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Introduction

Les entérocoques sont des bactéries ubiquistes, présentes dans différentes niches
écologiques telle que I'intestin de ’homme et des animaux a sang chaud (105-108 UFC /g de
matiere fécale), plus rarement dans le vagin (1) ou dans la cavité buccale (2). On les retrouve
également dans les eaux usées, 'eau douce, I'eau de mer, le sol sur les végétaux et chez les
insectes (3). Ils appartiennent au genre Enteroccocus, distincts des streptocoques. Ce genre
comprenait initialement deux espéces Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium (4).

Les entérocoques sont le plus souvent considérés comme des bactéries a faible pouvoir
pathogene, ces bactéries peuvent agir comme des pathogénes opportunistes responsables de
quelques infections extrahospitalieres, en particulier infections urinaires, infections biliaires
ou intra-abdominales ott leur pouvoir pathogeéne s’exerce en association avec des
entérobactéries et des bactéries anaérobies (5). L'utilisation des antibiotiques comme moyen
thérapeutique contre les infections bactériennes a permis une avancée considérable de la
médecine. Cependant, malgré les efforts continus visant a controler les agents pathogenes, les
bactéries développent des phénomenes de résistance aux antibiotiques notamment en raison
de la pression de sélection exercée par l'utilisation massive et parfois inadéquate des
antibiotiques, ce qui conduit a I'échec thérapeutique (6).

La lutte contre la diffusion de bactéries multirésistantes (BMR) est un enjeu majeur de
santé publique en France, en Europe et dans le monde. Parmi ces BMR, les bactéries
hautement résistantes aux antibiotiques émergentes (BHRe) font partie des bactéries les plus
surveillées de nos jours. Cependant, leur role dans les infections opportunistes nosocomiales
est en augmentation depuis quelques années, et plusieurs épidémies hospitalieres a
entérocoques multirésistants aux antibiotiques ont été décrites. Dans ce contexte, tous les
établissements de santé peuvent étre concernés par le risque de cette émergence et touchés par
des épidémies, d’ou 'importance d’étre vigilant et d’agir rapidement deés I'apparition d'un
premier cas. La maitrise de la diffusion des BHRe (E. faecium résistants aux glycopeptides
et entérobactéries productrices de carbapénémase), est un véritable enjeu de santé publique
en France.

L’objectif de cette thése était de documenter et d’évaluer les mesures mises en place
pendant une épidémie d’entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) sur le CH de
Périgueux. Nous allons ainsi pouvoir faire un bilan sur les adaptations des
recommandations du Haut Conseil de Sante publique (HCSP) faites par le CH de Périgueux
tant par I'Equipe Opérationnelle en Hygiene, que le laboratoire de Microbiologie.
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PARTIE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Les Glycopeptides

1.1 Généralités

Au début des années 1950, plusieurs souches de Staphylococcus aureus résistantes a la
pénicilline par production de pénicillinase avaient été observées chez des patients hospitalisés
(7). Face a I'inefficacité des antibiotiques antistaphylococciques contre les souches résistantes,
il apparaissait donc urgent de trouver de nouvelles molécules ayant une activité spécifique sur
S. aureus (7) (8).

Ce n’est qu'en 1953 que Edmund Carl Kornfeld le chimiste organique américain a isolé
la vancomycine a partir d"une bactérie, Amycolatopsis orientalis contenue dans un échantillon
de sol ramené de Bornéo par le missionnaire Rev. William M. Bouw (9). Cette molécule,
permettant de traiter les infections a staphylocoques résistants a la pénicilline, est rapidement
introduite en thérapeutique (1956) et commercialisée (1960), mais les impuretés contenues
dans sa préparation provoquent des effets indésirables fréquents (10,11).

Ces effets indésirables et 'apparition de nouvelles molécules comme la méticilline la
marginalisent. L’augmentation d’incidence de S. aureus résistant a la méticilline (SARM) dans
les années 1980 et I’amélioration des techniques de purification sous chromatographie liquide
haute performance (HPLC) en 1985 sont a I'origine d'un regain d’intérét pour la vancomycine,
qui devient un antibiotique majeur pour les patients infectés par des SARM (10).

La téicoplanine, isolée a partir d’Actinoplanes teichomycetus en 1978 est mise sur le
marché en 1988 en France avec pour argument une meilleure tolérance (12). La vancomycine
et la téicoplanine représentent les principaux glycopeptides utilisés en thérapeutique humaine
mais il existe également d'autres glycopeptides comme I’oritavancine ou la telavancine.

Les glycopeptides sont les antibiotiques possédant la plus grosse structure, composés
d’une partie glucidique associée a des acides aminés, et ils comportent un noyau central
peptidique de sept acides aminés, cette structure tridimensionnelle en forme de poche leur
confere une rigidité, dont le role est primordial lors de la liaison de I'antibiotique a sa cible sur
la paroi cellulaire (dipeptide terminal D-alanyl-D-alanine D-Ala-D-Ala) des précurseurs du
peptidoglycane. Cinq acides aminés sur les sept sont conservés dans tous les glycopeptides
(13,14). En effet, les différences entre les glycopeptides se situent au niveau des acides aminés
1 et 3 et des substrats attachés aux groupes aromatiques des acides aminés. Les acides aminés
1 et 3 de la vancomycine sont respectivement la leucine et une asparagine alors qu’il s’agit de
deux hydroxyphényl-glycines pour la téicoplanine.

La vancomycine a une masse moléculaire de 1449 daltons, ce qui en fait une des plus
grosses molécules antibiotiques et la structure de base de la vancomycine est formée d'un
noyau central peptidique de sept acides aminés qui sont le N-méthyl-D-leucine, p-hydroxy-
m-chlorotyrosine, acide paspartique, p-hydroxyphényl-glycocolle, p-hydroxyphényl-
glycocolle, P-hydroxy-mchlorotyrosine et di-m-hydroxyphényl-glycocolle. En effet, les acides
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aminés 1 et 3 qui servent a différencier la vancomycine des autres glycopeptides sont
respectivement la leucine et l'asparagine (13).

L'unité disaccharide composée du D-glucose et de la L-vancosamine est branchée sur le
groupe phénol de l'acide aminé 4. Ainsi, les sucres branchés sur le noyau peptidique sont
situés a I'extérieur de la molécule et sont responsables plus des propriétés pharmacocinétiques
des produits que de leur activité antibactérienne (13).
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Figure 1. Structure chimique de la molécule de Vancomycine (13)

La téicoplanine est formée d'un mélange de cinq composants du groupe A2 dit « majeurs
» (T-A2-1, 2, 3, 4 et 5): teichomycine A2 ,comportant chacun trois résidus osidiques (acyl-P-D-
glucosamine, acétyl-a-D-glucosamine et D-mannose) et d'un composant T-A3-1 dérivé du
composé A2 dit« mineur » comportant seulement deux résidus osidiques (N-acétyl-D-
glucosamine et D-mannose): teichomycine A3 (13).

La téicoplanine présente I'originalité de porter un résidu acyl dont les TA2 portent une

chaine latérale d’acides gras différents pour chacun des 5 constituants, elle est également une
grosse molécule ayant un poids moléculaire de 1933 Da (15).
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Figure 2. Structure chimique de la molécule de Teicoplanine (13)
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1.2 Meécanisme d’action des glycopeptides

Les glycopeptides étant de grosses molécules, elles ne peuvent pas traverser la paroi
des Gram négatif (résistance naturelle), ils ont donc une action exclusivement sur les Gram
positif aérobies et anaérobies (16). Ils sont utilisés en traitement de seconde intention,
lorsque des résistances apparaissent comme celle a la méticilline pour S. aureus (17). Ils ont
donc un intérét majeur en thérapeutique, car encore peu de bactéries possédent des
résistances vis a vis de ces antibiotiques. En revanche, nous relevons depuis quelques
années I'émergence de souches résistantes notamment parmi les entérocoques (18).

Les glycopeptides possedent trois mécanismes d’action différents. Ce mode d'action a
cibles multiples contribue probablement au faible nombre de résistances acquises observées a
ce jour. Le mécanisme d’action principal est une inhibition de la synthese du peptidoglycane
avec pour conséquence la lyse bactérienne (16). En effet, la vancomycine et la téicoplanine
agissent en se fixant sur des précurseurs de la paroi. Selon certains auteurs, une inhibition de
la synthese d’ARN et une altération de la perméabilité membranaire sont deux mécanismes
d’action supplémentaires décrits (16) (17).

1.3 La paroi bactérienne

La paroi bactérienne est une structure rigide, de nature polymérique, qui protege et
maintient la bactérie vis-a-vis de son environnement. Il existe plusieurs types de paroi
bactérienne: celle des bactéries a Gram positif et celle des bactéries a Gram négatif (Figure
3). Tous les types de paroi sont constitués d'une substance commune: le peptidoglycane
(19). La paroi est également responsable de la couleur prise lors de la coloration de Gram et
la paroi bactérienne est la cible privilégiée de plusieurs classes d’antibiotique, comme
notamment les glycopeptides ou les B-lactamines (20).

Gram-Positive Gram-Negative
Lipoteichoic acid
{

/ Lipopolysaccharides

Phospholipids

Teichoic acid lj\orms

\

Outer

Peptidoglycan
N\ membrane layer

f=c Peptidoglycan

Periplasmic space —
_—Cell membrane —

< RN

o
/_ ot 3 ’ Lipoproteins 2
X .. > —_—

cell ——— Membrane -~

\
membrane protein / a7 y

-
#" Membrane
protein

Figure 3. Différence de composition entre les bactéries a Gram positif et négatif

Pour les bactéries a Gram négatif, la couche de peptidoglycane est beaucoup plus fine
que pour les Gram positif et la structure de la paroi est plus complexe. Pour ce type de
bactéries, il y a en plus la présence d’'une membrane externe qui est constituée d'une double
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couche de phospholipides (21). Dans la couche externe, les phospholipides peuvent étre
remplacés par des molécules de lipopolysaccharide (21).

Dans cette membrane, nous pouvons retrouver majoritairement deux types de
protéines:

- Des protéines dites de structure, car elles consolident la membrane externe (OMP-A)
(22)

- Les porines, qui facilitent le transfert a travers la paroi de divers composés (comme
les antibiotiques: B-lactamines, tétracyclines, quinolones) (23).

Il existe wune troisieme structure, les lipoprotéines, qui font le lien entre le
peptidoglycane et la membrane externe (23). Pour les Gram négatif, le peptidoglycane est situé
dans l'espace périplasmique. Ce type de paroi ne prend pas la coloration de Gram et donne
des bactéries qui apparaissent colorées en rose.

1.4 Synthese du peptidoglycane

La synthése du PG est un processus complexe qui nécessite 1'activité d’environ trente
enzymes différentes et qui comporte trois étapes principales (Figure 4) (24):

-Une étape intracytoplasmique aboutissant a la  synthese  d'UDP-
acétylmuramylpentapeptide.

- Une deuxiéme étape membranaire qui fixe I'UDP-acétylmuramyl-pentapeptide a la
membrane lipidique et qui le fait basculer en dehors du cytoplasme.

- Une troisiéme étape extracytoplasmique comportant une étape de transglycosylation
(liaison entre les saccharides) et une étape de transpeptidation (liaison peptidique entre acides
aminés).

Cell Wall (Stage 1)

UppP (BacA)
(EF2439)

R

MraY
(EF0992)

B Lipid!

Cytoplasm (Stage 1)

uop @) NAG

MurAA (EF2605) ubP
MurAB (EF1169) MurF

MurB (EF2733)  ypp () NAM MurD MurE (EF0845 0-Ala;
EF0668
muop-’mg% uop~EZEEEL yop
s D-isoGlu

(EF1908)

Llys

Figure 4. Les étapes majeures de la synthese de la couche de peptidoglycane (25)
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1.4.1 Etape intracytoplasmique

Dans le cytoplasme, un enchainement de 6 étapes sera nécessaire pour aboutir a la
(Figure 5) (25).

formation du monomeére UDP-N-acétylmuramate-pentapeptide (MurNAc-pentapeptide)

Dans un premier temps, il y aura transfert d'un résidu énolpyruvate du
phosphoénolpyruvate (PEP) a la position 3 de 1'UDP-N-acétylglucosamine (GlcNAc),
I'enzyme catalysant cette réaction est MurA.

- MurB, une réductase, réduira le groupement énolpyruvate en D-lactate, avec
formation de 'UDP-N-acétylmuramate (MurNAc),

- MurC ajoutera le résidu L-Alanine (L-Ala),
- MurD ajoutera I'acide D-Glutamique (D-Glu),
- MurE ajoutera le résidu L-Lysine (L-Lys),

- MurF ajoutera le résidu D-Alanine-D-Alanine (D-Ala-D-Ala).
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Figure 5. Etapes cytoplasmiques de la synthése du peptidoglycane (26)
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1.4.2 Etape membranaire

Durant l'étape membranaire un transfert du précurseur UDP-N-acétylmuramate-
pentapeptide du cytoplasme vers la membrane. Ce transfert sera catalysé par la translocase
MraY, il y aura transfert du groupement phospho-MurNAc-pentapeptide de I'UDP-MurNAc-
pentapeptide a 1'accepteur membranaire: undécaprénol-phosphate. Il y aura formation du
MurNAcpentapetide- pyrophosphoryl-undécaprénol ou lipide I. Puis, la transférase MurG
ajoutera un résidu GIcNAc au lipide I pour former le GlcNAc-MurNAc-pentapetide-
pyrophosphoryl-undécaprénol ou lipide II (Figure 6) (26).

MaERE®

MurG, UDP-G

MraY, UDP-Mpp
R e

11-P Lipid | Lipid Il

Figure 6. Etapes membranaires avec formation du lipide II

1.4.3 Etape extracytoplasmique

Le lipide II est une unité disaccharide-pentapeptide, il est considéré comme 'unité de
base du peptidoglycane. Apres le transfert du lipide II dans le périplasme, la biosynthése sera
catalysée par des protéines liant les pénicillines (PLPs) et implique des réactions de
transglycosylation et de transpeptidation. Pendant la transglycosylation, il y a élongation de
la chaine, I'extrémité réduite du MurNAc lié a la membrane est transférée au résidu GlcNAc
du peptidoglycane préformé.

Lors de la transpeptidation, il y a formation d"une liaison entre 1'extrémité N-terminale
du troisieme acide aminé (L-Lys) et I'extrémité C-terminale de I'avant dernier résidu D-Ala du
pentapeptide. La réaction de transpeptidation est accompagnée du clivage du lien D-Ala-D-
Ala pour permettre la formation d’un tétrapeptide (Figure 7) (27).

Membrane Paroi
cytoplasmique

"] Peptidoglycane

Lipide Transporteur

)

DSP DA'84 |

DAla4 ~M- G AAa
DAIé5
Transpepua-ge)(
AA

Figure 7. Représentation schématique des dernieres étapes de la synthése du peptidoglycane
(29)
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1.5 Action des glycopeptides

La plupart des auteurs s'accordent a dire que la dynamique de bactéricidie de ces
antibiotiques est plutdt temps-dépendante, ce qui veut dire que son activité est liée au temps
pendant lequel sa concentration sérique est supérieure a sa concentration minime inhibitrice
(CMlI-concentration d'un produit chimique, généralement un médicament, qui empéche la
croissance visible d'une ou de plusieurs bactéries), ce temps est directement proportionnel a
sa demi-vie sérique et la concentration sérique efficace de vancomycine est évaluée a quatre
fois la CMI. Par ailleurs, ces antibiotiques sont lentement bactéricides, ils sont rarement
bactéricides au bout de 24 heures et ne le deviennent qu’apres 48 heures de contact avec les
bactéries, cette bactéricide lente n’est pas expliquée (28).

Les glycopeptides sont trés peu métabolisés au niveau hépatique (moins de 5% de la
dose), ils sont éliminés presque exclusivement sous forme inchangée par voie rénale,
essentiellement par filtration glomérulaire (clairance rénale de 70-120 ml/min pour la
vancomycine et de 9-14 ml/min pour la téicoplanine). L'excrétion extrarénale est minime et
représenterait uniquement 5 a 20 % de la clairance totale. En présence d'une fonction rénale
normale, 80 et 100% de la dose administrée est retrouvée dans les urines (29).

Le mécanisme d’action principal est une inhibition de la synthése du peptidoglycane
avec pour conséquence la lyse bactérienne. En effet, la vancomycine et la teicoplanine agissent
en se fixant sur des précurseurs de la paroi (Figure 8).

Il est maintenant bien établi que ces molécules ont de I'affinité pour les précurseurs du
peptidoglycane comportant un acyl-D-alanyl-D-alanine terminal. En raison de la grande taille
des glycopeptides, leur liaison au D-Ala-D-Ala terminal va d'une part bloquer le
positionnement des transglycosylases et d'autre part masquer le site N-acyl-D-Ala-D-Ala qui
représente le site de liaison des transpeptidases, cette action s’exprime par un encombrement
stérique (5 liaisons hydrogenes selon un modéle clé-serrure) (30-33). Il est a signaler que les
glycopeptides n'inhibent pas directement les transglycosylases et les transpeptidases, mais
empéchent leur action par une séquestration de leur substrat, en I'occurrence le disaccharide
pentapeptide ayant une extrémité D-Ala-D-Ala, cette double action entraine I'inhibition de la
croissance puis la mort bactérienne (16,34).

Cytoplasme Membrane Peptidoglycane
Vancomycine
Ligase
D-Ala + D-Ale —p D-Ala - D-Ala ====c—fiM B P - P - D-Ala - DB-Ala
|
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/ M —P —-P—P —D-Ala
b / 1 |
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|
- M —-—P -—P—-—P - D-Ala
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Figure 8. Action de la vancomycine dans la synthese du peptidoglycane (16)
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Les glycopeptides possedent un spectre antibactérien étroit limité aux cocci et bacilles a
Gram positif (aérobies et anaérobies), tandis que les bactéries a Gram négatif sont
naturellement résistantes, a cause de I'imperméabilité de leur membrane externe (Tableau 1).
L’activité antibactérienne in vitro des glycopeptides est déterminée selon l'interprétation des
valeurs de la concentration minime inhibitrice (CMI) obtenues suivant les méthodes standards
de mesure (35,36).

Bactéries a Gram positif
sensibles

Bactéries i gram positif
avec résistance intrinséque

Bactéries Gram positif avec
acquisition fréquente de
résistance

Streptococcus
Staphyvlococcus
Enterococcus

Leuconostoc spp
Nocardia spp
Pediococcus

Arcanobacterium
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis

Bacillus Ervsipelothrix rhusiopathiae | Enteroccus faecium
Coryvnebacterium Lactobacillus spp Enterococcus durans
Listeria Enterococcus casseliflavus Streptococcus bovis
Gardnerella Enterococcus flavescens Staphylococcus haemolyticus
Clostridia Enterococcus gallinarum Oerskovia

Lactococcus

Tableau 1. Spectre d'activité des glycopeptides limités aux bactéries a Gram positif (12)

1.6 Recommandations et contre-indications

Les glycopeptides doivent étre considérés comme des molécules « de réserve », ils ne
sont indiqués que chez les patients présentant une infection sévere, suspectée ou prouvée, a
coque a Gram-positif résistant aux p-lactamines ou en cas d’allergie aux [-lactamines.
L’utilisation des glycopeptides en traitement probabiliste ne se concoit qu’en présence de
facteurs de risque d’infection a coques a Gram-positif résistants aux [-lactamines (en
particulier pour S. aureus) et doit impérativement étre réévaluée sur les résultats

microbiologiques entre la 48e et la 72e heure (37).

En effet, la vancomycine reste actuellement la molécule utilisée en premiere intention
lorsqu’un glycopeptide est indiqué, alors que la téicoplanine n’est réservée que dans le cas ou
I'administration de vancomycine n’est pas possible (Figure 9). Les glycopeptides peuvent étre
utilisés seuls, mais, dans certaines indications, des associations sont conseillées. En effet, les
associations avec la fosfomycine, les aminosides et I'imipenéme sont synergiques in vitro sur
les entérocoques et les staphylocoques, ainsi qu'une synergie est obtenue par 1'association
vancomycine quinupristine/dalfopristine sur les E.faecium résistant a la vancomycine (6,8,38).

