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Introduction

Cutibacterium acnes est une bactérie Gram positif, anaérobie aérotolérante,
résidente majeure de la flore commensale cutanée humaine normale. Lipophile, elle
colonise principalement les follicules pileux et les glandes sébacées™?.

Longtemps décrite comme une bactérie a faible pouvoir pathogéne, son implication
dans de nombreuses présentations cliniques a depuis été rapportée. Son réle dans la
pathogénese de I'acné est bien connu depuis des décennies, mais dernierement C. acnes a
été fréquemment mis en cause dans le syndrome SAPHO (Synovite, Acné, Pustulose,
Hyperostose, Ostéite), la sarcoidose, le cancer de la prostate. Cependant, ce sont les
infections sur prothéses et matériel qui représentent les principales infections invasives a
C. acnes. Dispositifs cardio-vasculaires, intraoculaires, prothéses mammaires, dérivations
neurochirurgicales, matériel rachidien, protheses articulaires (notamment prothéses
d'épaule) sont principalement concernés®*.

L'espece est aujourd'hui classée en 6 grands phylotypes : 1A;, 1A;, IB, IC, Il et Ill.
L'obtention des connaissances taxonomiques et phylogénétiques actuelles a nécessité un
demi-siecle de travaux et publications, et la remise en question de classifications jusqu’alors
tenues pour acquises™®.

Au fil des années, l'apport synergique des techniques morphologiques,
bactériologiques, biochimiques, immunologiques, ou de séquencage génomique a permis
d'affiner considérablement les données sur C. acnes. Son typage, aujourd'hui réalisable par
de nombreuses méthodes dont la sensibilité et le pouvoir discriminant s'améliorent
continuellement, est un outil indispensable afin de mieux comprendre les liens existant
entre bactérie et infection”®.

Les premieres études importantes de phylotypage, réalisées simultanément a la mise
au point des techniques de typage génomique MLST, ont offert les premiéres connaissances
sur la répartition des phylotypes en fonction des localisations anatomiques de prélevement
des souches et des pathologies associées. Ainsi, I'idée générale que les souches de phylotype
IA sont majoritairement associées a I'acné et celles de phylotypes IB et Il préférentiellement
isolées d'infections sur prothéses articulaires, de matériel rachidien et d'infections

profondes, a regu un certain écho au fil des publications sur le sujet. Cependant, tres peu
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d'études phylotypiques se sont jusqu'alors intéressées spécifiqguement aux infections ostéo-
articulaires, représentant pourtant une part majeure des infections causées par C. acnes, et
un enjeu médical de taille dans la prise en charge des patients des services d'orthopédie -
traumatologie bénéficiant de chirurgies ostéo-articulaires.

La spectrométrie de masse MALDI-TOF, utilisée au laboratoire de bactériologie du
CHU de Toulouse comme méthode d'identification des germes mis en évidence en culture,
est en mesure de discriminer les phylotypes de C. acnes, avec une excellente corrélation vis-
a-vis des techniques de génomiques MLST utilisées en recherche fondamentale®.

Devant l'importance d'un diagnostic bactériologique fiable pour la prise en charge
des patients, et conscients de la nécessité d'arguments microbiologiques supplémentaires
dans certaines situations cliniques afin de statuer sur une infection vraie ou une colonisation
a C. acnes dans les infections ostéo-articulaires, nous avons souhaité procéder au
phylotypage par spectrométrie de masse des souches ostéo-articulaires de C. acnes isolées
au laboratoire de bactériologie entre 2014 et 2017.

Nous poursuivions |'objectif général d'évaluer l'intérét d'un tel phylotypage, ainsi que
la faisabilité d'une mise en place en routine au laboratoire, le cas échéant. Pour cela, la
distribution phylotypique a été analysée, et une recherche d'associations pertinentes entre
les phylotypes et des données démographiques et cliniques des patients, a été entreprise.
Enfin, la recherche prospective d'une mono ou polyphylotypie des cultures et prélevements
positifs a C. acnes est venue compléter nos premiers résultats.

La premiére partie de ce mémoire est consacrée a une revue bibliographique. Aprés
un rappel sur I'historique des découvertes et la classification taxonomique de l'espéce
Cutibacterium acnes, nous présenterons les différentes méthodes de typage et la
spectrométrie de masse puis l'importance de C. acnes en pathologie humaine et sa prise en
charge. Enfin, nous détaillerons I'état de I'art sur les phylotypes de C. acnes par une revue de
la littérature sur le sujet.

La deuxieme partie est dédiée a la présentation de I'étude que nous avons menée
ainsi qu'aux résultats que nous avons pu en extraire.

Enfin, une discussion générale de nos résultats ainsi que la présentation des
perspectives ouvertes par ce travail, tiendront lieu de troisieme partie et précéderont la

conclusion de ce mémoire.
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Partie 1.

Revue bibliographique et état des connaissances actuelles

I.  HISTORIQUE ET TAXONOMIE

Aujourd'hui dénommée Cutibacterium acnes, cette espéce bactérienne est observée
pour la premiere fois en 1896 par Paul Unna sur des coupes histologiques issues de
comédons acnéiques'®. En 1897, Raymond Sabouraud obtient la premiére culture pure a
partir de prélévements acnéiques™*.

Décrit pour la premiére fois en 1901 par Gilchrisit'?, Cutibacterium acnes est classé
initialement dans le genre Bacillus, puis dans le genre Corynebacterium en 1923 par Bergey
et al. en raison de sa morphologie’®, et dénommé "corynebactérie anaérobie". Cette
classification est rapidement remise en question. En 1946, Douglas et Gunter proposent de
classer C. acnes dans le genre Propionibacterium aveclequel il partage d’autres
caractéristiques™, malgré les similitudes observées entre C. acnes et les bactéries de genre
Corynebacterium.

La dénomination Propionibacterium acnes est validée en 1963 par Moore et Cato™®
puis en 1967 quand Moss et al. comparent la composition en acides gras et le mécanisme de
fermentation. En effet, a I'image d'autres especes du genre, elle fermente le lactose en acide
propionique en atmosphére anaérobie. Le reclassement de Corynebacterium acnes en
Propionibacterium acnes sera accompagné du reclassement des bactéries Corynebacterium
parvum et Corynebacterium granulosum en Propionibacterium parvum et Propionibacterium
granulosum”.

Le genre Propionibacterium hébergeait alors de nombreuses especes, séparées en
deux groupes selon l'usage. On distinguait classiquement les "Propionibactéries classiques”,
encore appelées "laitieres" regroupant les espéces saprophytes isolées dans les produits
laitiers et non pathogénes pour 'Homme, des especes commensales retrouvées sur la peau
dites "Propionibactéries cutanées".

- Parmi les "Propionibactéries classiques" on retrouvait I'espéce Propionibacterium
freudenreichii, connue pour sa contribution a I'affinage des fromages suisses (ou fromages a
pate pressée cuite) et dans lesquels sa concentration est la plus élevée™®%;

Propionibacterium acidipropionici pour ses effets bénéfiques dans le rumen bovin®’; ainsi
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que Propionibacterium acidifacienszz, Propionibacterium cyclohexanicung,
Propionibacterium australiense*, Propionibacterium jensenii, Propionibacterium thoenii,
Propionibacterium microaerophi/umzs, Propionibacterium olivae®®, Propionibacterium
damnosum®® et Propionibacterium propionicum27. Deux sous-especes de Propionibacterium
freudenreichii (freudenreichii et shermanii) ont été séparées sur la base de réactions
biochimiques importantess.

- Les "Propionibactéries cutanées" répertoriaient les espéces Propionibacterium
avidum, Propionibacterium granulosum et Propionibacterium acnes, cette derniére
initialement connue pour ses rbles dans l'acné vulgaire et dans la contamination des

préléevements humains?®?°.

En plus de celles-ci, une nouvelle espéece cutanée,
provisoirement appelée Propionibacterium humerusii, a été rapportée par Butler-Wu et al.
en 2011, mais jamais validée taxonomiquement™.

En 2016, une nouvelle taxonomie est proposée par Scholz et al®. A partir de Ila
comparaison des séquences génomiques (génome entier) de 162 souches représentant les
especes de la famille des Propionibacteriaceae, ils ont mis en évidence des divergences
importantes entre les signaux phylogénétiques de I'analyse de la séquence du géne de
I'ARNr 16S et de I'analyse core-genome de haute résolution [Figure 1]. Afin de tenir compte
de ces divergences et de répondre au probléeme taxonomique de Propionibacterium
propionicum, une description modifiée du genre Propionibacterium ainsi que trois nouveaux
genres bactériens sont alors proposés :

- Acidipropionibacterium gen. nov. : A. jensenii, A. thoenii, A. acidipropionici,
A. microaerophilum, A. damnosum et A. olivae.

- Cutibacterium gen. nov. : C. acnes, C. avidum, C. granulosum, C. namnetense et
« C. humerusii ».

- Pseudopropionibacterium gen. nov. : P. propionicum

- Propionibacterium : P. freudenreichii, P. cyclohexanicum, P. acidifaciens et
P. australiense.

Anciennement dénommée Propionibacterium acnes, et bien que cette appellation
soit toujours d'usage, notamment dans les laboratoires de bactériologie médicale, I'espéce
bactérienne appartient donc maintenant au genre Cutibacterium et est ainsi nommée

Cutibacterium acnes.
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Sa classification taxonomique est la suivante :

REGNE : Bacteria

CLASSE : Actinobacteria®!

ORDRE : Propionibacteriales
SOUS-ORDRE : Propionibacterineae

FAMILLE : Propionibacteriaceae*">?

GENRE : Cutibacterium
ESPECE : C. acnes

98 L'j Luteococcus sadiminum KC986353.1

93 Luteococcus perifonei AJ132334,.2
Brookiawnia cerclae DQT196625.1
Propionimicrobium lymphophilum AJO03056.1
Tessaracoccus olelagrl GU111566.2
Tessaracoccus bendigoniensis AF038504.1
Tessaracoccus lapidicaptus KFEER596.1
Tessaracoccus flavescens AM393882.1
58 Tessaracoccus lubricantis FM178840.1
wy| ——— Propionibacterium propionicum AJ003058.7

100 Fropionihacterium acidifaciens ELSF8537.1
LE]l FPropionibacterium australiensis AFZ225962.1
FPropionibacterium cyclohexanicum D82046,2
Propionibacterium freudenreichii X53217.1

100 Propionibacterium acnes ABO42288.1
83| w1 “Prapionibacterium humerusii® NZ_AFAMO0000000.1
Propionibacterium avidum AJOO3055.1
ool ™ Propionibacterium granulosum AJO03057.1

100

75 Propionibacterium jensenii AJ704571.1

oz _| Propionibactenum thoeni AJT04572.1
” &0 Propir.}nii?‘racfcrit..rm am’_d.l'prop.l’on."cf.l’ ATYUooooooon. 1

I— Propionibactarium microaerophilus AF234623.1
20 Propionibacferium damnosum JQ283467.1

Er— Propionibacterium ofivae JQ283460.1

Propioniciclava farda AB298731.2
Corynebacterium diphtheriae NZ_AUZNOOO00000.1

Figure 1 : Arbre phylogénétique de la famille des Propionibacteriaceae construit sur la
comparaison des séquences de I'ARNr 16S de chaque souche”.
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L'espece C. acnes a elle-méme été subdivisée en groupes phylogénétiques dont le
nombre et la dénomination ont évolué au fil de I'avancée des recherches et connaissances,
ainsi que des progrées technologiques en matiere de typage, notamment génétique.

