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1. STAPHYLOCOQUES A COAGULASE NEGATIVE

1.1. GENERALITE

Les Staphylocoques a coagulase négative (CNS) sont des commensaux de la peau et des
muqueuses humaines. lls ont été décrits la premiere fois en 1884 par Rodenbach comme
Staphylococcus albus, un staphylocoque avirulent. Les SCN appartiennent au genre
staphylococcus et sont ainsi appelés pour leur incapacité a produire de la coagulase, une
enzyme qui provoque la coagulation du plasma sanguin par opposition aux staphylocoques a
coagulase positive chez qui I'expression d’une activité enzymatique coagulase est un critere
phénotypique majeur. lls regroupent une cinquantantaine d’espéces. Mais de nouvelles
espéces isolées a partir d’échantillons cliniques humains, sont plus récemment décrites
comme des SCN. Il s’agit de: S. jettensis, S. massiliensis, S. petrasii, S. pettenkoferi, S.
pseudolugdunensis (De Bel et al., 2013, Pantucek et al., 2013, Tang et al 2008) (Tableau 1.1.).
Ces microorganismes constituent un groupe trés hétérogéne en termes de patrimoine

génétique, de facteurs de virulence, de capacités a accumuler les mécanismes de résistance.
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TABLEAU 1.1 : ESPECES ET SOUS-ESPECES DU GENRE STAPHYLOCOCCUS ET HOTES ASSOCIES (STEPAN ETAL.,
2004).

Hote et source

Espeéces et sous-espéces a coagulase

négative

S. agnetis

S. arlettae Homme, primates
S. auricularis Homme

S. capitis subsp. Capitis Homme

S. capitis subsp. Ureolyticus Homme, primates
S. caprae Homme, caprins
S. carnosus subsp. Carnosus Produits carnés

S. carnosus subsp. Utilis Aliments

S. chromogenes Animaux, lait

S. cohnii subsp. Cohnii Caprin, volaille

S. cohnii subsp. Urealyticum Homme

S. condimenti Sauce au soja

S. delphinii

S. devrisei

S. epidermidis

Homme, animaux, environnement

S. equorum subsp. Equorum

Homme

S. equorum subsp. Linens

Chevaux, bétail

S. fleurettii

Animaux, rarement homme

S. felis

Chats

S. gallinarum

Surface fromage affiné

S. haemolyticus

Homme, animaux domestique

S. hominis subsp. Hominis

Environnement, animaux sauvages

S. hominis subsp. Novobiosepticus

Volailles, oiseaux

S. intermedius

S. kloosii Chevre

S. lentus Produits carnés
S. lugdnensis Homme

S. lutrae

S. microti

S. muscae Homme

S. nepalensis Animaux

S. pasteuri Mouches, porcs

S. pettenkoferi

S. piscifermentans

Homme, animaux, aliments

S. pseudointermedius

S. rostri

S. saccharolyticus

Poisson fermenté

S. schleiferi subsp. Schleiferi

Homme

S. saprophyticus subsp. Bovis

Homme, animaux

S. saprophyticus subsp. Saprophyticus

Surface de fromage affiné

S. sciuri subsp. Carnaticus

Rongeurs, animaux
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S. sciuri subsp. Rodentium Homme, animaux
S. sciuri subsp. Sciuri Animaux, aliments
S. simulans Homme

S. stepanovocii

S. succinus subsp. casei Homme, animaux, environnement
S. succinus subsp. succinus Fromage lait de chevre

S. xylosus Homme, animaux, environnement
S. warneri Homme, mammifére

1.2. IDENTIFICATION

Avant 1975, les SCN étaient distingués de S. aureus par leur incapacité a coaguler le plasma
sanguin et ont été classés dans différents biotopes, selon Baird-Parker. Kools et al. (1975) ont
proposé un systéme d'identification des staphylocoques dans les laboratoires d’analyses de
routine. Ce systeme est basé sur 13 éléments caractéristiques, dont I'activité de la coagulase,
I’'hémolyse, la réduction des nitrates et la production des hydrates de carbone (Kloos et
Schleifer, 1975). Aujourd'hui, les tests basés sur la production de la coagulase et la réaction
de la thermonucléase sont utilisés pour la différenciation rapide de S. aureus des autres
especes de staphylocoques (Huebner et Goldmann, 1999) et plusieurs méthodes
phénotypiques (DB Phoenix, Api staphylocoque, VITEK 2 etc) et génotypiques (ARNr 16S, sodA,
gap, rpoB, géne tuf de séquencage) (Heikens et al., 2005; Layer et al., 2006; Mellmann et al.,
2006) sont développées pour I'identification des espéces. Une comparaison des identifications
phénotypique et génotypique a montré que le séquencage du geéne tuf est la meilleure
méthode d'identification (5/57 isolats mal identifiés) (Heikens et al., 2005). La comparaison
de trois kits commerciaux d’identification phénotypique a révélé que le test API®/ID 32
staphylocoques (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) semblait étre une alternative fiable
(23/27 des souches de référence et 19/20 des isolats cliniques sont bien identifiés). Le systeme
BD Phoenix (Becton Dickinson Diagnostic Systems) semble le moins fiable (18/27 des souches
de référence et 70/86 des isolats cliniques bien identifiés) quant au VITEK® 2 (BioMérieux)
20/27 de souches de référence et 80/86 de souches cliniques sont correctement identifiés
(Layer et al., 2006). Ainsi, les méthodes génotypiques sont supérieures aux méthodes
phénotypiques, mais certaines méthodes phénotypiques ont un niveau acceptable de
précision de l'identification. Généralement, les méthodes d’identification utilisées en routine

dans les laboratoires de microbiologie sont des méthodes conventionnelles qui reposent
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essentiellement sur des tests phénotypiques et/ou biochimiques et présentent un délai
d’identification d’environ 1 a 3 jours. Ce qui peut retarder le diagnostic et la prescription d’'une
antibiothérapie adaptée. De plus, ces méthodes donnent seulement une identification au
niveau du genre et/ou de I'espéce et ne sont souvent pas applicables pour une identification
au niveau de la sous-espece (typage), ce qui peut étre important lors de la suspicion et du
risque de situation épidémique dans le domaine médical. Bien que les méthodes génotypiques
reposent sur les techniques de biologie trés discriminantes favorisant des enquétes
épidémiologiques tres fines, ils ont aussi leurs limites, a savoir la complexité des protocoles,
le savoir-faire nécessaire pour maitriser ces systemes, le co(t des réactifs, I'utilisation de
sondes ou de séquences nucléotidiques spécifiques pour chaque espéce, et enfin le délai
important nécessaire pour |'identification. Ces difficultés ont favorisé le développement de la
spectrométrie de masse de type MALDI-TOF qui est désormais utilisée comme une méthode
d’identification de routine dans la plupart des laboratoires de microbiologie clinique des pays
développés. Cette technique permet l'identification en quelques mins de la plupart des
bactéries pathogénes a partir de colonies isolées, et a prouvé son efficacité et sa
reproductibilité avec plus de 95% de bactéries bien identifiées (Mellmann et al., 2009).
L'utilisation du MALDI-TOF/MS a récemment révélé la présence d’espéces de SCN telles que
S. pettenkoferi, S. condimenti, et S. piscifermentans, jamais identifiées auparavant avec

d’autres méthodes d’identification de routine (Argemi et al., 2015).

1.3. EPIDEMIOLOGIE CHEZ 'HOMME

La plupart des infections a SCN sont nosocomiales, contractées, a I’"hopital ou sont en relation
avec les soins de santé (Rupp et al., 1994, Huebner et al, 1999). Certains clones sont
probablement endémiques dans le milieu hospitalier. Les SCN ont la capacité de survivre dans
I'environnement de l'unité de soins intensifs sur les dispositifs médicaux ou du matériel
médical pendant des semaines a des mois (Neely et al., 2000). Chez les nouveaux-nés, leur
propagation est bien étudiée et ils sont le principal agent responsable des septicémies en
Néonatologie. Les bactériémies, liées ou non a une infection sur cathéter (Luzzaro et al., 2011,
Wisplinghoff et al., 2004), et les endocardites associées a des matériels implantés (prothese
valvulaire, pacemaker, défibrillateur implantable) (Murdoch et al., 2009, Benito et al., 2007)
sont les deux types d’infections nosocomiales ou associées aux soins au cours desquels les

SCN sont les plus souvent isolés, a égalité de fréquence avec S. aureus. D’autre part, les
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infections de port-a-cath et autres cathéters de longue durée chez les patients des services
d’oncologie représentent une problématique émergente (Lebeaux et al., 2012). Enfin, les SCN
sont couramment en cause dans les infections post-opératoires en Chirurgie Cardiaque
(médiastinites post-sternotomie) (Lepelletier et al 2005), en Chirurgie Orthopédique
(infections sur prothéses ou matériel d’ostéosynthese) (Zimmerli et al., 2004, Sheehy et al.,
2010) et en Neurochirurgie (méningites post-opératoires, en particulier sur cathéter de
dérivation ventriculaire) (Korinek et al., 2005, Wang et al., 2005) (Tableau 1.2). En milieu
hospitalier, la colonisation des patients et le personnel hospitalier par un S. epidermidis
résistant aux antibiotiques précede l'infection par ces organismes (Nouwen et al., 1998;
Widerstrom et al., 2006). Un type de séquence (ST) nommé ST27 est exclusivement contenu
dans les isolats ica-positifs et MR et représente la majorité des souches cliniques au sein de
différents hopitaux et dans les installations médicales (Kozitskaya et al., 2005). La combinaison
de la formation de biofilm, la résistance aux antibiotiques et la flexibilité génétique dans le
clone ST27 peut expliquer sa prédominance dans les milieux hospitaliers. Il se pourrait que les
patients qui sont admis a I’'hdpital soient plus rapidement colonisés par ce clone et que
I'acquisition de cette nouvelle microflore pourraient représenter |'origine des infections plus
tard (Kozitskaya et al., 2005). Le port du gene mecA dans ces clusters est généralement tres
élevé, ce qui suggere que la résistance aux antibiotiques est I'une des grandes forces sélectives
(Kredi et al., 2004). Quant aux infections communautaires a SCN, elles sont le plus souvent
associées a des souches sensibles aux antibiotiques, mais la cause de leur survenue n’est pas

encore clairement établie.
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TABLEAU 1.2 : EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS A STAPHYLOCOQUES A COAGULASE NEGATIVE (SCN) :
DONNEES MULTICENTRIQUES.

Infections Références

aSCN, %

Episodes, n

Types d’infection

Bactériémie Etats Unis, 49 hopitaux, 24179 31% Wisplinghoff
nosocomiale 1995-2002 et al., 2004
Bactériémie Italie, 20 hopitaux, 7821 15% Luzzaro et
nosocomiale 2007-2008 al.,, 2011
Bactériémie sur
cathéter France, 196 réanimations, 155 29% Réseau REA-
(réanimation) 2012 Raisin, 2014
Infection de port-a- France, 3 services, 83 29 % Lebeaux et
cath (oncologie) 2009-2010 al., 2012
Endocardite sur 25 pays, 58 hopitaux, 563 17% Murdoch et
prothése valvulaire 2000-2005 al., 2009
Endocardite sur
pacemaker ou 28 pays, 61 hopitaux,
défibrillateur 2000-2006 177 32% Athan et al.,
implanté 2012
Endocardite France, 33 réanimations, 225 7% Sonneville
admise en 2007-2008 etal., 2011
réanimation (tous
types)
Infection de
dispositif Etats-Unis, 3 hopitaux, 78 25% Nienaber et
d’assistance 2005-2011 al., 2013
ventriculaire
Médiastinite post-
sternotomie France, 1 centre, 316 13% Benito et al.,
1993-2003 2007
Infection du site
opératoire apres France, 1 centre, 527 21 Korinek et
neurochirurgie 1997-2001 al., 2005

1.4. PATHOGENESE DES INFECTIONS A STAPHYLOCOQUE COAGULASE

1.4.1. Ecologie humaine

La peau constitue une barriere physique et une interface avec I'environnement extérieur et
est physiologiquement colonisé par une multitude de micro-organismes (Grice et al., 2011).
Les SCN représentent une partie réguliere du microbiote cutané et muqueux des humains
(Figure 1.1). Bien que la peau soit percue comme le plus grand organe du corps humain, les

différences entre I'épaisseur de celle-ci, les densités des follicules pileux et des glandes
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définissent des habitats distincts de différents microbiotes, y compris les SCN. S. epidermidis,
I’espece majoritaire, colonise plus de 90 % des sujets de la population générale (Lina et al
2003). Des analyses métagénomiques récentes ont révélé que les staphylocoques préféerent
les zones d'humidité plus élevée (les aisselles, les régions fessiére et inguinale, I'ombilic, les
espaces antécubital et poplitéal, et la région plantaire) (Costello et al., 2009, Grice et al., 2009).
En outre, la partie antérieure des narines, principal habitat de S. aureus, est aussi
constamment colonisée par des SCN (Wos-Oxley et al., 2010). De méme, la surface oculaire,
est habituellement colonisée par ces bactéries (Willcox et al., 2013). Certains facteurs
favorisent la colonisation, parmi lesquels : 'immunodépression (Vandenesch et al., 1995),
I'implantation de corps étrangers divers tels que les protheses, les stimulateurs cardiaques,
les cathéters vasculaires, les shunts de dérivation du LCR (Huebner et al., 1999) ou la
multirésistance de certains SCN aux antibiotiques, la prématurité des nouveaux-nés
(Vandenesch et al., 1995) et le contact avec le personnel médical ou le travail en milieu
hospitalier (Kaur et al., 2014). D’autre part, I'élément génétique mobile ACME (Arginine
Catabolic Mobile Element), initialement décrit chez le clone pandémique de S. aureus
USA300, résistant a la méticilline (Diep et al., 2006), est présent chez plus de 70 % des souches
commensales de S. epidermidis (Miragia et al., 2009, Barbier et al., 2011). Il pourrait favoriser
la dissémination de ces souches en améliorant leurs capacités de colonisation (amélioration
du fitness et de résistance aux peptides cationiques antimicrobiens sécrétés par les cellules
des muqueuses de I’'h6te) (Diep et al., 2008). D’autres espéces sont couramment isolées dans
le microbiome de la peau et des mugqueuses, en particulier
S. haemolyticus, S. hominis, S. capitis et S. warneri. Cependant, les densités de colonisation et
les sites préférentiels de portage sont différents (visage et scalp pour S. capitis, ou mains

pour S. warneri) (Kools et al., 1975; Kools et al., 1976).
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S. hominis
S. epidermidis

FIGURE 1.1 : NICHE ECOLOGIQUE HUMAINE DE QUELQUES ESPECES DE SCN.
(WWW://SLIDEPLAYER.FR/SLIDE/3519775/11/IMAGES/7/NICHES+ECOLOGIQUE).

1.4.2. Transmission

Elle peut étre :

Directe : A partir de lésions ouvertes ou d’un simple portage asymptomatique chez le sujet
source ou par auto inoculation des fosses nasales. En milieu hospitalier, la transmission est
essentiellement manuportée par le personnel soignant. La transmission croisée par
I'intermédiaire des soignants favorisant la dissémination des clones les mieux adaptés a

I’environnement hospitalier est aussi possible (Hira et al., 2010).

Indirecte : par voie aérienne (sécrétions de la sphere ORL), par les objets souillés ainsi que les
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). La porte d’entrée est fréquemment cutanée.
Une plaie, méme minime, une excoriation, le point de pénétration d’un cathéter sont des

portes d’entrée potentielles. Les muqueuses sont plus rarement en cause.

1.4.3. Du commensalisme a la pathogénicité

Les mécanismes par lesquels les SCN provoquent les infections ne sont pas encore

complétement élucidés. Cependant, dans des situations opportunistes (état
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d’immunodépression de I’'h6te), ces micro-organismes traversent les barriéres de protection
tels que la peau et les muqueuses et colonisent les sites adjacents a la flore normale a la
recherche de stratégie de survie inhérente aux mécanismes de I"évolution. Ce qui les conduit
vers la situation de pathogénicité qui représente du point de vue de la bactérie, une source
intarissable de nutriments. Afin de profiter de cette source alimentaire, les SCN possedent un
arsenal de stratégie variable en fonction de I'espece pour permettre I’évasion de I'immunité
innée ou adaptative, 'adhésion, et I'agression par |’élaboration de facteurs de virulence qui

font I'objet de cette étude.

1.4.3.1. Evasion du systéeme immunitaire

L'immunité innée constitue la premiére ligne de défense de I'organisme face a un agent
pathogene au cours d’une infection. Elle est immédiate et active dés la naissance et repose
sur trois mécanismes majeurs. a) Les enzymes et les peptides microbiens, b) le systéeme du
complément et c) la phagocytose (Rooijakkers et al., 2005). La réponse immunitaire est induite
par un « signal danger » émis suite a l'interaction spécifique entre des récepteurs du soi
appelés «Pattern Recognition Receptors» (PRR) et des molécules du non soi appelées
« Pathogen Associated Molecular Parttens » (PAMP) présents au niveau des microorganismes
pathogénes (Kumar et al., 2011) ce qui déclenche la libération de composants antimicrobiens
et chimioattractants permettant le recrutement des cellules immunitaires (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques, épithéliales et endothéliales). Cependant, les SCN ont
élaboré des stratégies pour échapper aux mécanismes de défense du systeme immunitaire a
savoir I'internalisation et |la persistance dans la cellule hote et I'interférence avec le systéeme

immunitaire humain.