Il est & noter qu’aucune interaction médicamenteuse majeure n'a été décrite avec les
glycopeptides. II convient néanmoins de rappeler le risque majoré de néphro- et d'ototoxicité
lors d'associations d'autres médicaments néphro- et/ou ototoxiques (amphotéricine,
aminosides, ciclosporine, cisplatine, diurétiques de I'anse). La grossesse est une contre-
indication relative. Le bénéfice thérapeutique des glycopeptides justifie que leur utilisation
puisse étre envisagée si besoin au cours de la grossesse, quel qu’en soit le terme. Dans ce cas,
compte tenu de leur ototoxicité au cours des deux derniers trimestres, une évaluation de la
fonction auditive du nouveau-né peut étre réalisée et 1'allaitement est déconseillée pendant
leur utilisation (38,39).
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Pour la vancomycine seule 1’administration par voie veineuse est possible en raison de
douleurs et nécroses tissulaires observées apres injection intramusculaire ou injection sous
cutanée. Alors que, la voie d'administration orale est réservée pour le traitement des colites
pseudomembraneuses a Clostridium difficile et pour la décontamination microbienne du tube
digestif. Les voies d'administration de la téicoplanine sont similaires a celles de la
vancomycine. A la différence de la vancomycine, la téicoplanine peut étre administrée en bolus
intraveineux ou en courtes perfusions ou par voie intra-musculaire. Il est a signaler que dans
tous les cas, une voie veineuse centrale est recommandée pour la vancomycine et téicoplanine

(35,36,40).

L’utilisation des glycopeptides doivent étre réservés aux situations comme par exemple
(35) (Figure 9):

- infection documentée a staphylocoque meticillino-résistant et a entérocoque résistant
a l'ampicilline (bactériémies, endocardites, péritonites, mediastinites, infections
ostéoarticulaires, infections sur cathéter ou chambre implantable, méningite, ventriculite sur
valve de dérivation)(41).

- infection a cocci Gram positif (staphylocoque meticillino-sensible,pneumocoque,
entérocoque et streptocoque) chez un patient allergique aux p-lactamines (42).

- traitement empirique des épisodes fébriles chez les patients neutropéniques (43).

- traitement oral d'une colite pseudomembraneuse apres échec ou intolérance a un
traitement par métronidazole, ou en premiére intention en cas de forme sévere, etc (44).

Les glycopeptides ne doivent pas étre utilisés lors des situations suivantes (35):

- en antibioprophylaxie chez les patients non allergiques aux [-lactamines (45)

- en prévention de I'endocardite infectieuse chez des patients non allergiques aux [-
lactamines (46)

- dans le cadre de traitement « topique » (traitement de patients colonises a S. aureus
meticillino-résistant, décontamination digestive sélective, dialyse péritonéale)(35,47).

Les limites des glycopeptides sont la tolérance et l'activité parfois insuffisante. La
principale manifestation d’intolérance est le syndrome de I'homme rouge (red man
syndrome), réaction anaphylactoide liée au relargage d’histamine lors d’injection trop rapide
et dans les formes cliniques sévéres, ce syndrome peut s'accompagner d'un angioedeme, de
troubles digestifs et d'un collapsus (48,49). Les glycopeptides entrainent aussi une toxicité
rénale et auditive, le risque apparait surtout en cas de traitement de longue durée ou, de facon
logique, en cas d'association avec des aminosides, ainsi qu’en présence de facteurs surajoutés
(sujets agés, coprescription de médicaments néphrotoxiques, insuffisance rénale préexistante,
déshydratation, concentrations résiduelles de vancomycine > 10 mg, déshydratation), la
néphrotoxicité des glycopeptides utilisés en monothérapie n'apparait que chez 5 a 10% des
patients (39,50). L’activité de la vancomycine est souvent jugée insuffisante du fait de la
diffusion médiocre, de la faible pénétration intracellulaire et de la bactéricidie lente. Aussi, son
utilisation en monothérapie dans des situations ot ils se trouvent confrontée a un inoculum
bactérien lourd est a considérer comme un facteur potentiel d'échec (51,52).
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Figure 9. Stratégie d'utilisation des glycopeptides et lipopeptide (37)

2 Les entérocoques

2.1 Historique et taxonomie

Le terme d'entérocoque fut utilisé pour la premiere fois en 1899 par Thiercelin (53) pour
décrire l'observation d’un nouveau diplocoque a Gram positif isolé dans le tube digestif
humain, appelée initialement Streptococcus faecalis (54). Ce n’est qu’en 1903, que Thiercelin et
Jouhaud ont introduit le terme de « genre Enterococcus ». Distinguer les espéces des genres
Enterococcus et Streptococcus n’a pas été facile. Sherman, en 1937, a classé les especes de
Streptococcus en quatre sous-groupes: les streptocoques fécaux (entérocoques), les
streptocoques du lait, le groupe viridans (a-hémolytiques) et les streptocoques pyogenes (p-
hémolytiques) (55).

Le terme « streptocoques fécaux (entérocoques) » utilisé par Sherman (1937), servait a
décrire les streptocoques pouvant croitre a 10°C et 45°C, en bouillon avec un pH de 9.6 et
contenant 6.5% de NaCl, et pouvant survivre a une température de 60°C pendant 30 minutes
(56). Mais ce n’est qu’en en 1984 le genre Enterococcus a été séparé du genre Streptococcus selon
les résultats des techniques de chimio-taxonomie et de génétiques moléculaires: hybridation
ADN-ADN ou ADN-rARN, et séquengage des oligonucléotides de la sous unité 16S de ARN
des ribosomes (4).
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Pendant tres longtemps, les entérocoques ont été classés au sein du genre Streptococcus,
dont ils sont tres proches morphologiquement. Leur morphologie ne permet donc pas de les
distinguer avec précision d’autres genres de la famille des Streptococcaceae, notamment les
genres Leuconostoc, Pediococcus et Peptostreptococcus. Les entérocoques font partis des
streptocoques du groupe D selon la classification de Lancefield, qui distingue les
streptocoques selon leur antigene de paroi (11). Avec l'apparition des techniques de biologie
moléculaire, d’importantes différences par rapport aux autres streptocoques ont été
découvertes, conduisant a individualiser le genre Enterococcus en 1984.

Le genre Enterococcus inclut actuellement plus d"une trentaine d’especes dont E. faecalis
(85-90% des infections) et E. faecium (5-10%) sont les deux espéces les plus isolées (57), (5-10%)
les autres especes, bien que parfois rencontrées, sont marginales en pratique clinique. Il
s’agit par exemple d’ Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus — avium, Enterococcus durans, Enterococcus raffinosus, ou encore Enterococcus
flavescens (4). La distinction entre les especes Enterococcus et les autres coques n’exprimant pas
I'antigene du groupe D, tels que les espéces Pediococcus ou les Lactococcus ou Tetragenococcus
par exemple, est plus difficile, puisqu’aucune autre différence phénotypique n’a été décrite.

La comparaison de séquence d’ARNr 16s permet de mettre en évidence les différences
entre ces especes. La construction d'un dendrogramme avec ces séquences des ARNr16S
permet de visualiser la position du genre Enterococcus parmi les autres bactéries Gram positif
(Figure 10) (58,59). L'évolution des techniques de taxonomie, ainsi que 1'intérét grandissant
pour ce groupe de bactéries laissent augurer d'autres réarrangements possibles dans la
phylogénie de ce genre.

Leuconostoc

Lactobacillus/Pediococcus

Weissella

Vagococcus
SRR Melissococcus
Aerococcus
Listeria Enterococcus

Staphylococcus
Lactococcus

Bacillus subtilis group REcne U soLs: Wrbre

Streptococcus

Figure 10. Dendrogramme ARNTr 16S de la position phylogénétique du genre Enterococcus
(53

22 C(Classification phylogénique et especes des entérocoques (60)

- Domaine : Bacteria ou Eubacteria

- Phylum : Firmicutes
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Classe : Bacili

Ordre des « Lactobacillales »

Famille des « Enterococcaceae »

Genre : Enterococcus

Dans les années 1930, et sur la base du systeme Lancefield Serological Typing, les
Enterococcus étaient classés dans le genre Streptococcus (groupe D), comme d’autres bactéries
lactiques du genre Lactococcus et Vagococcus (4). La classification de ces germes est tres
complexe et en permanente évolution avec la description de nouvelles espéces des
entérocoques. A cet effet, les analyses génétiques (études des ARNr 16S et de l'espace
intergénique 165-23S) montrent que le genre Enterococcus est hétérogeéne et qu'il est possible
de reconnaitre des groupes d'especes au sein de ce genre. En 1998 Monstein et al. ont proposé
de subdiviser le genre Enterococcus en groupes d’especes et 35 especes différentes ont été
recensées sur la base de l'analyse de I’ARNr 16S et les groupes suivants peuvent étre
distingués (60,61):

- le groupe Enterococcus avium : Enterococcus avium, Enterococcus devriesei, Enterococcus
gilvus, Enterococcus hermanniensis, Enterococcus malodoratus, Enterococcus pallens, Enterococcus
pseudoavium et Enterococcus raffinosus ;

- le groupe Enterococcus cecorum : Enterococcus cecorum et Enterococcus columbae ;

- le groupe Enterococcus dispar : Enterococcus asini, Enterococcus canintestini et Enterococcus
dispar ;

-le groupe Enterococcus faecalis : Enterococcus caccae, E. faecalis, Enterococcus
haemoperoxidus, Enterococcus moraviensis, Enterococcus silesiacus et Enterococcus termitis ;

- le groupe Enterococcus faecium : Enterococcus canis, Enterococcus durans, Enterococcus
faecium, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii, Enterococcus phoeniculicola, Enterococcus ratti,
Enterococcus thailandicus et Enterococcus villorum ;

- le groupe Enterococcus gallinarum : Enterococcus casseliflavus et Enterococcus galinarum ;

- le groupe Enterococcus saccharolyticus : Enterococcus aquimarinus, Enterococcus camelliae,
Enterococcus italicus, Enterococcus saccharolyticus et Enterococcus sulfureus.

La phylogénie de ce genre ne cesse d’évoluer du fait de I'avenement de nouvelles
technologies permettant une évolution quasi-constante de la taxonomie. En effet, initialement
composé des deux espéces précédemment citées, le genre Enterococcus comptait 37 espéces en
2011, 48 espéces en 2013 (62), 55 espéces en 2017 et actuellement, 59 especes forment le genre
Enterococcus (Figure 11) (63).
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Figure 11. Arbre phylogénique du genre Enterococcus reposant sur le séquencage du gene
codant pour I’ARNTr 16S (57)

Le genre Enterococcus inclut actuellement plus d'une cinquantaine d’especes dont E.
faecalis (80-90% des infections) et E. faecium (5-10%) sont responsables d’infections humaines

et les autres especes, bien que parfois rencontrées, sont marginales en pratique clinique
(63).

2.3 Caracteres bactériologiques

2.3.1 Caracteres morphologiques et culturaux

Les entérocoques sont des cocci a Gram positif immobiles (sauf E. casseliflavus et E.
gallinarum qui sont mobiles a 30°C), anaérobies facultatifs, catalase négative, non capsulés, de
0,6 a Tpm de diametre en moyenne, disposés en paires ou en courtes chainettes. Les bactéries
peuvent prendre un aspect coco-bacillaire quand la coloration de Gram est effectuée a partir
de colonies sur gélose (Figure 12) (4 ) (64). Longtemps classés au sein du genre Streptococcus,
ils sont tres proches morphologiquement des streptocoques donc leur morphologie ne
permet pas de les distinguer avec certitude d’autres genres de la famille des
Streptococcaceae, en particulier les genres Leuconostoc, Pediococcus, et Peptostreptococcus.
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Figure 12. Aspect en microscopie optique (x 100) d'E. faecium apres coloration de Gram (60)
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La morphologie des entérocoques peut varier selon les conditions de culture. En effet,
a partir d'une culture en bouillon au thioglycolate, les cellules sont souvent ovales et groupées
en courtes chaines tandis que prélevées sur un milieu solide, les cellules apparaissent parfois
comme des cocco-bacilles (65).

La surface cellulaire de quelques souches d'E. faecalis examinée par microscopie
électronique montre la présence de fimbriae (66). Les bactéries du genre Enterococcus sont peu
exigeantes en facteurs de croissance et peuvent donc se multiplier aisément sur les géloses
ordinaires Trypticase-Soja (TS) apres 18 a 24 heures d’incubation. Ces micro-organismes
mésophiles se développent dans une gamme de températures allant de 10 a 45 °C, avec une
température optimale de 35°C (60).

Les colonies d’entérocoques apparaissent alors translucides (sauf E. casseliflavus qui
présentent une légére pigmentation jaune) avec un diametre inférieur a 1 mm. La croissance
peut se faire sous toutes les conditions respiratoires (anaérobie, aérobie et aérobie avec
adjonction de 5% de CO2 et a un pH optimal de 7,2 4 7,4). Les entérocoques se distinguent des
streptocoques par leur capacité a se multiplier dans des conditions hostiles, en milieu
hypersalé de 6,5%, en présence de 40% de bile et a pH de 9,6, c’est ainsi qu’ils survivent a un
traitement de 60 °C pendant 30 min (certaines exceptions existent quant a ces capacités) ce qui
explique leur persistance dans I'environnement.

Certaines souches d’E. faecalis sont B-hémolytiques sur gélose au sang caractére qui est
codé par un géne d'origine plasmidique facilement transférable d'une souche a une autre (E.
faecalis var. zymogenes), alors que les autres especes d’entérocoques sont généralement a-
hémolytiques ou non hémolytiques (67) (Figure 13).

Figure 13. Variations de la morphologie des colonies d'entérocoque sur gélose Columbia
avec 5 % de sang de cheval apres 24h (A), 48h (B) et 72h (C) d'incubation a 37 ° C (64)

2.3.2  Caracteres biochimiques et antigéniques

Comme tous les germes a Gram positif, les entérocoques ont une paroi constituée de
glycocalyx (structure réticulée) et du peptidoglycane (structure rigide) faits de chaines
polysaccharidiques reliées entre elles par de courts peptides et composées d'une alternance de
N-acetyl glucosamide et d'acide N- acetyl muramique. Chez Enterococcus les chainons
peptidiques branchés sur 'acide muramique sont terminés par le dipeptide D-alanine-D-
alanine. Sur la paroi sont fixés d'autres constituants comme 1'acide lipotéichoique (I'antigéne
de groupe des entérocoques), les protéines (enzymes en particulier), des polysaccharides, les
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acides teichoiques. L'antigene polyosidique de la paroi cellulaire est spécifique de certains
types d’Entérococcus (E. faecalis et E. avium).

La présence d'un antigene de paroi chez les entérocoques permet dans 80% des cas de
les classer dans le groupe D de la classification de Lancefield (Figure 14). Ils ont tres rarement
un antigéne du groupe Q mais cette propriété n'est pas spécifique, 1'antigene D existant
également chez les streptocoques, par exemple S. gallolyticus et S. equinus (65). En pratique,
pour distinguer les streptocoques du groupe D des entérocoques, le test le plus
discriminant est la production de pyrrolidonyl-arylamidase. Cette propriété est en effet
partagée par tous les entérocoques, les genres Aerococcus, Gemella, et quelques
streptocoques mais pas par ceux du groupe D (65) (63).

Type specific
capsular polysaccharide -

E. faecalis species antigen
(Rhamnopolysaccharide)

Teichoic Acid

Lipoteichoic Acid

(Group D Antigen) ’

Peptidoglycan
Cytoplasmic
membrane

Figure 14. La paroi bacteriene du E. faecalis (65)

Les entérocoques possedent des caractéristiques particulieres servant a leur
identification comme: présence de I’antigene du groupe D de Lancefield, hydrolyse de
'esculine en esculetine (noircissement caractéristique du milieu bile-esculine) cette propriété
étant liée a la présence d’une alpha-glucosidase, enzyme quiest a 1'origine de la formation
des colonies bleu-vertes d’E. faecalis ou d'une p-galactosidase avec formation des colonies
violettes d’E. faecium sur gélose ChromID™ VRE (bioMérieux), tolérance avec 40% de bile,
production d’acetoine, fermentation du ribose, croissance a 10°C et a 45°C, croissance en
présence de 6.5 % de NaCl, croissance a un pH 9.6 et synthése d'une pyrrolidonyle-
arylamidase (réaction dite PYR+) (Tableau II) (68).

Les entérocoques sont capables de métaboliser divers types de sucre comme N acétyle
glucosamine, le ribose, le glucose, I'arbutine, le cellobiose, le maltose, le  gentiobiose, le D
manose, le B-D methyle glucopyranose, la salicine et le tréhalose (60,69).

L'identification biochimique peut utiliser une galerie de type API 20 Strepto

(Biomérieux). La premiere partie teste des enzymes et la production de butan-diol, la
deuxieme partie 'utilisation de différents glucides (Figure 15).
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Figure 15. Galerie Api20 Strepto-Identification d'Enterococcus faecium, D’aprés Biomérieux
France

Ces caractéristiques biochimiques et en particulier la dégradation de certains sucres ont
permis la mise au point en bactériologie clinique des milieux « sélectifs » pour les entérocoques
(milieux dits bile-esculine) mais aussi de dépistage rapide par méthode chromogene (60,69).

Phenotypic characteristic®
Species
MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG suc PYU MGP
Grroun T
E. avium - N B * * B ) ) ) * *
E. raffinosus + + - + + + - - - + + AT
E. gilvus + + - - + + - - + - - -
E. pallens + + - - + + - - + + - +
E. saccharolyticus® + + - - + + - - - + - +
E. malodoratus + + - - + + - - + + v
E. pseudoavium + + - - + - - - + + +
E. devriesei ® + + - - - . - - + _ -
E. hawaiiensis + + - - + - - - - - + _
Group II

E. faecium +4 - + + v v - - +d _ -
E. casseliflavus + - +d + A¥a + d 4d Ld + v -
E. gallinarum + - +4 + - + - 44 - + . +
E. mundtii + - + + AV + - + + - _
E. faecalis +4 - i + - + - - +d + -
E. haemaoperoxidus® +< - += - - - - - - + - +
E. sanguinicola + - + - - - +° - - + - -
Lactococcus sp. + - + - - - - - - v - -
E. silesiacus + - - - - - - - - + - _
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Group IIT

Tableau 2. Caractéristiques phénotypiques d'Enterococcus

E. dispar - - + - - + - - - + + +
E. canintestini® . . + . _ 1 3 B} B + X n
E. hirae - - - - - + - - - + - -
E. durans - - + - - - - . - - - _
E. ratti - - + - - - - - - - - -
E. villorum - - + - - - - . - - - _
Group IV
E. cecorum® - - - - - - - _ + _
E. phoeniculicola® - - - + - - - - . +
E. f:r-gm'mm':'fms:" - - - + - - - - - - +
E. sulfureus - - - - - + - - + + - +
E. asini® - - - - - - - - - + _ _
E. caccae - - - - - - - - - + + +
E. termitis® - - - - - - - _ - + +
Group V
E. canis® + - - + - - - - - + + +
E. columbae® + - - + + + - - - + + -
E. moraviensis® + - - + - - - - - + + +
E. hermanniensis + - - - . . - - - - - _
E. italicus v - - - v - . - , + + +
Vagococcus fluvialis + - - - + - - + - + _ 4
Additional reactions Group Il
Species Phenotypic characteristic®
LM PYU HIP TEL ARA GYL RAF SuUcC TRE XYL MGP
E. durans AIC -0 +/82 -0 -0 -0 -0 -0 +/100 -/ -0
E. porcinus® Al -0 -0 -0 -0 -0 -0 -0 +/100 +/100 -0
E. ratfi -~ -0 w60 -0 -0 -0 -0 -0 -120 - -0
E. hirae Al -6 -13 -0 -0 -5 +/100 +/100 +/100 -/ -0
E. dispar Af- #1100 +M100 -0 -0 +/100 +/100 +/100 +/100 -/ +/100
E. faecalis® AIC /76 -13  +/88 -0 -M12 -0 -M2 -2 -/ -0
E. faecium® Alv -0 w56 -6  +/100 -6 -13 v/38 +/75 -/ -0
E. haemoperoxius AJ- - + - - + - + + ND +

27



Enfin l'identification des entérocoques est aisée par la technique de spectrométrie de
masse de type de MALDI-TOF ou par certaines techniques moléculaires comme le séquencage
du gene sodA ou codant pour I’ARNr 165 (70).