Le typage sera ci-apres abordé plus longuement (lll. Cutibacterium acnes : Typage et
phylotypes). Pour clore ce paragraphe taxonomie, il faut retenir que depuis la publication de
McDowell et al. en 2012° un consensus divise I'espéce en 6 groupes phylogénétiques : IA;,
IA,, IB, IC, Il et 11,

En 2015, Dekio et al. proposent de dissocier I'espéce en sous especes :

- C. acnes subsp. acnes subsp. nov. pour les phylotypes | et Il ;

- C. acnes subsp. elongatum pour le phylotype Ill sur des arguments morphologiques
(cellules filamenteuses pour le phylotype I, bacilles courts pour les phylotypes | et Il),
biochimiques (tests pyruvate, L-pyrrolidonyl arylamidase et D-ribose 2 positifs pour les
phylotypes | et I, et tous négatifs pour le phylotype lll), génétiques (différence de similitude
notoire entre les phylotypes I/l et Il lors de la comparaison des séquences de génomes
entiers des souches), et structurels (profils d'acides gras cellulaires différents) entre autres.

En 2016, McDowell et al. proposent de renommer les phylotypes | et I,
respectivement en Cutibacterium acnes subsp. acnes subsp. nov. et Cutibacterium acnes
subsp. defendens subsp. nov. sur la base d'arguments génétiques et moléculaires (similarité
ADN-ADN seulement égale a 70-80% entre les deux types) ainsi que bactériologiques et
biochimiques (phylotype | décrit comme étant B-hémolytique, fermentant le sorbitol et
possédant une activité neuraminidasique, caractéristiques dont le phylotype Il serait
dépourvu mais possédant lui seul un systéme CRISPR/Cas actif)*>.

Ainsi les 3 phylogroupes |, Il et lll sont proposées comme trois sous-espéces

différentes dans la littérature.
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Il. CUTIBACTERIUM ACNES : CARACTERISTIQUES BACTERIOLOGIQUES DE L'ESPECE

A. Niche écologique

C. acnes est une bactérie commensale de la peau faisant partie intégrante du

microbiote cutané, composé de nombreux micro-organismes [Figure 2].

Figure 2 : Schéma de I’histologie de la peau vu en coupe et des microorganismes détectés au
niveau des phanéres et a la surface de la peau’.

En 2009, Grice et al. retrouvaient 19 phyla bactériens en étudiant la composition du
microbiome cutané de 10 patients par séquencage du gene codant I'ARNr 16S, dont les 4
principaux étaient Actinobacteria (51,8%), Firmicutes (24,4%), Proteobacteria (16,5%), et
Bacteroidetes (6,3%).
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Trois genres représentaient plus de 62% des séquences : Propionibacterium (23%,
Actinobacteria), Corynebacterium (22,8%, Actinobacteria) et Staphylococcus (16,8%,
Firmicutes)®*.

La peau présente des caractéristiques physiques et chimiques différentes suivant les
endroits du corps, avec généralement un pH acide et un environnement sec, ce qui entraine
une sélection au niveau de ces sites de microorganismes, parfaitement adaptés aux

différentes niches écologiques [Figure 3].

Figure 3 : Distribution topographique des bactéries selon les sites cutanés’.

Les structures telles que les follicules pileux et les glandes sébacées, par exemple,

. . . . 1
abritent un microbiote unique'**.
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Les techniques de séquencage du microbiote cutané ont conduit a retrouver les
mémes résultats que les techniques de culture traditionnelles. C. acnes fait partie des
résidents "commensaux" (par opposition aux résidents "transitoires" et "temporaires") de la
flore cutanée avec principalement Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium jeikeium et Pseudomonas aeruginosa™>>°.

Les propionibactéries sont principalement hébergées par les sites riches en glandes
sébacées et follicules pileux de la peau au contact des kératinocytes®. C'est pourquoi on
retrouve majoritairement C. acnes au niveau du visage, du cuir chevelu, de la poitrine et du
dos? [Figure 4]. Mais il peut également é&tre trouvé dans la bouche, les narines, les poumons,
le tractus génito-urinaire, le gros intestin, les ganglions Iymphatiques3, au niveau

|37,38

conjonctiva ou encore au niveau de zones cutanées seches et humides telles que les

fesses, I'avant-bras, I'intérieur du coude ou le nombril®.

Figure 4 : Abondance cutanée relative des espeéces de Cutibacterium obtenue par séquencage
du gene de I'ARNr 16S de 10 patients3’34.

En 2009, Patel et al. ont effectué des cultures semi-quantitatives d'espéces de
C. acnes et de Staphylococcus. spp obtenus a partir de différentes zones de la peau (hanche,
genou ou épaule), afin de définir la prévalence et la charge bactérienne en fonction de la

localisation. lls ont constaté que C. acnes colonise |'épaule plus fréquemment que la hanche
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et le genou et que les hommes ont une charge bactérienne supérieure a celle des femmes®.
Ces résultats sont en accord avec |'observation clinique de Levy et al. qui affirmaient en 2008
que C. acnes était plus communément isolé d'infections sur prothése de d'épaule que

d'infections sur prothése de hanche ou de genou™.

B. Caractéristiques bactériologiques

Cutibacterium acnes est un bacille a Gram positif anaérobie préférentiel aérotolérant.
Son métabolisme requiert de I'oxygéne mais son optimum de croissance est atteint pour des
concentrations en oxygéne inférieures a 21%*. Il peut tolérer I'exposition a I'oxygéne
pendant plusieurs heures et est capable de survivre in vitro dans des conditions anaérobies
jusqu'a huit mois*%. Ceci suggére que la survie de la bactérie sur une période prolongée dans
les tissus humains a faible oxydation est possible*>*>.

Sa paroi lui confere une grande stabilité structurale et une résistance aux
dessechements, aux chocs osmotiques, aux stress mécaniques et aux variations de
température.

C. acnes est cultivable sur différents milieux : géloses au sang, schaedler, brucella,
sang cuit (chocolat), ou bouillons coeur-cervelle, ou encore thioglycolate, entre autres.

En 2011 Butler-Wu et al. ont montré qu'aucun milieu n'apparait plus efficace qu’un
autre pour isoler C. acnes au sein de prélevements réalisés pour documenter une infection
ostéo-articulaire®. Une atmosphére anaérobie ou microaérophile peut étre choisie. Le pH
optimal de croissance de C. acnes se situe entre 6,0 et 7,0%.

Sur gélose au sang, les colonies sont initialement petites et blanches, d'1 a 2 mm de
diametre, rondes et opaques légerement bombées, prenant une teinte beige et un aspect

brillant avec le temps3’41

[Figure 5] et [Figure 6].
Certains auteurs ont montré que certaines souches de phylotype | présentaient un
pouvoir B-hémolytique sur gélose schaedler, contrairement aux souches de phylotype

33
Ilou llI”".
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Figure 5 : Culture pure de C. acnes sur gélose brucella, ensemencée a partir d'un prélévement
orthopédique en 2018 au laboratoire de Bactériologie médicale du CHU de Toulouse.

Figure 6 : Culture pure de C. acnes sur gélose au sang anaérobie, ensemencée a partir d'un
prélevement neuro-chirurgical en 2018 au laboratoire de Bactériologie médicale du CHU de
Toulouse.

L'examen direct confirme la présence de C. acnes sous la forme de bacilles immobiles
a Gram positif, souvent bifides ou comportant de courtes ramifications, non sporulés. Les
bactéries sont groupées par paire ou courtes chaines, rappelant I'aspect corynéforme en

idéogrammes chinois** [Figure 7].
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Figure 7 : Cutibacterium acnes (coloration de Gram).

Les souches sont catalase et indole positives en I'absence de glucose“. La présence
d'acides propioniques et butyriques parmi les produits terminaux de fermentation, mise en
évidence par chromatographie, est caractéristique de cette bactérie, cet élément ayant
historiguement servi de base a la classification taxonomique. L'identification phénotypique
des caractéristiques biochimiques, telles que la fermentation du glucose, du ribose, du
sorbitol, de I'érythrol ou bien I'hydrolyse de I'esculine, la production d'indole, ou la réduction
des nitrates par exemple, permet de distinguer les principales espéces d'intérét dont

C. acnes au sein des propionibactéries”*®*

. Manquant néanmoins de spécificité, elle est
peu a peu remplacée au sein des laboratoires de bactériologie, principalement par la
spectrométrie de masse, qui permet une identification précise des especes au sein du genre
Cutibacterium et sur laquelle nous reviendrons plus longuement ultérieurement (lIl.7.
Typage par spectrométrie de masse MALDI-TOF/MS).

Il est important de souligner ici que la valeur diagnostique de la technique
d'amplification et de séquencage du géne codant pour I'ARNr 16S, est discutée : considérée

comme bonne par certains auteurs48’49

, pour d'autres elle manque cruellement de pouvoir
discriminant au sein du genre Cutibacterium®. D'autres techniques d'amplification et de
séquencage par PCR existent cependant, ciblant par exemple le géne rpoB ou gyrB.
Concernant les hémocultures, C. acnes se développe préférentiellement dans les
flacons anaérobies mais est également capable de se développer dans ceux aérobies en
raison du microenvironnement anaérobie qui se développe au fond des flacons®. La
température optimale pour sa croissance se situe entre 30 °C et 37 °C*2. Le délai moyen de

détection de la croissance des espéeces de Cutibacterium dans les hémocultures est de 6,4

jours pour les flacons anaérobies contre 6,1 jours pour les flacons aérobies (de 2 jours a 15
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jours)51. Les cultures de tissus nécessitent une incubation plus longue, de 5 a 10 jours voire
14 jours, afin d'isoler C. acnes>*™>.

En 2004, Bruggemann et al. ont entierement séquencé le génome de la souche
KPA171202 (noDSM 16379) de C. acnes, révélant ainsi que le génome est constitué d'un seul

chromosome circulaire de 2 560 265 paires de bases codant 2333 génes potentiels™.

Ill.  CUTIBACTERIUM ACNES : TYPAGE ET PHYLOTYPES

A. Etapes clés

Il a fallu un certain temps avant d’aboutir au consensus auquel nous semblons étre
parvenus concernant C. acnes et ses phylotypes. Les nombreuses publications de ces
derniéres décennies ont permis d’accroitre considérablement les connaissances sur le sujet,
tout en semant parfois la confusion, chaque équipe de recherche usant de nomenclatures
différentes pour évoquer les mémes phylotypes en fonction des techniques utilisées : IA, I,
AL, 1A-1, 1A ...

Avant de poursuivre notre exposé, un bref retour sur la chronologie des événements
et sur les découvertes clés est essentiel, afin de pouvoir replacer les résultats des travaux

des équipes de recherche dans leur contexte au moment de leur publication.

1972 : - Johnson et Cummins : Distinction des phylotypes | et Il sur la base de tests
sérologiques d'agglutination, d'analyse des sucres de la paroi et de typage antigénique par

. 7
anticorps monoclonaux®”*2,

1978 : - Webster et al. : Distinction des phylotypes | et Il basée sur I'utilisation de

bactériophages et d'anticorps polyclonaux marqués (immunofluorescence)™.

2003 : - Perry et al. : Développement de la technigque d'amplification aléatoire des

polymorphismes de I'ADN (RAPD)®.