1.4.3.1.1. Internalisation et persistance dans les cellules hotes

1.4.3.1.1.1. Internalisation par les phagocytes non professionnels

Les SCN peuvent étre phagocytés par des cellules hotes, menant a |'évasion a la défense
immunitaire du patient et a la thérapie antibactérienne par « dissimulation » dans les
phagocytes non professionnels. En effet, il a été récemment décrit que, I'AtlE (surface-
associated autolysin/adhesin) de S. epidermidis se lie non seulement aux facteurs de I’'hote,
mais aussi promeut I'adhésion et I'internalisation de la souche dans les cellules endothéliales
humaines; ce qui représente peut-étre le premier et seul mécanisme d'internalisation

employé par les SCN (Hirschhausen et al., 2010). Il peut aussi étre internalisé dans les cellules
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osseuses (Valour et al., 2013). Chez S. saprophyticus, 'internalisation par une lignée cellulaire

de carcinome de vessie humaine a été rapportée (Szabados et al., 2008).

1.4.3.1.1.2. Persistance intracellulaire : le concept de « Small Colony
Variante »

Le terme "small colony variant "(SCV) reflete un phénotype spécifique résultant de la
transformation du type sauvage (phénotype normal). Les SCVs ont été décrits chez plusieurs
bactéries Gram-négatif et Gram-positif. Alors que la plupart des travaux ont été faits sur les
SCVs de S. aureus (Proctor et al., 2006), les caractéristiques générales similaires des SCVs sont
identifiées chez les SCVs des SCN (Proctor et al., 2006). Quelle que soit I'espéce, le phénotype
du SCV est caractérisé par des changements drastiques dans le métabolisme cellulaire, reflété
par une réduction du taux de croissance et des modifications quantitatives et qualitatives
substantielles du transcriptome, du métabolome et du protéome (Biswas et al., 2006, Allignet
et al.,, 2001). Ces changements déterminent I'auxotrophie exprimée par presque tous les
isolats SCV (Besier et al., 2007). Les changements métaboliques aussi influencent le
morphotype colonial des SCVs, qui sont caractérisés par des colonies minuscules (Figure 1.2)
ou la perte de pigmentation et d’"hémolyse comparées a leurs homologues de type sauvage
(Proctor et al., 2006). Leur localisation intracellulaire fournit une niche de survie dans
I’environnement de I’h6te, la résistance contre les défenses de ce dernier et contre les agents
antimicrobiens (von Eiff et al., 1997, Tuchscherr et al., 2010). Par ailleurs, la virulence et les
caractéristiques pathogenes sont modifiées. Comme exemple, les souches de S. epidermidis
mutantes présentant le phénotype SCV ont démontré une augmentation de I'expression du

PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) (Al Laham et al., 2007).
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Phénotype SCV

FIGURE 1.2 : GELOSE AU SANG DE MOUTON MONTRANT UNE SOUCHE DE S. EPIDERMIDIS ISOGENIQUE
AFFICHANT A LA FOIS LE PHENOTYPE NORMAL (A DROITE) ET LE PHENOTYPE SCV (A GAUCHE) (ONYANGO ET
AL., 2008).

1.4.3.1.2. Interférence avec le systéme immunitaire humain

Une conséquence grave des infections a SCN est la septicémie. La production de cytokines,
telles que les facteurs alpha de nécrose tumorale (TNFa), les interleukines-1 et 6 (IL-1 et IL-6),
joue un réle majeur dans la physiopathologie des événements inflammatoires de la
septicémie. En effet, Les SCN peuvent interférer avec le systéme immunitaire en libérant des
composants de leur paroi cellulaire, tels que le peptidoglycane et I'acide téichoique qui
stimulent les lymphocytes humains a produire TNFa, I'lL-1 et IL-6 d’'une maniéere dépendante
de la concentration (Mattsson et al., 1993). Cette libération excessive entraine le syndrome
de choc toxique qui peut induire la mort du patient. D'autres études ont montré que le sérum
humain augmente fortement la capacité du peptidoglycane a induire la libération TNFa par

les cellules immunitaires humaines (Mattsson et al., 1994).

1.4.3.2. L'adhésion aux surfaces et la persistance par la formation de biofilms

La premiére phase critique de I'établissement d’une infection par des staphylocoques est
I'adhésion a I'h6te ou a la surface d’un matériel biologique étranger. La colonisation de la
surface polymére d'un dispositif médical par formation d'un biofilm multicouche est
considérée comme le facteur critique dans la pathogenese des infections a SCN associées aux

corps étrangers (Peters et al., 1982). Parmi les SCN, S. epidermidis est le plus souvent |'espéce
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responsable des infections associées a un biofilm. L'infection de la surface du polymeére se
produit probablement pendant I'insertion du dispositif, apres I'inoculation d'un petit nombre
de bactéries a partir des membranes muqueuses ou la peau du patient. Le biofilm est
constitué d’énormes agglomérats de cellules bactériennes enfermées dans une matrice
extracellulaire amorphe composée de produits bactériens, tels que : les acides téichoiques,
des protéines, des polysaccharides, et de I'ADN extracellulaire (EdNA) (Izano et al., 2008). Les
biofilms peuvent étre formés sur les surfaces abiotiques des dispositifs médicaux ou sur des
surfaces biotiques, tels que les tissus de I’h6te. La formation du biofilm peut étre divisée en
cing étapes: (1) la fixation rapidement a la surface biotique ou abiotique par des interactions
non spécifiques (hydrophobe, électrostatique et Van der Waals...) en plus des autolysines
(Legeay et al., 2006), (2) la multiplication et 'accumulation des bactéries dans des agrégats
de cellules a plusieurs couches est un processus actif médié par les « microbial surface
component recognizing adhesive matrix molecules » (MSCRAMMs) (Speziale et al., 2009) et
par adhésion intercellulaire, (3) le développement ou la maturation du biofilm en une couche
épaisse et (4) le détachement des cellules ou les agglomérats de cellules uniques du biofilm
dans un état planctonique pour diffuser via la circulation sanguine ou (5) pour initier un
nouveau cycle de formation de biofilm a un autre site (Figure 1.3) (Costerton et al., 2005; AL-
Fattani et al., 2004). Un biofilm mature contient des canaux qui sont remplis de fluide pour
assurer la livraison d'oxygene et de nutriments aux cellules bactériennes qui se trouvent dans
les couches plus profondes (Costerton et al., 1999). Pour adapter I'attachement a des surfaces,
ainsi que pour faciliter I'adhésion intercellulaire, les espéces du genre Staphylococcus
produisent divers adhésines protéiques et non protéiques (Heilmann, 2011). Les adhésines
protéiques regroupent les autolysines (Atl) et les protéines membranaires (Foster et al., 2014).
Les adhésines non protéiques comprennent I'adhésine intercellulaire polysaccharidique (PIA)
ou le poly-N-acétylglucosamine (PNAG), ainsi que les acides téichoique et lipotéichoique. Les
facteurs de virulence impliqués dans I'adhésion et la formation de biofilm font généralement
partie du génome accessoire et ne sont donc pas communs a toutes les souches. En outre, les
modeles in vitro de la formation de biofilms sont certainement loin de décrire les interactions

complexes dans des conditions in vivo.
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FIGURE 1.3 : ETAPES DE FORMATION DE BIOFILM CHEZ S. EPIDERMIDIS.

Les phases principales du développement du biofim sont : I'attachement des cellules planctoniques a
la surface, I'accumulation bactérienne, la maturation biologique et la dispersion. Les premiers
événements impliquent I'expression d’adhésines, d’exopolysaccharides et de protéines impliquées
dans l'agrégation. Lorsque le biofilm atteint sa phase finale de maturation, I'exceés de peptide auto-
inducteur (AIP) déclenche le début de la phase de dispersion, caractérisée par I'augmentation de
|'expression de RNAIIl avec production consécutive de protéases extracellulaires et de modulines
solubles dans le phénol. Figure adaptée de (Arciola et al., 2012).

1.4.3.3. Production des lantibiotiques

Les lantibiotiques appartiennent a la classe des peptides antimicrobiens cationiques (PAC).
Ces peptides antibiotiques contiennent de rares, acides aminés thioéther non
protéinogénique (lanthionine et / ou méthyllanthionine), d'ou leur désignation comme
"antibiotique contenant des peptides de la lanthionine" : les lantibiotiques (Sahl et al., 1998).
Ils sont regroupés en peptides de type A et de type B en fonction de leurs caractéristiques
structurelles et fonctionnelles. En général, les lantibiotiques de type A sont des peptides
cationiques allongés jusqu'a 34 résidus, et qui montrent des similitudes dans I'arrangement
de leurs ponts. Ces peptides agissent principalement en perturbant l'intégrité de la membrane
des organismes cibles par l'induction de pores dans la membrane cytoplasmique. lls
comprennent : la nisine, la subtiline, I'épidermine... (Jung et al., 1991). Les lantibiotiques de

type B sont des peptides globuleux, constitués de 19 résidus d’acides aminés, et agissent par
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la perturbation de la fonction enzymatique. Par exemple, l'inhibition de la biosynthése des
parois cellulaires (Hansen et al., 1993).

Les staphylocoques commensaux sont connus en particulier pour leur production de
lantibiotiques (GoOtz et al., 2014). Leur production peut jouer un role considérable dans
I'interférence ou I'antibiose bactérienne sur la peau et les muqueuses, créant ainsi une niche
écologique pour S. epidermidis et autres les SCN. Les lantibiotiques produits par S. epidermidis
sont les épidermines bien caractérisées, et les Pep5. Ensuite, I'épilancine K7, I'épidermicine
NIO1 et I'épicidine 280 ont été identifiées. D'autres lantibiotiques produits par les SCN ont été
détectés chez S. gallinarum (gallidermine), S. hominis (hominicine), et S. warneri (nukacine

ISK-1) (Gbtz et al., 2014).

1.5. POUVOIR AGRESSIF DES SCN

Contrairement a S. aureus, les souches de SCN sont caractérisées par une faible agressivité.
Ainsi peu de facteurs de virulence ont été décrits chez ces derniéres. Cependant, ils ont
développé des mécanismes multiples, y compris la production d'une variété d'enzymes
extracellulaires, telles que des lipases, des protéases, des estérases et des phospholipases,
ainsi que la production de toxines hémolysines et d'autres facteurs de virulence. Ces facteurs
peuvent varier en fonction de I'espéce ou de I'origine de la souche. Dans la suite de ce travail,
nous nous consacrerons a décrire les facteurs de virulence de S. epidermidis qui est I'espéce

la plus fréquemment mise en cause dans les infections a SCN.

1.5.1. Enzymes extracellulaires

Les exoenzymes sont impliquées dans l'inactivation du systéme de défense de I’h6te en
favorisant ainsi l'invasivité accrue des bactéries. S. epidermidis produit différentes
exoenzymes dont les protéases et les lipases. Les protéases secrétées sont généralement :

La métalloprotéase extracellulaire SepA qui a une forte capacité a inactiver les peptides
antimicrobiens (AMPs) par clivage protéolytique (Lai et al., 2007). Le mécanisme d’action de

SepA est résumé par la figure 1.4.
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FIGURE 1.4 : MECANISME D’ACTION DU CAPTEUR DE PEPTIDE ANTIMICROBIEN SEPA (CHEUNG ET AL., 2010)

En effet, les AMP sont des molécules cationiques qui s'attachent a la surface bactérienne
chargée négativement et a la membrane par une interaction électrostatique, une condition
préalable a |'activité antimicrobienne de ces peptides. Le récepteur de la protéase SepA de S.
epidermidis comporte une boucle extracellulaire courte avec une forte densité de résidus
d'acides aminés chargés négativement qui interagissent avec les AMP cationiques. La
transduction de ce signal via ApsS et I'accessoire essentiel ApsX, qui a une fonction encore
inconnue, déclenche I'expression de mécanismes de résistance AMP clés. La D-alanylation des
acides teichoiques, codée par les produits de I|'opéron dit, et la lysylation du
phosphatidylglycérol, catalysée par I'enzyme MprF, entrainent une diminution de la charge
négative de la surface cellulaire et de la membrane, ce qui conduit a une diminution de
I'attraction ou a la répulsion des AMPs cationiques. Le transporteur ABC VraFG favorise
également la résistance aux AMPs et fonctionne probablement en tant qu'exportateur AMP.
SepA favorise également, la résistance de S. epidermidis a la destruction par les
polymorphonucléaires neutropiles (PMN) (Cheung et al., 2010).

La protéase extracellulaire ECP (cell wall-associated cysteine protease) a une activité élastase

capable de dégrader les protéines humaines telles que : I'élastine, le collagene, le fibrinogéne
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et la fibronectine. Il est considéré comme un facteur de virulence qui contribue a la
colonisation et l'infection des tissus humains (von Eiff et al., 1999).

Deux génes homologues codant la lipase sont décrits chez S. epidermidis. |l s’agit de: gehC et
gehSE1. Récemment, un deuxieme gene de lipase, gehD, de la souche S. epidermidis 9 a été
caractérisée (Longshaw et al., 2000). Ces lipases seraient impliquées dans la colonisation de la

peau (Simons et al., 1998).

1.5.2. Toxines cytolytiques

Les SCN ont en général, un potentiel cytolytique inférieur a S. aureus. Néanmoins, S.
epidermidis produit des toxines cytolytiques telles que :

Les PSMs (Phenol-soluble modulins) de type alpha, beta et deta qui sont proches des PSMs de
S. aureus (Figure 1.5) par leur capacité marquée a lyser les neutrophiles humains en formant
des pores dans la membrane cellulaire, conduisant a la lyse des globules rouges et d'autres
cellules des mammiferes (McKevitt A., 1990). Les PSM sont également des chimioattracteurs
pour les neutrophiles et les monocytes et induisent la libération de cytokines. Ils stimulent
également la production de NF-KB dans les cellules de lignage des macrophages (Mehlin et al,
1999) (Figure 1.6). En raison de ces propriétés pro-inflammatoires prononcées, les toxines

peuvent contribuer a la septicémie causée par les SCN.

S. aureus PSMo4 MAIVGTIIKIIKAIIDIFAK-===-

S, aureus §-Toxin MAQDIISTIGDLVKWIIDTVNKFTKK-

E S, epidermidis &-Toxin MAADIISTIGDLVKWIIDTVNKFKK--

— S, epidermidis PSM3 MSIVSTIIEVVKTIVDIVKKFKK--

artype S. aureus PSMa] MGIIAGIIKVIKSLIEQFTGK----
S. aureus PSMo2 MGITAGIIKFIKGLIEKFTGK~--~-

S. epidermidis PSMat MADVIAKIVEIVKGLIDQFTQK====

S. aureus PSMa3 MEFVAKLFKFFKDLLGKFLGNN

S S, epidermidis PSMe MFIINLVKKVISFIKGLFGNNENE-

S. aureus PSMPI MEGLFNAIKDTVTAAINNDGAKLGTSIVSIVENGVGLLGKLFGF-

S.aureusPSMp2 | MTGLAEATANTVQARQQHDSVKLGTSIVDIVANGVGLLGKLEGF-

B-type —: S, epidermidis PSMP1| MSKLAEAIANTVKAAQDQDWTKLGTSIVDIVESGVSVLGKIFGF-
S, epidermidis PSM2 | MEQLFDATRSVVDAGINQDWSQLASGIAGIVENGISVISKLLGO-

S. epidermidis PSMP3 -MKLFNAFKDILEAAITNDGTQLGASIVNIIESSVDMVNRFLGN-~

Amphipatiﬂc 0-helix

FIGURE 1.5 : L'ALIGNEMENT SEQUENTIEL DES PSM DE S. EPIDERMIDIS ET S. AUREUS (OTTO, 2009).

Tous les PSM contiennent une a-hélice amphipathique et une méthionine N-formyl en N-terminal. Les
PSM du type a sont relativement courts, ~ 20 a 25 acides aminés. En particulier, les peptides PSMa 1
a4 deS. aureus sont fortement cytolytiques. Les PSM du type B sont plus longs avec 45 acides aminés,
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et n'ont pas d'activité cytolytique considérable. Seul les PSM de type a avec une activité cytolytique
modérée, et les PSM de type B sont sécrétées en grandes quantités par S. epidermidis (Otto, 2009).
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FIGURE 1.6 : ACTIVITE CYTOLYTIQUE DU PSM DE TYPE A DE S. EPIDERMIDIS (MEHLIN ET AL, 1999).

