoin a 16 heures.

D) Linezolide

Pour les quatre genes, I’action du linezolide était assez fortement inhibitrice a 5 heures : expression
40 fois inférieure pour ARN-III, 16 fois inférieure pour hld, 4 fois inférieure pour PSMoperon et 2
fois inférieure pour hla. A 16 heures, I’action du linezolide restait faiblement inhibitrice pour les

quatre genes (expression quatre fois moindre).
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Figure 16 : Etude de I’expression des génes ARN Il1, hld, PSMoperon et hla vis-a-vis de concentration sub-inhibitrices
de quatre antibiotiques a 5 et 16 heures in vitro pour une souche d’intérét (Sa 19). L’expression de la vancomycine est

peu modifiée. Pour les B-lactamines, on observe en général une inhibition marquée a 5 heures et encore relativement
importante a 16 heures de mise en contact avec la souche d’intérét Sal9.
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En résumé, a cing heures de mise en contact avec la souche d’intérét du groupe agr-I, les antibiotiques
avec le plus fort pouvoir inhibiteur sur 1’expression des facteurs de virulence était le linezolide et la
cefazoline. A 16 heures, les B-lactamines (cefazoline et cloxacilline) avaient la plus forte activité
inhibitrice. Bien que ces données nécessitent d’étre confirmées in vivo, la céfazoline (céphalosporine
de premiére génération) pourrait étre 1’antibiotique de choix pour le traitement des PAVM a S. aureus

sensible a la meticilline du groupe agr-I.

DISCUSSION

L’hypothése de ce travail était que les échecs de traitement observés dans les PAVM a S. aureus
sensible a la meticilline étaient dus a I’hétérogénéité de la population des SASM, actuellement non
prise en compte en pratique clinique courante. Nos résultats confirment que la population de
Staphylococcus aureus sensible a la meticilline considérée uniformément par le clinicien est en réalité
une population trés hétérogéne. Cette diversité se traduit notamment par ’existence de plusieurs
variants pour le systéeme principal de régulation de S. aureus qu’est le systeme agr, dont 1I’un (agr-I)
est associé a une evolution péjorative des PAVM. L’étude de I’expression in vitro de plusieurs
facteurs de virulence majeurs de S. aureus montre que leur expression est plus importante et plus
précoce pour les souches appartenant a ce sous-groupe agr-1 ce qui pourrait expliquer en partie les
résultats observés cliniquement. Cette expression majorée était corrélée, pour I’hémolysine delta, a
la présence d’un pic caractéristique quand les souches d’intérét étaient analysées par la technique de
MALDI-TOF utilisable en routine, et qui pourrait devenir un outil pronostic utile et simple dans la
prise en charge des PAVM pour le clinicien au lit du malade. Enfin, I’é¢tude de la modulation de
I’expression in vitro par différents antibiotiques retrouvait un effet hétérogene globalement inhibiteur
méme aux concentrations sub-inhibitrices testees, avec des variations importantes entre les différentes

classes d’antibiotiques testées.
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I) Hetérogeneéité des SASM dans notre travail

La répartition des variants agr au sein de la population de S. aureus est variable selon le type
d’infections et le lieu ou elle est étudiée. Il est réguliérement rapporté une incidence plus importante
de souches appartenant au groupe agr-I par rapport aux autres groupes agr. Toutefois, la proportion
de chaque groupe agr, et notamment des groupes Il et I11, reste trés variable, allant de 5% a plus de
40% (76,80,81).

La proportion de souches de SASM appartenant au groupe agr-1 était prédominante dans notre
population (40%) suivie des souches du groupe agr-11 (30%), agr-111 (25%) et agr-1V (2%).

Dans un travail récent, Gomes-Fernandes et al. ont récemment retrouvé une répartition des groupes
agr assez proche de la nétre dans des infections respiratoires basses principalement hospitalieres dont
PAVM a majorité de SASM (83,1% des souches) avec une majorité de souches a I’origine de
pneumonie faisaient partie du groupe agr-1 (45,5%). Le groupe agr-11 représentait 40,9% des souches,
devant le groupe agr-I11 (9,1%) et agr-1V (4,5%) (76).