2004 : - Oprica et al. : Développement de la technique d'électrophorese sur gel en

161
champ pulsé®.
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- Bruggemann et al. : Séquencgage entier du génome de la souche KPA171202
(noDSM 16379) de C. acnes révélant la présence d'un seul chromosome circulaire de 2 560

265 paires de bases codant 2333 génes potentiels®® [Figure 8].

2005 : - McDowell et al. : Typage par analyse de séquences a partir d'un schéma uni-

locus des génes recA et tly. Distinction par biologie moléculaire des phylogroupes | et 11°8,

2006 : - Shannon et al. : Différenciation des phylotypes I et Il par PCR®.

2008 : - McDowell et al. : Subdivision du sous-type | en IA et IB et découverte du
sous-type Il a partir de I'étude du polymorphisme du géne de ménage recA et du typage

antigénique par anticorps monoclonaux®.

2010: - Lomholt et Kilian : Développement du schéma Aarhus, technique de typage a
partir de séquences multi-locus (MLST) basées sur un total de 9 genes mélangeant génes de
ménages dont recA et genes de virulence (MLST9). Division du phylogroupe | en I-1a, I-1b et

I-2 (correspondant actuellement a IA1, IA2 et IB respectivement). Chaque sous-type était lui

méme divisé en complexes clonaux (CC) ou singleton®*®, comme renseigné dans le
[Tableau I].
2011 : - McDowell et al. : Proposition d'un autre schéma de MLST basée sur 7 génes

(MLST7). Division du sous-type IA en 2 groupes distincts : IA; et 1A,°C.

2012 - McDowell et al. : Amélioration du schéma MLST7 en MLST8 (8 génes), connu
sous le nom de schéma Belfast. Division du phylogroupe | en 1A;, 1A, IB et IC (correspondant
actuellement a IA1, 1A2, IB et IC respectivement). Chaque sous-type était lui méme divisé en
complexes clonaux (CC) ou singleton®, comme renseigné dans le [Tableau I].

- Dekio et al. : Association entre phyotype Il et peau dans différentes
populations humaines®’.

- Davidson et al. : Supériorité des techniques MLST sur les techniques de

typage basées sur des séquences répétées (DiversiLab)®.
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- Bruggemann et al. et Marinelli et al. : Etude du polymorphisme des CRISPR

(courtes répétitions palindromiques groupées et régulierement espacées) et des genes

associés pour certaines souches de phylotype Il et Ill. Absence chez les souches de
phylotype 18970,

2013: - McDowell et al. : Simplification du schéma Belfast (MLST8) a 4 génes
(MLST4)"™.

- Nagy et al. : Discrimination des phylotypes IA, IB, Il et Ill par la technique de
spectrométrie de masse. Découverte d'un nouveau phylotype 111/1°.

- Rollason et al. : Les différents phylotypes présenteraient un pouvoir
pathogene différent et seraient associés séparément a diverses situations cliniques. De plus
les patients étudiés hébergeaient plusieurs phylotypes’?.

- Fitz-Gibbon et al. et Tomida et al. : Typage par technique de ribotypage
basée sur la séquence codant pour I'ARNr 165”7,

- Fitz-Gibbon et al. et Tomida et al. : Typage génome entier basé sur le
polymorphisme des nucléotides simples (SNP). C'est la technique de référence (gold-

standard) a laquelle les résultats des autres méthodes sont comparés73'74.

2014 : - Scholz et al. : Développement d'une technique de typage basée sur les

séquences d'un locus unique (SLST) pour remplacer les techniques MLST”>.

2015: -Yu et al. : Comparaison des méthodes de typages de C. acnes’.

- Barnard et al : Développement d'une technique de PCR rapide multiplex par
contact permettant de distinguer les six principaux phylotypes : IA1, IA2, IB, IC, Il et n’e.

- Hauck et al. : Application de la technique MLVA (analyse VNTR a loci
multiples) au typage de C. acnes et comparaison aux techniques MLST et SLST”.

- Dekio et al. : Proposition de deux sous-especes dénommées C. acnes subsp.
acnes subsp. nov. pour les phylotypes | et Il et C. acnes subsp. elongatum pour le

phylotype I11.”8
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2016 : - Scholz et Kilian : Création du genre Cutibacterium’.

- McDowell et al. : Proposition de trois sous especes dénommées
Cutibacterium acnes subsp. acnes subsp. nov. pour le phylotype |; Cutibacterium acnes
subsp. defendens subsp. nov. pour le phylotype Il et C. acnes subsp. elongatum pour le

phylotype I11.>?

Tableau | : Résumé des nomenclatures de phyotypes de C. acnes obtenues avec les
principales méthodes de typage décrites, et les complexes clonaux, types ou ribotypes
correspondants.®’

Figure 8 : Carte génétique du chromosome de C. acnes (séquences codantes en vert et jaune,
ilots génomiques en rouge)”.
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B. Techniques et méthodes de typage

1. Les premieres méthodes de typage

Avant la mise au point des techniques de biologie moléculaire, plusieurs méthodes
avaient déja permis de séparer en phylogroupes l'espece C. acnes. Les réactions
d'agglutinations sérologiques et I'analyse des sucres de la paroi sont a l'origine de la
premiere division de l'espéce en 2 phylogroupes | et Il par Johnson et Cummis en 1972
Cette distinction est également observable a I'aide d'autres méthodes, comme la capacité a
fermenter et utiliser le ribose, I'érythrol et le sorbitol, la susceptibilité de lyse par des phages
ou encore par des techniques d'immunofluorescence a Il'aide de d'anticorps
polyclonaux46’59’80.

D'aprées Kwon et Suh, les techniques sérologiques présentaient une meilleure
spécificité et/ou praticité que les autres®”.

Méme si l'utilisation de ces techniques est toujours possible, elles ont été

supplantées par des méthodes basées sur la biologie moléculaire, beaucoup plus rapides et

performantes.

2. Typage par analyse des séquences

Le typage de séquence consiste a comparer des séquences d'un ou plusieurs genes
d'intérét avec ceux correspondant a un répertoire de séquences déja typées (base de
données), permettant un typage rapide avec précision. L'utilisation par McDowell et al. des
génes recA et tly dans un schéma uni-locus en 2005 permettait la distinction des
phylgroupes | et Il mais le typage d'un seul gene limitait ce schéma a un faible pouvoir
discriminant.

L'établissement de schémas a plusieurs séquences (MLST) par différentes équipes est
venu corriger cette limite. Le schéma Aarhus [Figure 9] développé en 2010 par Lomholt et
Kilian sur le typage de neuf séquences génétiques (MLST9), dont le gene recA, a permis la
détection des types I-1a, I-1b et I-2 et Il et de différents complexes clonaux (CC) en leur sein :
CC18, CC3, C(C28, CC31, CC36, CC53, CC6O, CC43 [Tableau I]64. En parallele, McDowell et al.
ont également proposé un schéma différent a plusieurs loci, le schéma Belfast [Figure 9],
plusieurs fois modifié. Initialement basé sur le séquencage des génes recA et tly couplés a

cing autres génes (MLST7), il permettait d'identifier les souches du phylogroupe 111°°. D'un
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pouvoir discriminant inférieur a celui du schéma Aarrhus, il fut modifié pour comporter huit
génes (MLST8), permettant la distinction des types IA;, 1A, IB, IC, Il et Il [Figure 10] et de
différents complexes clonaux (CC) en leur sein : CC-1 a CC-6, CC-72, CC-77, CC-107
[Tableau 11°. Simplifié en 2013 en un nouveau schéma comportant 4 génes (MLST4), il
conservait le méme pouvoir discriminant que MLST8 mais plus rapidement et a moindre
colit, et permettait la méme classification de C. acnes en 6 phylotypes : IA;, 1A, 1B, IC, Il et
11I”*. Néanmoins, malgré un bon pouvoir discriminant, les schémas MLST sont encore limités
a seulement une poignée de milliers de genes dans un organisme, ce qui constitue une

limite.

Figure 9 : Cartes du génome de C. acnes montrant la répartition des neuf génes utilisés dans
le schéma MLST d'Aarhus et des sept génes utilisés dans le schéma MLST de Belfast65 .
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Figure 10 : Arbre phylogénétique de C. acnes obtenu par analyse de séquences multilocus
(MLST8) selon le schéma de Belfast®.

3. Typage par analyse du génome entier

La maniere la plus optimale de construire I'arbre phylogénétique d'une espeéce est de
comparer le génome entier de nombreuses souches au sein de cette espece. Le pouvoir
discriminant entre phylotypes est alors maximal’.

En 2013, Fitz-Gibbon et al. séquencaient 66 souches différentes de C. acnes et
construisaient un arbre phylogénétiqgue en utilisant des polymorphismes
mononucléotidiques observés dans les régions conservées des génomes. lIs distinguaient les
types IA-1, IA-2, IB-1, IB-2, IB-3 et Il. Une extension de I'étude a 82 souches permettait
également d'observer les phylotypes IC et . Le type IC s'avérera étre un sous-type du
phylotype IB”*.

Cette méthode permet la création d'un excellent arbre phylogénétique et représente
la meilleure technique dans le but de distinguer les phylotypes avec une résolution

maximale’”.
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Annoncé comme la méthode de choix dans un avenir proche, le séquengage complet

du génome reste pour le moment trop onéreux pour &tre utilisé en routine®.

4. Ribotypage

Le ribotypage est une technique basée sur l'analyse des séquences codant pour
I'ARNr 16S bactérien. Rapide et peu colteuse, elle fait partie des techniques de routine dans
certains laboratoires de bactériologie médicale, ce qui la rend intéressante.
Malheureusement, son pouvoir discriminant reste faible car les différentes souches n'ont
habituellement qu'une ou deux paires de bases de décalage au sein de ce gene extrémement
conserveé.

Fitz-Gibbon et al. ont beaucoup utilisé le ribotypage, en association avec le
séquencage du génome entier. Si dans certains cas, le ribotype correspondait a un seul
phylotype, parfois le méme ribotype était associé a plusieurs phylotypes [Tableau I]. En
outre, les souches de phylotypes Il n'étaient pas identifiables”.

Le ribotypage présente des avantages en termes de facilité d'exécution, mais des
limites majeures en ce qui concerne la précision. |l apparait ainsi inférieur aux techniques de

typage par analyse des séquencesg.

5. Typage par analyse d'une séquence ciblée

En 2014, Scholz et al. ont mis au point une méthode de typage a simple locus haute
résolution (SLST) grace a plus de 120 génomes de C. acnes séquencés et disponibles dans les
bases de données (Genebank). Cette méthode ne s'applique efficacement que sur des
populations a structures clonales, ce qui est le cas pour C. acnes.

Scholz et al. ont mis en évidence un locus unique capable d'étre utilisé seul pour la
distinction de tous les phylotypes connus et référencés depuis I'avénement du typage par
analyse du génome entier, incluant les types IA-1, IA-2, IB-1, IB-2,IB-3, IC, Il et Il [Figure 11].

Cette méthode est particulierement utile pour I'étude d'une population entiére de
C. acnes isolée d'un microbiome. En effet, les auteurs ont montré que leur schéma SLST
permettait de typer 88,4% des isolats provenant d'individus sains’>.

Cette méthode est rapide, peu coliteuse et permet une excellente distinction des

isolats au sein d'un méme clade®. A ce jour, une centaine de SLST-type ont été décrits.

40



Figure 11 : Arbre Phylogénétique de C. acnes obtenu par typage SLST”.

6. Typage par PCR

La PCR est une autre méthode de typage, rapide et accessible, basée sur
I'amplification de régions variables du génome.