2.4 Facteurs de virulence

Les entérocoques ne sont pas des bactéries tres virulentes par rapport au
Staphylococcus et pour devenir pathogenes, ils ont besoin d'exprimer des caractéristiques de
virulence associées a I'adhésion, la translocation et la disparition de la réponse immunitaire
(71). Les facteurs de virulence permettent la colonisation et l'invasion des tissus ainsi que la
perméabilisation des cellules épithéliales contournant ainsi les défenses immunitaires de
I'hote (72). Les facteurs de virulence les plus couramment étudiés chez les entérocoques sont
la production de cytolysine (bactériocine) , la production de substances d'agrégation et les
activités enzymatiques (5).

La cytolysine ou  hémolysine est le facteur de virulence le plus étudié. Cette molécule
est formée de 2 composants : une lysine ou composant L et un activateur ou composant A
(Figure 16). Elle est codée par 5 genes intégrés dans des plasmides ou dans le chromosome
bactérien: cyl LI, cyl L2, cyl Met cyl B codent pour le composant L et cyl A pour le composant
A. Cette toxine peptidique détruit les cellules animales en générant des pores dans la
membrane cellulaire (62). La production de cytolysine semble étre un facteur de risque
important lié aux entérocoques pathogenes, ce mécanisme de lyse étant une stratégie
bactérienne pour contourner les réactions immunitaires chez I'hote (73). Les genes de
cytolysine sont souvent portées par des plasmides et régulés par des phéromones. La
fréquence de mortalité causée par une infection a entérocoques B-hémolytiques est cinq fois
supérieure a celle observée par une infection a entérocoques non -hémolytiques (74).

inactive ="

no target cells

Figure 16. E. faecalis cytolysine expression (57)

La substance d'agrégation (SA) est une glycoprotéine codée par le gene plasmidique asal
et régulé par des phéromones (75). Ces derniéres favorisent le lien a des récepteurs de la
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surface des eucaryotes, jouent un role essentiel dans la colonisation de I'hote (5) et facilitent le
transfert des plasmides . L'adhérence des bactéries aux tissus de 1'hote étant une étape cruciale
dans le processus d'infection, la présence de SA dans les souches peut conduire a
l'accroissement de la capacité de colonisation (Figure 17) (76). Une étude suggere que la
combinaison d'hémolysine et de la substance d'agrégation entraine une mortalité accrue
dans l'endocardite due a E. faecalis (77).

Non-specific interaction
between bacteria

(b)

@ Q tlmeramior with substraty
(c)l

( Recaptor on surface of £ fwecals A Enterococral Surface protain

& Aggregation substance @ Sex-pheromone plasmid

Figure 17. Mécanisme d’adhésion chez E. faecalis avec différentes protéines de surface aux
substrats hydrophobes (76)

(a) La souche E. faecalis OG1X sans protéines de surface montre une faible coopérativité,
probablement due a des interactions non spécifiques et adhére en faible nombre.

(b) Les souches d'E. faecalis exprimant les plasmides de la sexphéromone (OG1XE: pAD1
et OG1X: pAM373) adherent en grand nombre au substrat en raison d'une interaction
spécifique entre les bactéries (coopérativité positive).

(c) La souche MMH594 d'E. faecalis avec la protéine de surface (Esp) ne montre aucune
interaction entre les bactéries, mais adhere en grand nombre au substrat en raison de fortes
forces d'interaction avec le substrat en raison de la présence d'Esp a la surface.

Des facteurs de virulence sont élaborés par les entérocoques notamment les enzymes
hydrolytiques produites, telles que la hyaluronidase, la gélatinase et la sérine protéase (78). En
effet, la hyaluronidase est une enzyme qui dégrade l'acide hyaluronique, constituant majeur
de la matrice extracellulaire des cellules animales.

La hyaluronidase est une enzyme codée par le gene hyl (chromosomique) qui dégrade
l'acide hyaluronique, constituant majeur de la matrice extracellulaire des cellules animales.
La gélatinase produite par gelE est l'un des facteurs de virulence largement étudié chez
E. faecalis: il s'agit d'une Zinc-métalloprotéase, capable d'hydrolyser la B-insuline, la gélatine,
le collagene, la caséine, 1'hémoglobine et d'autres peptides biologiquement actifs (79). La
gélatinase contribue au processus de formation de biofilm, ce qui peut accroitre la capacité des
entérocoques a coloniser les tissus et a persister dans les sites d'infection (80). Dans la
formation du biofilm, la géne esp a aussi un role important, il code pour une protéine associée
a la paroi bactérienne qui est impliquée dans I'échappement immunitaire (Figure 18) (78).
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Figure 18. Etapes de la formation et de la dispersion d’un biofilm bactérien (80)

3 Résistance aux antibiotiques

3.1 Histoire de I’antibiorésistance

Les molécules antibiotiques sont des substances naturelles produites par des organismes
vivants (champignons microscopiques et bactéries), hémisynthétiques ou entiérement
synthétisées, qui vont par fixation sur une cible spécifique de la bactérie soit bloquer sa
croissance (antibiotiques bactériostatiques), soit avoir une action létale sur cette derniere
(antibiotiques bactéricides) (81).

Premiere cause de mortalité en 1940, les maladies infectieuses sont aujourd’hui
responsables de 2% des déces en France, ce recul étant essentiellement dt a la découverte des
antibiotiques qui figure comme la plus grosse avancée thérapeutique de la seconde moitié du
XXeme siécle (82). La notion d’antibiotique a été mise en lumiére par Sir Alexander Fleming
en 1929 lorsque ce dernier démontra I'inhibition de la croissance d"une souche de S. aureus en
présence d'une colonie de Penicillium dans le milieu de culture. A partir de cette découverte,
la forme chimique, utilisable in vivo et produite industriellement de la pénicilline verra le jour
en 1942 afin d’étre utilisée sur le front de la seconde guerre mondiale (83). Tres rapidement
apres l'introduction de la pénicilline en médecine humaine et son utilisation massive, des
souches de S. aureus résistantes a cette molécule font leur apparition (84).

Apres cette découverte, d’autres antibiotiques ont été commercialisés: les aminosides,
les glycopeptides. Pendant les années soixante, les aminopénicillines et les céphalosporines
ont fait leur apparition, restaurant I’activité des pénicillines sur le staphylocoque résistant a la
pénicilline G par synthese d"une -lactamase. Avec la découverte des antibiotiques, beaucoup
pensait a la fin des infections bactériennes. Mais les bactéries se sont adaptées. Nous assistons
a l'apparition de souches multi et toto résistantes, conduisant, en cas d’infection, a des
impasses thérapeutiques (Figure 19) (34,85).
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Figure 19. Chronologie de la découverte des différents antibiotiques et de la premiere
détection d'une souche respectivement résistante a chacun d'entre eux, D’apres CDC 2013

Dés le début de l'utilisation clinique des antibiotiques, des souches bactériennes
résistantes a ces molécules sont apparues. Fleming lancait déja un avertissement face a une
utilisation excessive de la pénicilline des 1945 lors de son discours d’acceptation du prix Nobel.
Pour chaque nouvelle classe d’antibiotiques développée et commercialisée, des souches
bactériennes résistantes ont émergé. Ce phénomene a été amplifié par 1"utilisation abusive des
antibiotiques depuis un demi-siécle. En effet, des consommations élevées et un mésusage de
ces molécules sont a I'origine de I'émergence et de la diffusion de résistances (86).

3.2 Définitions et mécanismes de la résistance

Pour échapper a I’action des antibiotiques, les bactéries ont développé de trés nombreux
mécanismes biochimiques de résistance dont le support génétique est chromosomique ou
plasmidique. Une espéce bactérienne est dite résistante a un antibiotique lorsqu’elle est
capable de se développer en présence d'une concentration d’antibiotique qui inhibe les especes
de la méme souche (87). Aujourd’hui, les nouvelles molécules sont rares et il est parfois
difficile, voire impossible de traiter certaines infections (58,86,88).

Les bactéries peuvent posséder deux types de résistance a un antibiotique:

- Résistance naturelle: due a la structure cellulaire ou a son métabolisme. Elle touche
toutes les bactéries de 1'espece et dépend des capacités intrinseques de la cellule bactérienne
(ex. colistine et bactéries a Gram positif). Elle est stable et transmissible a la descendance (car
portée par le chromosome bactérien). En revanche, elle ne pourra pas étre transmise d'une
bactérie a 'autre sur un mode horizontal (89,90).

- Résistance acquise: acquisition au cours du temps de nouveaux mécanismes de
résistance par une souche. Elle ne concerne que quelques souches de I'espece, est moins stable,
mais se propage souvent de facon importante par transmission de matériel génétique
(plasmide, transposon) (40,41).

Cette résistance est généralement due soit a I'apparition d'une mutation génétique
ponctuelle se transmettant seulement aux cellules filles soit par 1’acquisition horizontale d"un
gene de résistance par l'intermédiaire d'un élément génétique mobile (ex. transposons,
plasmides). Les résistances plasmidiques sont les plus répandues (80 % des résistances
acquises) et peuvent concerner plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles
d’antibiotiques. On parle alors de multirésistance.
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L’apparition d'un géne de résistance chez une bactérie peut résulter de plusieurs
mécanismes:

Mutations sur des genes chromosomiques, spontanées ou induites :

- Mutations spontanées: c’est un changement spontané, rare et héréditaire, qui va
affecter la séquence nucléotidique du génome bactérien.

- Mutations induites: adaptation d'une bactérie a des conditions défavorables a sa
croissance (notamment présence d’antibiotiques).

Acquisition de genes de résistance provenant d’autres souches (Figure 20):

- Par conjugaison: un gene est transféré d'une bactérie a une autre via des plasmides ou
des transposons (transfert inter-espéce, souvent a partir de bactéries non pathogenes de
I'environnement). Il est a noter que la conjugaison est le principal mécanisme de transfert des
genes de résistance chez Enterococcus spp (91).

- Par transduction: un géne est transféré d’une bactérie a une autre via un bactériophage
(transfert intra-espéce) ;

- Par transformation: transfert d’ADN nu entre deux bactéries (transfert intra- ou inter-
espece).
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Figure 20. Mécanismes génétiques de dissémination de la résistance aux antibiotiques (36)

L’accumulation de mécanismes de résistance chez une méme souche bactérienne, peut
conduire a des impasses thérapeutiques. Les modifications génétiques font appel a plusieurs
mécanismes: production d’'une enzyme inhibant l’antibiotique, imperméabilisation de la
membrane de la bactérie, modification de la cible de I'antibiotique (Figure 21) (90,92-94).
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Figure 21. Mécanismes de résistance bactérienne, D’apres Encyclopaedia Britannica

3.3 Résistance et sensibilité des entérocoques

3.3.1 Résistance naturelle

Les entérocoques sont des bactéries possédant de nombreuses résistances intrinseéques,
ces résistances proviennent de leur génome, ils sont beaucoup moins sensibles aux
antibiotiques que les autres cocci a Gram positif (Figure 22) (58). Ils possedent une résistances
naturelle aux aminosides (a bas niveau), aux fluoroquinolones et aux céphalosporines (95).

Les entérocoques sont moins sensibles aux Pénicillines G et A que les autres
streptocoques (leurs CMI habituelles sont comprises entre 4-8 mg/1, contre 0.1 mg/1 pour la
plupart des Streptocoques du groupe D). Ceci est di1 au fait que les entérocoques expriment
des protéines de liaison de la pénicilline (PLP) de bas poids moléculaires modifiée (PLP5) de
plus faible affinité pour les -lactamines. Dans les infections graves a entérocoques, il faudra
donc utiliser ces antibiotiques en association avec un antibiotique d'une autre famille (96). La
pipéracilline, I'imipénéme, 1'association amoxicilline-acide clavulanique n'apportent pas de
gain d'activité sur les entérocoques par rapport aux pénicillines A et les entérocoques sont
naturellement résistants aux pénicillines M. Toutes les espéeces d’Enterococcus sont
naturellement résistantes aux céphalosporines, a I'exception du ceftobiprole vis-a-vis de E.
faecalis (89,90).

Les entérocoques sont naturellement résistants aux monobactams. Presque tous les
entérocoques (sauf E. faecium et E. durans), présentent une résistance naturelle aux
lincosamides et au composé A des streptogramines. Ceci implique une résistance a la
pristiniamycine et a la quinupristine-dalfopristine chez tous les entérocoques sauf E. faecium
et E. durans. Ces résistances sont dues a la présence du gene Isa qui coderait pour une protéine
qui aurait le role de pompe a efflux (97).

La résistance de bas niveau aux aminosides est le fait d'une inefficacité du transport
actif de ces molécules a travers la membrane cytoplasmique et donc un non atteint de leur
cible. Les aminosides ne sont donc pas utilisées en monothérapie, mais il existe néanmoins une
synergie lors de lassociation avec des antibiotiques inhibant la synthése de la paroi
bactérienne, comme les p-lactamines et les glycopeptides (98). Cette synergie s’explique par
une déstructuration de la paroi lors de I'utilisation de p-lactamines par exemple, ce qui permet
une augmentation de la concentration intracytoplasmique en aminoside. Mais nous voyons
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de plus en plus I'émergence de souches avec une résistance de haut niveau aux aminosides
notamment chez E. faecium (99).

Concernant la famille des glycopeptides les premieres souches d'Enterococcus résistantes
ont été décrites en 1986, soit 30 ans apres I'introduction de la vancomycine. Elle ne concerne
que 3 especes, E. gallinarum, E. casseliflavus et E. flavescens rares chez 'homme, qui présentent
une résistance de bas niveau a la vancomycine, avec une sensibilité préservée a la téicoplanine.
Il s'agit du phénotype VanC, qui correspond a l'expression d'une ligase qui synthétise des
dipeptides D-Ala/D-Ser, en lieu et place du dipeptide terminal D-Ala/D-Ala, (cible des
glycopeptides) au niveau du précurseur du peptidoglycane. Ce phénotype est naturellement
exprimé par Enterococcus gallinarum (gene Van Cl), E. casseliflavus (géne Van C2) et E. flavecens
(gene Van C3) (100-104).

Les données sont contradictoires selon les auteurs, concernant le caractére naturel ou
acquis de la résistance au cotrimoxazole, a la fosfomycine et aux quinolones chez les
entérocoques.
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Figure 22. Mécanismes de résistance chez les bactéries du genre Enterococcus (113)

3.3.2  Reésistance acquise

Avec l'utilisation abusive et intensive des antibiotiques les entérocoques ont évolué
de fagon a acquérir des résistances aux antibiotiques de fagon croisée, soit par 1’acquisition de
genes de résistance aux antibiotiques codés par des plasmides ou des transposons provenant
d’autres microorganismes, soit par des mutations spontanées leur donnant ainsi un niveau de
résistance plus élevée.

La capacité des entérocoques, spécialement E. faecalis et E. faecium, d’acquérir des
éléments génétiques mobiles, codant entre autres pour de la résistance aux antibiotiques, a
contribué a leur émergence en tant que pathogene important dans les hopitaux. Les genes de
résistance aux antibiotiques et de virulence se sont accumulés dans les lignées associées aux
épidémies d’infections nosocomiales (105).
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Les entérocoques constituent le premier genre bactérien a avoir acquis une résistance
transférable de haut niveau aux glycopeptides. En effet, il s’agit de la synthese de précurseurs
du PG dont I'extrémité dipeptidique de la chaine latérale est substituée, ce qui a pour
conséquence une baisse importante de I'affinité de l'antibiotique pour cette derniere. Les
précurseurs ainsi formés se terminent soit par un motif dipeptidique D-Ala-D-Lac ou D-Ala-
D-Ser (diminution d'affinité de 1000 et 7 fois, respectivement) en lieu et place du motif D-Ala-
D-Ala physiologiquement retrouvé (106). La modification de la nature des deux peptides
composant I'extrémité de la chaine latérale des précurseurs du PG néoformés est due a
'expression par la bactérie de géenes composant un opéron de résistance (opéron van) qui code
pour des enzymes impliquées dans la synthese directe des précurseurs de faible affinité, mais
aussi dans la dégradation du précurseur normal, D-Ala-D-Ala. Cette résistance est dite
hétérogene d'un point de vue phénotypique mais aussi génotypique et permet une
classification basée sur la séquence des génes varn(107).

En clinique, on décrit six phénotypes de résistance aux glycopeptides (Figure 23). Les
phénotypes VanA, VanB et VanD résultent de la synthese pariétale de précurseurs du
peptidoglycane ayant une extrémité D-Ala-D-Lac, tandis que les phénotypes VanC, VanE et
VanG résultent de la synthese pariétale de précurseurs du peptidoglycane ayant une extrémité
D-Ala-D-Ser (100,107,108). En outre, seule la résistance de type VanC est intrinseque
(chromosomique) et non transférable. Les autres types de résistance VanA, VanB, VanD, VanE
et VanG sont dites acquises. Pour les types VanA, VanB et VanG, la résistance est inductible et
transférable (109,110).

vanA

vanRs vanSa SOVEnYE sy vanW vanMy vanB vanXg vanB
vanD
vanM

B 5624 bp I

vanC vanXy vanT vanRc vanSc vanC

vanE vanXVe, vanTz vanRe vanSe vank

vanL vanXYe,  vanTme vanTr. vanR vanSe vanL

Figure 23. Les opérons de résistance aux glycopeptides (123)

Parmi ces différents opérons décrits, les résistances de type VanA et VanB, portées par
les transposons Tn1546 et Tn1547 (situés généralement sur des plasmides conjugatifs), sont les
plus souvent décrites comme responsables de la résistance aux glycopeptides dans les souches
cliniques d’E. faecium résistant la vancomycine (ERV) (Figure 24) (110,111).
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Conjugative transposon: Tn5382 vanB glycopeptide resistance
Tn2-like transposon: Tn 1546 vanA glycopeptide resistance
Composite transposon: Tn4007 aminoglycoside resistance

" Terminal inverted repeats I Transposition machinery

Il Resistance genes [ Intracellular transfer machinery

Figure 24. Les éléments transposables chez I'entérocoque (123)

3.4 Phénotypes de la résistance aux Glycopeptides

Phénotype VanA: le gene vanA code pour une enzyme (ligase) permettant la naissance
d’un dipeptide terminal anormal (D-alanyl-D-lactate) de faible affinité pour les glycopeptides.
Le déterminant de cette résistance, inductible par les glycopeptides et de haut niveau (CMI de
64 > 1 000 pg/mL pour la vancomycine et CMI = 16 —512 pg/mL pour la téicoplanine) est
porté par un plasmide (ou transposon). Ce phénotype de résistance est celui qui est le plus
souvent retrouvé chez les entérocoques et plus particulierement chez E. faecalis et E.faecium.
Les genes impliqués dans ce mécanisme de résistance sont situés sur le transposon Tn1546,
qui est capable de s’'insérer dans des plasmides et donc d’étre transfere (Figure 25)
(110,112,113).

Le phénotype VanB est beaucoup moins courant que le phenotype VanA. Il est
responsable d'une résistance de haut niveau pour la vancomycine avec des CMI allant de 4 a
1000 mg/1 et d'une sensibilité pour la téicoplanine. Il est inductible par I'utilisation de la
vancomycine, mais pas par celle de la téicoplanine. Les génes impliqués dans ce mécanisme
sont le plus souvent chromosomiques, mais peuvent aussi étre plasmidiques et portés par le
transposon 1547. Ce mécanisme de résistance fonctionne a peu pres de la méme maniéere que
celui de VanA, des précurseurs D-Ala-D-Lac de basse affinité sont aussi présents (110,114).

Le phénotype VanC est présent chez E.gallinarum (géne Van C1), E.casseliflavus (gene
Van C2) et E. flavescens (gene Van C3). Cette résistance naturelle procure a la souche une
résistance a la vancomycine (CMI entre 2 et 32 g/ml) et une sensibilité conservée a la
téicoplanine (18,102,103).

Le phénotype VanD a été décrit et isolé jusqu’a maintenant a partir des souches d’E.
faecium. En effet, les souches possédant une résistance de type VanD vont présenter une
résistance pour la vancomycine (CMI entre 64 et 256 mg/1), et une résistance de bas niveau
pour la téicoplanine (CMI entre 4 et 64 mg/l). Ce phénotype est exprimé de maniere
constitutive. Il s’agit d'un mécanisme non transférable et chromosomique, son modele
génétique est mal connu (115,116).