Dans notre travail, conformément aux données de la littérature (82), pour les souches de SASM
appartenant au groupe agr-I, les complexes clonaux prédominants étaient le CC 8 (32%), le CC 398
(28%) et le CC 45 (20%). Pour les souches du groupe agr-Il, les complexes CC 5 (50%), CC 15
(22%) et CC 9 (11%) prédominaient. Pour celles du groupe agr-I111, le complexe CC 30 (87%) était
principalement retrouvé. Pour I’'unique souche du groupe IV, il s’agissait du complexe CC 121.

La population de S. aureus capable de colonisation et d’infection humaine a une structure hautement
clonale dominée par une douzaine de complexes clonaux. Le génome de S. aureus consiste en un
« core genome » ou génome invariable (75%), d’un génome variable (10%) et d’éléments génétiques
mobiles (MGEs) (15%). Le core genome est fortement conservé entre souches de S. aureus et
comprend des genes de ménages ou associés a des fonctions métaboliques centrales. Le génome
variable est lui strictement relié a des complexes clonaux particuliers et inclus des régulateurs de
I’expression de facteurs de virulence tel que le systéme agr et des genes codant pour des protéines de
surface. Les MGEs (plasmides, phages, ilots de pathogénicité...) sont trés variables selon les isolats
de S. aureus mais restent malgré tout souvent associés avec des lignées clonales spécifiques. Les
MGEs contiennent une variété de genes codant par exemple pour des super-antigénes, des toxines
exfoliative ou toxines capables de former des trous membranaires.

Tous les S. aureus capables de coloniser I’humain peuvent induire des infections létales. Toutefois,

certains complexes clonaux tels que le clone communautaire USA300 (CC8) chez le SARM ou le
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clone hospitalier CC398 (SARM ou SASM), fréquemment retrouvés ces derniéres années sont

caractérises par une virulence plus importante (82).

La diversité de variants du systeme agr et de lignées clonales retrouvées dans notre travail met en
lumiére I’hétérogénéité des souches de SASM retrouvée dans les PAVM au CHU de Nantes qui sont,

a I’heure actuelle, prises en charge de maniére uniforme par le clinicien au lit du malade.

I1) Association entre groupe agr et devenir clinique

Les patients infectés par les souches du groupe agr-1 évoluaient plus fréquemment vers une forme
grave de pneumonie et présentaient davantage d’échec de traitement en comparaison aux autres
groupes agr. En effet, plus de la moitié des patients (53%) ayant une PAVM a S. aureus du groupe
agr-1 évoluaient vers une forme sévére de pneumonie (SDRA modéré a sévere) trois jours apres le
diagnostic contre 32,3% seulement des patients des autres groupes (2 ; p = 0,09). De plus, 40% des
patients du groupe agr-1 présentaient un échec de traitement contre 17% pour les autres groupes (2 ;
p=0,003). Cette atteinte respiratoire plus sévére se traduisait par une durée de ventilation mécanique
et de séjour en réanimation supérieure d’au moins trois jours pour le groupe agr-l en comparaison
aux autres groupes agr. Bien que les différences ne soient pas significatives sur le plan statistique
pour les durées de ventilation et d’hospitalisation du fait d’un effectif relativement modeste, il s’agit
de données particulierement importantes d’un point de vue clinique. En effet, ’augmentation des
durées de ventilation mécanique et de séjours sont systématiquement associées a une augmentation
de la morbi-mortalité et entrainent des surcouts majeurs pour le systéme de santé (4,8).

Certains variant agr ont été associés a des infections particuliéres. Par exemple, les souches du groupe
IIT sont surreprésentées dans les syndromes toxiques menstruels, alors que les souches a ’origine
d’atteintes de type syndrome exfoliative et impétigo bulleux proviennent principalement du groupe
IV. Dans les infections suppuratives, les endocardites sont principalement associées aux groupes
agr-1 et Il (75). Les groupes Il et IV sont associées avec les infections toxiniques a TSST-1 (83).
Sakoulas et al. ont determiné que plus de la moitié des isolats de SARM de bactériémies appartenaient
au groupe Il (Sakoulas et al., 2003).