Le schéma établi par Shannon et al. en 2006, utilisant des amorces spécifiques pour
chaque type et, amplifiant des régions courtes du gene recA, permettait de différencier les
types | et 112, En 2013, Kwon et al. ont également utilisé cette méthode pour typer des
isolats de C. acnes issus de lésions acnéiquesg3. Concomitamment, Davidsson et al.
montraient que la PCR DiversilLab était plus rapide que les techniques MLST mais au prix d'un

taux d'erreurs d'identification plus élevé®,

41



En 2015, Barnard et al. ont proposé une PCR multiplex basée sur I'amplification de six
cibles d'intérét parmi lesquelles I'ARNr 16S et recA’®. Cette méthode s'est révélée trés
robuste (100% de sensibilité et 100% de spécificité) mais a rapidement été supplantée par la

technique SLST™.

7. Typage par spectrométrie de masse MALDI-TOF/MS

7.1. Principe et utilisation de la spectrométrie de masse

7.1.1. Principe général

La spectrométrie de masse (MS) est une méthode destructive donnant acces a des
informations importantes sur les molécules d’un échantillon. Elle permet de mesurer la
masse moléculaire d’'une substance et d'obtenir des données structurales. Cette méthode
mesure les rapports masse-sur-charge (m/z) de molécules ionisées ainsi que de leurs
produits de fragmentation.

La MS fournit des informations qualitatives et quantitatives sur la composition
atomique et moléculaire. Elle présente de nombreux atouts qui ont été résumés par
MclLafferty la qualifiant de « Méthode aux 3 S » : « Sensitivity, Specificity, Speed »&*
rebaptisée « Méthode aux 4 S » avec I'ajout du terme « Stoichiometry » par Daniel et al. en
2002%.

Pour mesurer la masse de molécules isolées, le spectrométre de masse doit assurer
les opérations suivantes : 1- Volatiliser ; 2- loniser ; 3- Mesurer les rapports m/z.

Il est classiquement constitué de 3 parties principales :

- la source d’ionisation, dont le role est de faire passer les molécules en phase

gazeuse et de les ioniser ;

- I'analyseur, qui sépare les ions en fonction de leur rapport masse-sur-charge

(m/z) ;
- le détecteur.
Un systeme informatique couplé au détecteur est chargé d'assurer le traitement des

données et I'élaboration du spectre [Figure 12] [Figure 13].
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Figure 12 : Représentation schématique des étapes de la spectrométrie de masse.

Figure 13 : Schématisation du fonctionnement d'un spectrométre de masse MALDI-TOF®®.

7.1.2. La Désorption et lonisation par Laser Assistées par Matrice (MALDI)

La MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation) est une technique
d’ionisation douce dont Tanaka et al. (Prix Nobel de Chimie en 2002) ainsi que Karas et al.

sont les pionniers®’%8,
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L'ionisation de type MALDI se déroule en deux étapes :

- Formation d’une matrice cristallisée contenant I’échantillon a analyser

Au cours de cette étape, une solution organique en exces saturée d’acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique, appelée matrice, est mélangée avec un échantillon a analyser. Le
mélange étant ensuite déposé sur une plague de métal. En microbiologie, I’échantillon est le
plus souvent une colonie bactérienne ou fongique, mais il est possible de déposer du
matériel d’hémoculture, un échantillon d’urine ou de liquide céphalorachidien (LCR), ou
encore un extrait protéique. Les cultures bactériennes ou fongiques sont prélevées et
déposées directement sur la plague en métal. La matrice est ajoutée au dessus de
I’échantillon et apres évaporation des solvants permettant la co-cristallisation des molécules
de matrice avec celles de I'échantillon, la plaque est insérée dans le spectrométre de masse

pour réaliser I'analyse [Figure 14].

Figure 14 : Schématisation des dépbts préalables a l'identification des micro-organismes par
MALDI-TOF/MS®.

- Désorption et ionisation des molécules de I’échantillon sous vide a I'aide d’un laser

La deuxieme étape s’effectue sous vide, a l'intérieur de la source du spectromeétre de masse.
L'énergie apportée par les impulsions laser (a I'azote (N2) en général) entraine I'évaporation
et I'ionisation des molécules de I’échantillon. L’irradiation est focalisée sur une faible surface
de 10 3 200 um de diameétre®, et répétée pour maximiser I'ionisation. C'est I'absorption de
I'énergie du laser par la matrice qui permet la désorption (passage en phase gazeuse) des

ions du mélange matrice-échantillon. Les ions produits par la technique MALDI sont
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majoritairement monochargés. Ainsi, les différentes protéines vont se charger positivement
ou négativement en fonction de leurs structures peptidiques. Les ions formés sont ensuite
extraits de la source par l'application d’'un champ électrostatique, et envoyés vers

I’analyseur [Figure 15].

Figure 15 : Schéma de la phase désorption - ionisation par la technique MALDI.

7.1.3. Les analyseurs de type temps de vol « TOF » (Time of Flight)

Les analyseurs a temps de vol séparent les ions en fonction de leur vitesse de
déplacement dans une région libre de champ, appelée le tube de vol. lls mesurent le temps
gue mettent les ions a franchir une distance fixe, aprés avoir été accélérés par le champ
électrique.

Dans la technologie MALDI-TOF, les ions produits par le mélange matrice-échantillon
sont introduits simultanément dans un tube de vol et retenus dans une région libre, avant
d’étre accélérés par une impulsion électrique. Les protéines ionisées traversent le tube de
vol maintenu sous vide, et « volent » jusqu’au détecteur situé a I'extrémité.

Les ions sont séparés en fonction de leur vitesse et donc de leur masse, avant d’atteindre le
détecteur, le temps de vol des ions étant inversement proportionnel a la masse. La
détection est enregistrée par un multiplicateur d’électrons, puis le signal obtenu est traité

informatiquement. Les protéines de I’échantillon sont analysées par un analyseur de masse,
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donnant un ratio masse/charge (m/z). Cette mesure électrodynamique des ratios m/z

permet de générer un spectre [Figure 16].

Figure 16 : Schéma d'un analyseur de type TOF-linéaire.

7.1.4. Identification et régles d'interprétation pour le MALDI-TOF/MS Bruker

La caractérisation des micro-organismes par la technique MALDI-TOF s'obtient par
comparaison du spectre entier obtenu, avec des bases de données d’empreintes spectrales
de référence, ou bien par comparaison des masses (m/z) du spectre, avec une base de
données issue du protéome.

L'enrichissement des bases de données d'empreintes spectrales avec les spectres de
plusieurs centaines d'especes de micro-organismes a permis |'adaptation en routine de ce
systéme rapide et simple dans les laboratoires de microbiologie clinique.

Le systeme proposé par Bruker Daltonics est composé d’un appareil et du logiciel
Biotyper®, pour l'identification des bactéries, mycobactéries, champignons, et échantillons
d’hémocultures positivesgl_94.

Les données des spectres sont analysées en prenant en compte la position, la fréquence des
pics et leur intensité. Les spectres sont ensuite comparés a une base de données issue de
répétitions spectrales de souches de référence. Un score de correspondance basé sur les
masses identifiées et leur corrélation d'intensité est généré et utilisé pour le classement des
résultats. Un score entre 2,33 et 3 est considéré comme une trés probable identification

d’espéce, entre 2 et 2,32 comme une bonne identification de genre et une probable

identification d’espece, entre 1,7 et 1,999 comme une probable identification de genre,
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requérant d’autres tests. Les scores inférieurs a 1,699 ne permettent pas d’identification et

I'échantillon doit donc étre repassé ou soumis a d’autres tests”.

7.2. Utilisation de la spectrométrie de masse pour le typage de C. acnes

Depuis 2013, le typage C. acnes par spectrométrie de masse représente une
alternative intéressante aux méthodes de biologie moléculaire. Trois publications principales
présentent les éléments caractéristiques et les performances de cette méthode de typage

pour C. acnes, et servent de base solide aux travaux actuels.

7.2.1. Présentation des travaux de Dekio et al., 2013°°

En 2013, Dekio et al. effectuent une analyse protéomique détaillée de souches de
C. acnes, précédemment typées par MLST® et cultivées dans différentes conditions de
culture.

L'objectif était d'évaluer s'il est possible de suivre les changements transitoires du
protéome selon les conditions de croissance, de fagon a explorer la bascule métabolique qui
doit s'opérer lors du passage de la bactérie de la flore cutanée a des sites infectieux
profonds. lls ont sélectionné 21 souches de leur collection précédente, pour lesquelles la
diversité génétique est documentée en technique MLST. Les profils protéiques sont entre
autres étudiés par spectrométrie de masse SELDI-TOF, différant de la MALDI-TOF par le
procédé d'ionisation : utilisation d'une puce avec une surface chromatographique facilitant
la purification de I'échantillon®’.

La spectrométrie de masse SELDI-TOF a révélé quatre groupes spectraux de masse
distincts dans la gamme de masse de 10 kDa a 35 kDa, chaque groupe (désigné par groupes
A-D) présentant des spectres distinctifs. De maniére intéressante, le groupe A englobait les
souches des phylotypes IA1, IA2 et IB. Le groupe B comprenait uniguement des souches de
type Il alors que les souches du groupe C appartenaient au type lll. Le groupe D restant
comprenait des types IA2 et Il.

Les auteurs affirment que la spectrométrie de masse peut manquer de résolution
pour le typage des bactéries en raison de pics de masse insuffisants ou au contraire d'ions
massifs. Néanmoins ils reconnaissent que dans le cas de C. acnes, cette technique est
envisageable, car les phylotypes a discriminer semblent représenter des noyaux

taxonomiques suffisamment éloignés. Ces résultats concordent avec les travaux de Holland
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et al. en 2010%®, qui ont montré des profils de protéines sécrétées différents entre les
phylogroupes.
Cette étude a démontré une bonne corrélation entre les analyses génomiques et

protéomiques et révélé que chaque sous-type exprime un profil protéomique particulier.

7.2.2. Présentation des travaux de Nagy et al., 2013°

En 2013, Nagy et al. se sont fixé pour objectif d'évaluer la possibilité d'utiliser la
spectrométrie de masse MALDI-TOF/MS pour une identification rapide et une discrimination
des phylotypes |, Il et lll de C. acnes. Au total, 61 souches de C. acnes d'origines diverses ont
été analysées. Le [Tableau ll] présente les origines géographiques et anatomiques des
différentes souches étudiées.

Les souches ont été analysées par spectrométrie de masse MALDI-TOF Bruker
Daltonics et en paralléle, typées par technique MLST pour comparaison des types mis en
évidence. Les spectres des différentes souches présentaient un degré élevé de similitudes en
accord avec une appartenance a une espéce commune. Cependant une paire de pics
montraient une variation dans les masses, liées aux différents phylotypes. La [Figure 17]
superpose les différents spectres obtenus dans la zone spectrale discriminante, dont les
variations permettent d'identifier chaque phylotype. La paire de pics, propre a chaque

phylotype, est bien visible.
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Figure 17 : Vue d'ensemble des spectres de masse de C. acnes obtenus pour les différents
types de souches de référence dans Il'intervalle 6900-7300 Dd’.
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Tableau Il : Résumé des données des 61 souches de C. acnes analysés par Nagy et al.’