Le phénotype VanE est responsable de la production de précurseurs de faible activité:
D-Ala-D-Ser. 11 est non transférable car présent sur un chromosome, et procure aux souches
une résistance de bas niveau a la vancomycine (CMI-16 mg/l) et une sensibilité a la
téicoplanine (117).
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Le phénotype VanG est caractérisé par un faible niveau de résistance a la vancomycine
(CMI = 16 mg/l) et une sensibilité a la téicoplanine, il s'agit également d'un phénotype
inductible par la présence de vancomycine et a été décrit chez des souches de E. faecalis
(118,119).
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Figure 25. Les phénotypes de la résistance au glycopeptides chez les entérocoques (121)

Les différences entre les types de résistance aux glycopeptides sont résumées dans le
(Tableau 3):

Acquise Intrinségque
Résistance
VanaA VanB VanD VanG VanE VanC1 VanCZ/VanC3
Précurseur D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser
Géne Plasmide Pl ide Chr Chromosome Chromosome Chromosome Chromosome
Inductible Inductible Constitutive Constitutive
Expression Inductible Constitutive Inductible
[Constitutive) Constitutive Inductible Inductible
€Ml (mg/1)
Vancomycine 64 - 1000 4 - 1000 64 - 128 16 8-32 2-32 2-32
Teicoplanine le -512 05-1 4 -64 0.5 0,5 05-1 05-1
E. faecium
E. faecalis
. E. gallinarum
Espéce
E. casseliflavus E. faecium E. faecium E. casseliflavus
Bactériennes E. faecalis E. foecalis E. gallinarum
. E. avium E. faecalis E. faecalis E. flavescens
concernees
E. durans
E. mundii
E. raffinosus

Tableau 3. Caractéristiques des différentes résistances chez les entérocoques (130)
4 Epidémiologie

4.1 Réservoirs

Du fait de leur tolérance vis-a-vis d'un large éventail de conditions physiques et
chimiques, les entérocoques sont extrémement répandus dans I'environnement. On peut ainsi
isoler ces bactéries dans 1'eau (douce ou salée), dans le sol, les plantes, le tube digestif et les
selles de la plupart des animaux, ainsi que de 'homme. En outre, il est possible de les trouver
aussi dans I'environnement hospitalier (120) (11).
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La plupart des especes du genre Enterococcus font partie intégrante de la flore intestinale
de nombreux animaux, leur concentration dans les matieres fécales peut varier de 105 a 107
UFC.g-1. Les Enterococcus les plus fréquemment isolés dans les feces de I'homme sont E.
faecalis, E. faecium. Dans la plupart des contenus intestinaux d’animaux (la volaille, les bovins,
les porcs, les chiens, les chevaux, les moutons), E. faecalis, E. faecium et E. hirae y sont
représentés; par contre, chez les chevres et les lapins, on ne retrouve que E. faecalis et E. hirae
(121).

Dans les échantillons de sources environnementales (composts, eaux usées, sédiments
et eaux de piscine), il a été démontré que les especes prédominantes sont E. faecalis (40%) et E.
faecium (30%), suivies de E. durans/E. hirae, E. casseliflavus/E. gallinarum et E. raffinosus, avec des
taux variables selon la source (122) (123).

Chez l'homme, les entérocoques sont des microorganismes commensaux qui
colonisent le tube digestif. Ils peuvent aussi se retrouver dans d'autres sites corporels que le
tractus gastrointestinal tel que la cavité orale (la gorge) et le tractus génito-urinaire humain (le
vagin) (124) (125). Pour cette raison, l'isolement d'un entérocoque dans un prélevement
clinique doit toujours étre interprété avec précaution quant a son caractére pathologique. Il est
a noter que les entérocoques sont des membres minoritaires de la communauté bactérienne du
tractus gastro-intestinal chez I'homme adulte. En effet, les analyses moléculaires ont démontré
que ces bactéries ne formaient qu’environ 1% de la microflore intestinale chez un adulte (126)
(127,128).

D'une facon générale, ces bactéries se comportent comme des agents opportunistes, se
développant de facon préférentielle chez des patients 4gés, immunodéficients ou porteurs de
pathologies sous-jacentes sévéres.

Ce sont donc des bactéries commensales du tube digestif, résistantes a de nombreux
antibiotiques, et possédant des mécanismes de résistance transférables a d’autres bactéries.
Seul E. faecium résistant a la vancomycine (ERV) est considéré comme une BHRe, E. faecalis
résistant aux glycopeptides ne sera pas considéré comme une BHRe car il est rarement
impliqué dans les épidémies.

4.2 Modes de transmission

Le mode de contamination n'est pas toujours bien établi, mais les contacts inter humains
et la transmission par le matériel médical ou par le personnel soignant semblent les plus
probables. En effet, les entérocoques peuvent se transmettre d’une personne a une autre par
contact direct ou par contact indirect avec une surface ot se trouve la bactérie. Les progres des
techniques de typage des bactéries ont démontré la possibilité d'une transmission inter
humaine (129,130).

La contamination peut survenir par l'intermédiaire de I'’eau de douche, ou de bain avec
un risque épidémique élevé notamment dans les unités de soin utilisant 'hydrothérapie dans
le cas des patients brtlés ou par le matériel insuffisamment nettoyé ou désinfecté (endoscopes
ou lave endoscope, matériel de nébulisation, les appareils de mesure de pression) (131). La
majorité des infections a entérocoque sont d’origine endogene, a partir de la flore digestive des
patients, que ce soit directement par perforation digestive, ou par mécanisme ascendant lors
des infections urinaires (132).
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4.3 Facteurs de risque

La physiopathologie des infections a Enterococcus est multifactorielle faisant intervenir
des facteurs liés a I'individu, et des facteurs liés a la virulence bactérienne dont la multiplicité
peut expliquer le caractere invasif de ce pathogéne. Les facteurs de risque de colonisation ou
d'infection ont été analysés dans plusieurs études (Figure 26) (101,133-135):

4.3.1 Facteurs de risque liés a la bactérie

Le risque d’infection est moins important dans un milieu ot I'Enterococcus est observé
de facon sporadique, comparativement a un milieu ot une prévalence élevée est observée sur
une base réguliere (136).

4.3.2  Facteurs de risque liés 1’hote

Les patients suivants sont plus a risque de transmettre I"Enterococcus lorsqu’ils en sont
porteurs (137) (138) (139):

- atteinte du systéeme immunitaire ou atteinte multi-systémique (exemples
chimiothérapie, patients immunosupprimés, maladies chroniques séveres, atteinte
métabolique, etc.).

- patients greffés, insuffisance rénale aigue, néoplasie;

- chirurgies digestives, procédures digestives ou chirurgies abdominales

- histoire de colonisation a Enterococcus.

- les personnes qui ont une hygiéne personnelle déficiente en ce qui concerne I'hygiene
des mains et les mesures d’hygiene en général.

- les porteurs qui recoivent une antibiothérapie surtout par des céphalosporines qui
favorisent une augmentation de la concentration d'Enterococcus au niveau des selles.

4.3.3 Facteurs liés a l'environnement

- séjour dans la méme chambre qu'un porteur d’Enterococcus ou dans une chambre
préalablement occupée par un porteur d'Enterococcus a été identifié comme un facteur de
risque (I'Enterococcus peut croitre et survivre dans la plupart des milieux, pendant des périodes
de temps variant de 5 jours a environ 4 mois) (140) (141).

4.3.4 Persistance de l’état de porteur

La persistance de l'état de porteur serait influencée par les facteurs suivants (82)
(142,143) :

- courte période de temps entre la premiere culture positive et la culture de controle

- durée de séjour hospitalier prolongée;

- durée de séjour en unité des soins intensifs prolongée;

- durée d’utilisation d’antibiotiques et temps écoulé entre la fin de l’antibiothérapie et le
prélevement de dépistage, le risque d"un résultat positif étant plus élevé lorsqu’une culture de
suivi est faite quatre semaines suivant I’antibiothérapie.
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Figure 26. Principales voies de transmission nosocomiale des ERV(113)

4.4 Les entérocoques dans le Monde

Depuis une vingtaine d’années, les entérocoques émergent comme étant des
pathogenes nosocomiaux ou liés aux soins (65). Dans les années 1970, les entérocoques sont
devenus des pathogénes majeurs responsables de nombreuses infections nosocomiales,
I'incidence de ces derniéres a augmenté rapidement au cours des derniéres années aux Etats-
Unis et dans 'Union Européenne (Figure 27) (144).

Les premieres infections nosocomiales dues a E. faecalis ont été rapportées aux Etats
Unis et impliquaient des souches résistantes de haut niveau a la gentamicine. Plus tard, les
épidémies dues a des souches d’E. faecium résistantes aux pénicillines et plus récemment
résistantes aux principaux antibiotiques utilisables en clinique (pénicillines, aminosides et
glycopeptides) ont été rapportées. Ces souches sont devenues sources de problémes
notamment aux Etats Unis alors qu'en Europe, elles restent encore peu fréquentes (89,145,146).
Deux especes sont responsables de la tres grande majorité des infections, il s’agit de E. faecalis

(80 % des infections a entérocoques) et E. faecium (environ 10-20 % des infections a
entérocoques) (143,148).

Du fait de sa grande résistance aux antibiotiques et de son adaptabilité accrue au milieu
hospitalier, E. faecium émerge depuis une vingtaine d’années et présente un taux d’infections
qui tend vers celui de E. faecalis, particulierement aux Etats-Unis et son role en pathologie
humaine est clairement établi désormais puisque une étude prospective menée en 2009 et
portant sur la prévalence des infections dans les services de réanimations de 75 pays dans le
monde a un jour donné (1265 services de réanimations / soins intensifs inclus) a permis de
mettre en évidence que les entérocoques étaient bien représentés avec environ 10% des
infections mais aussi que E. faecium jouait un role prédominant avec environ 4% des infections
dues a une souche ERV (149).
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Figure 27. Les entérocoques au cours de I'histoire (123)

Aux Etats Unis, le rapport national «Antibiotic Resistance Threats in the United States»
du Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de 2019 fait état de 30% de résistance a
la vancomycine pour les entérocoques. Sur 54500 infections nosocomiales a entérocoque,
20000 sont dues a des entérocoques résistants a la vancomycine avec un co(t total de 539
millions de dollars. Sur ces 54500 infections nosocomiales a entérocoques 5400 déces, soit un
taux de létalité de 9,9% (150). En Amérique du Nord, les entérocoques sont retrouvés dans
environ 10 % des hémocultures positives, ce qui les place en quatriéme position derriére S.
aureus, E. coli et les staphylocoques a coagulase négative (4). En Europe, la fréquence de ces
isolements invasifs serait plus faible (environ 7 %) ainsi qu'en Amérique du Sud (4 %) (151).
Depuis 2013 les Etats Unis ont connu une baisse de 41% de leur taux d’ERG grace aux mesures
d’hygiene et au bon usage des antibiotiques (Figure 28).
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Figure 28. Evolution des ERG aux Etats Unis 2012/2017, D"apres CDC’s National Healthcare
Safety Network 2019

Au niveau de l'union européenne et notamment en France, une étude datant de 2012
portant sur 15803 cas d'infection nosocomiales, plagait le E. faecalis au cinquieme rang (soit 6,4
% des infections) des microorganismes responsables d’infections nosocomiales (ENP 2012-
INVS-) et ils font partie des six pathogenes a l'origine des deux tiers des infections
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nosocomiales: « ESKAPE » pour E. faecium, S.aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp (152,153).

Durant ces dernieres années, certains pays ont connu une forte augmentation de leur
taux d'ERG, comme I'Irlande qui présente un taux de bactériémie supérieure a 40% en 2013
par rapport a 22% en 2004. En Europe cette augmentation est en lien avec I'augmentation
des épidémies hospitalieres. L'émergence des ERG en Europe est moins forte qu’aux Etats
Unis pour plusieurs raisons comme par exemple ['utilisation hospitaliére plus fréquente de la
vancomycine (5 a 10 fois plus). En France, le métronidazole est utilisé en 1¢intention dans les
Infections gastro-intestinales a Clostridium difficile, ce qui explique une plus faible
consommation de vancomycine (154-156).

En Europe, les données du réseau EARSS (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System) montrent une une vraie augmentation des ERG passant de 8 % en 2012
a17.3% en 2018 pour les 29 pays participants avec des proportions contrastées selon les pays.
Concernant les bactériémies a ERG, leur proportion est au-dela des 20% pour plusieurs pays
comme: Roumanie, Hongrie, Grece, Grande Bretagne, etc tandis que pour d’autres pays les
taux restent < 1% (Tableau 4) (157). La forte disparité entre les pays de I’Europe pour le
taux ERG est liée a la différence de consommation d’antibiotique, mais aussi a la prise de
mesures préventives trop tardives et peut étre pas assez respectées et « strictes » (Figure 29).
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Figure 29. Evolution de la résistance aux glycopeptides en Europe 2012 & 2018, D"apres
European Antimicrobial Resistance Surveillance System
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Tableau 4. Enterococcus faecium vancomycine résistant 2015-2018, D’apres European
Antimicrobial Resistance Surveillance System

4.5 Les entérocoques en France

En France, la prévalence des ERV est restée relativement faible au cours des dernieres
décennies du fait d'une politique d’utilisation des antibiotiques assez drastique tant en
médecine humaine que vétérinaire, Les premieres souches d’ERG ont été rapportées en France
en 1987-1988 (158) , et jusqu’en 2003, la proportion de résistance a la vancomycine parmi les
entérocoques isolés de prélevements cliniques est restée stable a moins de 2% (159). Depuis
2004, la France a connu plusieurs épidémies importantes a ERG dans les établissements de
santé. Puis suite a 'augmentation depuis 2004 des signalements d’infections nosocomiales a
ERG et a 'augmentation d’épidémies hospitalieres, I'institut de veille sanitaire (InVS), a
organisé une expertise collective en 2005 pour adapter les recommandations (158).

Le ministére en charge de la Santé a alors sensibilisé les établissements de santé frangais
a la détection, au signalement et aux mesures de prévention des ERG. De nombreuses
mesures et avis ont découlé de ces directives: sont ainsi paru une note de la Direction de
I'Hospitalisation et de 1'Organisation des Soins (DHOS) en juillet 2005, un avis du Comité
de I’Antibiogramme de la Société francaise de microbiologie (CASFM), et les
recommandations du Comité Technique des Infections Nosocomiales et des Infections Liées
aux Soins (CTINILS) en octobre 2005 et en décembre 2006. Depuis, les Centres de Coordination
de la Lutte contre les Infections Nosocomiales (CCLIN) se sont associés a I'InVS dans la
surveillance et le suivi des signalements a ERV en France.
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En 2012, les entérocoques représentaient 6,9% des microorganismes isolés lors
d’infections nosocomiales en établissements de santé et se situaient au 4e rang apres
Escherichia coli, S.aureus et Pseudomonas aeruginosa (160). En France via le dispositif de
signalement externe des infections nosocomiales (SIN) mis en place en juillet 2001 comme un
dispositif d’alerte réglementaire qui concerne tout établissement de santé, public ou privé on
peut suivre I'évolution des signalements d'infection/colonisation a ERV.

Les signalements sont adressés par les établissements de santé au Centre de coordination
de la lutte contre les infections nosocomiales (CClin) et a I’Agence régionale de santé (ARS)
dont ils relévent, cette derniere les transmettant a I'InVS. Un SIN correspond a un événement
et peut concerner plusieurs cas d'infection et/ ou colonisation. La fiche de signalement précise
le nom del’établissement de santé, le(s) critére(s) de signalement utilisé(s), le nombre et le type
des infections nosocomiales (site(s), microorganisme(s) et mécanisme de résistance, le(s)
service(s) concerné(s).

Sur les 17743 SIN transmis a I'InVS entre le 26 juillet 2001 et le 30 juin 2015, 1 440 (8,1%)
impliquaient des ERV correspondant a 2 968 patients (159) (Figure 30).
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Figure 30. Signalements d’entérocoques résistants aux glycopeptides (N=1 440) et proportion
de signalements rapportée a I'ensemble des signalements pour infection associée aux soins
recus via le dispositif de SIN, France, 2001-2015

On observe que la proportion de SIN a ERV a nettement augmenté entre 2003 et 2008
(passant de 0,7% a 18,6%); la période 2007-2010 a en particulier été marquée par plusieurs
épidémies régionales, notamment dans le nord-est du pays. Ce chiffre a diminué en 2009 et
s’est stabilisé autour de 8% (entre 110 et 155 SIN) jusqu’en 2014. Depuis, la proportion de SIN
semble augmenter: 9,9% (114 SIN) pour les six premiers mois de 2015. Les régions ayant
signalé le plus grand nombre d’ERV sur la période de I'étude étaient 1'Tle-de-France (29,9% de
I'ensemble des signalements impliquant des ERV), la Lorraine (17,9%), le Nord-Pas-de-Calais
(10,2%), 1'Alsace (7,9%) et Rhone-Alpes (6%). Sur la période de l'étude, ces SIN
correspondaient respectivement a 10,8%, 25,8%, 9,4%, 13,9%, 5,2% des SIN regus dans ces
régions et ce grand nombre de signalements est a mettre en parallele avec plusieurs épidémies
concomitantes ayant eu lieu dans ces régions (Figure 31).
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Figure 31. Distribution régionale des signalements pour infection ou colonisation a
entérocoques résistants aux glycopeptides (ERG) recus dans le dispositif SIN (N=1 440),
France, 2003-2015

Les SIN a ERV ont été transmis par 486 établissements de santé (ES) différents. Plus de
la moitié (54%) des centres hospitaliers régionaux ou universitaires (CHR/CHU), 41% des
centres de lutte contre le cancer (CLCC), 40% des hopitaux d’instruction des armées (HIA) et
22% des centres hospitaliers (CH/-CHG) ont effectué au moins un SIN a ERV.

Sur les 1440 SIN a ERG, 1 372 (95,3%) n’impliquaient qu'un seul microorganisme, 48
(3,3%) en impliquaient deux et 20 (1,4%) en impliquaient trois. Sur les SIN pour lesquels les
ERV étaient les seuls microorganismes impliqués, un seul site (colonisé ou infecté) était
spécifié pour 1 261 SIN (92,5%), deux sites pour 89 SIN (6,5%) et trois sites pour 13 SIN
(0,9 %). Les SIN a ERG rapportaient 1'isolement d’E. faecium pour 1334 d’entre eux et de E.
faecalis pour 115 d’entre eux (9 SIN impliquaient ces deux microorganismes a la fois). Au total,
196 déces toutes causes confondues ont été rapportés dans les SIN impliquant au moins 1 ERG
(sur un total de 4324 décés rapportés a lI'ensemble des SIN regus). Sur les 1372 SIN
n’impliquant que des ERV (un seul microorganisme renseigné), 186 déces étaient rapportés
pour 505 cas au total. Parmi ces 186 déces, 6 ont été rapportés comme liés a 'infection a ERV.

Au total, les 1 440 SIN a ERV du 26 juillet 2001 au 30 juin 2015 représentent une part non
négligeable (8,1%) de l'activité globale de signalement des établissements de santé et
témoignent de leurs efforts en matiére de détection et de contrdle suite aux multiples
recommandations émises, notamment a partir de 2005.

Au 31 décembre 2016, 1647 signalements impliquant un ERV ont été recus a Santé
publique France, dont 219 en 2016. Environ 85 % des signalements concernaient des
colonisations. La proportion d’épidémies était de 15 % en 2015 et de 21 % en 2016. La
proportion de cas secondaires était stable a 44 % du nombre total de cas d'ERG signalés en
2015 et 2016. La part des signalements a ERG recus en 2016, le nombre élevé d’épidémies et la
proportion des cas secondaires invitent a la plus grande vigilance, ainsi qu'a une
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sensibilisation accrue des personnels hospitaliers pour poursuivre I'observance des mesures
d’hygiéne (Figure 32).
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Figure 32. Nombre d’épisodes d’infection ou de colonisation a ERV déclarés via le systéeme
de signalement externe (SIN) ; Source SPF : bilan EPC 2018

Ce nombre a continué d’augmenter en 2018, avec 867 souches analysées par le CNR
associé du CHU de Rennes (+50 % et +91 % par rapport a 2017 et 2016, respectivement). Les
867 souches (provenant de 76 départements) incluaient 751 E. faecium et 103 E. faecalis. Parmi
elles, 725 (83,6 %) étaient des ERG dont 487 vanA (67 %) et 231 vanB (32 %). Une tres large
majorité (98,3 %) des souches d’ERG appartenaient a 1'espece E. faecium. Le typage moléculaire
de 166 souches par électrophorese en champ pulsellréalisé en 2017 mettait en évidence 62
clones différents d’ERG chez E. faecium (51 vanA et 11 vanB) dans 64 villes/établissements

différents, avec l'identification de 12 clones hyper-el/pidel/miques (isolés chez =5 patients)
(Figure 33).