De nombreuses études chez I’animal et I’humain ont montré qu’il existait une relation entre groupe
agr et production de clusters de facteurs de virulence, de super-antigenes ou encore capacité
d’évasion immune . De méme, certains complexes clonaux peuvent étre associés a une pathogénicité
spécifique (70,71). Dans notre travail, les souches appartenant au groupe agr-1 était les plus

représentées mais également associées a une évolution clinique plus sévére comparée aux autres
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groupes agr ce qui, a notre connaissance, est la premiére description d’une pathogénicité accrue des

S. aureus sensible a la meticilline du groupe agr-I dans le contexte de PAVM.

[11) Association entre groupe agr et expression in vitro de la
virulence

La pathogénicité des souches du groupe agr-I était corrélée, in vitro, a une expression accrue des
genes des facteurs de virulence de S. aureus étudiés dans notre travail dont celui de I’ARN-I111, facteur
de virulence et ARN régulateur clé du systéme de quorum sensing chez S. aureus. L’expression de
I’ARN III et de ’ARN de I’hémolysine delta était significativement augmentée a 5 et a 16 heures
d’incubation pour le groupe agr-l par rapport aux groupes Il et Ill, suggérant une activation
importante du systéme de quorum sensing et ce, de maniére plus précoce qu’avec les autres groupes
agr. Par ailleurs, I’expression de ’ARN du PSMoperon était également augmentée de maniére
significative dans le groupe agr-I ainsi que celle d’AgrA, régulateur direct de I’expression du
PSMoperon, via un mécanisme ARN-III indépendant suggérant la encore une activation importante
du systéme agr. Curieusement, alors que 1’expression de hla est sous la dépendance du systeme agr
nous n’avons pas retrouvé de variation significative de 1’expression du géne hla selon le groupe agr
des souches testées.

L’une des caractéristiques originales du locus agr est son polymorphisme au sein d’une méme espéce
de staphylocoque et notamment de S. aureus. Peu aprés la premiére description du locus par Ji et al.
en 1997 (31), Jarraud et al. ont décrits les quatre alleles correspond aux quatre groupes agr (75). La
région variable s’étend sur la moiti¢ de la séquence de I’ARN II, couvrant une partie de la séquence
du gene codant la protéine membranaire AgrB, I’ensemble de celle d’AgrD et le domaine senseur
d’AgrC (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma simplifié du systeme agr de S. aureus représentant 1’emplacement du domaine variable a
I’origine des quatre groupes agr. La région variable s’étend sur la moitié de la séquence de I’ARN II, couvrant une
partie de la séquence du geéne codant la protéine membranaire AgrB, 1’ensemble de celle d’AgrD et le domaine
senseur d’AgrC.

Cette disposition permet a chaque variant agr de produire spécifiquement et de médier 1’auto-
induction de son propre AIP. Chez les souches de S. aureus ayant un groupe agr différent, la grande
majorité des genes de structures conserves (exceptés les éléments génétiques mobiles) sont quasiment
identiques, suggérant une variation a 1’échelle sous-spécique. Cultivés séparément, les quatre groupes
sont capables d’auto-induction de maniére qualitativement similaire, mais 1’auto-induction d’un
systeme agr hétérologue est principalement fortement inhibitrice. De ce fait, les isolats cliniques de
S. aureus prélevés d’un site infectieux sont en général issus d’un méme groupe agr car une population
hétérogene de S. aureus de groupes différents n’est pas capable de coopération (87). L’une des
questions en suspens est celle de I’avantage évolutif conféré par la variation allélique du locus agr.
Comme décrit précédemment, certains variants agr sont associés a des infections spécifiques mais il
n’existe pas, a notre connaissance, de description de la relation entre groupe agr et virulence
spécifique.

Dans une étude recente, Geisinger et al. ont introduits les quatre alleles agr séparément a un site
chromosomique identique dans une souche de S. aureus agr deletée. La comparaison de ces alleles
dans un environnement isogenique a révélé des différences significatives dans le contrdle temporal
de I’auto-induction : I’auto-induction avait lieu plus tét et avec une production accrue d’ AIP dans les
groupes | et IV en comparaison avec le groupe Il et le groupe I11 pour lequel la réponse était la plus
tardive (88). Dans notre travail, nous avons retrouvé une expression de facteurs de virulence accrue

et plus précoce pour le groupe agr-1, qui était associée a une évolution clinique péjorative. Bien que
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la littérature soit encore pauvre a ce sujet, I’activation précoce et plus intense du systéme agr pour les

souches du groupe agr-I pourrait étre la cause de leur pathogénicite spécifique.