Les 61 spectres ont pu étre différenciés en six groupes distincts et leurs
caractéristiques m/z référencées [Tableau Ill]. Les six groupes distincts correspondaient aux

phylotypes IA, IB, IC, II, lll et lll-1 (variation d'un pic par rapport au type Ill).
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Pour les auteurs, la méthode par spectrométrie de masse présente une résolution
plus faible que la technique MLST, ne parvenant pas a distinguer au sein du phylotype IA, les
sous-types IA1 et IA2. Cependant, la concordance globale entre les deux techniques est
estimée a 91% (IC a 95%: 81,9-100).

Cette étude a confirmé que la spectrométrie de masse MALDI-TOF est en mesure de
distinguer les différents phylotypes principaux de C. acnes : 1A, IB-IC, Il et Ill tels qu'ils
peuvent I'étre en technique MLST. Le type IC devrait lui aussi pouvoir étre correctement
discriminé a I'avenir. Le type Ill pourrait présenter une sous-différenciation, identifiable par
un décalage du pic spécifique, dénommée IlI-1 dans cette étude.

Enfin, les auteurs ont également conclu que la durée d'incubation n'influence pas de

maniére significative l'identification et le typage de C. acnes.

Tableau Il : Résumé des caractéristiques spectrales des types identifiés de C. acnes’.

Characteristic MS peaks for different types of F. acnes with previously known MLST
typing results.

P acnes Characteristic M5 MLST
isolates MS peaks phylotype phylotype [15]
PRP-G0 7034, 7180 1A 1A,
P.acn33 7034, 7180 1A 1Az
P.acn17 7034, 7180 1A 1Az
P.acn31 7034, 7180 1A 1A
GGO9 7004, 7180 IB IB
PRP-38 7004, 7180, 9950 IB/(1C) IC
ATCCI1828 G985, 7525 1 ]
766187 G985, 7525 1 ]
125 F004, 7238 n m
Asnl2 J004, 7238 n m
Asnl0 7063, 7238 mj1 mn
VA2 /5 7004, 7238 1] mn
Asnl0 J004, 7238 n m

7.2.3. Présentation des travaux de Dekio et al., 2015” &

Ces travaux ont abouti a la proposition de reclassement en deux sous-espéces
dénommeées C. acnes subsp. acnes subsp. nov. pour les phylotypes | et Il ; et C. acnes subsp.
elongatum pour le phylotype 111”8, 17 isolats cliniques et 3 collections de souches a partir de

cultures de C. acnes ont été analysées par diverses techniques (microscopie électronique,
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tests biochimiques, MALDI-TOF/MS, SELDI-TOF/MS, séquencage géne codant pour I'ARNr
16S, MLST, hybridation ADN-ADN...).

En ce qui concerne la spectrométrie de masse MALDI-TOF opérée sur spectrométre
de masse de Bruker Daltonics, les résultats ont confirmé ceux de Nagy et al. et Dekio et al.,
en 2013%°®. Les ions de masse prédominants se situaient autour de 3500 et 7100 Da. En
utilisant une combinaison de pics, quatre profils spectraux de masse distincts étaient
évidents [Figure 18]. En outre, ces résultats sont bien corrélés aux autres méthodes
employées.

Les auteurs ont confirmé le potentiel de la spectrométrie de masse, notamment
MALDI-TOF/MS, a sous-typer rapidement la bactérie C. acnes et a fournir des biomarqueurs

clés pour identifier les souches inconnues.

Figure 18 : Répartition des spectres de masse obtenus par technique MALDI-TOF/MS sur des
souches de C. acnes. Les pics prédominants sont situés autour de 3500 et 7100 Da dans tous

les types. Dans ces deux gammes de masse, les types | et Il présentent deux pics majeurs,
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tandis que le type Il n'en présente qu'un dans chacune des gammes de masse. Les masses
moléculaires des pics sont légérement différentes entre les types IA1, IA2 / IB et Il, ce qui

peut &tre utilisé comme marqueur pour une identification rapide’®.

8. Standardisation des méthodes de typage8

La derniere décennie a assisté au développement de nombreuses méthodes de
typage de C. acnes, pour la plupart basées sur la biologie moléculaire. Néanmoins, nous
avons vu que I'étude protéomique en spectrométrie de masse présente des avantages non
négligeables.

Devant la complexité des résultats fournis par les différentes études et I'absence de
standardisation manifeste, Dagnelie et al. proposent en 2018 une revue des différentes
méthodes moléculaires développées, précisant leur degré de résolution (phylotype,
complexe clonal MLST ou type SLST), leurs avantages et leurs limites. lls ont ainsi élaboré un
algorithme consensus des techniques a utiliser en fonction de I'objectif de typage poursuivi.

Les anciennes techniques de sérotypage ainsi que certaines techniques moléculaires
comme le ribotypage n'ont plus leur place dans I'arsenal actuel, par manque de pouvoir
discriminant ou de rapidité d'exécution.

Dans la littérature, les méthodes MLST sont utilisées dans 75% des cas, notamment
en raison d'un excellent pouvoir discriminant et la mise en évidence de complexes clonaux
(co).

Parmi les schémas existants, c'est le schéma d'Aarhus® qui présente le meilleur
pouvoir discriminant et il est donc logiquement le plus employé. Cependant cette méthode
est difficilement applicable en routine en raison de son temps d'exécution important et de
son co(t encore tres élevé.

Les méthodes SLST sont prometteuses en recherche, car moins colteuses que leurs
homologues MLST et congues pour une haute résolution sur de grands échantillons. Le
séquencage génome entier, méthode de séquencage ultime, est appelée a devenir le "gold-
standard" dans un avenir plus ou moins lointain, offrant des possibilités analytiques

supérieures.
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A I'heure actuelle, Dagnelie et al. proposent, en fonction de la résolution souhaitée, 3

techniques moléculaires :

- PCR multiplex de Barnard et al.”® pour la détection des phylotypes

- MLST9 de Lomholt et Kilian® pour la mise en évidence de complexes clonaux (CC)

- SLST de Scholz et al.”” pour une résolution sub-clonale [Figure 19].

Comme l'ont décrit Dekio et al. (2015) ainsi que Nagy et al. (2013), la corrélation

entre les techniques MLST et spectrométrie de masse MALDI-TOF pour le typage de C. acnes

est excellente. La MALDI-TOF/MS peut étre utilisée dans des situations d'analyses similaires

aux techniques MLST. Bien que son pouvoir discriminant soit plus faible, elle est

particulierement adaptée a la routine des laboratoires de microbiologie clinique dont la

majorité est équipée de spectrométres de masse pour l'identification des micro-organismes.

La MALDI-TOF/MS présente donc le double avantage d'avoir un pouvoir discriminant

suffisant pour un co(t minimal ne dépassant pas celui d'une identification classique, et ce,

avec un délai d'exécution faible.
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Figure 19 : Algorithme consensus des techniques moléculaires de typage a utiliser pour

C. acnes en fonction de la résolution souhaitée®.
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Dans un souci de standardisation des méthodes, Dréno et al.>’ ont publié en 2018 un
résumé des nomenclatures de phyotypes de C. acnes obtenues avec les principales

méthodes de typage décrites, et leurs concordances entre elles [Tableau I].

IV.  CUTIBACTERIUM ACNES : POUVOIR PATHOGENE

Le pouvoir pathogene de C. acnes, souvent sous-estimé, est de plus en plus décrit, et
les mécanismes qui en sont responsables, de mieux en mieux compris.

Longtemps considéré comme agent pathogéne opportuniste mineur, a |la
significativité incertaine dans les prélevements bactériologiques du fait de son statut de
germe commensal, il est aujourd'hui étudié en tant que pathogéne propre, possédant ses
propres mécanismes infectieux.

Son pouvoir pathogéne s'exerce grace a différents facteurs de virulence, mais
également par sa capacité d'adhérence a un matériel étranger, a former un biofilm ou

encore a interagir avec le systéme immunitaire de I'h6te>.

A. Facteurs de virulence

En 2004, le premier séquencage total du génome de C. acnes par Briiggemann et al.
(une souche cutanée de phylotype IB) a permis de révéler de nombreux facteurs de
virulence potentiellement impliqués dans I'adhérence cellulaire, l'inflammation, la synthese
d'une capsule polysaccharidique ou l'invasion tissulaire de I'hote™. De nombreuses enzymes
(lipases, estérases, hyaluronate lyase, peptidases...) sont décrites comme susceptibles de
contribuer directement a I'échappement du systéme immunitaire et a la dissémination
bactérienne. En outre, cing génes sont identifiés comme présentant une homologie partielle
de séquence avec ceux codant le facteur CAMP’®, connu chez Streptococcus agalactiae chez
qui il agit comme une toxine enzymatique préformée qui dégrade les tissus hotes™, et
capable d'amplifier la réaction inflammatoire par interaction avec le systéme immunitaire via
les TLR'®.

Le facteur CAMP est aussi associé a une activité hémolytique pouvant expliquer la
B-hémolyse observée parfois sur les souches de C. acnes en culture™.

En parallele des études génomiques, Holland et al. ont identifié 20 protéines

sécrétées pendant la phase exponentielle de croissance, parmi lesquelles diverses enzymes,
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le facteur CAMP ainsi que des protéines pro-inflammatoires”®. Derniérement, I'enzyme RoxP,
massivement sécrétée chez C. acnes, a montré des propriétés antioxydantes qui

faciliteraient la survie sur la peau'®.

B. Reconnaissance par le systéme immunitaire de I'hote et réponse immune

1. Immunité innée

L'interaction de C. acnes avec I'immunité innée favorise l'inflammation. Au sein des
kératinocytes issus de lésions d'acné, on sait que le niveau d'expression des TLR (Toll-Like
Receptor), notamment les TLR2, 1, 6, et 9, est augmenté'® % |'activation des TLR
déclenche une réponse cytokinique pro-inflammatoire (IL-8, IL-12) par les kératinocytes,

107 "La constitution particuliere (nature de I'acide lipoteichoique)

monocytes et macrophages
du peptidoglycane de C. acnes pourrait étre le raison d'une plus grande activation des TLR
par rapport a d'autres bactéries & Gram positif. La capacité de C. acnes a activer
I'inflammasome, un complexe cytoplasmique de protéines qui régule l'activation et la
sécrétion de cytokines, soutient la thése du réle de cette bactérie dans la réponse
inflammatoire observée dans I'acné’®.

D'autres travaux ont montré que C. acnes est en mesure d'induire |'expression de

109

métalloprotéinases de matrice (protéines de régulation de la matrice cutanée) . Il en

résulte que la rupture du follicule et la dissémination de l'inflammation dans le derme sont

favorisées %!,

2. Immunité adaptative

Yu et al. ont remarqué que les taux et la nature des cytokines sécrétées par les
cellules mononuclées du sang périphérique sont variables en fonction des phylotypes des

12 "Un constat similaire était fait concernant les IgG totales entre des

souches de C. acnes
patients acnéiques séveres et les autres'®3.

Enfin, Fischer et al. constatent que C. acnes est capable d'échapper au systéme
immunitaire en résistant a la phagocytose ou en survivant a l'intérieur des macrophages
pendant 8 mois maximum en conditions anaérobies, in vitro™*.

Ces résultats laissent entendre que la bactérie peut jouer un rble lors du

développement de maladies inflammatoires chroniques.
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C. Formation de biofilm

La capacité de C. acnes a fabriquer un biofilm est aujourd'hui bien documentée. Cette
caractéristique, partagée avec d'autres especes bactériennes, en fait un agent pathogéne
opportuniste causant des infections invasives et chroniques sur implants, la formation d'un
biofilm représentant un obstacle majeur dans les processus de cicatrisation. Le biofilm se
définit comme une communauté sessile de cellules microbiennes qui :

- (i) sont attachées a un substrat, a une interface ou autre ;

- (ii) sont incorporées dans une matrice extracellulaire (au moins partiellement auto-
produite) de substances polymeres ;

- (iii) et présentent un phénotype modifié¢ en ce qui concerne la croissance,

I'expression génique et la production de protéines par rapport aux cellules

bactériennes planctoniques™™.