Figure 33. Origine géographique des souches d’E. faecium vanA (Source CNR : bilan ERG
2017)
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5 Les BHRe: Bactéries Hautement Résistantes
Emergentes

5.1 Définition des BHRe

Depuis 2004, plusieurs épidémies importantes a ERV sont survenues dans des
établissements francais. En réponse a ces épisodes épidémiques, le Comité Technique des
Infections Nosocomiales et des Infections Liées aux Soins (CTINILS) a rédigé, en octobre 2005,
des recommandations [204] reprises dans une fiche technique de la Direction Générale de la
Santé (DGS) et de la Direction de I'Hospitalisation et des Soins (DHOS) datée de décembre
2006 [205]. Une autre note DGS/DHOS du 14 aotGt 2008 relative a « la prévention de
I'émergence d’épidémies a ERV dans les établissements de santé » a rappelé I'importance de
poursuivre la lutte contre les épisodes épidémiques a ERV en appliquant les recommandations
du CTINILS.

En 2013 le rapport du Haut conseil de la santé publique (HCSP) définit ces bactéries et
leur politique de prévention. Dans la liste des bactéries hautement résistantes émergentes
(BHRe), nous retrouvons deux types de bactéries; les entérobactéries productrices de
carbapénémases (EPC) et les entérocoques résistants a la vancomycine (ERV). Parmi les ERG,
seuls les E. faecium glycopeptides résistants seront considérés comme BHRe par ces
recommandations.

Les BHRe sont des bactéries commensales du tube digestif a fort potentiel de diffusion
tant a 'hopital qu’en ville avec une forte émergence en France. Le HCSP a donc décidé de
parler de BHRe, avec le «e» pour émergeante.

5.2 Consommation d’antibiotique et maitrise des BHRe

L’émergence de la résistance aux antibiotiques est un enjeu de santé publique. La
maitrise de la diffusion des bactéries hautement résistantes émergentes (BHRe) aux
antibiotiques en France repose sur une double stratégie:

- Réduction de la prescription des antibiotiques
- Prévention de la diffusion a partir des patients porteurs= maitrise de la transmission
croisée

La résistance bactérienne étant principalement liée aux niveaux de consommation
antibiotique, quelle que soit I'échelle (service d’hospitalisation, établissement de santé, pays),
il convient de surveiller cette consommation et de lutter contre un usage excessif, ’est-a-dire
réduire les prescriptions inutiles ainsi que les durées de traitement parfois trop longues.

De nombreuses études ont montré le lien entre une consommation antibiotique
importante et un niveau de résistance bactérienne plus élevé : Goossens et al ont montré la
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corrélation entre niveau de résistance et consommation antibiotique, la résistance bactérienne
a un antibiotique augmentant avec la consommation de celui-ci (Figure 34) (161).
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Figure 34. Relation entre la consommation de pénicillines et le taux de pneumocoques de
sensibilité diminuée aux pénicillines dans différents pays européens (184)

Ainsi, l'analyse des niveaux de consommation antibiotique et de résistance peut
permettre d’identifier la problématique liée a la résistance au niveau local, et de proposer des
actions d’amélioration. En effet, si le niveau de résistance est élevé mais que la consommation
antibiotique est moyenne, cela laisse supposer qu’il s’agit surtout de résistance importée, et
qu’il faut cibler la transmission croisée. En revanche, si la résistance est élevée et que le niveau
de consommation antibiotique I'est aussi, il faut plutot axer sur des mesures de bon usage des
antibiotiques (Figure 35).
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Figure 35. Relation entre consommation d’antibiotique et niveau de résistance bactérienne et

aide a l'interprétation des données (185)

En effet, les antibiotiques sont souvent mal prescrits, qu’ils le soient en curatif ou en
prophylaxie, malgré de nombreuses recommandations établies.
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La consommation d’antibiotique est suivie a I'aide d"une unité de mesure particuliére,
la dose définie journaliere ou DD]J. Elle correspond a la posologie quotidienne de référence
d"une molécule définie par des experts internationaux (posologie de référence pour un patient
adulte de 70kg dans son indication principale). Elle est exprimée en DD]J pour 1000 habitants
par jour (DDJ/1000h/j) pour le secteur communautaire, ou en DDJ pour 1000 journées
d’hospitalisation (DD]J/1000JH) pour le secteur hospitalier. Elle permet la comparaison des
données de consommation a différentes échelles (comparaison entre plusieurs établissements,
entre régions ou entre pays, ou d’années en années...). En revanche, elle est peu adaptée aux
données de consommation pédiatrique.

Au niveau européen, la surveillance de la consommation antibiotique est assurée par le
réseau ESAC-Net (European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network). II
regroupe 30 pays, appartenant a I'Union Européenne, a I’Espace Economique Européen ou a
I’ Association Européenne de Libre Echange. Ce réseau collecte les données de consommation
antibiotique pour les secteurs communautaire et hospitalier, fournies par le réseau national de
chacun des pays participants a la surveillance, puis analyse les données. La base de données
ainsi obtenue permet le suivi de 1'évolution des consommations d’antibiotiques des pays
Européens participants.

Les consommations d’antibiotiques en Europe sont tres variables selon les pays. On
distingue en effet des pays « bons éleves », ayant des niveaux de consommation modérés, que
sont les pays du Nord de I'Europe (Finlande, Suéde, Norvege, Danemark, Pays-Bas...), des
pays fortement consommateurs, que sont les pays du Sud de I'Europe (Grece, Chypre,), ainsi
que la France, I'Espagne, la Pologne et la Roumanie (Figure 36).
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Figure 36. Consommation d’antibiotiques a usage systémique (ATC J01) dans le secteur
communautaire 2018

Concernant le secteur hospitalier, il y a moins de disparités : la moyenne européenne
était de 1.5 DDJ/1000h/j en 2015, la consommation moyenne francaise était de 1,76
DDJ/1000h/j, le pays avec le plus faible niveau de consommation antibiotique était les Pays-
Bas avec 0,84 DDJ/1000h/j, tandis que le pays le plus consommateur était la Grande Bretagne,
avec 2,47 DDJ/1000h/j (données manquantes pour plusieurs pays, dont I’Allemagne, et la
Roumanie) (Figure 37).
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Consumption of Antibacterials for systemic use (ATC group J01) in the hospital sector in Eurcpe,
reporting year 2018
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Figure 37. Consommation d’antibiotiques a usage systémique (J01) dans le secteur
hospitalier en Europe, 2015 (DONNEES ESAC-NET) (14)

D’apres les données collectées par le réseau ESAC-Net (European Surveillance of
Antimicrobial Consumption Network) la consommation d’antibiotiques dans les secteurs
communautaire et hospitalier en France a baissé passant de 30.6 DDJ/1000H/J en 1997 a
25.3DDJ/1000H/]J en 2018 (Figure 38).
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Figure 38. Consommation d’antibiotiques a usage systémique (J01) dans les secteurs
communautaire et hospitalier en France 1997-2018, D’apres ESAC

Au niveau national, le RAISIN (Réseau d’Alerte, d'Investigation et de Surveillance des
Infections Nosocomiales) effectuait une surveillance annuelle avec publication d'un rapport
de la consommation antibiotique (ATB-RAISIN) et de la résistance bactérienne (BMR-RAISIN),
coordonnées respectivement par le CClin Sud-Ouest et le CClin Paris-Nord .

Le rapport de ' ANSM << ANTIBIOTIQUES ET RESISTANCE BACTERIENNE: UNE
MENACE MONDIALE, DES CONSEQUENCES INDIVIDUELLES>> sur l'évolution des
consommations d’antibiotiques en France est également publié et mis a jour régulierement: la
derniere édition date de novembre 2019 et présente I'évolution des consommations de 2008 a
2018 et il montre que au cours de ces dix dernieres années:

50



- La consommation globale d’antibiotiques en ville, calculée a partir des déclarations de
ventes des laboratoires pharmaceutiques est passée entre 2008 et 2018 de 24,1 a 23,5 doses
pour 1 000 habitants et par jour

- En 2018, le nombre de prescriptions d’antibiotiques chez les patients adultes agés de
16 a 65 ans sans affection de longue durée (ALD) continue de diminuer : -0,3 prescription pour
100 patients par rapport a 2017, soit un total de -3,7 prescriptions pour 100 patients par rapport
a 2016.

- Le nombre de prescriptions d’antibiotiques particulierement générateurs
d'antibiorésistance (amoxicilline+acide clavulanique; céphalosporines de 3e ou 4e génération;
fluoroquinolones) diminue de fagon plus marquée : -2,6 prescriptions pour 100 patients par
rapport a 2017, soit un total de -6,3 prescriptions pour 100 patients par rapport a 2016.

- En 2018 le nombre de prescriptions d’antibiotiques ciblant les céphalosporines de 3e
ou 4e génération ont été réduites de -2,9 prescriptions pour 100 enfants de moins de 4 ans et -
2,1 prescriptions pour 100 enfants de 4 a 15 ans par rapport a 2017, soit respectivement -9,9 et
-5,6 prescriptions pour 100 enfants par rapport a 2016.

Ce rapport élaboré sur la base de I'exploitation des déclarations de ventes
d’antibiotiques montre aussi que dans les établissements de santé depuis 10 ans:

- La consommation d’antibiotiques reste plutot stable lorsqu’elle est rapportée a
I'ensemble de la population frangaise: autour de 1,7 doses pour 1 000 habitants et par jour sur
I'ensemble des établissements de santé frangais, publics et privés (chiffre qui prend en compte
toutes les situations d’utilisation : hospitalisation complete, hospitalisation de jour et
rétrocession).

- En 2018, la quantité consommée dans 1 630 hopitaux volontaires pour surveiller et
analyser la consommation des antibiotiques au regard de I'exposition possible des patients
(journées d"hospitalisation) est de 288 doses pour 1 000 journées d hospitalisation.

- La quantité d’antibiotiques consommée dépend du type d’activités cliniques: elle est 2
a 3 fois plus élevée dans les services de maladies infectieuses et en réanimation qu’en médecine
ou chirurgie. En effet, les patients hospitalisés dans ces services ont plus souvent besoin
d’antibiotiques pour leur traitement.

- Pour la pédiatrie en 2018 le nombre de prescriptions d’antibiotiques ciblant les
céphalosporines de 3e ou 4e génération ont été réduites de -2,9 prescriptions pour 100 enfants
de moins de 4 ans et -2,1 prescriptions pour 100 enfants de 4 a 15 ans par rapport a 2017, soit
respectivement -9,9 et -5,6 prescriptions pour 100 enfants par rapport a 2016.
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5.3 Surveillance de la résistance en France et recommandations actuelles
pour la prévention

En 2018, la mission nationale de surveillance et prévention de la résistance bactérienne
aux antibiotiques en établissement de santé, Mission SPARES, a été confiée par Santé publique
France aux CPlas Grand-Est, associé au CPlas Nouvelle Aquitaine, pour une durée de 5 ans,
suite a un appel a projet. Cinq missions nationales ont été définies par un comité d’expert
«Missions nationales Infections associées aux soins » (CMNIAS), et ont été déléguées pour la
période 2018-2023 a 6 CPias apres appel a candidature.

Les missions sont:

- Mission 1 « Surveillance et prévention de la résistance aux antibiotiques et des
infections associées aux soins en soins de ville et en secteur médico-social » PRIMO, portée par
le CPias Pays de la Loire associé au CPias Grand Est ;

- Mission 2 « Surveillance et prévention de la résistance aux antibiotiques en
établissements de santé » SPARES portée par le CPias Grand Est associé au CPias Nouvelle-
Aquitaine ;

- Mission 3 « Surveillance et prévention du risque infectieux lié aux actes de chirurgie
et de médecine interventionnelle » SPICMI, portée par le CPias Ile-de-France;

- Mission 4 « Surveillance et prévention des infections associées aux dispositifs invasifs
» SPIADI portée par le CPias Centre-Val de Loire ;

- Mission 5 « Soutien aux actions de prévention : évaluation, formation, communication,
documentation » MATIS portée par le CPias Nouvelle-Aquitaine associé au CPias Iles de
Guadeloupe.

La réflexion scientifique du CMNIAS a pris en compte les missions des CPias et de Santé
publique France, et s’est appuyée sur un état des lieux de 'existant, et sur les résultats d'une
consultation préalable des parties prenantes. Il a aussi intégré les objectifs du Programme
national d’actions de prévention des IAS (Propias), de la feuille de route interministérielle
« Antibiorésistance » et des programmes européens coordonnés par I'ECDC.

Pour la surveillance de la résistance aux antibiotiques et de la consommation
d'antibiotiques en établissements de santé la mission SPARES remplace les réseaux ATB-
Raisin et BMR-RAISIN qui fournissaient les données de surveillance de la consommation des
antibiotiques et des résistances bactériennes en établissements de santé jusqu'en 2018. Elle a
pour mission de surveiller la consommation des antibiotiques et les résistances bactériennes
en établissements de santé, en utilisant un outil commun d’enregistrement des données a
partir des logiciels métiers, avec un minimum de traitement préalable des données: 1'outil
ConsoRes. Tous les établissements de santé volontaires peuvent participer.

Aussi en 2018, la mission nationale de surveillance et prévention de la résistance
bactérienne aux antibiotiques et des IAS en secteur de ville et établissements médico-sociaux,
Mission PRIMO, a été confiée par Santé publique France au CPias Pays de la Loire, associé au
CPlas Grand-Est, pour une durée de 5 ans. La surveillance se base sur 1'outil e-Medqual ville,
tous les laboratoires de ville volontaires peuvent participer. La surveillance porte sur les
données de résistance chez E. coli, S. aureus ainsi que Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes, K.
pneumoniae, Klebsiella oxytoca.
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Ces évolutions sont encourageantes et les efforts pour réduire les prescriptions
d’antibiotiques inutiles ou inappropriées doivent étre poursuivis.

Pour faire face a I'émergence de bactéries hautement résistantes aux antibiotiques
émergentes (BHRe), la France sous I'égide du Haut Conseil de la santé publique (HCSP) a émis
en 2010 puis en 2013 des recommandations relatives a la maitrise de leur diffusion. Celles-ci
étaient complémentaires des recommandations de la Société francaise d"Hygiene Hospitaliere
(SF2H) de 2009 concernant la transmission croisée par contact et des plans nationaux traitant
du bon usage des antibiotiques.

Les recommandations du HCSP de 2010 répondaient a une situation d’émergence de cas
essentiellement sporadiques importés depuis 1'étranger chez des patients hospitalisés puis
rapatriés sur le territoire. Celles de 2013 marquaient une évolution liée a I'importation de cas
en France faisant suite a des antécédents d’hospitalisation dans 'année sans rapatriement
sanitaire direct, avec un début de circulation autochtone chez des patients sans notion de
voyage a I'étranger dans des zones connues comme endémiques.

Des situations épidémiques plus ou moins bien maitrisées ont été identifiées sur le
territoire, notamment dans des centres hospitaliers universitaires (CHU) ou non et les
établissements d’aval régionaux. Les ARS et les CClin (Centre de Coordination de la lutte
contre les infections nosocomiales) ainsi que leurs antennes régionales les Arlin (antennes
régionales de lutte contre les infections nosocomiales) puis les CPIAS ont été intégrés aux
démarches de maitrise de la diffusion a une échelle territoriale régionale en tant que tutelles
sanitaires et structures d’appui et d’expertise.

Le HCSP a produit entre 2010 et 2017 plusieurs avis et rapports relatifs aux BHRe. Ces
recommandations et avis ont permis de répondre a une situation émergente avec
principalement la détection et le signalement de cas sporadiques en provenance de I'étranger
possiblement a l'origine de situations épidémiques dans quelques hopitaux francais.
L’application de ces recommandations a permis de ne pas laisser s’installer en France une
situation épidémiologique inquiétante comme dans d’autres pays d’Europe en particulier.

Donc dans un contexte d’évolution de 1'épidémiologie et des connaissances sur les
BHRe, en 2019 le HCSP actualise ses recommandations au travers de 12 fiches techniques
portant notamment sur :

- Une analyse de risque pour adapter les mesures a la situation épidémiologique -

- La place du diagnostic microbiologique par PCR

- L'importance de mettre en place une détection informatisée et automatisée des
porteurs de BHRe et de leurs contacts réhospitalisés

- La définition des conditions de suivi des patients contact en fonction de leur risque
d’acquisition apres exposition a un patient porteur de BHRe.

La prévention de la diffusion a partir de patients porteurs de BHRe se fait
principalement par I'application des précautions standard mais aussi par la mise en place de
précautions complémentaires contact. Les précautions standard doivent étre
systématiquement respectées par tous les professionnels de santé et pendant toutes prises en
charge de tous patients.

Les précautions complémentaires contact (PCC) viennent s’ajouter aux précautions
standard, elles sont a appliquer par les soignants devant tout patient porteur de BMR. Devant
I'émergence persistante des BHRe, le constat a été fait que les précautions complémentaires
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n’étaient pas suffisantes, et donc que des précautions encore plus ciblées devraient étre
utilisées pour les patients a risque d’infection ou de colonisation par des BHRe.

Sans remettre en question des recommandations qui ont montré leur efficacité
lorsqu’elles sont déployées dans leur intégralité, il s’agit de définir une politique pragmatique
de prévention et de surveillance des BHRe pour les établissements, basée sur une évaluation
du risque, permettant a I'expertise locale d’opter pour des mesures adaptées a la situation.

Ce que l'on peut retenir de 'ensemble des initiatives mentionnées, est le caractéere
structurant de ces recommandations et leur efficacité pour limiter la diffusion des BHRe. Leur
application permet de prendre en charge les cas sporadiques et de maitriser les épidémies
débutantes en limitant le nombre de cas secondaires et en assurant un suivi étroit des cas et de
leurs contacts. La limitation de la survenue de cas secondaires est une mesure importante pour
la maitrise de la diffusion de ces bactéries hautement résistantes aux antibiotiques, et dépend
de la mise en ceuvre rapide et adaptée des mesures de dépistage et d'isolement des porteurs
et des éventuels patients contact.

Les mesures préconisées sont trés nombreuses, mais elles sont toutes nécessaires pour
éradiquer et limiter 1'épidémie, elles ont été mises en place des I'apparition du premier cas et
maintenues jusqu'a la fin de I'épidémie.

5.4 Principe de la prévention et maitrise de la transmission croisée des
BHRe

Il existe trois niveaux de recommandations (ou précautions) dans la maitrise du risque
de diffusion de microorganismes (Figure 39) :

- La base, avec l'application systématique et par tous des précautions standard (PS)
d’hygiene, quel que soit le statut infectieux du patient pour limiter la transmission croisée

- Le niveau intermédiaire, avec les précautions complémentaires (PC) d"hygiéne qui sont
mises en place en cas de mise en évidence de BMR ou de pathologies infectieuses, contagieuses
ou transmissibles (infections a C. difficile, gale, etc.). Pour les BMR, ce sont les PC de type
contact (PCC) qui sont appliquées.

- Le niveau le plus élevé, avec les précautions spécifiques de type « BHR» (PSpBHRe), a
mettre en place en fonction du type de résistance et des situations épidémiologiques locales.

Les ERG faisant parties des BHRe, dans le cas d"un patient colonisé ou infecté, les trois
niveaux de précautions devront donc étre respectés.
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Figure 39. Représentation graphique des différents niveaux de mesures a appliquer pour
maitriser la diffusion de la transmission croisée, D’apres Haut Conseil de Sante France 2013

5.4.1 Précautions Standard

Les précautions standard sont basées sur le postulat que le sang, les liquides biologiques,
les produits d’origine humaine, la peau lésée et les muqueuses, peuvent étre a risque de
contamination par des microorganismes.