V) Détection de la production de delta-toxine comme outil
pronostic des pneumonies de réanimation a S. aureus

La méthode historique pour 1’évaluation de 1’activité du systeme agr est le CAMP assay, qui utilise
I’expression de la delta toxine comme substitut de I’ ARN III et donc de la fonctionnalité du systeme
agr. Cette méthode repose sur I’hémolyse synergique des globules rouges par la delta-toxine et la
Béta-toxine (39,89). Malgré sa simplicité, le CAMP-assay reste un test reste peu sensitif (76). Dans
notre travail, nous avons évalué I’expression de la delta toxine et celle de I’ARN-II1 dans les souches
de notre population par qRT-PCR (PCR quantitative en temps réel), méthode de référence mais
impliquant des manipulations longues et couteuses. Nous avons observé des profils d’expression trés
proches entre I’ARN-III et I’ARN de la delta-toxine, confirmant la possibilité d’utiliser I’expression
de la delta-toxine comme substitut a celle de I’ARN-I1I pour évaluer la fonctionnalité du systéme agr
in vitro.

Ces derniéres années est apparue la possibilité de détecter directement la présence de la delta-toxine
dans des échantillons biologiques via un spectrometre de masse de type MALDI-TOF (Whole-Cell
Matrix Assisted Laser Désorption lonization-Time-of-flight) (74,90). Cette méthode est disponible
au laboratoire de bactériologie du CHU de Nantes, et peut étre réalisée sur un préléevement
bactériologique clinique en méme temps que l’identification bactériologique. Elle repose sur
I’analyse spectrale d’un échantillon aprés ionisation par une source laser et permet a ce jour les
meilleures performances pour 1’identification d’un large panel de micro-organismes dont S. aureus
(91). Gagnaire et al. ont montré que la présence d’un pic d’intensité a 3005 + 5 Thomson (TH) ou
3035 + 5 apres 24 heures d’incubation était étroitement liée a la production de delta-toxine. 1l existait
une bonne corrélation entre la détection de la delta-toxine et I’expression de I’ARN-I11 (Vvérifiée par
Northern-blot), permettant d’évaluer la fonctionnalité du systéme agr dont I’ARN-I11 est le principal
effecteur, via la détection de ce pic (74).

Dans notre travail, I’expression de ’ARNm de hld a été évaluée pour 12 souches. 5 souches
exprimaient I’ARN de I’hémolysine delta in vitro. Pour quatre d’entre elles on observaient un pic
caractéristique par la technique de MALDI-TOF. 7 souches n’exprimaient pas I’ARN de hld in vitro,
six d’entre elles n’avaient pas de pic visible en MALDI-TOF. Ainsi, les résultats obtenus étaient

concordants pour 10 souches sur 12.
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Par ailleurs, sur I’ensemble des 43 souches pour lesquelles nous avons recherché la présence du pic
de I’hémolysine delta, nous avons pu observer que le pic était présent chez 70% des souches a
I’origine d’un SDRA sévere précoce et que 77% des souches ayant un pic positif étaient a 1’origine
d’un échec de traitement de la PAVM.

Bien que nos résultats nécessitent d’étre confirmés sur un effectif plus large et de maniere prospective,
la détection du pic caractéristique de I’hémolysine delta en pratique clinique pourrait s’avérer étre un
élément pronostic intéressant simple et rapide a mettre en ceuvre, en faveur d’une pathogénicité
accrue dans les PAVM a SASM.