Dunne a résumé les éléments de base d'un biofilm comme étant "microbes,
glycocalyx et surface"'*®. La matrice de biofilm peut étre composée de polysaccharides, de
protéines et / ou d'ADN extracellulaire produits de facon endogéne et exogéne, dans des

. . 115 . . . e ' N
proportions diverses . Les organisations en biofilms, pouvant aller d'une seule cellule a une
couche multicellulaire épaisse, présentent une hétérogénéité structurelle et fonctionnelle™’.
Les différentes structures dépendent de conditions environnementales locales telles que

116 Tres souvent, un réseau de

I'irrigation, I'atmosphére ou I'espace anatomique disponible
canaux complexes traverse la structure pour fournir des nutriments aux régions plus
profondes.

La recherche sur les biofilms s'est axée sur un certain nombre d'especes bactériennes
autres que C. acnes, de sorte que les connaissances générales sur la pathogenése dans les
infections associées aux biofilms sont la plupart du temps extrapolées a partir de ces
microorganismes.

Lors de sa mise en place, un implant est rapidement recouvert par des protéines de
matrice extracellulaire. Par la suite, les bactéries adhérent rapidement a ces matériaux

tapissés de protéines, d'abord de facon réversible puis irréversible. Les polynucléaires

s N s . . . \ 11 .
échouent le plus souvent a éliminer le micro-organisme pathogéne'®. Ensuite s'engage le
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développement et la maturation du biofilm, durant lesquels les bactéries s'entourent de la
matrice extracellulaire visqueuse ("slime"), et se multiplient tout en se liant entre elles.
La derniére étape consiste en le détachement de certains contingents bactériens qui, sous

forme planctonique, pourront alors coloniser d'autres surfaces**® [Figure 20].

Figure 20 : Représentation schématique des différentes étapes conduisant a la formation
d’un biofilm (d'apreés Stoodley et al. *?° et Corvec S., CHU-Nantes™?!)

Ces phénomeénes s’expliquent par une diminution du taux d’ingestion, une faible
activité bactéricide et une altération de la production de superoxydes par les cellules

granulocytaires entourant I'implant*?>!?*

. La résistance supérieure des bactéries du biofilm
par rapport aux bactéries planctoniques'®, fait que les infections associées sont plus
difficiles a éradiquer et nécessitent généralement un traitement antibiotique et
chirurgical123'125.

In vitro, les expérimentations réalisées ont montré que C. acnes était capable de
former facilement un biofilm précoce ou mature sur toutes les surfaces testées : plaque de
96 puitsm'127 [Figure 21], billes de verre'?® [Figure 22], titane, acier [Figure 23] ou

silicone?13°,
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Figure 21 : Microscopie électronique a balayage d'un biofilm d'isolat de C. acnes formé sur
du plastique (a) et B). Microscopie électronique a balayage du méme isolat en phase de
croissance planctonique (c) et (d). Les barres d'échelle représentent 10 um (a et c) et 5 um (b
et d)."”’

Figure 22 : Microscopie électronique du biofilm formé par une souche de C. acnes (phylotype
IB) sur billes de verre.*!
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Figure 23 : Microscopie électronique du biofilm formé par une souche de C. acnes (phylotype
IA) sur tige d'acier inoxydable3.

In vitro, une souche de C. acnes forme un biofilm mature entre 18 et 96 heures aprés
I'inoculation bactérienne selon le milieu de culture, I'inoculum de départ et la rugosité de la
surface utilisée™’**2,

In vivo, cette capacité est connue depuis longtemps, ainsi que la tolérance vis-a-vis
des antibiotiques qu'elle octroie™?®',

Jahns et al. ont montré que la composition du biofilm produit par C. acnes est proche
de celles des autres bactéries : ADN extracellulaire, protéines et résidus glycosylés. lls
constatent également que les génes codant pour la réplication de I'ADN, la division cellulaire
et la synthése de la paroi sont sous-exprimés au sein des bactéries constituées en biofilm, a
contrario de ceux codant pour le facteur de virulence CAMP 13,

De nouveaux axes d'études considérant le microbiote dans sa totalité au sein de son
microenvironnement semblent offrir de nouvelles avancées dans la compréhension du
biofilm. Tyner et al. ont pu démontrer par exemple qu'en atmosphere anaérobie, C. acnes
favorise non seulement la croissance en biofilm de Staphylococcus aureus mais aussi la

. . .1
survie de ce dernier en son sein®**,
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V.  CUTIBACTERIUM ACNES : PRESENTATION CLINIQUE

Les infections sur matériel étranger représentent les principales infections invasives a
C. acnes.
Elles posent un énorme probléeme médical et économique en raison de

135 Au cours

I'augmentation de I'utilisation de protheses et du vieillissement de la population
des 15 derniéres années, le réle émergent de C. acnes dans les infections associées au
matériel a concentré beaucoup d'attention mais on connait également son implication dans
un certain nombre d'autres infections chroniques telles que périodontites, endodontites,

endophtalmies, kératites, rhinosinusites, prostatites et folliculites® [Tableau IV].

Tableau |V : Liste des pathologies associées a C. acnes colligées par Achermann et al. : Revue
de la littérature’.
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A. Infection superficielle : acné vulgaire

Les progrés des techniques génomiques et des techniques d'échantillonnage ont
prouvé que, contrairement a ce que l'on pensait, C. acnes est de loin la bactérie la plus
abondante et prédominante dans le microbiote des follicules pilosébacés chez les patients
souffrant d'acné, comme chez les individus a peau saine”’.

Les analyses ont montré que |'abondance relative de C. acnes était similaire chez les 2
populations de patients (87% - 89%)”® voire méme légérement plus élevée chez les sujets
sains (89% - 94%)"°.

Les mécanismes physiopathologiques sont pour certains connus. En sécrétant lipases,
protéases et hyaluronidases, C. acnes altére le tissu de soutien de I'unité pilo-sébacée®. Les
dommages causés activent les voies classiques et alternes du complément, et induisent la
production de cytokines pro-inflammatoires et de facteurs chimioattractants recrutant les
polynucléaires neutrophiles™’ [Figure 24]. C. acnes est d'autant plus présent au sein des
follicules pilo-sébacées a partir de I'adolescence, leur maturation étant déclenchée par la

puberté®,
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Figure 24 : Schéma des différentes cibles de C. acnes et conséquences dans la pathogénése de
I'acné®®. Le matériel enzymatique et antigénique de C. acnes provoque une angmentation de
la synthese et libération de cytokines pro-inflammatoires par les kératinocytes. Celles-ci sont
responsables d'un recrutement de cellules inflammatoires, de I|'érosion de la matrice

cutanée et d'une hyperkératinisation par prolifération des kératinocytes.

B. Infections sans matériel

1. Syndrome SAPHO

L'acronyme « SAPHO » a été défini pour désigner un ensemble de pathologies du

systéme ostéo-articulaire associé a des manifestations cutanées : Synovite, Acné, Pustulose
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palmo-plantaire souvent psoriasique, Hyperostose et Ostéite. C'est une affection qui touche
surtout I'enfant et le jeune adulte, sans épargner le sujet agé**®.

Cliniguement, |'atteinte ostéo-articulaire peut étre aigué ou chronique, et elle a
I'aspect d'une ostéite inflammatoire particulierement évocatrice du diagnostic lorsqu'elle
intéresse la paroi thoracique antérieure ou le pubis.

L'atteinte articulaire concerne les articulations contiglies a I'atteinte osseuse telles
gue les articulations sterno-claviculaires et les sacro-iliaques. Les articulations périphériques
sont également atteintes, prenant parfois I'allure pseudo—septiquem. Le rachis est
également fréquemment atteint. L'atteinte cutanée n'est pas obligatoire pour évoquer le
diagnostic.

Les causes du syndrome SAPHO sont encore pratiquement inconnues. La culture
bactériologique des prélevements biopsiques est généralement stérile (mais la durée des
cultures n'est pas précisée). Cependant plusieurs publications ont mentionné I'association

avec C. acnes™*®**,

2. Sarcoidose

Cette pathologie inflammatoire systémique chronique d'origine inconnue se
présente par l'apparition de granulomes, souvent accompagnés de fibrose, suite a
I'accumulation de macrophages activés dans différents tissus.

Beaucoup d'organes peuvent étre atteints mais les poumons et les ganglions
lymphatiques sont particulierement touchés, notamment les ganglions médiastinaux, dont
I'hypertrophie est un signe radiologique fréquent. Les formes pulmonaires évoluent
rapidement vers l'insuffisance respiratoire.

Le diagnostic est évoqué devant les signes clinico-radiologiques et confirmé par
biopsie tissulaire™*.

L'étiologie reste encore inconnue mais I'hétérogénéité clinique de la sarcoidose laisse
suggérer que des motifs moléculaires associés aux pathogénes déclenchent ou amplifient
l'inflammation**2. Ces motifs moléculaires pourraient provenir de la dégradation de
mycobactéries ou de propionibactéries et activer des récepteurs spécifiqgues comme les

TLR,
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Des produits issus de propionibactéries, comme I'ADN, ont été retrouvés en plus

grande quantité chez les patients atteints de sarcoidose****

. Ces patients présentent une
réponse cellulaire T spécifique contre des antigenes de propionibactéries. De plus, des

isolats de C. acnes peuvent induire des granulomes pulmonaires chez la souris™*®.

3. Cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est un des cancers les plus fréquents dans les pays
développés. Les premieres lésions cancéreuses apparaissent bien avant les premiers
symptomes et il est difficile de déterminer quel événement en était a I'origine. L'origine afro-
américaine ou les antécédents familiaux font partie des facteurs prédisposants™®’.

Plusieurs publications suggérent que le cancer de la prostate serait lié a une
inflammation possiblement due a une infection, les patients avec un antécédent de
prostatite étant plus fréquemment victimes d'un cancer de la prostate148.

Alexeyev et al. ont détecté par PCR des séquences codant pour I'ARNr 16S dans 27%
des échantillons de tissus prostatiques. La plupart de ces séquences appartenait a C. acnes
mais la prévalence n'était pas significativement différente entre les populations de patients

sains et ceux atteint d'un cancer de la prostate149

. La localisation intracellulaire suggérait
. . a . . 1
toutefois une prostatite plutot qu'une colonisation™.
En revanche, des études ont montré un taux plus élevé de C. acnes au sein des tissus
/ 7 . . 151
cancéreux comparé a des tissus sains™".
D'apres la littérature, C. acnes semble étre en mesure d'induire la surexpression de
genes régulant la croissance et la prolifération ou de réguler négativement un controleur
. . . 152,1
majeur de la progression du cycle cellulaire®**>3,
En outre, une étude retrouve un taux plus élevé d'anticorps anti C. acnes chez des
patients indemnes de cancer de la prostate, laissant supposer un effet protecteur et anti-
. 154
tumoral de ces anticorps™".