La delta like-toxin est impliquée dans I'entérocolite nécrosante des nouveau-nés (Scheifele et
al., 1987). Elle differe de la delta toxine de S. aureus par seulement trois acides aminés et est
codée par le géne hld qui est le composant du systeme de régulation agr (McKevitt., 1990).
Ainsi, S. epidermidis a le potentiel de produire des cytotoxines, cependant, la production de
fortes doses de PSMs cytolytiques est rare, expliquant pourquoi les surnageants de culture de

S. epidermidis ont peu de capacité a lyser les PMN (Cheung et al., 2010).

1.5.3. Superantigénes

Chez S. aureus, les superantigenes (SAgs) sont des toxines de nature protéique d’une masse
moléculaire d’environ 22-29 KDa, résistantes a la protéase et a la dénaturation par la chaleur,
regroupant les entérotoxines staphylococciques (SE) et la toxine du choc toxique (« Toxic
chock syndrome toxin-1 » ou TSST-1) (Papageorgiou et al., 2008). Ils ont été initialement
décrits chez S. aureus et présentent au moins trois propriétés biologiques : la pyrogénicité, la
capacité d’accentuer I'endotoxicité chez le rat et la superantigénicité. Ces toxines dévient la
réponse du systeme immunitaire de I’'hote de la réponse spécifique contre une infection et

conduisent a un syndrome de choc toxique ou a des intoxications alimentaires.
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La capacité des SCN a produire des SAgs, a été un sujet de débat depuis qu’un cas de TSS
provoqué par une souche de SCN isolé de I'appareil génital d’une femme a été rapporté en
1986 (Kahler et al., 1986). Cependant, ces isolats et d’autres SCN présumés TSST-1 -positifs
ont été plus tard révélés comme non producteurs de TSST-1 (Kreiswirth et al., 1987). Plus tard,
lors de I'application de la technologie de la PCR, des isolats cliniques de SCN présumés positifs
pour la production de SAgs, sont présentés comme non porteurs des genes codant pour les
SAgs classique (sea - see et tst) (Becker et al., 2001). Ainsi, jusqu'a présent, les données
raisonnables font défaut pour confirmer la sécrétion de quantité détectable des SAgs
classiques par des souches de SCN provenant d'échantillons humains, ou leur implication dans
des cas cliniques de TSS ou d'intoxications alimentaires (Spaulding et al., 2013). Cependant,
un isolat de S. epidermidis d'origine humaine a été récemment décrit pour abriter un ilot de
pathogénicité (SEPI) contenant des génes codant pour la variante SEC3 de SEC et la toxine SE-
like L (SE/L) (Madhusoodanan et al., 2011). Certains rapports sur la production de SAgs des
SCN ont été publiés pour des isolats provenant de spécimens d'animaux ou de denrées
alimentaires (Park et al.,, 2011). En général, les réactivités croisées de dosages
immunologiques et d’éventuels mépris a I'époque pré-moléculaire peut entraver une
évaluation précise des résultats des études respectives. Bien que plusieurs auteurs
s’interrogent encore sur le potentiel toxigénique des SCN, la présence des génes codant des
entérotoxines SEA, SEB, SEC et TSST-1 est démontrée chez certaines souches cliniques et
alimentaires comme : S. hominis, S. warneri, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. xylosus, S.
haemolyticus et S. schleiferi. (Da-Cunha et al., 2006, Madhusoodanan et al., 2011). Dans la
deuxieme partie de la généralité, nous aborderons plus en détails, les propriétés des

entérotoxines.

1.6. REGULATION DES PROCESSUS PATHOGENIQUES CHEZ LES SCN

Les connaissances relatives a la régulation des facteurs de virulence des SCN ont
considérablement augmenté ces derniéres années. Deux systemes de Quorum sensing (QS)
ont été signalés : le régulateur de gene accessoire (agr) (Novick et al., 2003; Dufour et al.,
2002) et le systeme luxS/AI-2 (Xu et al., 2006). Un autre régulateur des facteurs de
pathogénicité de S. epidermidis est le « staphylococcal accessory regulator (sar) locus ».
L'expression de I'agr et de sar est influencée par le facteur de transcription alternatif B, qui

est le régulateur global des réponses au stress dans un grand nombre d’espéeces de bactéries.
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1.6.1. Le « Quorum sensing » (QS)

Les systemes Quorum sensing sont des systémes de communication entre les différentes
cellules bactériennes qui font intervenir la production, la détection et la réponse a des auto-
inducteurs, qui sont de petits peptides de phéromone ou des peptides d’auto-induction (PAIs)
de signalisations extracellulaires sécrétés par les bactéries. Son principe repose sur la
sécrétion d’un peptide auto-inducteur (PAI) dans le milieu externe qui, en s’"accumulant pour
atteindre une concentration seuil, va permettre I'expression de certains genes de maniere
simultanée chez toute la population de bactéries. Le Quorum Sensing contréle par exemple
I’expression du biofilm staphylococcique. En effet a faible densité cellulaire la concentration
des PRAs est faible. Avec I'augmentation de la densité cellulaire, la concentration des PAls
devient élevée. Le QS est induit par I'activation d'un régulateur transcriptionnel quand un
certain seuil de concentration de PAI est atteint, qui généralement se produit dans la phase
de croissance exponentielle tardive. Le régulateur transcriptionnel régule ensuite I'expression

des genes cibles, qui peuvent étre réprimés ou stimulés.

1.6.1.1. Le systeme Agr

Le facteur de régulation Agr du systéme QS staphylococcique se compose des transcrits ARNII
(opéron agrBDCA) et ARNIII (régulation des genes de virulence) (Otto, 2015) (Figure 1.7).
L'opéron agrBDCA code quatre protéines : AgrB, AgrD, AgrC et AgrA (Kornblum et al., 1990).
L’AgD code le peptide précurseur du signal quorum extracellulaire de I’Agr qui va étre maturé
par I'endopeptidase membranaire. L’AgrB est responsable de I'ajout d’une thiolactone, du
clivage de la région C-terminale et de I'export vers le milieu extérieur. Le PAl va s"accumuler
dans le milieu extérieur de la bactérie jusqu’a atteindre une concentration seuil. Ainsi, il va se
fixer sur AgrC, une histidine kinase membranaire, ce qui va entrainer une cascade de
phosphorylations, résultant en I'activation de I’AgrA. Enfin, la protéine AgrA se lie aux
promoteurs d’ARNII et ARNIII pour induire leur transcription.

L'ARNIIlI régule la transcription des genes de virulence, elle stimule I'expression des
déterminants de la pathogénicité extracellulaires, telles que des enzymes, des toxines et les
PSMs, et de plus régule I’'expression des cell wall-anchored (CWA) protiins (Novick et al., 2003)
ce qui facilite le maintien de l'infection. Des agr homologues ont également été identifiés dans
d'autres SCN et SCP, tels que S. intermedius, S. warneri et S. lugdunensis (Novick et al., 2003,

Otto et al., 1999). La similitude entre les systémes agr de S. aureus et S. epidermidis est
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considérable. Néanmoins, les séquences de S. aureus, S. epidermidis, et les AIPs de S.

lugdunensis ne sont pas tres semblables et different en longueur.

Cb S. aureus of different Agr types
" . - other
Quorum-sensing circuit Cb Staphylococcus

species

Cross-inhibition
CAorB )
o ey N
&toxin (hid)
RNAII P2 P3
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Promotion of Target gene
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@ Activation of
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D —{ Inhibition of translation
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FIGURE 1.7 : CONTROLE AGR CHEZ LES STAPHYLOCOQUES.

Le signal PIP est produit a partir du précurseur AgrD par maturation et exportation d'AgrB. A une
certaine concentration seuil, le PAl active le systeme a deux composants AgrC-AgrA et AgrA
phosphorylé active la transcription a partir du promoteur P2 entrainant une régulation auto-réactive.
Les ARNAIIl controlent les génes cibles par appariement de bases avec les extrémités 5'UTRs en
inhibant la traduction. lls sont utilisés pour l'inhibition directe des genes cibles inhibés par I'Agr. L’AgrA
augmente aussi la transcription des opérons de PSMa et PSMPB codant les peptides PSM, dans un mode
de régulation Agr indépendant de I'ARNIII (Novick et al., 2003).

1.6.1.2. Le systéme JuxS/Al-2

Plusieurs bactéries Gram positif portent le systéeme QS /uxS/Al-2. Chez S. epidermidis comme
S. aureus, luxS code la synthése du dérivé appelé auto-inducteur 2 (Al-2) (Xu et al., 2006). L’Al-
2 est synthétisé principalement dans la phase de croissance exponentielle. La mutation du
géne luxS de S. epidermidis donne lieu a un phénotype similaire a celui observé avec la

mutation d’agr. Le luxS mutant donne un biofilm plus épais que son homologue parental. Le
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systeme luxS de S. epidermidis régule négativement la production de biofilm par la répression
de I'opéron icaADBC. Par conséquent, le mutant /uxS révele une augmentation de synthese du
Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA)/poly-N-acetylglucosamine (PNAG) par rapport a sa
souche parentale et une capacité prononcée a coloniser et a initier une infection (Xu et al.,
2006). luxS commande également |'expression des facteurs liés a la pathogénicité, tels que
PSMs et lipase, ce qui suggére que l'augmentation de la production de biofilm dans les
mutants luxS peut étre dlie, au moins partiellement, a la faible synthese de PSMs et, par
conséquent, une vitesse de détachement de biofilm diminuée. Le systeme QS luxS a un effet
prononcé sur la production de biofilm et la virulence de S. epidermidis, mais pas chez S. aureus
(Doherty et al., 2006). Par conséquent, au moins dans le cas de S. epidermidis, les systemes

QS connus (agr et luxS) répriment la formation de biofilm.

1.7. SIGNIFICATION CLINIQUE ET INFECTIONS ASSOCIEES

L'utilisation accrue de dispositif médical implanté en milieu hospitalier, a conduit a
I'augmentation de la grande variété d'infection causée par les SCN. Cela a été confirmé par
une multitude d'études cliniques dans certaines unités de soins et groupes de patients.
Cependant, la plupart des études portent sur les SCN dans leur ensemble, et ne font pas la
distinction entre les différentes espéces. Ainsi, I'impact réel des espéces moins fréquentes
pourrait étre sous-estimé. En outre, en raison de la difficulté dans la différenciation des SCN a
I’époque prémoléculaire/spectrométrie de masse, les données liées aux espéces sont
interprétées avec prudence, notamment si les espéces moins fréquemment rencontrées sont
impliquées. En dépit de tous les commensaux qui colonisent I’hote ou la surface naturelle des
aliments, la capacité de divers staphylocoques a provoquer une infection est différente. Outre
S. aureus qui est hautement pathogéne, S. epidermidis, S. lugdunensis, S. capitis et S.
saprophyticus sont des exemples de staphylocoques pathogénes. Les staphylocoques
relativement non pathogénes sont représentés par les espéces saprophytes associées aux
aliments et celles d’origine animale (von Eiff et al., 2006). Les caractéristiques spécifiques des
souches et les capacités spécifiques de I'h6te d’une espece donnée de staphylocoque doivent
également étre prises en considération. Ainsi, les espéces encore moins virulentes peuvent
provoquer des infections, en particulier si les cofacteurs (corps étrangers et/ou
immunosuppresseurs) qui favorisent son développement sont présents. En général, S.

epidermidis est |'espece la plus fréguente dans les infections a SCN suivi de S. hominis, S.
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haemolyticus et S. capitis (Shin et al., 2011). En revanche, dans une étude globale réalisée sur
I'endocardite, S. lugdunensis a été rapporté comme le deuxieme pathogene le plus fréquent
(Petti et al., 2008). La pathologie clinique la plus importante associée aux SCNs est I'infection
liée au corps-étrangers. Ces souches sont le plus souvent isolées de la circulation sanguine et
produisent dans des circonstances données des facteurs pouvant influencer leur pouvoir

pathogéne.

1.8. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Les staphylocoques sont capables de coloniser rapidement |'organisme humain et de
s’adapter a son systeme immunitaire. L'avenement des médicaments antibiotiques a permis
de traiter des maladies staphylococciques pouvant devenir mortelles. Mais tres toét, les
staphylocoques ont développé des mécamismes de résistance pour contourner ces
substances. Ainsi, I'un des problémes dans le traitement des infections a SCN est leur

résistance a de nombreux antibiotiques. En particulier, la résistance a la méticilline.

1.8.1. Résistance a la méticilline

La méticilline est un dérivé de la pénicilline de la classe des B lactamines. Son utilisation
massive a rapidement causé |'apparition de souches de SCN résistantes a la méticilline
(SCNRM). Cette résistance est induite par I'expression d’une nouvelle « penicillin binding
protein » appelée PBP2 par ces souches. PBP2 est une protéine de remplacement a la protéine
de liaison a la pénicilline qui posséde une affinité réduite a la méticilline et a toutes les autres
B-lactamines, conduisant a une résistance a tous les antibiotiques de cette classe (Zapun et
al., 2008). PBP2 est codée par le géne mecA, porté par un élément génétique mobile
appelé cassette chromosomique stahylococcique mec (SCCmec). Les éléments SCCmec sont
classés en fonction de la différence de leur complexe de genes mec, du géne recombinase (ccr)
et d’autres composantes génétiques. Certains types de SCCmec contiennent également des
génes de résistance aux métaux lourds et a d’autres antibiotiques pouvant expliquer le
caractere souvent multi-résistant des souches nosocomiales de SCNMR, comme SCCmec type
Il ou lll (Ito et al., 2009).

Bien que I'origine des éléments SCCmec soit inconnue, plusieurs sources de données indiquent
gu'ils proviennent des SCN. Le schéma évolutif proposé est ce qui suit: le géne mecA semble

avoir un ancétre commun aux staphylocoques. Cet ancétre était a |'origine supposé étre S.
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sciuri (Wu et al., 1996), alors que des résultats plus récents indiquent que c’est plutét S.
fleuretti (Tsubakishita et al., 2010). Les génes mec et les complexes ccr ont probablement été
assemblés chez les SCN, mais les sources ne sont pas connues. Quelques modifications ont eu
lieu au sein des SCN, par exemple, la déletion du complexe mec, sur lesquels les éléments
SCCmec ont été transférés vers S. aureus. L'évidence d'un transfert d’éléments SCCmec

spécifiqguement de S. epidermidis vers S. aureus est tres plausible pour plusieurs raisons :

» Le degré d’homologie entre les séquences d'ADN des éléments SCCmec de S. aureus
et S. epidermidis est tres élevé (Barbier et al., 2010). Par exemple, le géne SCCmec de
type IV de S. epidermidis présente 98 a 99% d'homologie avec SCCmec IV de S. aureus,
alors que I'ensemble des similitudes des séquences génomiques des deux espéces est
beaucoup plus faible (Wisplinghoff et al., 2004). De plus, ce géne a également été
beaucoup plus tét identifié chez S. epidermidis, dans les années 1970, que chez S.
aureus (Wisplinghoff et al., 2004).

» L'élément génétique mobile 1S1272 (autre élément variant de SCCmec) se retrouve
plus souvent dans S. epidermidis et S. haemolyticus que dans S. aureus (Archer et al.,
1996). Enfin, la résistance a la méthicilline est beaucoup plus fréquente chez S.
epidermidis que chez S. aureus (Schmitz et al., 1999). Toutes ces observations
indiquent que les éléments SCCmec ont été transférés de S. epidermidis a S. aureus,
bien que certaines parties puissent provenir d’autres SCN avant leur transfert a S.

epidermidis.

A cejour, 11 types et plusieurs sous-types d’éléments SCCmec ont été rapportés. Chez les SCN,
les SCCmec de types lll, IV et V, seuls ou en diverses combinaisons, sont les plus répandus
(Zong et al., 2011; Miragaia et al., 2005) (Tableau 1.3.). Une population trés diversifiée
d'éléments SCCmec a été découverte pour les SCN-MR en particulier, et I'on peut supposer

gue la liste de types et de sous-types de SCCmec sera davantage élargie dans ce groupe.

L'inquiétude aujourd’hui réside dans le fait qu’a la suite de pressions de sélection énormes,
les SCN isolés des échantillons cliniques sont nettement plus résistants aux antibiotiques et
biocides simples, apparaissant souvent comme des souches multirésistantes et les isolats de
S. epidermidis et de S. haemolyticus sensibles a la méticilline se font trés rares (<10%) parmi

les souches isolées des patients hospitalisés (Kresken et al., 2011). Il a été estimé que plus de
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75% des souches issues de milieux hospitaliers a travers le monde sont résistants a la

méticilline (Diekema, et al., 2001 ; Stefani et Varaldo, 2003).

1.8.2. Autres résistances

En plus de la résistance contre la méticilline largement utilisée, il existe des souches qui sont
résistantes a d'autres groupes de produits antimicrobiens, tels que les macrolides, les
aminoglycosides et les tétracyclines. Il y a également des souches multirésistantes, et de
nouvelles mutations peuvent conduire a la naissance de nouvelles résistances et des
combinaisons de multirésistance (Carbon 2000, Fey et al., 2009, Otto, 2012). Les SCN ont
développé également une résistance intermédiaire a la vancomycine (antibiotique bactéricide
de la classe des glycopeptides) codée par le géne vanA, un phénoméne qui est
particulierement problématique parce que la vancomycine est I'agent antimicrobien le plus
utilisé pour lutter contre les infections séveres provoquées par des bactéries a Gram (+) (Jones
2006, Fey et al. 2009). Une augmentation parfois dramatique des pourcentages de résistance
des isolats est notée en particulier pour la pénicilline, I'oxacilline, la ciprofloxacine, la
clindamycine, I'érythromycine et la gentamicine (Kresken et al., 1999, Lyytikdinen et al., 1996).
Des études récentes montrent des pourcentages de résistance des SCN (tableau 1.4). Bien que
la résistance aux antibiotiques soit trés répandue dans les isolats nosocomiaux, elle est
beaucoup moins fréquente dans les souches communautaires (Witte et al., 2008, Fey et al.,

2009).