V) Effet hetérogene des antibiotiques sur la virulence in vitro

Chez S. aureus, I’exposition a des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques (p-lactames,
macrolides, aminoglycosides, glycopeptides et fluoroquinolones) induit un degré d’expression d’hla
variable (79). Plus spécifiqguement, des concentrations sub-inhibitrices de B-lactames induisent une
inhibition quasi-compléte de la production d’a-toxine (92), alors que les macrolides et
aminoglycosides induisent une inhibition partielle. Les glycopeptides ont généralement peu d’effet
et les fluoroguinolones induisent une expression discrétement augmentée (79,92). Concernant le
linezolide, plusieurs études ont montré sa capacité a inhiber I’expression de plusieurs facteurs de
virulence dont I’hémolysine A, ’hémolysine delta ou les PSMs (93-95).

Par ailleurs, Jin et al. ont montré que des concentrations sub-inhibitrices de mupirocine, un
antibiotique topique utilisé notamment dans la décolonisation de patients a risque de portage de
SARM, réduisaient considérablement le niveau d’expression des ARNm de d’hla, géne codant pour
I’hémolysine A, chez des souches de SARM pourtant résistantes a cet antibiotique. La production
d’hémolysine était ainsi diminuée. Les niveaux d’expression des ARNm de I’ARN-III, saerR et sarA
(deux molécules également impliquées dans la régulation de la pathogénicité de S. aureus) étaient
également diminués, suggérant un réle modulateur de la mupirocine indépendant de la résistance de
la souche I’antibiotique (78). Concernant la clindamycine, les résultats de travaux antérieurs sont
contradictoires, une étude retrouvant un effet fortement stimulateur sur 1’activité du systéme agr qui
n’était pas retrouvé dans un travail antérieur (60,77).

Pour la souche d’intérét de notre travail, appartenant au groupe agr-I le plus pathogene, nous avons
retrouvé une inhibition trés modeste par la vancomycine sur 1’expression des facteurs de virulence
étudiés. L’expression du PSM opéron était méme augmentée a 5 heures de mise en contact avec cet
antibiotique. Concernant le linezolide, son action était inhibitrice de maniére précoce a 5 heures de

mise en contact avec la souche d’intérét mais quasiment similaire au contrdle a 16 heures.
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Les B-lactamines semblaient avoir ’activité inhibitrice la plus importante parmi les antibiotiques
étudiés, notamment la cloxacilline et la céfazoline qui inhibaient I’expression des facteurs de
virulence de maniére marquée a 16 heures de mis en contact (expression des facteurs de virulence
environ quatre fois inférieure). La cefazoline avait I’action inhibitrice la plus constante au cours du
temps (action également fortement inhibitrice a cing heures de mise en contact).

Notre travail met en lumiere I’effet hétérogeéne des antibiotiques sur I’expression de plusieurs facteurs
de virulence, méme a des concentrations sub-inhibitrices non bactéricide et met en lumiére les
capacités inhibitrices de la cefazoline sur ’expression de plusieurs de facteurs de virulence, ce qui

pourrait en faire I’antibiotique de choix pour traiter les infections a SASM du groupe agr-1.

VI) Limites

Notre travail présente plusieurs limites. Tout d’abord, bien qu’une partie des données (notamment les
durées de séjour, la mortalité, les germes retrouvés) aient été recueillis a ’aide d’une cohorte
prospective (cohorte ATLANTREA), de nombreux parametres cliniques ont été recueillis de maniere
rétrospective a partir des dossiers médicaux des patients. De plus, le nombre total de patients reste
assez modeste et il s’agit uniquement de patients hospitalisés dans le cadre d’une atteinte
neurologique sévere, a 'origine d’un biais de sélection pouvant fausser 1’analyse de certains
paramétres tel que la mortalité. Par ailleurs, I’ensemble des manipulations in vitro n’a pas pu étre
réalisée pour tous les patients. Chez 15 patients notamment, il n’a pas été possible de réaliser le test
d’hémolyse-a. du fait de difficultés d’approvisionnement pour certains réactifs nécessaires a la
manipulation. De méme, 1’étude de I’expression des ARN d’intérét de S. aureus a été mise au point
et réalisée pour la premiére fois dans le laboratoire IRS 2 pour ce travail et a nécessité de nombreuses
modifications avant de pouvoir étre réalisée en routine. Chaque manipulation est longue et couteuse
ce qui a imposé de restreindre le nombre d’échantillons étudiés. Enfin, 1’étude de 1’expression des
genes a été réalisée in vitro, ce qui limite 1’extrapolation possible de nos résultats et nécessite de les