Enfin, nous avons déja évoqué les propriétés pro-inflammatoires de C. acnes qui

pourraient jouer un réle.
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C. Infections sur prothéses et matériel

C. acnes est maintenant reconnu comme la cause de diverses infections associées a
du matériel étranger, comprenant implants mammaires, dérivations neurochirurgicales,
dispositifs cardiovasculaires, implants oculaires, dispositifs internes de fixation des fractures,

matériel rachidien, et prothéses articulaires® [Figure 25].

Figure 25 : Diversité des infections sur matériel causées par C. acnes”.

1. Infections sur dispositif cardio-vasculaire

C. acnes est responsable d'infections sur dispositif cardiovasculaire : endocardite sur
valve prothétique, infection sur pacemaker ou infection sur défibrillateur cardiaque
. 3
implantable, par exemple”.

Les endocardites causées par C. acnes peuvent concerner des valves natives mais

comme d'autres bactéries, c'est préférentiellement sur valve prothétique qu'il se développe,
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touchant principalement la valve aortique®*°

. La porte d'entrée est principalement cutanée
suite a une breche ou bactériémique. Des emboles depuis la valve sont fréquents”.
Une revue de la littérature révele que cliniquement, I'endocardite est souvent pauci

156,157
. Cela

symptomatique en raison de la faible virulence du germe et de sa croissance lente
rend le diagnostic difficile, d'autant que la mise en évidence de C. acnes dans des
hémocultures peut étre interprétée comme une contamination.

Dans une étude de Park et al., sur 522 patients examinés avec une bactériémie a
C. acnes, seulement 18 (3,5%) avaient une bactériémie cliniquement significative™®.

Le taux de mortalité est relativement élevé (15 a 27%) en raison de la destruction
majeure du tissu valvulaire et du retard au diagnostic. Une antibiothérapie et une
intervention chirurgicale avec changement de valve sont généralement nécessaires™*>.
L'amplification et le séquencage du géne codant pour I'ARNr 16S bactérien

directement a partir de la valve retirée chirurgicalement semblent étre la meilleure méthode

de documentation de ces infections™®.

2. Infections sur prothéses mammaires

Les implants mammaires sont utilisés en chirurgie esthétique ou en chirurgie
reconstructrice apres une mastectomie”. La contracture capsulaire est une des complications
de ce type de chirurgie. Elle survient chez 5,2 a 30 % des patientesm.

Il est désormais bien établi que C. acnes est impliqué dans |'apparition de la
contracture capsulaire'®. Pozo et al. ont retrouvé plus de 20 UFC de bactéries pour 10 ml de
sonicat, dans un tiers des implants mammaires retirés en raison d'une contracture
capsulaire™®®. Dans leur étude, Rieger et al. ont montré que la sonication permettait la
détection de bactéries pour 41% des 22 implants mammaires retirés pour contracture
capsulaire de grade avancé™. En outre, une culture bactérienne positive aprés sonication de

I'implant était significativement corrélée au degré de contracture capsulaire. Les bactéries

, . , , . \ , . 1
les plus fréquemment isolées était C. acnes et les staphylocoques a coagulase négative'®.
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3. Infections intraoculaires

L'endophtalmie infectieuse est la complication la plus dévastatrice de la chirurgie
intraoculaire. L'incidence de l'infection aprés chirurgie de cataracte et mise en place de
I'implant est globalement faible, rapportée de 0,07 a 0,33%".

Alors que l'endophtalmie aigué survient généralement peu de temps aprés la
chirurgie et est causée par S. aureus, staphylocoques a coagulase négative ou streptocoques,
les infections tardives apparaissent au bout de quelques mois et jusqu'a plusieurs années
aprés la chirurgie et sont principalement causées par des microorganismes faiblement
virulents tels que C. acnes, Actinomyces spp. ou corynébactéries.

En raison de l'inoculum et de la faible virulence des germes responsables de
I'endophtalmie post-opératoire retardée, les cultures de biopsie vitreuse échouent souvent a
détecter les microorganismes responsables. Les techniques de diagnostic moléculaire par
PCR ont ici leur place méme si elles ne sont pas toujours mises en ceuvre de maniere
systématique. L'approche chirurgicale, en particulier dans les cas de C. acnes est

nécessaire™!®,

4. Infections de dérivations neurochirurgicales45

C. acnes est de plus en plus isolé dans les infections neurochirurgicales des
dérivations ventriculaires externes.

Ces infections représentent une complication grave entrainant une augmentation
significative de la mortalité et de la morbidité. Le taux d'infection varie de 1,5 a 38%. Ces
infections précoces et tardives (plus ou moins un an aprés la chirurgie) sont causées par des
bactéries de la flore cutanée humaine. Les facteurs associés a un risque d'infection accru
sont les hémorragies intra-ventriculaires ou sous-arachnoidiennes, et une fracture du crane
avec fuite de liquide céphalo-rachidien (LCR).

Une étude récente rapporte que la plupart des micro-organismes isolés sont des
staphylocoques a coagulase négative (63%) et C. acnes (15%). Les infections a C. acnes sont
principalement liées a une inoculation cutanée au cours d'une intervention chirurgicale, mais
des symptOmes peuvent survenir plusieurs semaines, mois ou méme années apres
I'implantation ou la manipulation des matériaux. L'analyse bactériologique du LCR est un

élément important concourant au diagnostic. La distinction entre infection et
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contamination/colonisation reste difficile sans signes cliniques. Les infections a C. acnes sont
généralement asymptomatiques avec hémogramme et CRP normaux, sans modification

importante de la biochimie du LCR.

5. Ostéomyélite vertébrale (spondylodiscite)

L'ostéomyélite vertébrale est une infection du corps vertébral et/ou de I'espace situé
entre les disques intervertébraux. Elle peut étre associée a du matériel implanté. Le taux
d'infection a C. acnes apres chirurgie rachidienne est généralement faible mais est évalué a
12% lorsqu'un matériel est implanté'®. Généralement responsable d'infections post-
opératoires tardives, C. acnes a aussi été décrit dans des infections précoces>.

La présentation clinique se résume en des douleurs lombaires, généralement sans
fievre, mais le délai entre la chirurgie rachidienne et |'apparition des symptémes peut étre
de plusieurs années’.

Chirurgie récente et présence de matériel d'ostéosynthése sont les principaux
facteurs de risque. Le pronostic a long terme est bon si la prise en charge est satisfaisante :
antibiothérapie prolongée, ablation du matériel d'ostéosynthése, débridement des tissus
nécrosés”.

En outre C. acnes serait impligué dans la dégénérescence des disques
intervertébraux, d'apres une étude de 2001 dans laquelle les auteurs rapportaient 84% de
cultures positives a C. acnes a partir de tissus prélevés lors de microdiscectomies chez des

patients lombalgiques chroniques™®®.

6. Infections sur prothése articulaires

Une infection articulaire péri-prothétique est cliniquement et microbiologiquement
définie par:
- (i) la présence d'un sinus qui communique avec la prothese,
- (i) la présence d'inflammation aigué lors de I'examen histopathologique du tissu
péri-prothétique au moment du débridement chirurgical ou du retrait de la prothése,

- (iii) la présence de pus autour de la prothese,
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- (iv) deux cultures per opératoires ou plus, ou une combinaison de ponction
préopératoire et de culture per opératoire conduisant a la détection du méme

microorganisme.167

La difficulté de prise en charge des infections ostéo-articulaires sur prothese est liée a
la capacité des bactéries a former un biofilm rapidement aprés contamination, rendant le

diagnostic et le traitement difficiles'*.

6.1. Origine de la contamination

La contamination provient principalement de la peau adjacente a la zone opérée,
mais elle peut aussi &tre d'origine externe (soignants, gants) ou d'origine hématogene™®.

Les infections exogénes débutent généralement pendant la chirurgie ou
immédiatement apreés, facilitées par une anomalie de guérison de la plaie ou par un large
hématome. Plus rarement, les infections exogénes peuvent apparaitre tardivement, au
décours d'une arthrocentése ou d'une perforation cutanée, spontanée ou traumatique,
causée par le matériel™®®,

Les infections d'origine hématogene peuvent survenir a tout moment apres la
chirurgie, bien que le risque soit maximal en post-opératoire immédiat™®°.

Il faut savoir que les mesures habituelles de préparation cutanée pré-opératoire
(chlorhexidine alcoolique, polyvidone alcoolique, antibioprohylaxie) peuvent ne pas suffire a
prévenir ces infections, C. acnes subsistant au sein du derme, probablement protégé de

170171 ‘Dans ces conditions, I'incision chirurgicale

I'antiseptie au sein de l'unité pilo-sébacée
libérerait la bactérie au niveau du site opératoire d'autant plus qu'il y aurait présence d'acné

a proximité.

6.2. C. acnes et localisation

C. acnes est responsable d'environ 10% des infections sur prothése articulaire,
derriere les staphylocoques (50%), les streptocoques (10%), les entérocoques (10%), et les
bacilles & Gram négatif (10%)*. Cependant cette proportion est probablement sous-estimée
en raison d'un temps de culture trop court, et d'une trop grande interprétation comme

. . 172
contaminant, dans de nombreux laboratoires encore'’?.
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L'épaule est le siege le plus fréquent des infections prothétiques a C. acnes. C'est la
principale bactérie responsable d'infection sur prothese d'épaule avec une incidence située
entre 0,9 et 1,9 % aprés la premiére chirurgie®. Ce tropisme est lié 3 une forte concentration
des follicules pilo-sébacés a ce niveau™®. Les prothéses de hanche et de genou, également,
peuvent étre infectées par C. acnes. 64 cas d'infection de prothése de hanche et 10 de
prothése de genou pour 6 infections de prothése d'épaule sont décrits dans la série de Zeller

et al., ce que confirment d'autres séries, comme celle de Lavergne'”.

6.3. Symptomatologie

Zeller et al. et Dodson et al. ont distingué deux tableaux cliniques dans la
présentation des infections prothétiques a C. acnes, I'un évoquant d'emblée une infection, et
I'autre trompeur, avec une prothese douloureuse ou raide. Les signes cliniques évocateurs
sont plus souvent retrouvés dans les infections s'exprimant dans les 2 premiéres années
postopératoires.

Dans les infections cliniquement évidentes, des signes locaux sont présents sans
spécificité : inflammation locale, rougeur cicatricielle, gonflement voire fistule. Les signes
généraux tels que la fievre sont peu présents ou peu marqués. L'absence de signes généraux
se retrouve sur le bilan biologique par un syndrome inflammatoire biologique peu marqué
sans hyperleucocytose sauf co-infection (CRP peu élevée, en moyenne de 18 mg/I pour Zeller
et al., de 21 a 35 mg/I dans les infections cliniguement évidentes pour Lutz et al., contre 0,8
a 8,8 mg/Il seulement pour Dodson et al.)*”.

Malheureusement, les infections sur prothése a C. acnes restent souvent

indolentes’*

. Elles se manifestent tardivement, parfois plusieurs années apres la chirurgie,
et I'examen anatomopathologique des tissus environnant la prothése ne révele au mieux
gu'une inflammation chronique, signe de la faible virulence et/ou du faible inoculum de la
bactérie'””.