En outre, la formation de biofilm en soi est un mécanisme non spécifique de résistance aux
antibiotiques (Otto, 2012). Par exemple, la matrice du biofilm représente une barriére
physique et chimique contre la pénétration des antibiotiques (Stewart, 2002). Ainsi, des
données démontrent que les cellules bactériennes planctoniques pourraient étre sensibles a
un certain traitement, pendant que celles en biofilm ne pourraient pas étre traitées par le
méme composé (Van Mellaert et al., 2012, Chua et al.,, 2014), ce qui constitue un autre
obstacle dans la lutte contre les infections a staphylocoques. Le challenge de I'antibiothérapie
et 'augmentation de la virulence de certaines souches pourraient accroitre la morbidité et la
mortalité liées aux infections aux SCN multirésistants ou non. De nouveaux anti-
staphylococciques comme le Linézolide (famille des oxazolidinones) et la Daptomycine
(famille des lipopeptides cycliques) ont été mis sur le marché ces derniéres années mais sont

cependant trés onéreux pour les populations a faibles revenus.
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TABLEAU 1.3: REPARTITION DES ELEMENTS SCCy:c DANS UNE SELECTION D'ESPECES DE SCN D’ORIGINE

HUMAINE.

Espéces de SCN  Types et sous-types d’SCCrmec Références

S. capitis I, IA, 1L 11, 1V, IVa, V, ND Al-Bakri et al., 2013
S. cohnii NT
S. chromogenes v Al-Bakri et al., 2013
S. epidermidis [, lla, lib, 11, Il (variant), IV, Jamaluddin et al., 2008, Ruppé et al.,
IVa, IVDb, IVc, IVd, IVe, IVg, 2009;
V, VI, ND Mombach et al., 2007, Garza-Gonzalez
et al,, 2010
S. haemolyticus 1, 11, 1.1, llI, lll (variant), IV, V, Mombach et al., 2007, Ruppé et
ND al.,2009
S. hominis [, I, IV, ND Mombach et al., 2007, Al-Bakri et al.,
2013, Garza-Gonzélez et al., 2010
S. saprophyticus I, NT Soderquist et al., 2009, Higashide et
al., 2008
S. sciuri [, I, A, V, VII, NT Harrison et al., 2014, Mombach et al.,
2007
S. xylosus i, Xl Harrison et al., 2013

ND, types non dénommeés et / ou nouveaux types non désignés.
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2. MOBILITE DES SUPPORTS GENETIQUES DES FACTEURS DE VIRULENCE :
EMERGENCE DE NOUVELLES SOUCHES DE STAPHYLOCOQUE A COGULASE
NEGATIVE PATHOGENES ?

Les données de la génomique soulignent la présence de certains génes de virulence
originairement retrouvés chez S. aureus dans le génome des SCN. La comparaison des
séquences du géene bap codant une protéine de surface impliquée dans la formation de
biofilm, par différentes especes de SCN comme Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus simulans et Staphylococcus hyicus a
révélé une tres grande similitude de séquence. D’autre part, une analyse comparative
interspécifique du génome de S. xylosus DMB3-Bh1 et du génome de S. aureus RF122 a révélé
qgue 42 genes sont présents au niveau des deux souches dont 41 codent des facteurs de
virulence ou de défense et 1 géne pour un prophage (Kaur et al., 2014). De plus, une étude
récente a comparé les génomes des souches de S. hyicus productrices et non productrices de
I’épidermolysine impliquée dans I'épidermolyse exudative chez le porc et a trouvé que toutes
les souches toxigéniques portaient au moins un géne codant I'une des 4 toxines exfoliatives
ExhA, ExhB, ExhC ou ExhD produites par S. aureus. Toutes ces séquences de géne de virulence
sont souvent portées par des éléments génétiques mobiles tels que des plasmides, des

transposons, des séquences d’insertion, ou des prophages chez S. aureus.

Ainsi, les souches de SCN pourraient avoir acquis des génes de virulence par transfert
horizontal de matériel génétique et I'’émergence des isolats de SCN pathogénes résulterait de
I'acquisition par une souche de SCN ancestrale commensale non pathogéne de séquence

codant les facteurs virulence originairement produits par de S. aureus.

2.1. TRANSFERT HORIZONTAL

Le transfert horizontal de genes est un processus dans lequel un organisme intégre du matériel
génétique provenant d'un autre organisme sans en étre le descendant. Chez les bactéries, le
transfert horizontal joue un role majeur dans leur diversification. Ce processus est considéré
comme un des facteurs principaux de I'augmentation de la résistance des bactéries aux
antibiotiques ainsi que la propagation des genes de virulence chez les staphylocoques (Novick,
2003). Il existe trois mécanismes principaux pour expliquer les transferts horizontaux entre

bactérie : la transformation, la conjugaison et la transduction.
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2.1.1. Transformation

Elle consiste a l'intégration d'un fragment d'ADN étranger libre dans le milieu extérieur,
résultant généralement de la mort d’'un microorganisme dans une autre cellule. Cet ADN
ingéré, intégre le génome de la cellule receveuse qui peut étre tout a fait différente de la
donneuse (Figure 1.8). Ceci peut entrainer un transfert de gene(s) de virulence et une
transformation héréditaire du phénotype de |'organisme receveur si le systéme de restriction-

modification n’a pas éliminé cet élément.

Corllule fenewansg
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do collules
donnouses La calila receveysa absarke
PADM che la coflule conneese.
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en Cours de de [a collule donnesze 28 celui
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FIGURE 1.8. MECANISME DE LA TRANSFORMATION BACTERIENNE.

Figure adaptée de: http://pages.infinit.net/plnchtr3/mecanismes.htm. La transformation a lieu
lorsque I'ADN, libéré lors de la lyse d’une bactérie, est repris par une autre bactérie (1). Un géne de
résistance aux antibiotiques ou de virulence peut alors étre intégré dans le génome de la bactérie
receveuse (2).

2.1.2. Conjugaison

C’est un mécanisme au cours duquel deux bactéries entrent en contact et s’échangent toute
une partie de leur matériel génétique, en particulier des plasmides (Figure 1.9). En effet,

pendant la conjugaison, le transfert de gene du donneur au receveur n'est possible qu'apres



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9notype
http://pages.infinit.net/p1nchtr3/mecanismes.htm
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la formation de paires ou couples de bactéries donatrice-réceptrice. Ce mode de transfert est
basé sur I'expression par un plasmide de génes codant des protéines membranaires (facteur
F) qui vont reconnaitre la cellule receveuse. Il se forme un pont cytoplasmique (port
congugatif) entre les deux bactéries par I'intermédiaire du pilus de la cellule donneuse
permettant les échanges d’information génétique. Un processus de réplication asymétrique
restaure le brin monocaténaire non transféré du donneur au niveau d'un site réplicateur
spécifique proche du pont cytoplasmique ou du pilus. Le processus ultérieur de recombinaison
entre certaines régions du brin monocaténaire exogéne du plasmide et celles de I'ADN
receveur est mal connu. Ce mécanisme est particulierement important entre les souches de
S. aureus, mais le phénomeéne de conjugaison peut également avoir lieu entre des souches de

différentes espéces (Ubeda et al., 2008).

ADN chromosomique Plasmide F ADN chromosomique
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FIGURE 1.9 : RESUME DU MECANISME DE LA CONJUGAISON.
http://www.jpboseret.eu/biologie/index.php/microbiologie/80-transformation-conjugaison-et-
transduction. La conjugaison nécessite le contact entre 2 bactéries : I'’échange de I’'ADN est effectué
par l'intermédiaire d’un plasmide. Le transfert d'un monobrin du plasmide F vers la cellule réceptrice
est fait par I'intermédiaire d’un port conjugatif suivi de la réplication chez le donneur et I'accepteur.
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2.1.3. Transduction

La transduction est le transfert d’ADN bactérien d’'une bactérie a une autre par l'intermédiaire
d’un bactériophage a ADN bicaténaire dont le réle est passif. Les bactériophages sont des virus
qui se servent de bactéries pour se reproduire, ils existent sous la forme virulente ou
tempérée. En effet, lors de la phase d'encapsidation, le phage incorpore de I'ADN bactérien
fragmenté. Les bactériophages virulents sont répliqués par la bactérie et la lysent a la fin du
cycle, libérant les nouvelles particules virales (virions). Ce cycle est appelé cycle lytique. Les
bactériophages tempérés quant a eux, aprés infection établissent une association stable avec
la bactérie infectée en s'intégrant dans leur chromosome. Le bactériophage est alors appelé
prophage et la bactérie qui en est porteuse, une bactérie lysogéne. L’ADN viral est alors
répliqué en méme temps que le chromosome bactérien et il est transmis aux cellules filles de
facon héréditaire. De temps en temps, dans une population de bactéries lysogénes, un
prophage se libére du chromosome bactérien sous I'effet d’un stimulus, redevient virulent, se
multiplie, provoque la lyse de la bactérie et peut infecter de nouvelles bactéries. Ce passage
de la forme tempérée a la forme virulente peut étre spontané ou provoqué (irradiation, UV...).
Si, au cours de sa libération, le prophage emporte avec lui plusieurs génes bactériens, il peut
y avoir transfert par le bactériophage, de génes bactériens d'une bactérie lysogeéne a une autre
bactérie. C'est la transduction (Figure 1.10). Elle est I'un des mécanismes les plus utilisés par

les staphylocoques pour le transfert horizontal de genes accessoires (Tallent et al., 2007).

N recombing dz2 la

{ ADN ADN cellu!n fransduite par

I/ phagique chromosomique la paricule

\ hactérien transducirice
n“ &

Cellule Phage Phage - Cellle Coupure & —  Cellule
donnatrice transducteur normal réceptrice recombinzison transduite
hormologue

FIGURE 1.10 : SCHEMA EXPLICATIF DU MECANISME DE LA TRANSDUCTION.
http://www.jpboseret.eu/biologie/index.php/microbiologie/80-transformation-conjugaison-et-
transduction. Dans la transduction, les genes d’une bactérie sont transmis a d’autre bactérie par
I'intermédiaire d’un bactériophage, et s’integrent dans le génome de la bactérie receveuse.
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2.2. ELEMENTS GENETIQUES MOBLILES

Ce sont des fragments d’ADN qui sont insérés dans le génome d’un organisme hote et qui ont
la propriété remarquable de se déplacer d’un point a un autre du génome, on dit « de
transposer », a l'intérieur une méme bactérie ou d’'une bactérie a une autre. On peut les
classer en deux grands groupes : les transposons d'une part les phages, les plasmides et les
ilots de pathogénicité d'autre part. Les transposons ne peuvent quitter leur cellule hote et ne
peuvent se transmettre que par division (mitose, méiose) ou fusion (fécondation) de celle-ci
ou apres la mort de la bactérie. En ceci, ils different des éléments du second groupe qui sont
capables de s’insérer dans I’ADN de I’h6te mais aussi capables de passer d’une cellule a I'autre
ou d’un organisme vivant a I'autre. Toutes ces unités de transferts de I'information génétique
sont impliquées dans I’évolution du génome des souches et constituent une grande partie du
génome accessoire contrairement au corps du génome qui est quant a elle bien conservée
d’une souche a I'autre ou au sein des souches d’'une méme espéce. Nous nous intéressons ici

aux phages, plasmides et ilots de pathogénicité.

2.2.1. llots de pathogénicité

Les flots de pathogénicité (IP) sont des fragments linéaires d’ADN double-brin d’une taille
variant entre 10 et 200 kilobases qui sont intégrés dans le chromosome bactérien ou, plus
rarement, sur un plasmide de grande taille. lls présentent un pourcentage de G+C différent du
reste du chromosome et sont situés a proximité de /oci codant pour des ARNt au niveau de
séquences d’insertion. Ces ilots de pathogénicité sont porteurs de géenes qui codent des
propriétés de virulence prouvées ou suspectées, ainsi que des intégrases d’origine phagique,
des transposases et des origines de réplication plasmidiques et sont absents chez les souches
de faible virulence. Leur acquisition, semble jouer un réle primordial dans I'’émergence des
souches virulentes.

Plusieurs IP ont été retrouvés dans le génome des souches de S. qureus et une transmission
interspécifique serait possible. Par contre, ils sont rarement présents dans le ggnome des SCN
séquencés. Cependant, de récentes études ont identifié des structures proches d’un ilot de
pathogénicité de S. aureus (SaPl) dans le génome de Staphylococcus haemolyticus (Novick et
al.,, 2007; Takeuchi et al., 2005), Staphylococcus saprophyticus (Kuroda et al., 2005) et S.
epidermidis (Madhusoodanan et al., 2011; Podkowik et al., 2016). L’IP retrouvé chez S.
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epidermidis FRI909 (SEPI) porte les génes qui codent des entérotoxines staphylococciques

génétiquement trés proches de SEC3 et SEL-like (Figure 1.11).

= Homelogue a S, epidermnidis C» Transposase
= Intégrase ®  seL
0 Protéine hypotéitical de 8. oureus = SECS-like
= Ma*-transport de I'ATP synthase )  Homologue a S. haemolyticus
= fEEninses DR1/DR1 Sequences répétées
DR1 DR1 pry DRI DR2
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FIGURE 1.11 : ILOT DE PATHOGENICITE DE S. EPIDERMIDIS FRI909 (SEPI).

2.2.2. Plasmides

Le terme de plasmide a été créé en 1952 par Lederberg pour désigner tout élément génétique
cytoplasmique, comme le facteur F. Les plasmides sont des petits fragments d'ADN
bicaténaires, circulaires, de petite taille (5 a 4000 fois plus petits que le chromosome),
présents dans le cytoplasme de la cellule bactérienne et dotés de réplication autonome. Le
plasmide n'est pas indispensable a la cellule hote, mais confére aux bactéries qui les hébergent
de nombreux caracteres génétiques par un mécanisme d'addition et non par un mécanisme
de substitution. Leur transmission d'une cellule bactérienne a une autre peut s'effectuer par
conjugaison ou transduction. Les plasmides de résistance aux antibiotiques ont été découverts
en 1956 au Japon a l'occasion d'une épidémie de dysenterie bacillaire (Shigella dysenteriae) a
bacilles résistants aux antibiotiques. Deux plasmides non transmissibles tSh1 et tSh2 ont été
retrouvés dans le génome de Staphylococcus haemolyticus JCSC1435. nSh1 code pour des
génes de résistance aux macrolides (msrSA and mphBM) et au cadmiun (cadD and cadX)
(Takeuchi et al., 2005). Sh2 abrite des génes de transporteurs ABC, qui constituent peut-étre
une pompe a effluents multidrogues. D’autres plasmides portant des marqueurs de gene de
résistance a la fosfomycine et au lincosamide sont aussi retrouvés dans ce génome. Ainsi,

I'accumulation de ces plasmides a contribué a la résistance aux antibiotiques de la souche S.
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haemolyticus JCSC1435. Un plasmide non transmissible (PLU10) a été également identifié chez
S. lugdunensis. Ces plasmides ne peuvent pas étre transférés par conjugaison, mais il semble
gue d’autres mécanismes comme la transformation ou la cointégration peuvent assurer leur

mobilisation.

2.2.3. Les bactériophages

La notion de bactériophage a été décrite dans la section précédente (2.1.3). Tous les génomes
de S. aureus comportent au moins un phage. Chez les SCN, il existe quelques souches qui en
possedent, mais ces phages ne portent souvent pas de facteurs de virulence. Ces éléments
génétiques mobiles ont été principalement décrits chez S. haemolyticus ($Sh1) et présentent
les mémes caractéristiques que celles portées par S. aureus. Une séquence codant
éventuellement un phage (DSL1) a été également identifiée dans le génome d’une souche de

S. lugdunensis (souche N920143).
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3. LES ENTEROTOXINES STAPHYLOCOCCIQUES

3.1. HISTORIQUE

Les entérotoxines staphylococciques (SEs) ont été initialement décrites en 1914 par Barber
aprés la consommation du lait de vache contaminé par des staphylocoques ayant conduit a
des vomissements et la diarrhée chez les personnes qui les ont ingérées. Mais les premieres
études qui ont clairement identifiées les entérotoxines produites par S. aureus comme la
cause d’intoxication alimentaire, ont été réalisées en 1930 (Dack et al., 1939). Les SEs
comprennent SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SER et SET. Lorsque I'activité émétique
n’est pas démontrée pour une SE, elle est considérée comme une entérotoxine-like : c’est le
cas de SE/J, SEIK, SEIS, SE/IU et SE/V et SE/X (McCormick, 2001). Toutes ces entérotoxines
partagent des similarités d’homologie de séquence en acides aminés allant de 15,5% (entre
SEB et SEK) a 81% (entre SEA et SEE) ce qui, peut engendrer des manques de spécificité des
outils utilisés des outils de détection (Ono et al., 2015). Ainsi, ces toxines peuvent étre divisées
en cing groupes sur la base de leurs homologies de séquences (Tableau 1.5) (Vasconcelos et

al. 2014, Da Cunha, 2007).

TABLEAU 1.4: REGROUPEMENT DES SES ET SELS BASE SUR DES COMPARAISONS DE SEQUENCES D'ACIDES
AMINES.