confirmer sur un modéle animal.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos résultats confirment en premier lieu que la population de S. aureus sensible a la meticilline
actuellement prise en compte de facon uniforme par le clinicien, est en réalité tres hétérogéne. En
effet, au sein de prélévements respiratoires d’une population de patients neuro-1ésés issu du méme
centre hospitalier, nous avons observé une diversité génétique importante, notamment dans
I’existence de variants pour le systeme principal de régulation de la coopération bactérienne et de la
virulence qu’est le systtme agr. Dans notre population, la majorité des souches de SASM
appartenaient au groupe agr-1. Ce groupe était associé a des épisodes de pneumonies acquises sous
ventilation mécanique plus séveres et présentant un taux d’échec supérieur a ceux des autres groupes
agr, impliquant des durées de séjour en réanimation et a I’hopital augmentées. Par ailleurs, I’étude de
I’expression de plusieurs facteurs de virulence majeurs de S. aureus in vitro, a ’aide d’un protocole
d’extraction d’ARN spécialement adapté pour ce travail, a permis de mettre en évidence que
I’expression de ces facteurs était plus intense et plus précoce pour les souches de SASM appartenant
au groupe agr-1, pouvant expliquer en partie les résultats observés. Par ailleurs, nous avons montré
qu’il semble possible d’utiliser la technologie de spectrométrie de masse de type MALDI-TOF

comme élément pronostic des PAVM de réanimation facilement utilisable en routine.

Notre travail ouvre plusieurs perspectives. Concernant la technologie de MALDI-TOF, actuellement
utilisée en routine pour 1’identification microbiologique des prélévements cliniques, il est possible
d’imaginer dans un futur proche pouvoir détecter rapidement la présence de delta toxine dans le
préléevement respiratoire des I’identification d’'un SASM réalisée. La présence de la delta toxine
pourrait devenir un marqueur pronostic d’une pathogénicité accrue et permettrait d’apporter un
élément supplémentaire dans la stratégie thérapeutique. Ainsi, il pourrait étre choisi de traiter plus
longuement une pneumonie a SASM a delta toxine positive car plus a risque de récidive. A I’inverse,
une infection a une souche n’ayant pas de delta toxine retrouvée en MALDI-TOF pourrait étre traitée
de maniére plus courte, voire non traitée s’il n’existe aucun critére de gravité clinique, et participer
ainsi a une plus grande écologie en termes d’antibiothérapie.

De plus, il a été montré que la technique de MALDI-TOF permettait également d’identifier la lignée
clonale d’une souche de SASM. Dans leur travail, Josten et al. ont montré qu’il était possible de
différencier plusieurs complexes clonaux principaux de S. aureus (CC5, CC22, CC8, CC45, CC30 et
CC1) (96) dont deux (CC8 et CC45) sont strictement associés au groupe agr-I le plus pathogene,
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apportant Ia encore, un élément diagnostique et pronostic important au vu de la pathogénicité associee

a certaines lignées clonales.

Concernant le systéme agr, du fait de son importance dans la régulation de la production de facteurs
de virulence, celui-ci a fait I’objet de recherches importantes afin de trouver des thérapeutiques
adjonctives ou alternatives aux antibiotiques. Les thérapeutiques a I’é¢tude qui tentent de bloquer ou
d’inhiber partiellement le systeme agr sont regroupées sous le terme de « quorum quenching » et
visent plusieurs sites stratégiques du systéme agr. La protéine histidine kinase AgrA, notamment, du
fait de son role clé dans I’activation du systéme agr est une cible de choix. Plusieurs études ont montré
que la virulence de souches de S. aureus pouvait étre atténuée en utilisant des molécules capables
d’empécher la fixation d’AgrA aux promoteurs P2 et P3 (97,98). Des molécules bloquant I’action
des protéines AgrB, AgrC et AgrD sont également a 1’étude (99).