Les précautions standard (PS) doivent étre appliquées par tous les soignants lors de tout
soin a tout patient quel que soit son statut infectieux. Elles ont été recommandées
officiellement dans la circulaire DGS/DH-n°98 /249 du 20 avril 1998.

Les PS sont les précautions de base indispensables pour la réalisation de soins aux
patients afin d’éviter la transmission de microorganismes. Le respect de I'hygiéne des mains
avec l'utilisation des produits hydro-alcooliques demeure la mesure principale, mais d’autres
mesures d’hygiéne de base sont aussi a mettre en place comme le respect des techniques de
soins, I'hygiene du patient, la gestion du matériel, la maitrise de l'environnement,
I'organisation des soins, la tenue vestimentaire du personnel, mais aussi la gestion des excréta.
La Société francaise d’hygiéne hospitaliere (SF2H) détaille ces principes dans son guide intitulé
«Surveiller et prévenir».

Nous pouvons résumer les PS en 3 principes de bases a respecter:

- Environnement stir: nettoyage et désinfection de I'environnement, gestion du linge,
des déchets et des excréta,

- Soins stir hygiéne des mains et utilisation adapté des équipements de protections
individuelle (EPI),

- Asepsie: hygieéne des mains, antisepsie de la peau et des muqueuses, qualité dans
I'introduction des dispositifs médicaux (Usage Unique (UU), stérile ou pas, gestion des
dispositifs médicaux réutilisables.

En juin 2017 une actualisation des précautions standard a fourni un référentiel unique,
consolidé et actualisé du 32 recommandations réparties en 7 axes pour renforcer toute
démarche de prévention du risque infectieux et de I’antibiorésistance et pour tous les secteurs
de soins (Figure 40).
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Figure 40. Les 7 axes des précautions standard, D’apres Haut Conseil de Sante France 2017

5.4.2 Précautions Complémentaires « Contact »

Dans le contexte de l'émergence de souches de microorganismes résistantes aux
antibiotiques ou particulierement virulentes, développant des épidémies sur le territoire
national, le CTINILS, saisi par 1'InVS, a mandaté la SFHH pour mettre a jour les
recommandations de prévention de la transmission croisée des agents infectieux lors des soins.
Ces recommandations ont pour objet d’actualiser d"une part les précautions standard, au vu
de la place réservée maintenant aux produits hydro-alcooliques dans 'hygiene des mains et
d’autre part les précautions complémentaires de type contact.

L’indication médicale des PCC pour un patient porteur de BMR (SARM, EBLSE) ajoute
aux PS la prise en charge dans une chambre individuelle et 'identification sur la porte de la
chambre et dans le dossier médical du patient de ce portage. L'utilit¢ d'un dépistage
systématique des BMR dans le tube digestif (ex. entérobactéries productrices de BLSE) est
limitée a des services a risque en fonction de I'épidémiologie microbienne du secteur ou au
cours d’une épidémie. Il n’est, en effet, ni possible ni licite de dépister chaque patient vis-a-vis
du risque de portage BMR. Une mauvaise observance des PS met en défaut leur efficacité. A
contrario, un haut niveau d’observance minimise le risque de transmission croisée. Il persiste
de nombreux mésusages des gants. La nature des PCC a été récemment revue; la modification
essentielle pour les BMR est de ne plus recommander le port de gants pour les contacts avec
I'environnement et la peau saine, alors que le placement en chambre individuelle,
l'identification rapide et la signalisation du portage, le port de tablier pour tous les contacts
directs avec le patient et I'utilisation de petit matériel dédié au patient sont conservés.

I s’agit majoritairement de PC de type contact (PCC), mais elles peuvent étre complétées
par des mesures de type «gouttelettes» ou «air». La mise en précautions complémentaires est
soumise a une prescription médicale, elles viennent s’ajouter aux précautions standard. Les
PCC sont mises en place pour tout patient porteur de BMR pour lutter contre le risque de
transmission croisée.

Les PCC impliquent une prise en charge des patients dont les principes sont les suivants:
- La mise en chambre individuelle du patient
- signalisation pour tous les intervenants
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- soins personnalisés et regroupés par opposition aux soins en série
- petit matériel dédié dans la chambre
- selon les cas, renforcement de la maitrise de I’environnement

Il est a noter que ces PCC sont susceptibles d’impacter I'organisation des soins.

‘étude de Tenorio en 2001 confirme le bénéfice du port de gant par les soignants,
mais que le seul port de gant n’est pas suffisant pour maitriser la transmission croisée. La
recommandation est « une paire de gants pour un soin » et chaque retrait de gants est
accompagné d’'un geste d’hygiene des mains. En effet, le port de gants en excés peut contribuer
a diminuer 1'observance des gestes d’hygiene des mains. Le port de gants en excés peut de
plus s’avérer source de contamination des surfaces (matériel biomédical, respirateur, clavier
informatique, etc.) L'utilisation des solutions hydro-alcoolique par les équipes de soins avant
et apres les soins est indispensable dans la maitrise de la transmission croisée. Les solutions
hydro-alcoolique présentent une grande efficacité, une action rapide, une bonne tolérance et
facilité d’utilisation (162).

Concernant la stratégie de gestion des excréta elle doit étre particulierement définie car
le tube digestif représente le principal réservoir de bactéries commensales potentiellement
résistantes aux antibiotiques. La maitrise de I'environnement avec un bionettoyage efficace est
également un élément clé pour limiter les risques de contamination des mains des soignants
lors de contacts avec I’environnement et la transmission croisée.

5.4.3 Précautions spécifiques de type « BHR»

Les patients concernés par les mesures spécifiques sont en particulier les patients
porteurs ou infectés par des BHRe, en raison du risque d’impasse thérapeutique et de leur
potentiel de diffusion.

Lors de la prise en charge des patients porteurs de BHRe, sous la responsabilité de la
CME et en lien avec la direction de I'établissement de soins, 1'expérience et la réactivité de
I"EOH sont essentielles a la fois pour investiguer mais aussi pour mettre en place des mesures
de controle, dans le cadre du plan local ou régional de maitrise des épidémies.

Pour chaque cas et en fonction du contexte local, le niveau de risque doit étre évalué,
avec I'appui de 'EOH. Le niveau de risque, faible, moyen ou élevé (rapport HCSP, annexe 1,
chapitre 2.2) dépendra du type de germe a l'origine du portage ou de l'infection, de la
définition du patient (rapport HCSP, annexe 1, chapitre 2.1.4) et du moment de la détection de
la BHRe (dés I'admission, en cours d’hospitalisation), de la filiére de soins et de I'organisation
du service (unité) concerné. D’autres facteurs liés au contexte local et/ou régional pourront
intervenir. Le référent antibiotique, voire 'EOH doivent étre consultés pour la mise en route
concertée d'un traitement antibiotique chez un patient colonisé ou infecté. Les modalités de
prise en charge sont dépendantes de I'évaluation du risque : une méme situation pourra étre
prise en charge différemment selon le contexte.

Selon les modalités de prise en charge du patient porteur de BHRe depuis son admission,
différents niveaux de risque de devenir porteur de BHRe pour un patient contact peuvent étre
établis :

- risque faible si le patient a été pris en PCC dés son admission ;
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- risque moyen si le patient porteur a été identifié au cours d’hospitalisation, le risque
devenant faible si aucun cas secondaire n’a été identifié apres 3 dépistages ;

- risque élevé si au moins un patient porteur (cas secondaire) a été identifié parmi les
patients contact (situation épidémique), ce risque redevenant moyen si la situation
épidémique est completement maitrisée

Les PSpBHRe sont faites pour accentuer le niveau d’hygiéne, et par conséquent essayer
de réduire d’autant le risque de transmission croisée.

Les principales actions a mettre en place pour les PSpBHRe:

- Isolement en chambre individuelle ;

- Hygiéne des mains par friction hydroalcoolique ;

- Renforcement de la maitrise de I'environnement y compris du matériel ;
- Port de surblouse et de gants a usage unique ;

- Dépistage rectal.

Le dépistage des éventuels patients porteurs de BHRe sera organisé en fonction de
niveaux de risque.

La mise en place d'un dépistage pour la recherche de cas secondaire a deux objectifs:

- permettre un état des lieux de la transmission possiblement déja avérée en cas de
découverte fortuite d'un porteur de BHRe. Dans ce but, la notion de cercles concentriques
partant des patients les plus a risque d’avoir été exposés ou les plus facilement accessibles au
dépistage (patients encore présents dans I'établissement) peut guider la stratégie de dépistage

- s’assurer de I'efficacité des mesures de controle en cas de prise en charge d'un patient
déja connu porteur en I'absence d’équipe dédiée d’emblée.

Plusieurs études ont montré I'efficacité de mesures strictes incluant la prise en charge de
patient par du personnel dédié, au niveau d’'un établissement, entre plusieurs établissements
ou a 'échelle d"un pays.

Par exemple les hopitaux de Paris (APHP: Assistance Publique-Ho6pitaux de Paris) ont
essayé d’anticiper la production de recommandations pour limiter la diffusion des EPC en
2009. En 2008, il était déja question de dépister et d’isoler tous les patients porteurs d’ERG
et/ou d’EPC transférés d'un hopital d'un pays étranger. Les recommandations de 2009 de
I"’APHP comportaient (figure55):

- L’isolement des porteurs

- L’arrét du transfert des porteurs et des contacts

- Le dépistage et I'isolement des contacts, y compris ceux déja transférés au moment de
la découverte du premier cas

- Le dépistage des contacts 1 fois/semaine jusqu’a leur sortie

- En cas d’épidémie, le regroupement des patients dans 3 secteurs distincts avec du
personnel dédié: patients porteurs («secteur des cas»), patients contact («secteur des
contacts»), nouveaux admis («secteur indemne»).

- L’identification des réadmissions des cas et des contacts
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Grace a la mise en place des mesures « BHRe», en 2008 et 2009, ils ont réussi a réduire
significativement le nombre de cas par épisode et donc la durée des épisodes (Figure 41).

La stratégie de maitrise des EPC
est-elle efficace ?

= Number of events Proportion of outbreaks among events

Hopitaux APHP,
(n=39), 2004-2012,
colonisations et
infections

.
. I —

2008 2009

Number of CPE events
siuana 34 Suowe syeaAIqIN0 J0 (%) uopuodolg

Dépistage des patients rapatries

Figure 41. Nombre d’entérobactéries productrices de carbapénémases par rapport aux
nombres de cas secondaires APHP: Assistance Publique-Ho6pitaux de Paris

En résumé, pour un patient porteur de BHRe, les précautions se surajoutent aux
précautions standard = PS+PCC+PSpBHRe.

La détection et l'identification précoce des patients porteurs de BHRe ainsi qu'une
communication efficace entre les acteurs concernés représentent la clef dans le suivi et la
diffusion de ces BHRe. Repérer les patients a risque d’étre porteurs est essentiel pour
permettre de mettre en place des mesures de prévention qui sont d’autant plus efficaces
qu’elles sont appliquées tot. En effet, le systéme d’information hospitalier joue ici un role
essentiel pour identifier ces patients des leur admission, une fois repérés, les patients a risque
seront placés en chambre individuelle, en précautions complémentaires contacts et dépistés
(écouvillon rectal-ER ou coproculture).

La politique de recherche de BHRe dans les établissements de santé doit reposer sur le
dépistage de patients présentant des facteurs de risque de portage. Pour les patients dont une
BHRe sera découverte de maniere fortuite, c’est a dire sur un prélevement a visée
diagnostique, les recommandations seront les mémes que pour les patients positifs a BHRe

lors d’un dépistage rectal.

Les patients suspects d’étre porteurs sont ceux ayant été hospitalisés dans 1'année
précédente a I'étranger, ceux étant déja connu porteur de BHRe dans le passé et réadmis a
I'hopital et ceux ayant été en contact avec un patient porteur de BHRe.

Dans la lutte contre les organismes résistants aux antibiotiques, les professionnels de
santé, les vétérinaires et les organismes de santé publique doivent adopter une approche qui
s’articule autour de plusieurs axes : prévention, traitement, gestion des épidémies, suivi et
formation. Les mesures d’hygiéne visant a limiter la transmission croisée des BMR ont fait la
preuve de leur efficacité et pour l'instant, grace a des mesures de controle plus exigeantes, la
transmission des ERG et des EPC importées de I'étranger est contenue (Tableau 5).
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. parteur
+ 1 dépistage hors exposition
Transferts contacts Paossibles s Poasibles = ArTEtEs jusqu’a 3 dépistages des Arrétés jusqu'au contrile de Fépidémie (cf.
. contacts fiche 4]
= Sitransfert, FCC + 1 dépistage hars
exposition = Posuihies aprés 3 dépistages
négatifs : PCC + 1 dépestage hors
sxpasition
admissions Poursuwies Poursuwies Foursurdes » Poursumvies dans (e secteur o indemnes »
® Arrétées dars secteurs o porteurs » et
= contacts ®
identification informatigue: Porteur Porteur Parteur et contacts non dépistés Porteurs et contacts
en cas de ré
Artibiotigues Limités au strict récessaire Limités au strict récessaire Limites au strict nécessaire. Limités au strict récessaire

Aprés avis reférent

Tableau 5. Les principales mesures de maitrise de la transmission croisée a partir d'un
patient détecté porteur de BHRe en fonction des différentes situations, D’apres HCSP 2013

60



PARTIE II: Notre étude

1 But de l'étude

La diffusion de bactéries hautement résistantes aux antibiotiques (BHR) en France
durant les cinq derniéres années constitue une urgence sanitaire a I'aube de I'ére post-
antibiotique. En effet, ces bactéries ont largement diffusé au niveau mondial et le risque est, a
court terme, de ne plus pouvoir traiter efficacement les patients infectés par ces agents
infectieux. La maitrise de la diffusion des bactéries multi- ou hautement résistantes (BMR ou
BHR) aux antibiotiques repose sur une double stratégie de réduction de la prescription des
antibiotiques et de prévention de la diffusion a partir des patients porteurs. Le challenge
important dans la maitrise de la diffusion de ces BHRe pour I'ensemble des professionnels de
santé est représenté par la capacité a détecter et identifier précocement les patients porteurs
de BHRe et a assurer leur suivi, a travers une communication efficace entre tous ces acteurs
concerneés.

Dans cette partie, nous décrivons la gestion de 1'épidémie a ERV a laquelle le CH de
Périgueux a da faire face et toutes les problématiques rencontrées lors de ces épisodes.
Nous allons nous attacher a faire le comparatif entre les recommandations du Haut
Conseil de Santé Publique (HCSP) (2013) et les recommandations mises en place par
I'équipe opérationnelle en hygiene (EOH) du CH de Périgueux.

1.1 Type d’étude

Il s’agit d"une étude rétrospective a visée descriptive et analytique. L'étude a porté sur
les souches bactériennes d’E. faecium vancomycine résistante retrouvées au cours de 1'épidémie
qui a touché le CH de Périgueux pendant la période allant de mars 2018 a juin 2019.

1.2 Contexte et départ de 1'épidémie

L’'Hopital du Centre Hospitalier de Périgueux, établissement de santé publique de
référence, pour le département de la Dordogne (420 000 habitants) regroupe la plupart des
spécialités médicales et chirurgicales. Etablissement support du Groupe Hospitalier de
Territoire de la Dordogne il est doté de 551 lits court-séjours, 109 lits en psychiatrie, 66 lits en
SSR, 547 en EHPAD et USLD. L’étude que nous avons réalisée s’est déroulée au niveau du
laboratoire de microbiologie de I'hopital.

L’épidémie s’est déroulée sous forme de 3 vagues, ayant impacté plusieurs services
médicaux (Figure 42):

- Printemps-Eté 2018 (Médecine Interne-Maladies Infectieuses, Centre Hospitaliere de
LANMARY, Réanimation, Court Séjour Gériatrie et Médecine Polyvalente)

- Hiver 2018-2019 (Pneumologie, Médecine Interne-Maladies Infectieuses et Soins de
suite et de réadaptation)

- Printemps- été 2019 (Court Séjour Gériatrique Chirurgie digestive et Pneumologie)
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Figure 42. Chronologie de I'épidémie ERG au CH de Périgueux

Dans ce contexte de diffusion de bactéries hautement résistantes aux antibiotiques
(BHR) en France, le Haut Conseil de la santé publique a élaboré un guide actualisant et
harmonisant 1'ensemble des recommandations existantes concernant la prévention de la
transmission croisée des BHR émergentes (BHRe) ciblant en 2013 les Entérobactéries
productrices de Carbapénémases (EPC) et E. faecium résistant aux glycopeptides (ERG). Ces
recommandations rappellent les principes de la maitrise de la transmission croisée
(précautions standard, précautions complémentaires d’hygiene, précautions spécifiques
BHRe), les techniques microbiologiques a mettre en ceuvre ainsi que I'importance de la gestion
des excréta. Ce guide présenté sous forme de fiches opérationnelles a été le pilier de la stratégie
adoptée au CH de Périgueux pour la maitrise de cette épidémie.

Pour le secteur microbiologie du laboratoire du CH de Périgueux I'apparition de cette
épidémie a représenté un grand défi en raison de la charge de travail accrue impactant une
équipe avec un personnel polyvalent déja réduit.

1.3 Stratégie mise en place

Le point de départ de I'épidémie est représenté par un patient de 48 ans qui a été
hospitalisé le 23 mars 2018 dans le service de Médecine Interne-Maladies Infectieuses sans
avoir la notion d’'une éventuelle hospitalisation a I'étranger. Le 24 mars un E. faecium
Vancomycine Résistant et Téicoplanine Sensible (Phénotype VanB) a été isolé a partir d'un
ECBU et le laboratoire a prévenu le service clinique et I'équipe d’hygiene. Des le jour du
résultat le patient a été mis en chambre individuelle avec des précautions complémentaires
<< contact >> PCC selon le protocole. Une fois le patient identifié porteur, les mesures de
prévention de la transmission croisée reposant sur les PCC complétées par des mesures
organisationnelles dans 'unité ont été mise en place.

62



Dans les jours suivants une stratégie de dépistage de cas secondaire/contact a été mise
en place ayant deux objectifs :

- réaliser un état des lieux de la transmission.
- s’assurer de I'efficacité des mesures de controdle.

Le dépistage répété des patients contact permet ainsi d’identifier les cas secondaires
éventuels. De nombreuses études démontrent I'importance du dépistage des contacts dans le
contrdle des épidémies a BHRe.

Conformément aux recommandations du HCSP 2013 rubrique ,, Découverte « fortuite »
d’un patient porteur de BHRe en cours d’hospitalisation ” apreés la découverte de notre cas
index dans le service Médecine Interne-Maladies Infectieuses il faut:

- Arréter les transferts des patients de I'unité (porteur et patients contact) vers d’autres
services ou d’autres établissements de santé (ES). Les retours au domicile sont autorisés.

- Identifier les contacts présents, les dépister.

- Identifier les contacts déja transférés dans d’autres services / ES avant la découverte
du porteur

- Placer ces contacts en PCC et débuter leur dépistage

- Programmer au moins 2 dépistages des contacts a une semaine d’intervalle, sauf si
sortie a domicile.

- Ne pas transférer les contacts dans d’autres unités ou ES.

L’objectif de ces mesures est de limiter le risque de création de foyers épidémiques
secondaires.

Au sein du CH de Périgueux une stratégie de dépistage des cas contacts a été mise en
place conformément aux recommandations du Centre de Prévention des Infections Associées
aux Soins Nouvelle Aquitaine (CPIAS) avec pour but de faciliter la décision de mise en place
ou non d'un cohorting. La recherche des cas contacts a été déclenchée dans tous les services
cliniques concernés, sous la coordination de l'équipe opérationnelle d’hygiene. En
conséquence chez les patients hospitalisés dans ces services, deux préléevements par
écouvillonnage rectal ont été effectués a 3 jours d'intervalle pour la recherche d’ERV.