Groupes SEs et Sels

Groupe 1 SEA, SED, SEE, (SEH), SE/J, SEIN, SE/O, SEIP, SES
Groupe 2 SEB, SEC, SEG, SER, SE/U, SE/U2
Groupe 3 SEI, SEIK, SEIL, SEIM, SEIQ, SEIV
Groupe 4 SET
Groupe 5 SEH

3.2. STRUCTURE

Les SEs sont des protéines globulaires hydrosolubles et monomériques a faible poids
moléculaire (26900-29600 Da) qui présentent des similarités structurales, riches en lysine,
acide aspartique, glutamique et cystéines formant des ponts disulfures. La structure en trois
dimensions de plusieurs SEs a été déterminée par cristallographie (Papageorgiou et al., 1999).
Elles ont une forme elliptique et ont deux grands domaines inégaux composés essentiellement

de brins B et quelques hélices. Les deux domaines sont séparés par une cavité peu profonde.
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Le plus grand des deux domaines contient a la fois les extrémités aminée et carboxylique
(Figure 1.12). Plusieurs entérotoxines ont un site Zn?* contraignant qui contribue a leur
interaction avec les molécules de classe Il du CMH (Sundstrom., 1996). Une suite d'acides
aminés (aa 118-175) situés aux deux tiers de la longueur de la séquence protéique des
entérotoxines est similaire a I'extrémité COOH-terminale de la protéine CD74 de I'étre humain
et de la souris (Marrack., 1990), qui se lie aux molécules du CMH de classe Il au début de leur
synthése dans le réticulum endoplasmique et sert d'échafaudage pour leur assemblage. Le
CMH de classe Il le mieux étudié pour la liaison des entérotoxines staphylococciques est I'allele
HLA-DR1 (Bohach., 1997). HLA-DR a deux chaines, a et B, auxquelles les entérotoxines
staphylococciques peuvent se lier. Certaines se lient aux deux chaines, comme SEA et SED,
tandis que les autres se lient a I'une ou I'autre (Hudson et al., 1995; Kim et al., 1994 ; Redpath.,

1999).

Domaine A

Domaine B

FIGURE 1.12 : STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DE L’ENTEROTOXINE DE TYPE C DE S. AUREUS MONTRANT LES
DEUX DOMAINES. (ADAPTEE DE CHI ET AL. 2002).
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3.3. PROPRIETE

Les entérotoxines sont caractérisées par leur résistance a la chaleur et aux enzymes
protéolytiques trypsine, la pepsine, la rénine, ce qui permet leur passage a travers le tractus
gastro-intestinal, sans perte d'activité (Bergdoll, 1871). Cette famille de protéines présente
des propriétés biologiques communes : pyrogénicité (élévation de la température corporelle)
et activation des lymphocytes T (action superantigénique). Les entérotoxines activent la
réponse immunitaire en recrutant 30 % des lymphocytes T du systéme immunitaire (versus 1
% pour un antigene classique) d’ou leur appellation de superantigenes. Ces superantigénes se
distinguent par leur capacité de provoquer des vomissements suite a I'ingestion d’une ou
plusieurs SE présentes dans les aliments qui sont contaminés par des staphylocoques dorés.
Certaines entérotoxines peuvent également jouer un réle dans le TSS aux formes
intermédiaires (Dinges et al., 2000). Les protéines « entérotoxin-like » (SE/s) sont des
homologues de SEs avec qui elles partagent de nombreuses activités biologiques, y compris la
superantigénicité, la pyrogénicité chez le lapin, la capacité d’amplifier le choc endotoxinique
et la létalité lorsqu’elles sont administrées a travers des pompes mini-osmotiques sous
cutanées (Orwin et al., 2002). Récemment, le potentiel émétique de SE/K, SE/L, SE/M, SEIN,
SEIO, SEIP, SEIQ, a été démontré sur un modele de primate (Omoe et al., 2013) (Tableau 1.6).
Parmi les staphylocoques a coagulase positive, plusieurs espéces peuvent sécréter des SEs,
c’est le cas de Staphylococcus aureus (espéce majoritairement retrouvée dans les épisodes
toxiques) et de Staphylococcus intermedius dont une souche est impliquée dans un cas
d’intoxication alimentaire aux Etats-Unis (Becker et al., 2001 ; Khambarty et al., 1994).
Quelques espéces de SCN comme Staphylococcus cohnii, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus et Staphylococcus haemolyticus peuvent également porter des génes

codant des SEs (Bautista et al., 1988 ; Cunha et al, 2007 ; Veras et al., 2008 ; Zell et al., 2008).
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TABLEAU 1.5 : ACTIVITE SUPERANTIGENIQUE ET EMETIQUE DES ENTEROTOXINES STAPHYLOCOCCIQUES.

Type de toxine Liaison aux chaines a et  du CMH Il Pouvoir émétique chez
le singe

SEA +/+ +

SEB +/- +
SEC1 +/- +
SEC2 +/- +
SEC3 +/- +

SED +/- +

SEE +/- +

SEG +/- +

SEH +/- +

SEI Non réalisé / + +

SEl) Non réalisé / + Non réalisé
SEK Non réalisé / + Non réalisé
SE/L Non réalisé / + -
SE/M Non réalisé / + Non réalisé
SE/N Non réalisé Non réalisé
SEIO Non réalisé Non réalisé
SE/IP Non réalisé Non réalisé
SEIQ Non réalisé -

SER Non réalisé +

SES Non réalisé / + +

SET Non réalisé / + +
SE/U Non réalisé Non réalisé
SE/U2 Non réalisé Non réalisé
SEIV Non réalisé Non réalisé

3.4. DETERMINISME GENETIQUE ET REGULATION DES GENES CODANT LES
ENTEROTOXINES

La plupart des geénes qui codent les facteurs de virulence sont localisés sur les éléments
génétiques comme : les plasmides, les transposons, les bactériophages et plus récemment les
ilots de pathogénicité. Ainsi, selon I’entérotoxine, le géne codant celle-ci peut se trouver sur
le chromosome, sur un prophage ou sur un plasmide (Tableau 1.7). SEA est codée par un
bactériophage de S. aureus (Zhang et al. 1998) et SED par un plasmide (Betty et al. 1992). SEE

est codée par un bactériophage qui code la SEA (Gillignan et al 2000). Les génes codant SEB,
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SEC, SEG, SEG, SEH et SEl sont chromosomiques (Gillignan et al 2000). Pour les souches
productrices de I'entérotoxine D, un cadre de lecture ouvert codant SEJ se trouve sur le
plasmide codant SED (Zhang et al., 1998). Les résultats d'amplification par PCR, suggérent que
le cadre de lecture ouvert codant SEJ se trouve sur tous les plasmides codant SED (Balaban et
Rasooly, 2000). Selon I'origine de la souche, le géne sec peut se trouver sur un plasmide ou un
flot de pathogénicité (Balaban & Rasooly, 2000). L’entérotoxine géne cluster (egc) code pour
plusieurs entérotoxines, dont SEG, SEI, SEM, SEN et SEO (Jarraud et al., 2001 ; Orwin et al.,
2001). SEU par contre, résulte de la divergence des séquences de deux pseudo-geénes codés
par un opéron egc (Jarraud et al., 2001). La localisation de ces genes sur des éléments
génétiques mobiles peut entrainer un transfert génétique horizontal entre les souches de S.
aureus. Par exemple, le gene seb est situé sur le chromosome chez certains isolats cliniques
(Shafer et landolo, 1978), alors qu’il a été localisé sur un plasmide chez d’autres souches de S.
aureus (Shalita et al., 1977). Cependant, le transfert horizontal de ces genes peut aussi se faire
de S. aureus vers les SCN surtout dans les situations de co-infections. C’est ainsi que le S.
epidermidis FR909, une souche clinique, a été identifiée comme porteuse d’un ilot de

pathogénicité portant le géne codant I’entérotoxine sec.

L’expression de ces génes varie selon leur mode de régulation. Le régulon le mieux connu chez
S. aureus est le systéme agr (accessory gene regulator) (Peng et al., 1988). La synthése de SEB
et de SED est régulée par le systéeme agr de S. aureus et I'expression du géne sed est induite
pendant la phase stationnaire de croissance (Zhang et al., 1998 ; Schmitz et al., 2004). Le géne
sec utilise aussi un agr fonctionnel pour une expression maximale (Betley et al., 1992). Certains
sous-types de souches agr* exprimant une quantité importante de SEA a partir du milieu de la
phase exponentielle de croissance (160 min), semblent étre indépendants du systéme
régulateur agr (Rasooly et al. 1998). Cependant, les souches de staphylocoques sea*/agr* ont

une activité superantigénique plus importante (Mullarky et al., 2001).
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TABLEAU 1.6 : SUPPORT GENETIQUE DES GENES D’ENTEROTOXINES STAPHYLOCOCCIQUES.

Localisation génétique

Références

sea Prophage Betley et Mekalanos, 1985; Bor et al.,
1994
seb Chromosome, plasmide, transposon Shafer et landolo, 1978 Shalita et al.,
1977; Altboum et al., 1985
secl plasmide Altboum et al., 1985
secbov llot de pathogénicité Fitzgerald et al., 2001
sed Plasmide Bayles et landolo, 1989
see Phage défectif Couch et al., 1988
seg Enterotoxin gene cluster (egc) chromosome Jarraud et al., 2001
seh élément génétique mobile putatif Noto et Archer, 2006
sei egc, chromosome Jarraud et al., 2001
sej Plasmide (pIB485) Zhang et al., 1998
sek llot de pathogénicité Orwin et al., 2001
sel llot de pathogénicité Fitzgerald et al., 2001
sem egc, chromosome Jarraud et al., 2001
sen egc, chromosome Jarraud et al., 2001
seo egc, chromosome Jarraud et al., 2001
sep prophage (Sa3n) Omoe et al., 2005
seq flot de pathogénicité Jarraud et al, 2002
ser Plasmide (pIB485) Omoe et al., 2003
ses Plasmide (pIB485) Ono et al, 2008
set Plasmide (pIB485) Ono et al, 2008
seu egc, (fusion entre ent1 et ent2), Letertre et al, 2003a
chromosome
seu2 egc, (délétion partielle dans les Thomas et al., 2006
pseudogénes
entl et ent2), chromosome
sev egc, (recombinaison entre selm et Thomas et al., 2006
sei),
chromosome

E
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3.5. VOIES DE SIGNALISATION ET CIBLES CELLULAIRES

Les entérotoxines en tant que superantigénes interagissent aussi bien avec les lymphocytes T
(CD4* et CD8*) que les Phagocytes mononucléaires exprimant les molécules du CMH de classe
. Il existe 3 signaux pour 'activation des lymphocytes T (Carlsson et al., 1998). Le premier
signal est transmis par l'interaction du superantigene avec le TCR. Comme pour les antigénes
classiques, le second signal provient de I'engagement des molécules co-stimulatrices sur les
CPA et les cellules T lors de la liaison du superantigéne et optimise |'activation des lymphocytes
T (Krakauer et al., 1994). L'expression de la CD28, une molécule d'adhésion intercellulaire
(MAIC) sur la CPA favorise la formation de conjugués cellulaires stables et permet la mise en
place d’une synapse immunologique. La co-stimulation CD28 améliore la stabilité de 'ARNm,
de I'lL-2 et de la survie des lymphocytes T par I'expression accrue d'anticorps anti-
apoptotiques Bcl-xI (Boise et al., 1995). D'autres molécules de surface cellulaire telles que CD2,
CDlla /ICAM-1 et ELAM facilitent I'activation optimale des cellules endothéliales et des cellules
T par les entérotoxines (Krakauer et al 1994). La polymérisation de la F-actine et
I'augmentation du Ca?* intracellulaire, accompagnent cette activation des lymphocytes T. Les
récepteurs TCR et les costimulateurs activent la protéine tyrosine kinase (PTK), la LCK et la
ZAP-70, entrainant I'activation de la gamma-phospholipase C (PLC), la libération de seconds
messagers intracellulaires et I'activation de la protéine kinase C (PKC). L'activation de la PTK
et de la PKC conduit aux voies MAPK (mitogen-activated protein kinase), ERK (extracellular
signal regulated kinase) et JNK (cJun N-terminal kinase) qui activent a leur tour, la transcription
des facteurs NF-kB, NF-AT et AP-1 (Isakov et al., 2012). L’activation de PKCO conduit aux
complexes CARMA1, Bcl10 et MALT1 (CBM) qui provoquent l'activation transcriptionnelle de
NF-kB et contrélent la prolifération des lymphocytes T (Paul et al 2013). Plusieurs génes codant
les cytokines pro-inflammatoires contiennent le site de liaisons au NF-kB dans leur région
promotrice, et sont induites par la NF-KB. La cascade de NF-kB est une transduction de signal
majeure pour de nombreux récepteurs de reconnaissance de formes et les récepteurs des
cytokines pro-inflammatoires (Takeuchi et al., 2010). Les cytokines : interleukines (IL) -1, -2, -
6, facteurs de nécrose tumorale aplha (TNFa), interférons gamma (IFNy) et les chimiokines
sont induites par des superantigénes (Krakauer et al., 1998, Tiedemann et al., 1996). L'IL-1 et
le TNFa activent également les fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales a

produire le NFkB ainsi que les médiateurs additionnels, les molécules d'adhésion cellulaire, et

E
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les protéases tissulaires (DiDonato et al., 2012). L'environnement inflammatoire fourni par ces

médiateurs pro-inflammatoires représente le troisieme signal d'activation des lymphocytes T.

Les Médiateurs produits par les entérotoxines exercent d'importants effets nocifs sur le
systeme immun et cardiovasculaire, impliqués dans le dysfonctionnement multi-organique et
le choc létal. Les PTKs et les cytokines produites par les lymphocytes T activent également en
aval la Phosphoinositide 3 kinase (PI3K), la protéine de signalisation kinase B (Akt) et le
complexe de la rapamycine 1 de mammiféere (mTORC1) (Deane et al., 2004). Les deux
molécules de signalisation, NFkB et mTORC1, représentent les principaux centres médiateurs
des principales réactions biologiques aux SE, les TCR, le co-stimulateur CD28 et de la

signalisation des cytokines.

3.6. MODE D’ACTION

3.6.1. Activité superantigénique

L’activité superantigénique résulte de linteraction directe des ES avec les cellules T
réceptrices d’antigéne (TCR) et le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) des cellules
présentatrices d’antigene (CPA). Les superantigenes dévient la réponse du systeme
immunitaire de I’h6te de la réponse spécifique contre une infection. En effet, dans le cas d’un
antigene conventionnel, la réponse immunitaire des lymphocytes T est initiée suite a
I'interaction d’un complexe du récepteur de la cellule T (TCR) et d’un antigéne peptidique
présenté par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMHII) (Garcia et Adams.,
2005). La formation d’un complexe trimoléculaire (TCR + antigene étranger + CMHII) induit
par conséquent I'activation ciblée de ces lymphocytes T (Figure 1.13). En revanche, les toxines
superantigeniques se lient au CMHII des cellules présentatrices d’antigene et au domaine
hypervarialble VB des récepteurs cellulaires des cellules T, mais au niveau de sites externes a
celui de I'antigene et avec une affinité importante (Scholl et al., 1989). Grace a cette
interaction, plus longue, les superantigénes activent 10 a 30% des lymphocytes T

périphériques contre 0,001% pour un antigene (Givan et al., 1999).
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FIGURE 1.13 : COMPARAISON ENTRE LA LIAISON D'UN ANTIGENE NORMAL (VERT) ET LA LIAISON D'UN
SUPERANTIGENE (ROUGE) AVEC LE RECEPTEUR LES LYMPHOYTES T LE COMPLEXE CMH DE cLASSE Il DE LA
CELLULE PRESENTATRICE D’ ANTIGENE.

Cette hyperactivation des cellules T a pour conséquence la libération massive de cytokines
(TNFa, TNFB, IL-1, 2 et 6, interféron y), la sensibilisation des monocytes aux endotoxines et les
lésions endothéliales (Dinge et al., 2000) expliquant I'hypotension et la survenue du choc
toxique pouvant étre fatal (Mac Cormick et al., 2001). De nombreuses études génétiques et
cristallographiques ont permis de caractériser les domaines des ES impliqués dans ces
interactions. Certaines configurations anormales de VB sont trouvées chez des patients
atteints de pathologies digestives (Shiobara et al., 2007) et des recherches ont mis en évidence
une signature pronostique des pathologies digestives dont lintoxication alimentaire
staphylococcique.

De plus, I'examen d’un certain nombre de patients souffrant de choc toxique staphylococcique
révele qu’ils présentaient un dysfonctionnement de certains lymphocytes, voire une

diminution de leur nombre due a une immunosuppression provoquée par le superantigéne.
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Les mécanismes responsables de I'immunosuppression lymphocytaire T et B sont multiples.
Ils comprennent la stimulation des lymphocytes T suppresseurs, la destruction ou
I'inactivation des lymphocytes T helper (apoptose et anergie Fas-dépendant), une déplétion
en lymphocytes B (Dellabona et al., 1990). Ainsi, I'ensemble des effets biologiques induits par
les superantigénes apparait comme délétere pour la réponse immunitaire de I’h6te contre les
staphylocoques.