Par ailleurs, I’ARN 111, principal effecteur du systéme agr, responsable de 1’expression d’un grand
nombre de génes de virulence, est une autre cible de choix. Plusieurs travaux ont abouti a la mise au
point de peptides inhibiteurs de I’ARN III, inhibant sa transcription et permettant de réduire
I’adhérence du S. aureus aux cellules, de prévenir la formation de biofilm ou encore d’augmenter la
survie lors d’un sepsis sur un modeéle murin (100,101). Toutefois, du fait d’une clairance rénale
rapide, la demi-vie de ces peptides in vivo est courte ce qui limite pour I’instant leur application
clinique (102). Des peptides modifiés ayant une stabilité et une activité plus importante in vivo sont
en cours de développement et représentent une piste sérieuse pour le traitement futur des infections a
S. aureus (103).

Une voie supplémentaire majeure de recherche provient de la découverte de la capacité de certains
métabolites secondaires a interférer avec les signaux bactériens, et notamment avec les peptides auto-
inducteurs (Auto-Inducting Peptides ou AIPS) du systeme agr. Certains AIPs d’autre espéces
staphylococciques sont capable de réprimer la fonction du systeme agr de S. aureus. Il semble ainsi
possible d’utiliser un AIP d’une souche de staphylocoque non pathogene pour inhiber le systéme agr
d’une souche pathogene lors d’une infection (104). Par exemple, le surnageant de culture d’isolats de
Staphylococcus schleiferi présente une capacité inhibitrice contre le systeme agr de S. aureus et est
efficace contre I’ensemble des quatre groupes agr. L’expression de nombreux genes de facteurs de
virulence est également inhibée lorsque S. aureus et S. schleiferi sont co-inoculés in vivo. Des génes
contribuant a la colonisation et la virulence régulés par agr sont également inhibés lors de co-cultures
in vitro entre S. aureus et des souches de corynebactéries (105). Par ailleurs, le systeme agr de S.

aureus et Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) sont mutuellement inhibiteurs. Les AIPs de S.
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aureus appartenant au groupe I, 1l et 11 sont tous inhibés par I’AIP de S. epidermidis alors que le
systeme agr de S. epidermidis est inhibé par I’ AIP de S. aureus du groupe I1V. De plus, comme évoqué
dans le chapitre d’introduction, un AIP d’un groupe agr peut inhiber un AIP d’un autre groupe agr.
Ainsi, il a été montré que 1I’AIP de S. aureus du groupe II prévenait la formation d’abcés causé par
un S. aureus du groupe | dans un modele murin (46). Les AIP-I, -1, -111 et leurs analogues ont été
utilisés avec succes comme agents bloqueurs de 1’auto-induction du quorum sensing dans les quatre
sous-groupes agr de S. aureus (106,107).

Enfin, des stratégies qui antagonisent directement les toxines produites par la bactérie pourraient aider
a prévenir et traiter des infections a S. aureus. Les toxines codées par le core genome telles que les
PSMs, dont la virulence est majeure et dont la séquence génétique est hautement conservée entre
souches de S. aureus, sont une des cibles prioritaire dans le développement d’anticorps neutralisants
(108). De méme, des anticorps monoclonaux dirigés contre I’hémolysine-o ont montreé leur efficacité
dans la protection contre 1’infection a S. aureus dans plusieurs modeles animaux de pneumonie et de
sepsis (109,110).

Ainsi, il est possible d’imaginer a moyen terme, pouvoir identifier rapidement la lignée clonale et le
groupe agr d’une souche de S. aureus ainsi que le type de toxines qu’il est capable de sécréter afin
de mettre rapidement en ceuvre un arsenal de thérapeutiques (peptides auto-inducteurs inhibiteurs,
quorum quenchers, anticorps antitoxiniques) de maniére adjonctive ou alternative a 1’antibiothérapie.
Dans le contexte d’augmentation mondiale actuelle et future attendue de la résistance aux
antibiotiques, ces thérapeutiques spécifiques sont un espoir important d’améliorer la prise en charge

des malades infectés par Staphylococcus aureus sensible a la meticilline.