Si des patients porteurs ou contacts devaient étre transférés dans un établissement de
santé ou médico-social, la mention de leur statut (par I'établissement d’amont ou le médecin
traitant) devait obligatoirement accompagner leur admission. Le statut de patient contact
pouvant étre levé a I'issue de la réalisation d"un ou plusieurs dépistages post-exposition par
écouvillonnage rectal ou prélevement de selles en fonction du contexte et du moment de son
hospitalisation selon les situations suivantes:

- Contact sortant d"un service : dépistage par technique rapide (PCR) si sortie vers un
autre service ou un autre établissement ; Culture si sortie au domicile.
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- Contact entrant dans un service: PCR si chirurgie ambulatoire ou intervention au bloc
opératoire, psychiatrie; Cultures si hospitalisation compléte
- Sisortie du service a risque datant 1 an + 1 jour: aucun dépistage

1.4 Matériels et méthodes utilisées par le laboratoire durant cette
épidémie

Le HCSP recommande I"utilisation de milieux gélosés sélectifs pour la recherche d’ERV,
ainsi que la détermination de la CMI de la vancomycine et de la téicoplanine vis-vis de ces
souches. Le laboratoire doit étre en mesure d’identifier les souches, seules les souches
d’Enteroccocus faecium résistantes a la vancomycine et/ou a la téicoplanine sont considérées
comme BHRe. Le mécanisme de résistance devra aussi étre recherche, pour déterminer si la
résistance est liée au gene vanA ou vanB. La découverte d"un ERV fait 'objet d"un signalement
externe aux autorités et référents sanitaires (ARS, CPISA, Santé Publique France) via le portail
de déclaration e-sin.

Pour un laboratoire, le choix d"un milieu chromogene est fonction des performances du
milieu, de la nature des prélevements ainsi que de la fréquence d’isolement du pathogene.
Dans le cadre du dépistage des ERG, au cceur d'un phénomene épidémique, le milieu de
détection utilisé se devait d’étre sensible (détection de tous les porteurs), spécifique (en
particulier ne générant pas de faux positifs, cela pouvant entrainer une fausse alerte, et surtout
en la mise en isolement d'un patient non porteur dans un secteur dédié ERG+), et devait
permettre le rendu des résultats en un temps minimum (24-72 h). Fiabilité, facilité de lecture,
rapidité mais aussi absence d’interférence avec la technique de PCR mise en place, ont été les
principaux criteéres de notre évaluation.

Le dépistage des ERG se fait essentiellement a partir d’écouvillonnages rectaux (ER),
dans le cadre du dépistage hebdomadaire dans les services hébergeant des patients porteurs,
mais aussi dans le cadre du dépistage entrée/sortie dans les Services les plus a risque, ou
connus comme ayant hébergé des patients porteurs. Aprés une breve revue de la littérature et
une présentation succincte des différents milieux chromogenes étudiés, nous présenterons les
résultats de notre évaluation, a la fois sur des isolats cliniques parfaitement identifiés, mais
aussi dans le cadre réel d’utilisation de ces milieux, a partir d’écouvillons rectaux.

Peu de milieux spécifiques pour la détection des ERG existaient jusqu’a trés récemment.
L’émergence et la dissémination de ces pathogenes en milieu hospitalier a conduit les
fabricants a la recherche de nouveaux milieux plus spécifiques, plus sensibles, tout en
améliorant la facilité de lecture. Les milieux se distinguent par les agents sélectifs contenus
(antibiotiques, antifongiques), la présence ou non de substrat chromogene, le délai de lecture,
la nécessité de tests complémentaires.

Trois études qui ont comparé le milieu chromID VRE (bioMérieux) a une gélose type
bile-esculine-azide contenant 6 mg/L de vancomycine, ont montré des performances variables
de ce milieu, cependant supérieures a celles du milieu bile-esculine: sensibilité 86,6-96,8%,
spécificité 73,9-100%, valeur prédictive positive (VPP) 75% (pour E. faecalis) a 92,7% (pour E.
faecium). Elles ont toutes conclu a I’avantage de ce milieu par comparaison au milieu classique:
identification présomptive E. faecium / E. faecalis, pas de croissance des entérocoques
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naturellement résistants aux glycopeptides, pas de tests complémentaires (hormis une
coloration de Gram) et lecture possible des 24 h d’incubation (163-165).

Les deux types de prélévement les plus adéquats dans le cadre d"un dépistage de portage
intestinal sont les selles et les écouvillons rectaux, chacun ayant leurs avantages et
inconvénients (Tableau 6) (166). L'étude de Ieven et al. a retrouvé une prévalence de 16,9% de
portage lorsque 1'étude est réalisée sur selles, contre 5,7% sur écouvillons rectaux. Ils ont
attribué cette différence a un probable biais de recueil sur ER (167). Il est donc indispensable
de bien vérifier que I'ER recu est « conforme », c’est a dire enduit de selles. Ne pas oublier non
plus, que de tels prélevements peuvent avoir un impact psychologique fort sur le patient
(refus) voire sur le personnel soignant, des cas de refus de réalisation ayant déja été observés.

Selles Ecouvillon rectal

® Densité des ERG plus importante
= moins de faux negatifs
® Possible recueil chez patients sous @ Facile a réaliser

i ) chimiothérapie, radiothérapie ou ® Trés utile quand grand nombre
Avantages transplantés de moelle osseuse d’échantillons a tester
® Possible conservation par ® Moins de faux positifs
congélation

® Rares cas d’inhibition de la PCR

® Risque plus élevé de faux négatifs
(quantité ERG moindre)

® Contre-indiqué chez patients sous
chimiothérapie, radiothérapie ou

® Recueil plus contraignant
® Traitement fastidieux quand les

Inconvénients prélévements sont répétés et en grand

nombre .

e Nombreux faus positifs transplantés de moelle osseuse

(s" écificitd faible) p ® Inhibition plus fréquente de la PCR,
P © nécessite une double extraction

Tableau 6. Avantages et inconvénients des deux types de prélevements envisageables pour
le dépistage du portage intestinal d’ERV

Le laboratoire du CH de Périgueux recoit les prélévements rectaux prélevés sur
écouvillons avec milieu de transport de type Sigma Transwab® (milieu amies liquide). Apres
vérification visuelle de la présence de matieres fécales sur l'écouvillon (signe la bonne
réalisation du prélévement) I’'ensemencement est réalisé directement sur gélose sélective
chromID VRE (BioMerieux).

La gélose ChromID™ VRE contient deux substrats chromogenes et un mélange
d’antibiotiques (dont vancomycine 8 mg/L) permettant :

- la croissance spécifique et sélective des ERV ;

- I'identification présomptive de E. faecium et E. faecalis par la coloration caractéristique
des colonies: E. faecium : coloration violette des souches par production de -galactosidase E.
faecalis : coloration bleu-vert des souches par production d’a-glucosidase.

Le mélange sélectif permettant d'inhiber :

- les souches d’entérocoques ne présentant pas de résistance acquise a la vancomycine ;
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- les especes d’entérocoques présentant une résistance naturelle a la vancomycine
(phénotype VanC : E. gallinarum, E. casseliflavus/flavescens)

- la plupart des bactéries a Gram -, a Gram +, levures et moisissures.

Les limites du test suggérées par le fabricant sont les suivantes:

- Certaines souches d’entérocoques autres que E. faecium et E. faecalis et présentant une
résistance acquise a la vancomycine de phénotype rare (ex : E. gallinarum vanA) peuvent se
développer sur le milieu en donnant des colonies violettes ou vertes.

- Certains microorganismes autres que les entérocoques (dont levures et bacilles a Gram
-) peuvent se développer sur le milieu en formant des colonies caractéristiques avec un aspect
morphologique généralement différent.

- Le développement est fonction des exigences propres a chaque microorganisme.
Certaines souches de E. faecium ou E. faecalis présentant une résistance a la vancomycine (ERV)
mais ayant des exigences spécifiques (substrat, température, atmosphere d’incubation)
peuvent ne pas se développer ou ne pas donner des colonies caractéristiques.

- Dans le cas d'un ensemencement direct et aprés 48 h d’incubation, si I'inoculum est
particuliéerement chargé, il est possible d’observer au point d’inoculation des colonies
caractéristiques de E. faecium ou E. faecalis sensibles a la vancomycine.

- Du fait d'un niveau de résistance a la vancomycine moins élevé, les entérocoques de
phénotype VanB peuvent ne présenter des colonies caractéristiques qu’a 48 h d’incubation

Donc le milieu ChromID™ VRE est spécifique et sélectif des ERV, et donne des
colorations spécifiques des colonies avec une premiere lecture apres 24h d’incubation et une
lecture finale a 48h (Figure 43).

Les colonies suspectes sur la gélose sont identifiées par spectrométrie de masse Maldi-
Tof (microflex Bruker) fournissant des J1 une forte suspicion d’ERV. La confirmation de la
résistance aux glycopeptides est réalisée par I’automate VITEK2 (galerie AST P606) complétée
en cas de doute par une CMI (E test Vanco-Teico).
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= bleu-vert pour E. faecalis

= violet pour E. faecium

Figure 43. Représentation d’ERV isolés a partir de selles sur gélose chrom ID ERV

Initialement réservée au domaine de la recherche, la spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF fait, depuis peu de temps, son apparition dans les laboratoires de microbiologie.
L’intégration de cette machine dans le systéme du fonctionnement du notre laboratoire
pendant I'épidémie ERV a montré son bénéfice. L’essor de cette technologie est li¢ a la grande
précision et a la rapidité d'identification des bactéries, levures mais aussi champignons, a son
utilisation aisée, a la simplicité de son intégration en routine dans les laboratoires et au faible
cott des analyses permettant au final d’optimiser la prise en charge des patients (Figure 44).
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Figure 44. Principe d'une source MALDI

A coté de la culture, un screening rapide (45mn) a été largement utilisé avec la

recherche directement sur écouvillons rectaux des genes vanA ou vanB avec 'automate
GeneXpert.

Le systeme GeneXpertR de PCR en temps réel intégre et automatise le traitement de
I'échantillon (lyse et extraction), I'amplification des acides nucléiques et la détection des
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séquences cibles (séquences génétiques associées a la résistance a la vancomycine/
téicoplanine vanA, vanB). Les kits contenant les réactifs nécessaires a l'extraction et a
I"amplification sont jetables et a usage unique. Le kit XpertR vanA /vanB (Cepheid) comprend
les réactifs préts a I'emploi pour la détection des genes de type vanA et vanB (Figure 45).

1 2 3
Insert swab into Vortex and dispense Insert cartridge and
Sample Reagent vial sample into Port S start test
and break
L]

Figure 45. Biologie Moléculaire: XpertR vanA/vanB (Cepheid)

1.5 Les étapes de I'épidémie

1.5.1 Irvague Printemps-Ete 2018

En lien avec le travail du Haut Conseil de la santé publique (HCSP) sur l'actualisation
des recommandations pour la maitrise de la diffusion des bactéries hautement résistantes aux
antibiotiques (BHR) et aussi selon les recommandations CPIAS, I'EOH a déclenché I'enquéte
pour la recherche des cas contacts apres la découverte du premier cas le 24 mars 2018. Elle
s’est rendue dans le service de Médecine Interne-Maladies Infectieuses afin de former et
d’informer le personnel de soin sur la mise en place des précautions spécifiques pour les BHRe.

Des le jour du résultat le patient index est mis en chambre individuelle avec des
précautions complémentaires << contact >> PCC selon le protocole.

La découverte d’au moins 3 cas secondaires au sein du service a entrainé la mise en place
d’un secteur de cohorting sur une des deux ailes pendant 5 semaines. Ce secteur avec
personnel dédié a pu accueillir pendant la période d’ouverture des patients porteurs ERV
d’autres services et sans modification de la prise en charge principale.

La stratégie de dépistage des cas contacts pendant la premiere vague a été la suivante :
utilisation dans un premier temps de 2 cultures a 72 heures d'intervalle sur des milieux géloses
sélectifs (ChromID™ VRE a partir d’écouvillons rectaux/périanaux ou de la réalisation si
suspicion d’Entérocoque Vanco-R d’une identification par spectrométrie de masse Maldi-Tof
(microflex Bruker) (complété au début de I'épidémie par un antibiogramme avec 1'automate
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VITEK 2 (carte AST P 606) associé a la mesure de la CMI aux glycopeptides (Etest) pour
confirmer la résistance a la Vancomycine).

Pour les 2 autres épisodes de 1'épidémie, la PCR, directement sur écouvillon rectal a
été utilisée en 1% intention. En cas de détection du gene VanB (PCR positive) une culture
pour confirmer la présence d’E. faecium est réalisée directement a partir de I"écouvillon initial
mais aussi apres enrichissement de 72 H en bouillon sélénite.

L’identification des patients contacts a partir du premier cas en mars 2018 a conduit a
constituer une cohorte de 86 porteurs (septembre 2018) principalement concentrée dans les
services de Médecine Interne-Maladies Infectieuses, le Centre Hospitaliere de LANMARY, la
Gériatrie et la Médecine Polyvalente (Figure 46).

REPARTITION CAS PORTEUR I-ER
VAGUE

Autre services
40%

MIMI
38% = MIMI

H LANMARY
M GERIATRIE CS
M Med Pol

M Autre services

Med Pol
3%

LANMARY
12%

Figure 46. Répartition porteurs par service pendant Ier vague BHRe

1.5.2 Il ¢mevague Hiver 2018-2019

La deuxiéme vague BHRe sur le CH de Périgueux a eu lieu pendant I'hiver 2018-2019
avec 54 cas porteurs recensés et localisés dans les services de Pneumologie, Médecine Interne-
Maladies Infectieuses (MIMI) et Soins de suite et de réadaptation (Figure 47).

Les deux services les plus touchés par la présence des ERV ont été le service de
Pneumologie avec la diffusion des ERV a partir d'un patient connu porteur et le service de
Soins de Suite et de Réadaptation Fonctionelle. Il n'y a pas eu de mise en place de stratégies
de cohorting au sein du service de Pneumologie car passant par une période de
restructuration, il ne disposait seulement que de 4 chambres individuelles. En MIMI, le
nombre de patients présents concomitamment n’ayant été jamais supérieur a 3, le cohorting
n’a pas été effectué. Concernant le SSR la mise en place du cohorting n’a été faite qu’apres
demande écrite du Directeur de I’ARS Nouvelle Aquitaine.
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REPARTITION CAS PORTEURS II-EME VAGUE
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Figure 47. Répartition porteurs par service pendant Ileme vague BHRe

1.5.3 Il emevague Printemps 2019 (Chirurgie digestive et Court Séjour
Gériatrique)

La troisieme vague BHRe sur le CH de Périgueux a eu lieu au Printemps 2019 avec au 3
juin 2019 54 cas porteurs localisés dans les services de: Court Séjour Gériatrique, Chirurgie
digestive et Pneumologie (Figure 48).

REPARTITION CAS PORTEURS IlI-EME VAGUE

‘ = GERIATRIE GS
= CHIR DIG
» PNEUMO

= AUTRES SERV

Figure 48. Répartition porteurs par service pendant Illeme vague BHRe

Malgré un nombre de cas secondaires hospitalisés supérieur a 3 en particulier au Court
Séjour Gériatrique, le cohorting n’a pas été mis en place au cours de cette 3¢me vague.
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1.5.4 Résultats dépistage contacts

Depuis le début de I'épidémie BHRe le laboratoire de Bactériologie du CH de Périgueux
a réalisé (données au 01/06/2019) un total de:

- 5687 cultures pour 2692 patients prélevés
- 221 cultures positives (3.9%) pour 206 Patients (7.65 %) avec 41 patients reprélevés
alors que portage était connu (soit 18% prélevements inutiles).

- 1629 PCR ont été réalisées chez 1309 patients
- 429 (26%) PCR positives > 367 Patients (28%) avec 62 patients reprélevés alors que
PCR déja positives donc 14 % PCR inappropriées.

Au total au 14 juin 2019 c’est 227 porteurs qui ont été recensés (tous établissement).

Le nombre total de contacts s’élevant a 3862 dont 2700 avec statut connu et 1162 de statut
non connu. Concernant les porteurs, le sex ratio était de 0.97, I’age moyen de 78 ans (médiane
81) et le délai moyen de découverte de 13 jours d’hospitalisation (médiane 10 ).

Pendant 1'épidémie 16 souches d’Enterocccus faecium VanB dépistées au CH de
Périgueux ont été envoyées au Centre National de Référence pour la Résistance aux
Antibiotiques (CHU de Rennes) afin de confirmer le gene vanB de résistance par biologie
moléculaire (PCR), comparer les souches et analyser les facteurs de virulence éventuellement
présents.

Au cours de la premiere vague 7 souches ont été analysées par le CNR avec étude de
clonalité par électrophorese en champ pulsé (PFGE) a I'aide de I'enzyme Sma I. L’analyse a
montré 3 profils différents avec 4 souches appartenant au clone PERB3, 2 souches PERB1 et
une souche PERB2. Ces données confirmant la transmission croisée mais aussi la présence de
clones différents circulants au sein des unités de soins (Figure 49).

PFGE SMA| PFGE SMAI

=
[
-
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B R — IR | GRJ 18157 PERIGUEUX Efaecium vanB Clone FERB1

| L THOJ 18-168 PERIGUELX Efaecium vanB Clone PERB1
| | | | | | || | | || | | | GUIP 18160 PERMGUELX Efaecium vanB Clone PERE2
| RITD 16171 PERIGUELX Efaccum vanB Clone PERB3
[ RIGJ 18172 PERIGUELX Efaecium vanB Clone FERES
||| | | | | DUMR1E-173  PERKZUELX Efaecium vanB Clone PERB2
||| | | | | 43R 18174 PERIBUELX Efascium vanB Clone PERE2

Figure 49. Dendrogramme des souches d’E. faecium vanB isolées au CH Périgueux

Au cours de la deuxieme vague, a la demande de 'EOH, 9 souches ont été transmises au
CNR qui a cette fois pratiqué un typage moléculaire avec séquencage génomique complet
(NGS) pour détermination du séquence-type (ST) par MLST (Multi-locus sequence typing). Il
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ressort que 8 souches sont reliées entre elles (ST117 = adk :1, atpA :9, ddl:1, gdh 1, gyd :1,
pstS:1, purK:1 ), une souche était de type VanA (ST18). L'analyse phylogénétique a été
pratiquée par détection des SNPs (single nucleotide polymorphisms). Un nombre de SNPs
entre deux souches de 0 a 16 est caractéristique de souches clonalement reliées. Ce qui était le
cas pour 8 souches sur les 9 analysées suggérant donc fortement la aussi une transmission
croisée (Tableau 7).

19-141 | 19-142 | 19-143 | 19-144 | 19-146 | 19-148 | 19-149 | 19-150
532 532 532 532 532 532 532 532

7 7
159-140 532 7 0 0
19-141 532 7 0 0 0
19-142 532 7 0 0 0
19-143 532 7 0 0 0
19-144 | 532 7 0 0 0
19-146 532 7 0 0 0
19-148 532 7 0 0 0
19-149 532 7 0 0
159-150 532 7 0

Tableau 7. Nombre de SNPs entre souches

Le résultat obtenu par technique moléculaire a montré que I'épidémie a été provoquée
par une souche d’E. faecium résistant a la vancomycine porteur du géne vanB appartenant au
complexe clonal 17. Les genes IS16 (permettant le dépistage rapide par méthode moléculaire
du CC-17) et ptsD (gene impliqué dans la colonisation du tube digestif) ont été détectés par
PCR pour toutes les souches envoyées. Lors de la deuxieme vague le CNR a recherché les
genes de virulence suivants: acm, espfm, hylEfm.

Les génes acm, hylEfm ont été retrouvés 7 fois, une souche hébergeant en plus un
troisieme géne: espfin.

Les données épidémiologiques recueillies ces 20 dernieres années ont montré
I'émergence d’entérocoques, en particulier E. faecium, comme pathogenes responsables
d’infections nosocomiales, qui semblent étre due a 1’'expansion d'un complexe clonal (CC-17)
(168).

L’évolution épidémique mondiale de clones hospitaliers multirésistants d’E. faecium
couplée au remplacement partiel d’E. faecalis par E. faecium comme cause d’infections a
entérocoques, démontre des changements importants d'un point de vue génétique au sein de
cette espece. Cette notion d’évolution a été récemment mise en évidence par l'utilisation de
nouvelles techniques de typage moléculaire comme la Multilocus sequence typing (MLST) la
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) ou la technique dite amplified fragment-
length polymorphism (AFLP).