Les superantigenes et leurs homologues conventionnels difféerent également par plusieurs
éléments: (1) Le superantigene se lie a la région VB du récepteur des cellules T (principalement
des T CD4*) en dehors du site normal de reconnaissance du peptide (antigéne dénaturé) ; (2)
le superantigéne se lie aux différents alleles des molécules de classe Il; (3) les effets
superantigéniques se produisent sans intériorisation et traitement de l'antigéne, et (4) la
reconnaissance de ces derniers par le récepteur des cellules T (TCR) necéssite le CMH de classe
Il ainsi que la région variable de la chaine B (vB) du TCR et non les chaines Va—Vp utilisées par

les antigénes classiques (Smith-Garvin et al., 2009) (Tableau 1.8).

TABLEAU 1.7 : DIFFERENCE ENTRE LES SUPERANTIGENES ET LES ANTIGENES CONVENTIONELS (SOLANKI ETAL.,
2008).

Superantigénes Antigénes conventionels

Se lient en dehors du site de reconnaissance Se lient avec le site de reconnaissance
des antigénes des antigénes du CMHII

Pas de transformation en oligopeptide, action  Transformation en oligopeptide
immédiate sans dégradation nécessaire
Stimulent les cellules T CD4* et CD8* stimulent les cellules T CD4* ou CD8*

Stimulent 30% du nombre total des cellules T Stimulent seulement 0,001% du
nombre total des cellules T

La réponse immunitaire est sévére des le Un premier contact est nécessaire pour

premier contact avoir des réponses immunes séveres
plus tard

Ne provoquent pas de réponse mémoire Provoquent une réponse immune

Activation non spécifique des lymphocytes T mémoire

Activation spécifique des lymphocytes T

3.6.2. Activité émétique
L'activité émétique des ES repose sur leur capacité a provoquer un vomissement. Elle est trés
peu caractérisée, probablement a cause de I'absence de modeéle animal capable de reproduire

les manifestations cliniques de la toxi-infection staphylococcique. Il est plus approprié
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d’utiliser des singes (rhésus ou cynopithéque) qui présentent les symptomes émétiques
reproduisant ceux de 'Homme aprés administration orale, gastrique, intraveineuse ou
péritonéale (Sugiyama et Hayama, 1964). Mais les études sur les primates sont trés restreintes
pour des raisons de colt et d’éthique. Beaucoup de données sont disponibles sur les relations
structuro-fonctionnelles de I'activité superantigénique, mais I'activité émétique n’est, quant
a elle, pas précisément localisée. D’apres des études de mutagénese dirigée, la présence d’un
pont disulfure, serait importante pour I'activité émétique (Dinges et al., 2000). Cependant, SEI
n’a pas de pont disulfure, mais est douée, a la fois, d’activité superantigénique et émétique.
Certaines études suggerent que les ES agissent directement sur I’épithélium intestinal et sur
le nerf vague provoquant une stimulation des centres émétiques et du transit intestinal
(Arbuthnott et al., 1990; Bergdoll, 1983). Plusieurs auteurs se sont penchés sur les
mécanismes d’action déclenchant les vomissements pour étudier le pouvoir émétique de
certaines entérotoxines (Wright et al., 2000, Ono et al., 2008). Ils ont ainsi démontré que SEA
induisait la libération de sérotonine (5-hydroxytryptamine 5-HT) dans l'intestin suite a une
injection intrapéritonéale (Hu et al. 2007). En effet, la sérotonine se fixe sur les récepteurs de
type 5-HT3 présents sur le nerf vague conduisant a une activation des centres émétiques. De
plus, les expérimentations de dénervation ont démontré que les SEs n’induisaient plus de

vomissement suite a utilisation d’analogues de la 5-HT comme les carbanoiles de type 1.
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4. ENTEROTOXINE : ASPECTS CLINIQUES

4.1. PATHOGENICITE

En présence d’entérotoxine, les mastocytes synthétiseraient des dérivés de ['acide
arachidonique, qui agissent directement sur les récepteurs neuronaux du systeme gastro-
intestinal, conduisant ainsi a une stimulation des centres nerveux responsables du
vomissement et de la diarrhée. Des rapports épidémiologiques ont conclu qu’un adulte doit
ingérer environ 10-20 pg d’entérotoxine pour que des symptémes soient obtenus. Cependant,
d’autres auteurs considerent que moins de 1 pug de SE peut provoquer une diarrhée et des
symptomes d’intoxication chez des sujets sensibles (Martin et al. 2001). Au Japon, on a estimé
a 0,002-0,1ug la dose de SEA consommée dans du lait demi-écrémé pendant I'épidémie de
juin 2000 (Asao et al. 2003). La physiopathologie des symptomes n’est que partiellement
comprise. Les SEs peuvent pénétrer la muqueuse intestinale et avoir acces aux tissus
immunitaires locaux et systémiques. Dans ces zones, un afflux de polynucléaires dans
I'épithélium peut étre observé. L'activation du systeme immunitaire local par les SEs pourrait
étre responsable des dommages gastro-intestinaux observés ainsi que l'activation des
mastocytes (Shanahan et al., 1994). La libération de médiateurs inflammatoires et peptides
neurentériques (substance P) lors de |'activation des SEs pourrait entrainer des dommages du
tractus gastro-intestinal. La diarrhée en cas d'intoxication alimentaire staphylococcique serait
due a l'inhibition de la réabsorption de |'eau et d'électrolytes dans l'intestin gréle comme
observé a la fois in vitro et dans un modeéle animal. Ces toxines produites par les souches de
staphylocoques sont thermostables, résistent a la cuisson et aux enzymes du tube digestif.
Elles contaminent le plus souvent les produits laitiers et la viande. L'intoxication est
caractérisée par une incubation courte (1 a 6 heures aprés l'ingestion), des crampes
abdominales douloureuses, des vomissements, des diarrhées et I'absence de fievre. Ces signes
apparemment graves sont en fait d’évolution rapide et généralement bénigne, sauf chez les
individus « fragiles », voire particulierement exposés en fonction de |'expression Vf.
L’évolution est le plus souvent favorable en I'absence de traitement, mais la survenue d’un
choc toxique staphylococcique est possible en cas d’intoxication massive (Prévost, 2004)

(Figure 1.14).

E



Chapitre 1 : Introduction

Absorption orale Stimulation intraveineuse

N l

C PAg CMH classe I

l

Prolifération Cellules T Vp spécifigue,

l

Médiateurs I1-2, IFN-y, TMF, CSF

Neurones Macrophages
sensoriels du tube

Substance P

v

Mastocytes

IL-1, IL-G,
THF
Histamines
Sérotonine
Leucotriénes

L J

Inflammation Choc toxique
Yomissement
Diarrhée
Choc

FIGURE 1.14 : CELLULES ET CYTOKINES PARTICIPANT A LA TOXICITE DES ENTEROTOXINES.

4.2. PATHOLOGIES LIEES AUX ENTEROTOXINES STAPHYLOCOCCIQUES

4.2.1. Intoxications alimentaires

L'intoxication alimentaire par S. aureus est 'une des causes les plus fréquentes des maladies
d’origine alimentaire et représente 15 a 30 % des toxi-infections alimentaires collectives. Elle
est due a la l'ingestion d’une ou plusieurs entérotoxines staphylococciques préalablement
développées dans I'aliment. Bien que certains produits alimentaires contaminés par un faible
taux de S. aqureus soient consommeés sans risque, des facteurs de risques comme la rupture
prolongée de la chaine de conservation et la chaleur pourraient aboutir a une croissance
suffisante de S. aureus pour la production des entérotoxines. La présence d’une population
importante de souches de staphylocoques entérotoxigenes dans un échantillon est un fort
risque de la présence de toxine dans I'aliment. Néanmoins, leur absence n’est pas un signe de

I'absence de toxines, du fait que la charge bactérienne était probablement réduite ou éliminée
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pas des manipulations antimicrobiennes qui n’alterent pas la concentration d’entérotoxine, ni
son activité biologique. Les aliments qui sont le plus souvent impliqués dans une intoxication
alimentaire staphylococcique différent largement d'un pays a l'autre. En France, par exemple,
parmi les intoxications alimentaires a staphylocoques signalées sur une période de deux ans
(1999-2000), les produits laitiers et surtout les fromages étaient responsables de 32% des cas,
les viandes pour 22%, des saucisses et tartes pour 15%, les poissons et fruits de mer pour 11%,
les ceufs et les produits d'ceufs pour 11% et la volaille 9,5% (Haeghebaert et al., 2002). Aux
Etats-Unis, parmi les cas d'intoxication alimentaire staphylocoques signalés entre 1975 et
1982, 36% étaient dus a la viande rouge, de 12,3% pour les salades, 11,3% a la volaille, de 5,1%
pour les patisseries et seulement 1,4% pour les produits laitiers et les fruits de mer. Au Brésil,
16 foyers d'intoxication alimentaire dii a la consommation de produits laitiers ont été identifié
entre 1998-2002 (Veras et al., 2008). Au Royaume-Uni, par exemple, 75% des intoxications
alimentaires staphylocoques rapportées entre 1969 et 1990 étaient dus a des produits a base
de viande, 8% a des produits laitiers, 7% pour les poissons et fruits de mer et de 3,5% pour les
ceufs (Wieneke et al., 1993). Ainsi, les origines de l'intoxication alimentaire staphylococcique
different largement entre les pays. Cela peut étre di a des différences dans la consommation
et les habitudes alimentaires dans chacun des pays. Cependant a ce jour, un seul épisode de
toxiinfection alimentaire collective impliquant des SCN a été rapporté au Brésil (Veras et al.,

2008).

SEA est la cause principale des toxiinfections alimentaires a staphylocoque (79%) (Wieneke
et al.,, 1993), probablement en raison de son extraordinaire résistance aux enzymes
protéolytiques (Balaban et al., 2000). SED est la deuxiéme cause d’intoxication alimentaire
(37,5%) suivi de SEB (10%), SEC, et exceptionnellement SEE (Balaban et Rasooly, 2000 ; Floret
et al., 2000).

4.2.2. Le syndrome de Choc Toxique Staphylococcique

Le syndrome de choc toxique (SCT) staphylococcique est provoqué par la diffusion dans
I'organisme de toxines bactériennes dont certaines entérotoxines staphylococciques (B, C,
etc.) (McCormick et al., 2001). Bien qu'’il soit relativement rare, Il consiste en une défaillance
multiviscérale d’évolution souvent foudroyante et est associé a une morbidité et a une
mortalité élevée (Hajjeh et al.,, 1999). Les entérotoxines jouent un rdle central dans la

pathogenese du SCT staphylococcique. Ces exotoxines agissent comme des superantigenes,

E



Chapitre 1 : Introduction

qui provoquent rapidement une activation massive du systéme immunitaire (Balaban and
Rasooly, 2000). Le SCT staphylococcique est a I'origine de plus de 90% des chocs toxiques
menstruels et 50% des chocs toxiques non menstruels (Issa et Thompson, 2001), ceci est d( a
son pouvoir de traverser les muqueuses. De nos jours, elle est acceptée comme responsable
de 75% des syndromes du choc toxique staphylococcique. Dans la pratique clinique
qguotidienne, la pose précoce du diagnostic ou du diagnostic de suspicion et l'initiation
immédiate d’un traitement (antibiotiques, si nécessaire chirurgie, traitement intensif de la
défaillance multiviscérale) sont essentielles (Tableau 1.9). Actuellement, il n’existe encore
aucun traitement causal capable de neutraliser I'activité superantigénique. D’autres formes
cliniqgues incompletes sont décrites : la scarlatine staphylococcique, le NTED (neonatal toxic
shock syndrome-like exanthematous disease) et le REDD syndrome (recalcitrant

erythematous desquamating disorder) (Prevost, 2004).

TABLEAU 1.8 : SYNDROME DE CHOC TOXIQUE STAPHYLOCOCCIQUE: CRITERES CLINIQUES DE DIAGNOSTIC
(SCHRAG ET AL., 2011).

Criteres cliniques de diagnostic
1) Fiévre >38,9 °C

2) Eruption cutanée: érythrodermie maculeuse diffuse

3) Hypotension: pression artérielle systolique < 90 mm Hg chez I'adulte

4) Atteinte multisystémique (3 ou plus)

- Gastro-intestinale: vomissements ou diarrhée au début de la maladie

-Musculaire: myalgies sévéres ou élévation de la CK

- Muqueuse: hyperémie vaginale, oro-pharyngée et conjonctive

- Rénale: concentrations d’urée ou de créatinine deux fois supérieures a la normale

- Hépatique: concentrations de bilirubine totale deux fois supérieures a la normale

- Hématologique: thrombocytes < 100g/I

5) Desquamation: 1 a 2 semaines aprés le début de la maladie (particulierement au
niveau de la paume des mains et de la plante des pieds)

6) Résultats négatifs pour les tests suivants (si pratiqués):

- sang, pharynx

- Cultures du liquide céphalo-rachidien (les hémocultures peuvent étre positives pour S.
aureus)

- Fiévre pourprée des montagnes Rocheuses, leptospirose, rougeole

SCT probable si cing des six criteres sont remplis, SCT certain si I’'ensemble des six critéres sont remplis.
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4.2.3. La maladie de Kawasaki

La maladie de Kawasaki, ou « syndrome lympho-cutanéo-muqueux », est une vascularite
infantile des artéres de moyen et petit calibre (Prévost, 2004). Il n’existe pas de marqueur
spécifique de la maladie, mais un faisceau d’arguments cliniques permettant d’évoquer le
diagnostic. Il s’agit d’une maladie touchant principalement les enfants de moins de cing ans
et plus fréquemment ceux d’origine asiatique. La maladie de Kawasaki associe une
hyperthermie franche d’installation aigué, une conjonctivite, un énantheme, une chéilite, des
adénopathies cervicales, une éruption et un érytheme palmo-plantaire suivi d’une
desquamation. Il peut exister des anévrismes coronaires, mis en évidence par échographie
cardiaque ou coronarographie. La production de superantigénes staphylococciques a la phase
aigué a été incriminée dans la genese de la maladie de Kawasaki. Cependant, aucun lien n’a
pu étre établi jusqu’a ce jour entre une toxine staphylococcique spécifique, présente chez

I’enfant ou la mere, et la survenue de la maladie.

4.2.4. Dermatite atopique

La suppression de I'immunité innée observée au niveau de la peau, lors de la dermatite
atopique, explique la fréquence élevée de la colonisation cutanée par les staphylocoques
(jusgu’a 90 %) des patients souffrant de dermatite atopique (Prévost, 2004). Les lésions de
grattage secondaires au prurit favorisent leur adhérence. Celui-ci va participer aux
mécanismes de sensibilisation et d’inflammation. La production de céramidase augmente la
perméabilité de I’épiderme. Les entérotoxines vont agir comme des superantigénes, activant
les lymphocytes T et altérant leur fonction de régulation. Elles favorisent par ailleurs la
production de chémokines par les kératinocytes, qui vont attirer des cellules impliquées dans
la réponse inflammatoire et favoriser la production de I'interleukine 3.1, dont le réle dans le
prurit a été démontré. En induisant la synthése de l'isoforme béta du récepteur aux
glucocorticoides, les entérotoxines vont également diminuer la réponse au traitement
corticoide local. Enfin, la liaison des IgE spécifiques de S. aureus aux cellules dendritiques est

susceptible d’initier une réaction d’hypersensibilité (Prevost, 2004).

4.2.5. Maladies auto-immunes

L'auto-immunité exprime la rupture de la tolérance accordée aux cellules du systéme

immunitaire susceptibles de mobiliser les réactions contre le « soi »- Bien qu'aucune preuve
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directe ne relie les entérotoxines aux maladies auto-immunes, plusieurs faits évidents laissent
penser maintenant que ces superantigenes sont associés a leur développement (Grossman et
al., 1991) . Les processus auto-immuns telles que l'arthrite est inconnue, mais il est probable
qgue les cytokines pro-inflammatoires et les chimiokines produites en réponse aux
superantigenes facilitent le recrutement spécifique et la migration des lymphocytes T
autoréactifs dans le tissu synovial et les articulations. Ainsi, suite a I'exposition a une
entérotoxine, une présence accrue des cellules immunitaires pourrait initier une réaction
auto-immune destructrice. Le psoriasis et la dermatite atopique représentent également des
maladies auto-immunes liées a la colonisation de la peau par les staphylocoques et la
production excessive de superantigénes (Valdimarsson et al., 1995). Les cellules T des patients
atteints de dermatite atopique sévere sont apoptotiques. Ce qui peut conduire a des

infections chroniques et I'aggravation ultérieure de la maladie (Yoshino et al., 2000).
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FIGURE 1.15 : CONSEQUENCES PATHOLOGIQUES POSSIBLES A LA SUITE DE L’EXPOSITION AUX SUPERANTIGENES.
FIGURE ADAPTEE DE (GENESTIER ET AL., 2001).