En conclusion, notre travail montre que la population de SASM est une population hétérogene dont
les variants appartenant au groupe agr-I sont pourvoyeurs de PAVM plus séveres avec plus d’échecs
de traitement, en lien avec une expression accrue et intense du systéme de régulation agr. Notre travail
souligne également I’intérét de la détection de ’hémolysine delta par MALDI-TOF comme facteur
pronostic des PAVM a SASM et la supériorité potentielle de la céfazoline pour le traitement des

PAVM a S. aureus sensible a la meticilline du groupe agr-I.
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Tableau VI : Caractéristiques cliniques des infections et CMI aux antibiotiques des souches dont
I’expression de genes d’intérét a été étudiée in vitro

Tableau VII : Résultats de I’analyse des 12 souches d’intérét par la technique de MALDI-TOF

Tableau VII1 : Nombre de souches de SASM a I’origine d’un SDRA sévére ou d’une pneumonie

non grave a J1 selon la présence ou non du pic caractéristique de I’hémolysine delta retrouvé en
MALDI-TOF

Tableau IX : Nombre de souches de SASM a I’origine ou non d’un SDRA modéré a sévere entre J3
et J7 apres diagnostic initial selon la présence ou non du pic caractéristique de ’hémolysine delta

retrouvé en MALDI-TOF

Tableau X : Nombre de souches de SASM a I’origine ou non d’un échec de traitement selon la
présence ou non du pic caractéristique de I’hémolysine delta retrouvé en MALDI-TOF
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Annexe : Score SOFA

Cardio PAM (mmHg) <70
-vasc Traitement (ug/kg/min) a %} Dopa =<5 Dopa > 5 Dopa > 15
Dobu Adré <0,1 Adré>0,1
NA<0,1 NA> 0,1
Respi PaO,/FiO, > 400 301-400 201- 300 101- 200 <100
VM [} [} [} i+ T
Neuro GCS 15 13-14 10-12 6-9 <6
Reins Créatininémie umoiry <110 110-170 171 -299  300- 440 > 440
Diurése (mlj) ou ou
> 500 > 500 > 500 <500 <200
Foie Bilirubine (mmolL) <20 20-32 33-101 102 - 204 > 204
Coag Plaquettes (103mm?) > 150 101-150 51-100 21-50 <20

Score de sévérité clinique SOFA (Sequential Organ Failure Assessment Score) (111)
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RESUME

Introduction : Les pneumonies acquises sous ventilation mécanique (PAVM) représentent
la premiére cause d’infection nosocomiale dans les services de réanimation et sont
associées a une morbi-mortalité majeure. Staphylococcus aureus sensible a la meticilline
(SASM) en est fréquemment responsable. Sa pathogénicité repose en grande partie sur
son principal systeme régulateur agr (Accessory Gene Regulator). Quatre variants agr-I, Il,
[l et IV caractérisent la population de SASM. L’hypothése principale de ce travail était que
I'hétérogénéité de la population de SASM est a l'origine d’échecs de traitement des PAVM.
Méthodes : Les données cliniques de 53 patients neuro-lésés hospitalisés dans deux
services de réanimation du CHU de Nantes ayant développé une PAVM a SASM ont été
recueillies rétrospectivement. 60 souches de SASM a l'origine de PAVM chez ces patients
ont été caractérisés pour leur groupe agr et I'expression de plusieurs facteurs de virulence
de S. aureus étudiée in vitro par PCR en temps réel. La détection de 'hémolysine delta par
MALDI-TOF a été évaluée pour son apport pronostic dans ces infections. Résultats Les
SASM du groupe agr-I était a I'origine de PAVM évoluant plus séverement (53% de SDRA
tardifs modérés a séveres contre 32,3% pour les autres groupes, p=0,09) avec plus
d’échecs de traitement (40% contre 17% pour les autres groupes, p=0,003), induisant des
durées de séjours hospitalier prolongées de plus de 3 jours par rapport aux autres groupes.
détection de I'hémolysine delta par MALDI-TOF était corrélée I'expression de I’lhémolysine
delta in vitro et avait sensibilité de 70% pour prédire les SDRA précoces et 77% pour prédire
I’échec de traitement Conclusion La population de SASM est tres hétérogéne. Les souches
de SASM du groupe agr-I ont une pathogénicité accrue dans les PAVM en lien avec une
expression accrue du systeme agr. La techniqgue de MALDI-TOF est prometteuse pour le
pronostic de ces infections.
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