Par I'utilisation de la MLST, il a été démontré I'existence d'un groupe de clones de E.
faecium isolés en milieu hospitalier « clonal complex CC17 » (CC17) est particulierement adapté

72



au milieu hospitalier et présente des marqueurs phénotypiques et génotypiques particuliers
comme la résistance de haut niveau a I'ampicilline et aux fluoroquinolones et la présence de
genes de virulence comme esp et hyl (169). La répartition des E. faecium dans différents
complexes clonaux est présentée dans la (Figure 50) qui regroupe I'ensemble des souches
isolées d’infections cliniques et d’épidémies hospitalieres, ainsi que d’autres souches
retrouvées soit chez les animaux (volailles, bétail, cochons, animaux domestiques), soit chez
I’'homme lors de cas sporadiques.
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Figure 50. Répartition en clones de 855 souches d’E. faecium sur la base des profils alléliques
obtenus par MLST ; selon I'algorithme de eBURST (195)

Ce complexe clonal CC-17 est corrélé a la résistance a l'ampicilline et aux
fluoroquinolones, ainsi qu’a la présence d"un ilot de pathogénicité, portant les genes esp et hly
(deux genes de virulence codant respectivement une « enterococcal surface protein » et une
hyaluronidase). Il est toutefois important de noter que toutes les souches appartenant au CC17
ne sont pas forcément résistantes a la vancomycine (148).

Ces souches CC17 incluent des souches appartenant aux « sequence types » (ST)
hospitaliers ST17, ST117 et ST118. L’émergence de ces souches CC17 découlerait de I'évolution
d’une sous-population de souches particulierement adaptées aux contraintes
environnementales du milieu hospitalier grace a une propension importante a acquérir des
éléments génétiques mobiles comme des séquences d’insertion et donc une grande plasticité
génomique. En effet, il a été démontré que ces souches CC17 possedent la séquence d’insertion
IS16 permettant leur dépistage rapide par méthode moléculaire(169).

Dans une étude récente, Werner et al. ont réalisé I'étude épidémiologique de souches
d’ERV isolées dans divers hopitaux allemands. Ils ont ainsi montré que (i) toutes les souches
appartiennent au CC-17 ; (ii) expriment une résistance a I'ampicilline, a la vancomycine, a la
ciprofloxacine ; (iii) seules 4 souches ne possedent aucun marqueur de virulence (ni esp, ni hly)
; et (iv) possedent un cluster vanA variable (170). Une étude similaire par Borgmann et al. a
montré des différences entre les souches nosocomiales et communautaires. Une bonne partie
des souches d'ERV responsables d’infections nosocomiales font partie du complexe clonal CC-
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17, avec une résistance a I’ampicilline; les souches communautaires font partie d’autres clones,

et sont généralement porteuses du gene esp (171).

Le CNR a réalisé un antibiogramme en milieu gélosé pour chaque souche recue avec le
profil de résistance suivant pour I'ensemble des souches d’E. faecium vanB (Figure 51) :

Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé

Interprétation selon CASFM EUCAST

Bactérie étudiée

: Enterococcus faecium

Amoxicilline Résistant
Tigécycline Sensible
Céfotaxime Résistant
Erythromycine Résistant
Pristinamycine Sensible
Linézolide Sensible
Gentamicine Résistant de bas niveau
Cotrimoxazole Résistant
Vancomycine Résistant
Teicoplanine Sens!ble
Daptomycine : Sensible
Rifampicine Résistant

Figure 51. Profil de résistance de la souche ERG complexe CC17 au CH de Périgueux

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) étaient:

Vancomycine: 64-256,000 ng/mL
Téicoplanine: 0,500-1 pg/mL
Daptomycine:2-4,000 pg/mL
Tigécycline: 0,06-0,250 pg/mL
Linézolide: 1- 2,000 pg/mL
Tédizolide: 0,250-0,500 pg/mL

Sur les 8 souches d’E. faecium vanB adressées lors de la deuxiéme vague, le CNR a
recherché les genes de résistance a 6 familles d’antibiotiques: Aminosides, Glycopeptides,
Macrolides, Lincosamide Streptogramines, Tétracyclines, Phénicolés, Triméthoprime
(Tableau 8).

Les genes suivants ont été retrouvés:

Famille Génes Nombre de souches
Aminosides aac(6°)-Ii 7 souches /7
Macrolides, Lincosamide erm(B) et msr(C) 7 souches/7
Streptogramines

Triméthoprime dfrE, dfrG 7 souches /7

Tableau 8. Génes de résistance

De la méme facon des mutations de résistance ont été recherchées (Tableau 9):
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B-lactamines Nombreuses mutations PLP- | 7 souches / 7
5

Fluoroquinolones GyrA (S83I) ParC (S80I) 7 souches / 7

Oxazolidinones Absence de mutations ARNr | 7 souches / 7
23S

Tableau 9. Mutations de résistance

1.6 Problématiques rencontrées lors de ces épisodes

- Un accroissement important de la charge de travail pour secteur de Bactériologie.

La lecture des cultures et le rendu des résultats notamment durant les week-ends a
représenté un grand défi pour le secteur de Bactériologie qui fonctionne alors avec un
personnel réduit.

La réalisation d"un grand nombre de PCR (1930 sur la période de mars 2018 a Septembre
2019) a été estimée a environ 0.36 ETP (équivalent temps plein de temps) de technicien.
- Surcofit important pour I’hépital

Surcotit lié notamment Biologie Moléculaire évalué a 84.393 Euros sur la période
précitée.

- Problémes technique

- En échec (inhibiteur ou autre) : 40 fois soit un taux 2.45%

- VPP faible d’'une PCR Positive (19%) correspondant a des PCR + avec présence de
Gene VANB sans isolement d’Enteroccocus faecium lors de la culture sur milieu sélectif (un

certain nombre d’autres bactéries présentes dans le tube digestif peuvent héberger le gene
VanB notamment certains especes de clostridium).
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Discussions

Les patients colonisés ou infectés par des ERV apparaissent comme les lers réservoirs
de la transmission des ERV dans les établissements de santé. Le portage étant en regle générale
asymptomatique, ces réservoirs peuvent demeurer inconnus et permettre ainsi une
dissémination plus aisée de ces souches, capables de subsister pendant de longues périodes
dans l'environnement.

Pour I'hépital du Centre Hospitalier de Périgueux, établissement de santé publique de
référence, pour le département de la Dordogne (420 000 habitants) qui regroupe des spécialités
médicales et chirurgicales I'apparition de cette épidémie BHRre a représenté un grand défi et
une stratégie de dépistage des cas contacts a été mise en place confére aux recommandations
du Centre de Prévention des Infections Associées aux Soins Nouvelle Aquitaine (CPIAS)
ayant comme but de faciliter la décision de mise en place ou non d'un cohorting

En conséquence chez les patients hospitalisés dans ces services, deux prélévements par
écouvillonnage rectal ont été effectués a 3 jours d’intervalle pour la recherche d’ERV. Le
développement de méthodes sensibles et spécifiques pour le dépistage des colonisations ou
infections a ERV, chez un nombre important de patients, simple et facile a mettre en oeuvre,
est indispensable au controle de la dissémination de ces pathogenes hautement résistants aux
antibiotiques.

La stratégie de dépistage des cas contacts pendant la premiére vague a été la suivante:
utilisation dans un premier temps de 2 cultures a 72 heures d’intervalle sur des milieux géloses
sélectifs (ChromID™ VRE a partir d’écouvillons rectaux/périanaux ou de la réalisation si
suspicion d’Entérocoque Vanco-R d’une identification par spectrométrie de masse Maldi-Tof
(microflex Bruker) (complété au début de I'épidémie par un antibiogramme avec 1'automate
VITEK 2 (carte AST P 606) associé a la mesure de la CMI aux glycopeptides (Etest) pour
confirmer la résistance a la Vancomycine.

Pour les 2 autres épisodes de 'épidémie, la PCR, directement sur ER a été utilisée en 1¢re
intention. En cas de détection du gene VanB (PCR positive) une culture pour confirmer la
présence d’E. faecium est réalisée directement a partir de I'écouvillon initial mais aussi apreés
enrichissement de 72 H en bouillon sélénite.

Le développement de méthodes sensibles et spécifiques pour le dépistage des
colonisations ou infections a ERV, chez un nombre important de patients, simple et facile a
mettre en ceuvre, est indispensable au controle de la dissémination de ces pathogenes
hautement résistants aux antibiotiques.

Devant les progres récents des substrats chromogéniques spécifiques, possédant une
sensibilité suffisante pour détecter les ERV au sein d’une flore intestinale polymorphe et
abondante, nous avons opté pour cette option, tout en gardant la PCR comme technique rapide
permettant de gérer plus facilement notamment les transferts de patients inter-service et inter-
établissement. Le milieu chromID VRE (bioMérieux) nous a particulierement séduit, puisque
I'incorporation de deux substrats chromogenes, cibles de deux enzymes spécifiques de E.
faecalis (a-glucosidase) et de E. faecium (P-galactosidase), permet une identification
présomptive de ces deux especes et une lecture finale a 48h.
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Depuis le début (mars 2018) de I'épidémie BHRe le laboratoire de Bactériologie du CH
de Périgueux a réalisé (données au 01/06/2019) un total de:

- 5687 cultures pour 2692 patients prélevés
- 221 cultures positives (3.9%) pour 206 Patients (7.65 %) avec 41 patients reprélevés
alors que portage était connu (soit 18% prélevements inutiles).

Les méthodes de PCR temps réel ont fait 1'objet d'un développement important ces
dernieres années, en particulier pour le dépistage de BHRe telles que les ERV, mais ces
techniques sont souvent cotiteuses et surtout intéressante pour la recherche du gene vanB pour
éliminer le portage (la valeur prédictive positive est faible).

- 1629 PCR ont été réalisées chez 1309 patients
- 429 (26%) PCR positives = 367 Patients (28%) avec 62 patients reprélevés alors que la
PCR était connue positive donc 14 % PCR inappropriées.

Au total au 14 juin 2019 c’est 227 porteurs qui ont été recensés (tous établissement).

Le nombre total de contacts s’élevant a 3862 dont 2700 avec statut connu et 1162 de statut
non connu. Concernant les porteurs, le sex ratio était de 0.97, I’age moyen de 78 ans (médiane
81) et le délai moyen de découverte de 13 jours d’hospitalisation (médiane 10 ).

Au travers des différentes études menées au sein de notre laboratoire, nous avons
montré que ce milieu ChromID™ VRE nous permet d’allier sensibilité (avec une lecture apres
24-48 h d’incubation), spécificité, facilité d’utilisation et de lecture. En association cette
méthode classique de culture a la Biologie Moléculaire (PCR-permettant identification et
recherche des génes de résistance, en confirmation), nous avons mis en place un schéma
permettant un dépistage efficient des patients porteurs d’ERV, dans les meilleurs délais
(Figure 52).

Cependant, concernant les différentes méthodes de dépistage mises en ceuvre au cours
de cette épidémie, nous avons démontré qu’aucune méthode n’était optimale, que le milieu
chromogene sélectif idéal n’existait pas, et que la mise en ceuvre d'un dépistage efficace
nécessitait une évaluation réguliere, avec une grande réactivité d’adaptation aux difficultés
rencontrées.
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Figure 52. Schéma du dépistage des patients porteurs d'ERV

Durant cette période, la souche d’Enterocccus faecium VanB n’a été isolée hors portage
digestif que dans 4 prélevements: 2 ECBU (dont le cas index) et 2 prélévements intra-
abdominaux. 3 patients sur 4 étaient porteurs au niveau rectal, hormis le cas index ou 2
recherches de portage n’ont pas permis de retrouver la souche.

Les transferts de patients colonisés (non connus comme porteurs) entre services et entre
établissement du Centre Hospitalier de Périgueux, a permis au départ une diffusion large de
notre clone épidémique. Le signalement des infections nosocomiales (et des colonisations dans
ce contexte), reste 1'outil le plus adapté en termes de surveillance et d’alerte s’il est utilisé de
maniére réactive dans les établissements. Notre expérience a montré que les différentes
stratégies de controle mises en place sont d’autant plus couronnées de succés qu’elles sont
appliquées de maniere stricte et précoce. Une intervention rapide de type « search and isolate
» (dépister et isoler) reste un élément clef, ainsi que la compliance aux procédures d’hygiene
et de lavage des mains, a I'aide de solutés hydro-alcooliques.

Au cours de la deuxieme vague, a la demande de 'EOH, 9 souches ont été transmises au
CNR qui a cette fois pratiqué un typage moléculaire avec séquencage génomique complet
(NGS) pour détermination du sequence-type (ST) par MLST ( Multi-locus sequence typing). Il
ressort que 8 souches sont reliées entre elles (ST117 = adk :1, atpA :9, ddl:1, gdh:1, gyd :1,
pstS:1, purK:1 ) , une autre souche étant de type VanA (ST18) dont on n’a pas réussi a
identifier I'origine. L’analyse phylogénétique a été pratiquée par détection des SNPs (single
nucleotide polymorphisms). Un nombre de SNPs entre deux souches de 0 a 16 est
caractéristique de souches clonalement reliées. Ce qui était le cas pour 8 souches sur les 9
analysées suggérant donc fortement la aussi une transmission croisée.
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Le résultat obtenu par technique moléculaire a montré que I'épidémie a été provoquée
par une souche d’E. faecium résistant a la vancomycine porteur du géne vanB appartenant au
complexe clonal 17.

La dissémination rapide des ERV ne s’est pas limitée au service de Maladies infectieuses
et Médecine Interne, mais a concerné aussi, assez rapidement, d’autres services, entrainant une
généralisation du probléme, avec échec de controle de I'épidémie initiale et avec extension a
de nombreux services de soins du CH de Périgueux. Ceci peut étre expliqué par la
combinaison de deux difficultés: (i) la diffusion trop tardive de recommandations et les
difficultés a les appliquer uniformément dans tous les services; (ii) la capacité des ERV a
coloniser rapidement sous la pression de sélection par les antibiotiques le tube digestif et
I'environnement hospitalier, associée a un faible pouvoir pathogene, permettant la
constitution de réservoirs occultes et pérennes, d’ou la naissance de trois vagues
épidémiologiques BHRe au sein du CH de Périgueux.

Le controle des épidémies passe aussi par la maitrise de I'utilisation des antibiotiques,
en général, et plus particulierement de ceux sélectionnant les ERV (60% de patients contacts
retrouve au CH de Périgueux ont regu un traitement avec une céphalosporine de troisiéme
génération).

La gestion d'une épidémie de cette ampleur est donc tres compliqué a gérer et demande
des moyens humains et matériels appropriés, ce qui a représenté un défi pour le CH de
Périgueux, le probleme restant tout de méme actuel et on doit lui porter une attention
particuliére.
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Conclusions

Les épidémies d'ERV représentent actuellement en France un probleme émergent, le
risque étant de se retrouver rapidement dans une situation épidémique semblable a celle
d’autres pays européens géographiquement proche de notre territoire.

Ces bactéries exposent au risque d'impasse thérapeutique, imposant une antibiothérapie
probabiliste a large spectre responsable de nouvelles sélections bactériennes.

L’enjeu est d’éviter la diffusion de ces bactéries en France tout en préservant les filieres
de soins et en garantissant une prise en charge adaptée a chaque patient.

La maitrise de la diffusion de ces germes (dépistage précoce des patients rapatriés de
'étranger, maintien des précautions complémentaires contact, signalisation, sectorisation,
dépistage éventuel des sujets contacts et suivi du portage) ainsi qu'un usage raisonné de
'antibiothérapie afin de limiter la pression de sélection sont les principaux leviers d’action
contre les épidémies BHRe.

Les armes dont nous disposons pour lutter contre ces BHRe sont basées sur deux
principes. L'un est de prévenir leur dispersion par l'attention portée aux précautions
d’hygiene: précautions standard et précautions complémentaires contact avec intensification
de l'usage des solutions hydro-alcooliques. Néanmoins, les mesures spécifiques BHRe ont fait
la preuve de leur efficacité, en étant tout de méme particulierement difficiles a mettre en
ceuvre. L’autre principe serait de prévenir I'émergence des bactéries multirésistantes par une
utilisation appropriée des antibiotiques.

Le laboratoire de microbiologie, de par sa position centrale et grace a I'outil informatique
et aux moyens de communication actuels, fait partie intégrante du systeme de surveillance et
de prévention de la diffusion des BHRe. Toutefois, une surveillance épidémiologique efficace,
c'est-a-dire, permettant une intervention rapide, ne peut venir que d'une étroite collaboration
avec les autres partenaires concernés qui sont les services cliniques, avec leurs correspondants
médical et infirmier, I'Unité d'Hygiene Hospitaliere, le Comité de Lutte contre les Infections
Nosocomiales ainsi que I'Administration Hospitaliere.
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Prise en charge d'une épidémie d’entérocoques résistants aux glycopeptides

La diffusion de bactéries multirésistantes (BMR) est un enjeu majeur de santé publique
en France, en Europe et dans le monde entier. Parmi ces BMR, les bactéries hautement
résistantes aux antibiotiques émergentes (BHRe) font partie des bactéries les plus surveillées
de nos jours. Cependant, leur role dans les infections opportunistes nosocomiales est en
augmentation depuis quelques années, et plusieurs épidémies hospitaliéres a entérocoques
multirésistants aux antibiotiques ont été décrites. Dans ce contexte , tous les établissements de
santé peuvent étre concernés par le risque de cette émergence et touchés par des épidémies,
d’ou I'importance d’étre vigilant et d’agir rapidement dés I'apparition d"un premier cas, pour
la bonne maitrise de la §iffusion des BHRe telle que les entérocoques résistants aux
glycopeptides (ERG) ou les entérobactéries productrices de carbapénemase (EPC).

Le but de ce travail vise a établir un état des lieux sur I'émergence actuelle dans le monde
entier des entérocoques résistants aux glycopeptides et d’évaluer les mesures mises en place
}Dendant une épidémie d 'ERG au CH de Périgueux entre mars 2018 et juin 2019. Le
aboratoire de microbiologie du CH de Périgueux détecte en moyenne 3-4 souches
d’Entérobactéries productrices de carbapénemase OXA 48 par an, l'apparition de cette
Céipidémie représentant un grand défi pour le laboratoire. Le pilier de la stratégie adopté au CH

e Périgueux pour la maitrise de la diffusion des BHRe a été le guide élaboré par le Haut
Conseil de la santé publique en 2013, qui actualise et harmonise l'ensemble des
recommandations existantes concernant la prévention de la transmission croisée des BHRe.

Mots-clés: bactéries multirésistantes, enterocoques, glycopeptides, antibiotiques,
infection, épidémie ; BHRe.

Management of an epidemic glycopeptide resistant Enterococcus

The spread of multi-resistant bacteria (BMR) is a major public health issue in France,
Europe and the world. Among these multidrug-resistant bacteriae, the emerging Highly-
Resistant Bacteria (eHRB) are among the most surveilled bacteria today. So as their role in
nosocomial opportunistic infections has been increasing in recent years, several hospital
epidemics involving multiresistant enterococci to antibiotics have been described.In this
context, all health establishments can be affected by the emergence of this kind of epidemics,
hence the importance of being vigilant and acting quickly as soon as a first case appears for
the good control of the diffusion of emerging Highly-Resistant Bacteria (eHRB) such as
?nteé‘;)cocci resistant to glycopeptides (ERG) or enterobacteria producing carbapenemase
EPC).

The aim of this study is to establish an inventory of the current worldwide emergence of
enterococci resistant to glycopeptides and to assess the measures implemented during an
enterococci resistant to glycopeptides epidemic at the Hospital Center Périgueux, France,
which happened from March 2018 to June 2019. The microbiology laboratory of the Hospital
Center Périgueux detects on average 3-4 strains of Enterobacteriaceae producing
carbapenemase OXA 48 per year, so the appearance of this epidemic was a great challenge for
the laboratory. The pillar of the strategy adopted at the Hospital Center Périgueux for
controlling the diffusion of enterococci resistant to glycopeptides was the guide developed by
the High Council for Public Health in 2013, which updates and harmonizes all the existing
recommendations in France concerning the prevention and transmission of emerging Highly-
Resistant Bacteria (eHRB)

Keywords: multidrug-resistant bacteriae, enterococci, glycopeptides, antibiotics,
infection, epidemics; EHRB.
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