4.3. TRAITEMENT

Actuellement, Il n'y a aucune thérapeutique disponible pour le traitement du choc toxique
induit par les superantigénes (Darebberg et al., 2004). Le ciblage et la neutralisation directe
du superantigéne est le plus approprié aux premiers stades de |'exposition avant I'activation
cellulaire et l'initiation de la production en cascade des cytokines proinflammatoire. Les
traitements ciblant les superantigénes au niveau des récepteurs ont été largement étudiés, et
comprennent des peptides bloquant les récepteurs dérivés de toxines, qui sont des inhibiteurs
chimériques composés des domaines VB et CMH de classe I, comme les inhibiteurs
synthétiques du récepteur de co-stimulation CD28 (Krakauer, 2016). Cependant, la prévention
de l'interaction toxine-récepteur est inefficace aprés I’exposition a la toxine surtout que

chaque inhibiteur doit étre adapté pour cibler des toxines individuelles. L’échec des essais




Chapitre 1 : Introduction

cliniques sur le traitement du sepsis par un anti-endotoxine, un médicament qui empéche les
étapes précoces de l'interaction avec le récepteur, suggérent que le blocage des interactions
superantigene-récepteur ne saurait probablement pas protéger contre les chocs induits par

SEB (Opal et al., 2013).

Des études in vitro indiquent que de nombreux genes codant des molécules d'adhésion
cellulaire, des cytokines, des chimiokines et des protéines de phase aigué sont impliqués dans
I’état de choc létale induit par les superantigénes et contiennent des sites de liaison aux NFkB
dans leur région promotrice (Didonato et al., 2012). L’activation des NFkB conduit a
I'expression inductible de nombreux médiateurs impliqués dans l'inflammation et les
blessures observées dans les lésions pulmonaires et les modéles de choc toxique induit par les
entérotoxines. L'inhibition de la NFkB a été bénéfique ou non dans la prévention du choc
toxique chez la souris (Krakauer., 2006 ; Tilahun et al., 2010). Ce type de thérapie pourrait étre
aussi envisagé chez ’homme. Cependant, un inhibiteur de NFkB doit étre donné au début de
I'injestion de la toxine et pendant une longue durée pour obtenir une protection (Krakauer,
2009). La seule recommandation reste I'administration d’'un antibiotique qui bloque la

synthése des protéines bactériennes.
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5. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE LA THESE

Les staphylocoques a coagulase négative ont été longtemps considérés comme inoffensifs
pour I’homme ou comme de rares opportunistes de faible virulence (Huebner et al., 1999),
mais leur réle croissant en tant que pathogenes a été reconnu et étudié ces dernieres années
(Fomba, 2006). Ils sont responsables d’infections nosocomiales et communautaires pouvant
évoluer vers un niveau de sévérité comparable a celui de S. aureus, qui reste considéré comme
le plus virulent des staphylocoques (Fluit et al., 2001, Pfaller., et al., 1999). L'immuno-
incompétence chez le nouveau-né prématuré, les cancers ou les affections hématologiques
sont les facteurs favorisant ces infections (Vandenesch et al., 1995). Une autre situation
entrainant une sensibilité accrue aux infections a SCN est I'implantation de corps étrangers
divers tels que les protheses, les stimulateurs cardiaques, les cathéters vasculaires, les
shunts de dérivation du LCR. (Huebner et al., 1999), et la multirésistance de certaines souches
aux antibiotiques. Ainsi, ces différentes caractéristiques confirment le potentiel invasif et
destructeur de certaines souches et imposent de leur accorder une attention particuliére. Or,
la liste et le role exact des facteurs de virulence impliqués dans la pathogénie des souches
cliniques de SCN ne sont toujours pas connus avec précision. A I’heure actuelle il est encore
difficile d’estimer le pouvoir pathogene réel de plusieurs souches et d’établir une corrélation
clinico-biologique entre un phénotype clinique donné et la présence d’un facteur de virulence.
Aussi, I'approfondissement des connaissances scientifiques liées a ces bactéries et
I’établissement de leur prévalence sont des préalables indispensables a I'estimation et
finalement a |'appréciation du risque sanitaire lié a I'existence de SCN virulentes dans les
milieux hospitaliers ou communautaires.

De plus, la diversité des souches de s. aureus pathogenes est couramment expliquée par
I'acquisition de genes de virulence par transferts verticaux successifs. Cependant, la
cohabitation de plusieurs espéeces de staphylocoques sur la peau et les muqueuses de
I’'homme, peut favoriser le transfert horizontal de genes de virulence de S. aureus vers les
espéeces moins virulentes comme S. epidermidis, S. lugdunensis ou S. capitis provoquant ainsi
I’émergence des souches de SCN pathogenes. Bien que la présence de ces facteurs de
virulence soit nécessaire a la virulence des souches de SCN pathogenes, un « fond » génétique
spécifique serait a I'origine de leur intégration, de leur stabilité et de leur expression. L'étude

des SCN d’origine clinique possédant des facteurs de virulence connus devrait permettre
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d’aider a mieux comprendre les mécanismes d’émergence de nouveaux isolats pathogenes,
en particulier en milieu hospitalier.

Ce projet a pour originalité de rechercher de possibles caracteres pathogéenes de
staphylocoques a coagulase négative associés des infections confirmées.

De facon spécifique, notre these vise a :

» Evaluer le potentiel pathogéne des souches cliniques de SCN
v’ Etablir la présence et la variabilité des souches de SCN dans les échantillons
d’origine clinique au Bénin
v Déterminer I'antibiorésistance de ces souches

v’ Rechercher les facteurs de virulence justifiant une pathogénie.

» Caractériser les propriétés moléculaire, structurale et fonctionnelle de I'un des
facteurs de virulence : I’entérototoxine staphylococcique C produite par S.
epidermidis (SECepi)

v’ Déterminer la structure la toxine
+ Cloner et purifier la protéine recombiante

~ Déterminer la fonction de SECepi dans la pathogénie de S. epidermidis

» Evaluer la corrélation entre le phénotype clinique et la production de SECep;
» Faire un apercu sur I'évolution de la virulence des souches de S. epidermidis

entérotoxigenes par I’analyse approndie de leur génome.

La présente these est subdivisée en six chapitres de fagon a faciliter une bonne compréhension
de la méthodologie adoptée et une meilleure présentation du document.

Le premier chapitre est consacré a l'introduction générale qui comprend une revue de
littérature sur les SCN et leur virulence ainsi que la problématique et les objectifs de I'étude.
Avant de présenter les résultats des différents aspects étudiés, nous avons développé dans le
second chapitre I'ensemble de la démarche méthodologique qui a été adoptée pour atteindre
nos objectifs. Le troisieme chapitre regroupe les résultats expérimentaux et est subdivisé en
guatre parties (article 1-4). Dans le quatrieme chapitre nous avons discuté les résultats
obtenus et proposé de nouveaux axes de recherche pour améliorer la qualité scientifique de
ce travail. Enfin, les chapitres cing et six comportent respectivement la liste des références

utilisées et les annexes.
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1. MATERIELS

1.1. SOUCHES BACTERIENNES

Les souches bactériennes utilisées dans notre projet de recherche sont constituées de :
99 souches de SCN cliniquement significatives, collectées a CNHU-HKM du Bénin, 30 souches
de S. epidermidis collectées a I'hopital Universitaire de Strasbourg et des souches de S. aureus

de référence figurées dans le tableau ci-apres.

TABLEAU 2.1 : SOUCHES DE REFERENCE UTILISEES

Souches de référence Génotype Origine
S. aureus SCP FRI 722 sea + De Buyser
S. aureus SCP FRI 341 seb + De Buyser
S. aureus SCP FRI 361 sec+ AFSSA
S. aureus SCP FRI 137 seg + AFSSA
S. aureus SCP FRI 569 seh + AFSSA

1.1.1. Escherichia coli XL1-Blue

Génotype : recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdr17 supE44 relAl lac [F’ proAB lac19ZM15 Tn10 TeT").
Intérét : Ces bactéries ont une grande aptitude a la transformation, ce qui permet d’obtenir
des clones recombinants a partir de faibles quantités d’ADN. La mutation endAl supprime
I'activité endonucléase |, aspécifique, ce qui améliore la qualité des préparations
plasmidiques. La mutation en hsd17 est située dans les systemes de méthylation et de

restriction qui permettent de reconnaitre les ADN étrangers.

1.1.2. Escherichia coli BL21

Génotype: B F-dcm ompT, hsdS (rs, mg” gal.

Intérét : Cette souche est utilisée pour I'expression des protéines de fusion a partir du
plasmide pGEX-6P-1 (GE Healthcare), car déficiente en protéases. De plus, la mutation hsdS
améliore 'efficacité de la transformation a partir de plasmide non modifié. Cette souche a un
niveau d’expression protéique élevé, autorisant des rendements supérieurs a 5 mg/L de
culture dans le cas des entérotoxines. Les cellules compétentes peuvent étre conservées

pendant plusieurs semaines dans du glycérol 10% (V/V) a -80°C.
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1.2. MATERIELS GENETIQUES

1.2.1. Vecteur plasmidique (pGEX-6P-1)

C’est un vecteur de 4980 pb (Figure 2.1) contenant un géne de résistance a I'ampicilline, un
géne codant la gluthation-S-transférase (GST) et une cassette de clonage située en 3’ de ce
geéne. Les séquences clonées dans les sites de restriction/insertion multiples du vecteur pGEX-
6P-1 peuvent étre exprimées sous forme de protéines de fusion avec la GST située a leur
extrémité N-terminale (Smith et Johnson, 1988). Cette expression est effectuée grace a
I'induction du promoteur ptac en amont du géne codant la GST par lisopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG). La protéine de fusion exprimée dans le vecteur pGEX-6P-1 peut
étre facilement purifiée par chromatographie d’affinité sur une colonne de Gluthation
Sepharose 4B (GE Healthcare, Orsay). La protéine de fusion contient un site spécifique
reconnu par la PreScission™ Protéase (GE Healthcare, Orsay), et est située entre la GST et son

partenaire de fusion.
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Figure 2.1 : Plasmide pGEX-6P-1 et les détails de la cassette de clonage (Manuel

GE healthcare life sciences)
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1.2.2. Vecteur recombiné

Le vecteur recombiné utilisé dans cette étude est le plasmide d’E. coli pGEX-6P-1 portant le

gene sec3 de S.epidermidis (ce travail).

1.2.3. Les amorces d’ADN utilisées pour I'amplification génétique (PCR)

Les oligonucléotides utilisés pour 'amplification génétique des génes codant les entérotoxines

staphylococciques sont présentés dans le tableau ci-apres.

TABLEAU 2.2 : AMORCES UTILISEES POUR LA PCR.

Amorces Séquence nucléotidique 5’ 3’ Taille de
I’amplicon
size (bP)

sea-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 120
Entérotoxine A
sea-2 GAACCTTCCCATCAAAAACA
seb-1 Entérotoxine B TCGCATCAAACTGACAAACG 478
seb-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC
Sec-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 257
Entérotoxine C
Sec-2 AAATCGGATTAACATTATCC
seg-1 AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC 642
Entérotoxine G
seg-2 AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTAGTTC
seh-1 CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 372
Entérotoxine H
seh-2 CATCTACCCAAACATTAGCACC
clfB-1 ATTAGTGCAAACACAAACAGTGCG 305
Clumping
clfB-2 factor AGTTCCTTGCGCATTGGAAATCGT
hlgB-1 composante AGATAAAAGTTATGATAAAGATACT 267
Gamma-
higB-2 hémolysine B AGTCCACCAGATAAACCATTAGAGA
Site GAA TTCGACATAAAAGCTAGGAATTT 807
EcoRl-sec  Entérotoxine C
Site GGA TCCAAATCGGATTAACATTATCC
BamHI-
sec
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1.3. PRODUITS CHIMIQUES

Phénol-chloroforme

Beta-mercaptoéthanol

Triton X100

Acide sulfurique

Acide chlorhydrique

Acétate de sodium

Acétonitrile

1.4. TAMPONS ET SOLUTIONS USUELS

TBE 10x : 0,89 M Tris-base, 0.89 M acide borique, 25 mM EDTANa>, pH 8,3.

TE : 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTANa;, pH 8.0.

PBS : NaH2PO4 10mM, Naz;HPO4 1,5mM, NaCl 0,150 mM, PH 7,0.

PURIFICATION CELLULAIRE :

(@]

o

DEXTRAN : 6 % (p/v) Dextran Leuconostoc (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France), 0,9 % (p/v) NaCl

TAMPON EGTA : 140 mM NacCl, 5 mM KCIl, 10 mM glucose, 10 mM Hepes, 0,1 mM
EGTA, pH 7,3 (Tris-base)

Tampon HBSS (Hanks' Balanced Salt solution):

PURIFICATION DE SECep;:

o

(0]

o

Tampon A: HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, EDTANaz 1 mM, pH 7,2 (NaOH)
Tampon B : Tris-Base 50 mM, GSH 30 mM, NaCl 500 mM, pH 8 (HCI)
Tampon C : NaH;P0O4 30 mM, NaCl 2 M, pH 6, 5 (NaOH)

SDS-PAGE :

o

(0]

Tampon de migration : Tris 25mM, Glycine 192mM, SDS 0,1% pH 8.8

Solution mére de coloration au bleu de coomassie : bleu de Coomassie G250R (GE
Healhcare) 2g/L, méthanol 60% (v/v), H.O QSP 1 L.

Solution fille de coloration au bleu de Coomassie : Solution mére filtrée 50% (v/v),
acide acétique 10% (v/v), QSP H0.

Solution de décoloration : acide acétique 10% (V/V), méthanol 30% (v/v), QSP H,O.
Réactif de Bradford : bleu de Coomassie G-250 (Serva) 0,01% (p/v), éthanol 4,7% (v/v),
acide phosphorique (H3POa4) 8,5% (p/v), QSP H,O.
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1.5. MILIEUX DE CULTURE ET DE STOCKAGE

Gélose a 5% de sang de mouton, BioMérieux, Marcy I'Etoile, France.

Milieu Broth Heart Infusion (BHI) (25 g/L), Becton, Dickinson and company-USA: Beef Heart
Infusion 10 g, Tryptone 10 g, NaCL 5 g.

Milieu TY x 2 (Trypcase-Yeast extract) : milieu de culture tres riche, utilisé pour récupérer une
quantité importante de bactéries. Composition : 1,7% (p/v) bio-trypcase, 1% (p/v) extraits de
levure, 0,5% (p/v) NaCL pH 7,4. Le milieu gélosé contient 1,5% (p/v) d’agar bactériologique.
Milieu TY x 2 — Ampicilline (TY-A) : milieu sélectif des bactéries résistantes a I'ampicilline, un
antibiotique a spectre d’action large. Composition : milieu TY x 2 additionné de 100 pg/mL
d’ampicilline (Euromedex, Souffelweyersheim, France).

Milieu de congélation des souches : 90% (v/v) Brain Heart Infusion (BHI), 10% (v/v) glycérol
(100%).

Agarose type D-5, Euromedex): T° de gélification 36°C, T° d'infusion 89,3 °C.

BD BACTEC™ Peds Plus/F, Becton Dickinson, Meylan, France : Milieu pour la recherche et la
mise en culture de microorganismes provenant d'enfants pour lesquels le volume de
prélevement est inférieur a 3 mL. lls contiennent de la résine : 40 mL de bouillon Trypticase-
soja enrichi.

BD BACTEC™ Plus Aerobic/F, Becton Dickinson, Meylan, France. Milieu pour la recherche et
la mise en culture de microorganismes, principalement aérobies. Ces milieux contiennent des

résines pour l'inhibition des antibiotiques : 25 mL de Trypticase Soja enrichi.

1.6. REACTIFS

Matrice : alpha-cyano-4 acide hydroxycinnamique (a-HCCA): 3 mg/mL dans 50% (v/v)
acetonitrile 2,5% acide trifluoroacetique (v/v).

Api STAPH, bioMérieux, Marcy |'Etoile, France.

CytoTox 96®Cytotoxicity Assay, Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Cartes VITEK AST-P631 pour I'antibiogramme

Bioplex Pro™Human Cytokine 8 plex Assay, BioRad, France

Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche, France
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1.7. MATERIELS DE CHROMATOGRAPHIE ET DE WESTERN BLOT

La Sépharose 4B GSH (GE Healtcare) a servi de matrice pour la chromatographie d’affinité de
la protéine de fusion GST-SECepi. La glutathion réduite est utilisée pour I’élution de SECepi.
La colonne PD-10 (GE Healthcare) pour le dessalage de la protéine purifiée.

Trans-blot® Turbo™ Transfert System pour le transfert de protéine du gel vers I'lmmobilon®.

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems pour I'électrophorése sur gel de polyacrylamide

contenant du dodécysulfate de sodium.

1.8. MATERIELS DE DOSAGE MULTIPLEX

L’automate Bio-Plex™ 100 (BioRad) a été utilisé pour le dosage multiplex et simultané de
cytokines. Cet appareil est un compteur de particules en flux utilisant la technologie XMAP de
Luminex (Multi- Analyte Profiling) avec des microspheres de fluorescence différentes. Il est
doté d’un laser a diode rouge (635 nm) qui excite des billes bicolores et d’'un laser Nd-YAG a
diode verte (532 nm) qui excite la streptavidine-phycoérythrine qui est un indicateur de la
liaison spécifique du ligand aux billes. Le systeme est piloté par un ordinateur muni d’un

logiciel dédié (BioPlex Manager™) d’acquisition, d’intégration et d’analyse des données.



http://www.bio-rad.com/evportal/destination/commerce/product_detail?catID=N3F2UD4VY
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2. METHODES

2.1. EVALUATION DE LA PERTINENCE CLINIQUE DES SOUCHES

La pertinence clinique des souches est déterminée par des médecins qualifiés en utilisant le
dossier médical de chaque patient contenant les données cliniques, socio-démographiques et
de laboratoires. Les souches sont considérées comme ayant une signification clinique lorsque
les criteres suivants sont observés : 1) souches issues de culture pure, 2) présence de facteurs
de risque infectieux (traitements immunosuppresseurs et portes d’entrées), 3) présence de
signes cliniques classiques d’infection (hyperthermie > 38°C, hypotension, tachycardie,
polypnée), 4) résultats de laboratoires associés a un syndrome infectieux clinique (fievre,
signes cardiaques, respiratoires, digestifs, neuropsychiques, cutanéo-muqueux, des
hypertrophies des ganglions lymphatiques) (Mohammad et al., 2014). Dans notre étude,

seules les souches ayant une pertinence clinique sont prises en compte.
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TABLEAU 2.3 : CRITERES UTILISES POUR LA CONSIDERATION CLINIQUE DES SCN ISOLES DE DIVERS
ECHANTILLONS.

Type

d’échantillon

Résultat de
I’examen
direct

Résultat de
la culture

Flore
associée

associés

Signes cliniques Signification
clinique

Résultat positif 1 échantillon 1 espéce Présence de Oui
avec BACTEC positif syndrome
infectieux
Sang Résultat positif 1 échantillon Présence de
avec BACTEC positif 1 espece syndrome Non
infectieux
Résultat positif 1 échantillon 1 espece Présence de
avec BACTEC positif syndrome Non
infectieux
leucocytes/mL  >10°CFU/mL 1 espéce Présence de Oui
>10% /mL syndrome
infectieux
Urines Autres Autres 1 espéce Présence ou
résultats résultats absence de Non
syndrome
infectieux
Cocci Gram 1 échantillion 1 espece Présence de Oui
positif positif syndrome
infectieux
Superficiels Autres Autres 1/2 Présence ou
résultats résultats espece absence de Non
syndrome
infectieux
Cocci Gram 1 échantillon 1 espece
positif positif Présence de Oui
Profonds syndrome
infectieux
Autres Autres 1/2 Présence de
résultats résultats espéce syndrome Non
infectieux
Cocci Gram 1 positive 1 espece Présence de
Cathéters positif syndrome Oui
Intravasculai infectieux
res Autres Autres 1/2 Présence de
résultats résultats espéece syndrome Non
infectieux
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2.2. IDENTIFICATION DES STAPHYLOCOQUES A COAGULASE NEGATIVE (SCN)

Les souches sont phénotypiquement identifiées par les méthodes standards d’identification
basées sur la coloration de Gram, la morphologie, la catalase positive (ID color Catalase ;
bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), la non agglutination des colonies avec le test Pastorex
Staph Plus (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France), et la non production de Ia

staphylocoagulase libre en présence du plasma lyophilisé de lapin.

2.3. IDENTIFICATION DES ESPECES DE SCN

2.3.1. Identification des espéces de SCN par la galerie API® Staph

API® Staph est un systéme standardisé pour l'identification des genres Staphylococcus,
Micrococcus et Kocuria comprenant des tests biochimiques miniaturisés ainsi qu’une base de
données.

Principe : La galerie API® Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés.
Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans APl Staph
Medium qui réhydrate les tests. Les réactions produites pendant la période d’incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. La lecture
de ces réactions se fait a I'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a 'aide du
catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.

Méthode : Les souches sont ensemencées sur gélose au sang et le lendemain une suspension
bactérienne homogene d’opacité 0,5 McFarland est préparée en émulsifiant une colonie de
18-24h dans une ampoule d’Api Staph Medium. Les tubes de la galerie sont ensuite remplis
avec I’Api Staph Medium ensemencé. Une anaérobiose est créée dans les tests ADH et URE en
remplissant leur cupule d’huile de paraffine pour former un ménisque convexe. Les boites
d’inoculation sont fermées et incubées a 37°C pendant 18H. Aprés I'incubation, les réactions
sont lues conformément au tableau de lecture en ajoutant une goutte de chacun des réactifs

VP, NIT et PAL aux cupules correspondantes.

2.3.2. Identification des espéces de SCN par la spectrométrie de masse de type

Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation-Time-of Flight (maldi-tof/ms)
Principe : Le spectrométre de masse MALDI-TOF est un spectrométre utilisant une source
d’ionisation laser assistée par une matrice (MALDI: Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonisation) (Figure 2.2.) et un analyseur a temps de vol (TOF : Time-Of-Flight)

E
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(Figure 11.3) (Bienvenut et al., 2002). Il est basé sur l'ionisation sans dégradation des molécules
de grande taille, peu volatile, et sensibles a la chaleur (Andrade et al., 2008). Un échantillon
couvert d’'une matrice ionisante est bombardé par un laser (337 nm, 20 Hz). En étant volatilisé
de la plague inerte, les particules ionisables sont accélérées dans un champ électrique (19 kV)
en leur imprimant un temps de vol dans un tube ou un vide poussé est maintenu. La molécule
désorbée est projetée vers un détecteur. Les ions sont ensuite détectés en mesurant le temps
gue mettent les différentes particules a atteindre le détecteur. Le temps de vol de chaque
particule est proportionnel a sa masse (m) et sa charge (z). Les molécules plus grandes
mettront plus de temps a atteindre le détecteur, tandis que les molécules plus petites
arriveront plus vite. Une fois I'ion arrivé au détecteur, le signal est amplifié et envoyé a un

ordinateur qui traite les données et donne les résultats sous forme de spectre.

Mélange ce \05"".
matrice-échantillon 50“‘.

&

Plaque MALDI

& @ &
¢ Ions moléculaires

- ¢ &
‘ + + Ad & @

Ionisation

“ Désorption

FIGURE 2.2 : PRINCIPE D'IONISATION PAR LA TECHNIQUE MALDI (HTTP://CBM.CNRS-
ORLEANS.FR/SPIP.PHP?ARTICLE129).

L'analyte (en vert) est cristallisé dans la matrice (en violet). Un laser UV (337 nm de longueur d’onde)
d’azote est pulsé en direction de la cible. La matrice se vaporise libérant les peptides (désorption) et
transfert ensuite ses protons a I'analyte qui s’ionise. Les protéines sont ionisées positivement tandis
que les oligonucléotides et les saccharides sont ionisés négativement.
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laser UV

détecteur

FIGURE 2.3 : TECHNIQUE TIME OF FLIGHT (TOF).

Les substances ionisées sont séparées entre une anode et une cathode dirigeant ainsi les molécules
ionisées vers I'électrode portant la charge inverse des ions a analyser. Les ions passent ensuite a
travers un champ électrique accélérant leur progression. Les grosses molécules mettent plus de temps
a atteindre le détecteur que les petites molécules. Ce temps est calculé par le spectrometre. Les
molécules sont ainsi séparées en fonction de leur rapport masse/charge (Tonella et al., 2011).

Méthode : Les souches de SCN sont mises en culture sur la gélose Columbia a 5% de sang de
mouton (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) et incubées pendant 24h a 37° C. Une vingtaine
de colonies de chaque souche sont mises en suspension dans 300 uL d’H,0 distillée stérile et
900pL d’éthanol a 70 °C. Le mélange est bien homogénéisé et centrifugé a 13000 x g pendant
2 min. Le surnageant est ensuite éliminé et remis en suspension dans 50 pL d’acide formique
a 70% pour la lyse des bactéries et la libération des protéines intracellulaires. Le mélange est
homogénéisé pendant 2 min et 50 puL d’acétonitrile sont enfin ajouté. Apres une centrifugation
de 2 min a 13000 x g, le surnageant contenant les protéines est recueilli dans un microtube
pour étre analysé par la spectrométrie de masse. Un microlitre d’extrait protéique de chaque
souche est déposé en double sur I'un des spots de la plaque cible et mise a sécher a
température ambiante. Ensuite un microlitre de la matrice (3 mg/mL d’acide alpha cyano-4-
hydroxycinnamique dans 50% [vol/vol] acétonitrile-2,5% d'acide trifluoroacétique [v/v]) est
déposé sur I'échantillon séché et laisser sécher de nouveau. Les échantillons sont ensuite
traités dans le spectroméetre MALDI-TOF-MS. Les spectres des souches a identifier sont
obtenus avec l'appareil LT Microflex en utilisant le logiciel FLEXCONTROL 3.0 (Bruker
Daltonics) puis comparés avec les spectres de masse enregistrés. L’analyse automatique des

spectres bruts obtenus, est réalisée par le logiciel MALDI Biotype™. Un score d'identification
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supérieur a 2 est considéré comme une identification de haute confiance au niveau de
I'espece, tandis que les scores compris entre 1,7 a 1,99 sont considérés comme une
identification de confiance intermédiaire au niveau du genre seulement. Les scores inférieurs
ou égaux a 1,7 sont considérés comme une identification inacceptable, conformément aux
recommandations du fabricant. Dans cette étude, seules les souches avec un score

d’identification de 2 ou plus ont été prises en compte.

Traitement des données avec le logiciel Biotyper™ (Bruker): Le Biotyper™ est un logiciel
pour |'analyse des spectres dans le contexte d'une identification microbienne. Ces spectres
peuvent étre générés avec des spectrométres de masse Bruker de type Biflex® ou Refelex ©,
Omniflex®, Microflex®, Autoflex® ou Ultraflex®. AXIMA@SARAMIS assurance,
AXIMA@SARAMIS confidence, AXIMA@SARAMIS performance (ShimadzuTM).

Le Biotyper™ est basé sur MATLAB 7.1, il permet de générer différentes banques de données
pour produire a partir des spectres, des listes de pics ou des références de spectres.
L'identification d'un spectre inconnu est réalisée a |'aide d'un algorithme de reconnaissance
utilisant les positions de pics, leurs intensités autant que leurs fréquences d'apparition. De
plus, le logiciel permet I'analyse de pics basée sur la génération des principaux composants et
sur l'indice de corrélation des composants. Il incorpore toutes les fonctionnalités pour réaliser
I'acquisition du spectre de masse, comme aussi pour l'identification et la classification des
microorganismes. Les parametres de procédure sont définis par l'utilisateur, et les résultats
sont déduits par la liste des pics. Le modéle assorti "pattern matching", pour l'identification
d'un microorganisme inconnu est réalisé par la comparaison de la liste de pics générés avec la
banque de données contenant les informations caractéristiques du spectre de différentes
espéces. La banque des spectres est générée par plusieurs mesures d'une espece ou d'une
souche bactérienne connue, puis les informations spécifiques du pic sont extraites. Un profil
moyen est obtenu apres la mesure de 20 spectres. Le logiciel génére automatiquement les
listes des pics a partir de tous les spectres et extrait les pics typiques qui sont présents dans
les spectres d'une seule espéce. Les microorganismes inconnus sont identifiés en comparant
leurs pics individuels a la banque de données. Le "matching score", basé sur les masses
identifiées et la corrélation de leurs intensités, est généré et utilisé pour classer les résultats.
Pour augmenter la fiabilité des données recherchées, le Biotyper™ est capable de corriger les

déviations de masses des pics a partir d'un algorithme de re-calibration sophistiqué. Le logiciel
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peut adapter la calibration d'une nouvelle liste de pics a une liste de pics connue dans des
limites ajustables. Cette fonctionnalité rend I'identification de Biotyper™ particulierement

robuste et fiable.

FIGURE 2.4 : RESUME DE L'IDENTIFICATION BACTERIENNE PAR MALDI-TOF/MS (ADAPTEE DE MOUSSAOUI
WARDI ET AL., 2009).

2.3.3. Identification des espéeces de SCN par séquengage de I’ARN ribosomique

16S (ARNr 16S)

L'ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) est I'ARN ribosomique constituant la petite sous-
unité des ribosomes des procaryotes. Les génes codant cet ARN sont appelés ADNr 16S (16S
rDNA en anglais) et leur séquence est tres utilisée en phylogénie pour reconstruire I'histoire
évolutive des organismes dans la mesure ou sa vitesse d'évolution relativement lente permet
d'établir des divergences génétiques anciennes (Carl et al., 1977). Ces genes sont présents en

plusieurs copies au sein de chaque organisme (Rébecca et al., 2007).

Principe : Le géne de I'ARNr 16S est le marqueur génétique le plus connu utilisé pour identifier
et classer les bactéries, notamment parce qu'il se compose a la fois de régions trés bien
conservées et de régions hypervariables. Les régions conservées peuvent servir de sites de

liaison d'amorces universelles pour I'amplification du gene entier ou de fragments du gene,

E
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tandis que les régions hypervariables contiennent des séquences spécifiques a |'espece qui
peuvent faire la distinction entre différentes bactéries.

Avec plus de 100 000 séquences du gene de I'ARNr 16S disponibles dans les bases de données
publiques, I'amplification et le séquencage de I'ADNr 16S peuvent décrire de maniere semi-

guantitative les bactéries présentes dans des échantillons biologiques complexes.

Méthode : Le gene est partiellement ou totalement amplifié avec des amorces universelles
spécifiques aux régions conservées. Les jeux d'amorces sont congus pour capturer le plus
grand nombre possible de micro-organismes différents. Les fragments amplifiés sont ensuite
analysés par séquencage a haut débit (NGS). Les lectures obtenues sont regroupées avec
d'autres séquences associées suivant un niveau d'identité prédéfini puis quantifiées. Ces
groupes de lectures de séquencage similaires sont appelés « unités taxonomiques
opérationnelles » (OTU). Le comptage des OTU est résumé dans un tableau répertoriant
I'abondance relative pour chacune des bactéries dans chaque échantillon et les données sont
exploitées pour un traitement en aval. Un niveau d'identité de séquence de 97% est
fréguemment choisi pour représenter l'espece et de 95% pour représenter le genre.
L'identification microbienne s'effectue par rapport aux séquences de bases de données de
référence comme le RDP (Ribosomal Database Project). En raison de la nature de leur
séquence de gene d'ARNr 16S, certaines bactéries ne peuvent étre classées que jusqu'a
I'échelon du genre ou de la famille. Dans ce projet, le séquencage de I’ARNr a été réalisé par

GATC Biotech, France.

2.4. ANTIBIOGRAMME AVEC VITEK 2

Principe : Le principe de I'antibiogramme de Vitek®2 repose sur la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) par la colorimétrie. Chaque carte AST de Vitek®2
contient 64 micropuits. Un puits de contrble contenant uniquement un milieu de culture est
présent sur toutes les cartes. Les autres puits contiennent des concentrations préétablies d’un
antibiotique donné et un milieu de culture. L'instrument Vitek®2 controle la croissance dans
chaque puits présent sur la carte pendant un délai défini (jusqu’a 18 heures pour les
bactéries). Au terme du cycle d’incubation, les valeurs de CMI sont déterminées pour chaque

antibiotique présent sur la carte par la colorimétrie.
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Méthode et analyse des données : Quelques colonies de 24 heures de la souche a tester sont
mise en suspension dans 3 mL d’eau déminéralisée jusqu’a I'obtention d’'une densité optique
(DO) comprise entre 0,55 et 0,62. L'inoculum et la carte d’antibiogramme AST-P631 sont
ensuite placés dans le VITEK 2. Les antibiotiques testés sont les suivants : Céfoxitine (FOX),
Benzylpénicilline (P), oxacilline (OXA), Gentamicine (GEN), Kanamicine (K), Tobramicine (TM),
Ofloxacine (OFX), Clindamycine (CL), Erythromycine (E), Lincomycine (L), Pristinamycine(PT),
Linézoide (LIZ), Téicoplanine (TEC) , Vancomycine (VA), Tétracycline (TE), Fosfomycine (FOS)
,Nitrofurantoine (FT), acide fusidique (FA), Rifampicine (RA), Triméthoprime-sulfamides (SXT).
Les résultats sont lus automatiquement entre 18 et 24 heures et l'interprétation de la
sensibilité des souches aux antibiotiques est réalisée par le logiciel VITEK 2 selon les
recommandations du Comité d’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-
SFM). La résistance a la méticilline est évaluée par la résistance des souches a la céfoxitine et

a l'oxacilline.

2.5. PREPARATION DES SURNAGEANTS DE CULTURE BACTERIENNE

Apres identification, chaque souche est initialement mise en culture sur de la gélose Muller
Hinton (MH) enrichie a 5% de sang de mouton pendant 18 h a 37 °C et un clone est sélectionné
etinoculé dans 10 mL de bouillon BHI (Brain Heart Infusion). La suspension est ensuite incubée
sous agitation a 37 °C pendant 18 h et centrifugée a 10 000 x g pour 10 min. Le surnageant de
culture est récupéré et filtré avec un filtre de 0,45 nm de diamétre. Chaque filtrat est enfin

aliquoté dans un tube Eppendorf et congelé a -20 °C pour des tests ultérieurs.

2.6. TEST D’ACTIVITE CYTOLYTIQUE
2.6.1. Test de leucotoxicité

2.6.1.1. Purification des neutrophiles, monocytes et lymphocytes

Principe : Les polynucléaires neutrophiles humains (,PMN), monocytes et lymphocytes encore
appelés peripheral blood mononuclear cells (PBMC) sont préparés a partir de concentrés
leuco-plaquettaires sanguins « buffy caot » (Etabliss