Toutefois, en présence d'une prothése douloureuse, tout descellement radiologique
précoce doit faire évoquer un processus infectieux sous-jacent. A I'épaule, une atteinte
humérale prédominante (descellement, ostéoyse) serait en faveur d'une infection a C. acnes

méme si dans de nombreux cas, il n'y a pas de signes francs de descellement a l'imagerie

[Figure 26).3
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Figure 26 : Infection sur prothese d'épaule gauche avec formation d'abces chez une femme
de 82 ans, 3 mois aprés une arthroplastie primaire de I'épaule. Présentation clinique (A et B)
avec gonflement soudain et douleur au-dessus de I'articulation acromio-claviculaire gauche,
sans signes radiologiques d'ostéolyse ou de descellement de I'implant (C et D) mais avec une
collection péri articulaire (E) de 2,8 x 1 cm de large (A, acromion; C, clavicule). C. acnes a été
cultivé dans 2 des 2 ponctions articulaires, dans 1 des 3 échantillons de biopsie tissulaire et

dans le liquide de sonication de la partie mobile de I'implant (environ 500 UFC/ml).?

6.4. Facteurs de risques ou associés

Plusieurs études ont été réalisées dans le but de mettre en évidence des facteurs de

risques de développer une infection sur prothése a C. acnes.
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Pour Pottinger et al., un liquide synovial louche en peropératoire, le sexe masculin, et
une ostéolyse humeérale, sont associés a un risque 6 fois supérieur d'isoler C. acnes dans les

176 Le descellement huméral, I'usure de la cavité

prélevements au niveau de I'épaule
glénoide et la formation d'une membrane étaient associés a une augmentation de 300% du
risque de faire une infection.

De leur co6té, Lavergne et al, ont mis en évidence que les infections
monomicrobiennes a C. acnes récidivent plus fréqguemment que les polymicrobiennes
contenant du C. acnes, et sont plus fréquemment pauci symptomatiques®”’.

Concernant le type de prothése, Hou et al. notent une proportion plus importante de
prothéses inversées dans les infections a C. acnes que dans les infections a d'autres germes
(9,1 versus 1,5 %). Il semble que les antécédents chirurgicaux soient associés a une plus
grande fréquence d'infections a C. acnes, en revanche l'association ou non a des

comorbidités spécifiques est discutée dans la littérature, comme par exemple le diabéte®”.

VI. CUTIBACTERIUM ACNES : DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE ET ELEMENTS

THERAPEUTIQUES DANS LES INFECTIONS ASSOCIEES A DU MATERIEL ETRANGER

A. Diagnostic microbiologique

1. Prélévements et mise en culture

Le laboratoire de bactériologie médicale joue un réle important dans le diagnostic
des infections associées a du matériel. Les biologistes médicaux peuvent s'appuyer sur des
éléments solides de la littérature qui ont nourri des recommandations professionnelles.

Il est admis que I'analyse bactériologique doit étre effectuée a partir de prélevements
profonds de bonne qualité (en évitant la contamination cutanée), en nombre suffisant et de

167,1 .
67178 " plusieurs

volume suffisant (0,5 a 1 cm®), ce qui exclut I'utilisation d'écouvillons
échantillons de tissus peropératoires (tissus mous et os) provenant de différentes parties de
la région péri-implantaire doivent étre prélevés pour un échantillonnage microbiologique
significatif au niveau des zones macroscopiquement infectées ou douteuses et non de facon
systématique au niveau de chaque interface. Au moins trois et idéalement cing a six
préléevements sont a réaliser et a mettre en culture sous atmosphére aérobie et anaérobie
en raison de la distribution hétérogene du biofilm et pour faciliter l'interprétation entre

infection et contamination de la peau™”"”,
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Idéalement, le traitement antimicrobien devrait étre interrompu pendant au moins 2

1797181 5fin d'augmenter la

semaines avant la collecte des échantillons microbiologiques
sensibilité. Si l'infection concerne une articulation, une ponction préopératoire de liquide
articulaire peut étre réalisée en s'assurant de conditions d'apepsie chirurgicale strictes. Le
transport vers le laboratoire doit étre rigoureux pour éviter toute suspicion de
contamination secondaire.

Différents milieux de culture peuvent étre utilisés, sans qu'un ne soit supérieur aux
autres en cas de suspicion d'infection sur prothése.

Le délai de culture est en revanche long, avec actuellement un délai moyen de
positivité de six jours (2 a 15 jours), justifiant des cultures prolongées de 10 a 14 jours>>>*.

Pour certains auteurs, il est possible d'améliorer la sensibilité des examens
bactériologiques en utilisant des techniques de broyage'® ou de sonication du matériel

180 |3 sonication

explanté, de facon a décrocher les bactéries présentes dans le biofilm
consiste a traiter le prélevement par ultrasons dans un bain puis le liquide de sonication est
ensemencé sur géloses et bouillon thioglycloate. La sensibilité de la culture du liquide de
sonication est supérieure a celle de la culture tissulaire conventionnelle (78,5% contre
60,8%; p<0,001), et supérieure a celle de la culture apres une phase de vortex seule. La
technique de sonication peut étre utilisée dans tous les cas de suspicion d'infections sur
matériel®.

Concernant l'identification bactérienne, la spectrométrie de masse MALDI-TOF, qui
équipe de nombreux laboratoires, présente une bonne sensibilité'®3. Les techniques de PCR
avec amorces spécifiques montrent également une bonne sensibilité et une bonne
spécificité®. En revanche les techniques d'amplification des séquences codant pour I'ARNr

16S ont une valeur diagnostique discutée dans cette indication®®*84°,

2. Critéres diagnostiques

Lutz et al. ont proposé une classification en trois groupes pour évaluer la probabilité
d'infection a C. acnes, selon les combinaisons entre les signes cliniques d'infection et la
positivité des prélevements'® [Tableau V].

Asseray et al. ont proposé des critéres pour différencier les infections des

contaminations en cas de culture positives185 [Table VI].
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La vitesse de positivité des cultures peut également étre un élément discriminant,

avec une médiane a 5 jours pour les infections contre 9 pour les contaminations®”>.

Tableau V : Classification de Lutz et al.”

Groupe | Type Signes Nombre de
infection cliniques préléevements
d'infection | positifs a
P. acnes
I Certaine Présents >2
11 Probable Présents 1
111 Possible Absents >1

Tableau VI : Critéres en faveur d'une infection a C. acnes (probabilité > 90 %) d'aprés Asseray
et G/.173'185

Mombre de MNombre | Parmi

prélévements | de signes

positifs & ASSOCICS

F. acnes

=2 +1 An moins deux antécédents

chirurgicaux locaux,
présence d'implant
orthopédique, signes locaux
d'infection, anomalies
peropératoires (c'est-a-dire
descellement)

1 +3 Au moins deux antécédents
chirurgicaux locaux,
présence d'implant
orthopédique, signes locaux
d'infection, syndrome
inflammatoire, anomalics
peropératoires (c'est-a-dire
descellement)
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En 2008, la SPILF (Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francgaise) en

partenariat avec la SOFCOT (Société Frangaise de Chirurgie Orthopédique et

Traumatologique) proposait une classification remaniée pour I'évaluation de la probabilité

d'infections a C. acnes [Tableau VII].

Tableau VII : Proposition de classification remaniée pour I'évaluation de la probabilité
d'infections a C. acnes®. Concernant C. acnes, bactérie de la flore cutanée, on constate que
lorsque 3 préléevements sont positifs chez un méme patient, l'infection est considérée
comme certaine. Elle est possible si 2 prélevements sont positifs et est exclue pour un seul
prélevement positif.

Prélevis
per-op >0
Culture
Bactéries

flore non
cutanée

Prélevts
per-op >0
Culture
Bactéries
flore
cutanée

Fistule Pus
articulation
ou au
contact
matériel

Ana-path Coloration
>5 PN/ de Gram
champ direct
dans 5

champs

x40

Liguide
articulaire

>65% PN

Infection

certaine 3 per-op ©
ou
2 per-op et

1 p. artic

2 per-op
ou

1 per-op et
1 p. arti ou

1 hémoc

2 per-op et
ou

1 per-op et
1 p. artic
possible - - 1 per-op et + ou +
- - et + etiou +
exclue - -
1 per-op - -

B. Stratégie thérapeutique

1. Prévention

Il n'existe aucune mesure préventive spécifique pour éviter les infections associées
au matériel causées par C. acnes. Cependant, les méthodes qui tendent a limiter I'infection a
demeure des dispositifs médicaux peuvent étre utilisées.
Les recommandations générales en matiere de prévention comprennent une préparation

adéquate de la peau (désinfection), une prophylaxie antibiotique, une réduction du temps
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opératoire entre la premiere incision et la fermeture, |'utilisation d'un ciment osseux chargé
d'antibiotiques et un suivi postopératoire minutieux. Si des études concernent le potentiel
d'un vaccin a prévenir I'acné médiée par C. acnes, aucune ne concerne les infections

associées a du matériel®.

2. Sensibilité aux antibiotiques

Les antibiotiques systémiques et topiques sont depuis longtemps au cceur de
I'arsenal thérapeutique contre C. acnes, principalement contre I'acné. Comme toutes les
espéces du genre, C. acnes est naturellement résistant aux agents 5-nitroimidazole
(métronidazole, tinidazole et ornidazole), a la fosfomycine, aux aminoglycosides, aux
sulfonamides et a la mupirocine. En revanche la bactérie est généralement sensible a une
grande variété d'antimicrobiens largement utilisés comme les 3-lactamines, les quinolones,

la clindamycine ou la rifampicine®”**’.

2.1. Emergence des résistances

L'acquisition de résistances par C. acnes est décrite depuis une quarantaine d’années.
Ce phénomeéne semble s'amplifier””. Le premier article faisant état de résistances acquises
date de 1979 et décrivait la résistance aux macrolides, puis la résistance aux
tétracyclines'®. Depuis, la résistance aux macrolides est mondialement décrite.

Une étude incluant 13 pays et 314 isolats de C. acnes faisait état d'un taux de
résistance de 2,6 % a la tétracycline, de 15,1 % a la clindamycine, et 17,1 % a
I'érythromycine, la résistance a I'érythromycine étant souvent associée a une résistance a la
clindamycine. Aucune souche résistante au linézolide, a la pénicilline G, a la vancomycine ou
a la daptomycine n'a été observée. Le taux de résistance observé était trés variable selon les

190 | 'ytilisation

pays d'origine des souches : 83 % en Croatie, 60 % en Italie, 0% aux Pays-Bas
massive des antibiotiques sous forme topique mais aussi per os, pour traiter I'acné, est
incriminée dans |'apparition de ces résistances™".

Plus récemment, des souches résistantes au cotrimoxazole ont été décrites,
notamment chez des patients présentant une acné sévere’, ainsi gue des résistances aux

fluroquinolones.
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Enfin, une premiere description de résistance in vitro a la rifampicine a été publiée en
2013, confirmée par la suite sur des souches cIinique5192’193.

Le groupe de travail sur la résistance antimicrobienne des bactéries anaérobies du
groupe ESCMID a publié en 2005 un rapport sur la résistance de C. acnes par type
d'échantillon clinique :

- Résistance a I'érythromycine: sang (31,4 %), méningite (21,4 %), infections

abdominales (18,2 %), poumon et liquide pleural (16,7 %)

- Résistance a la clindamycine: méningite (21,4 %), prothése (20 %) et sang (20 %).

La résistance a la tétracycline était associée a des souches isolées des tissus, de la

bile, des os, de la peau et du sang45.

2.2. Antibiogramme

La sensibilité des antibiotiques couramment utilisés est testée in vitro au laboratoire
en raison de la prévalence de la résistance aux antibiotiques chez C. acnes. En outre, d’autres
antibiotiques peuvent étre testés au décours d'infections graves, ou polymicrobiennes. Des
valeurs seuils de CMI50 et de CMI90 pour C. acnes ont été publiées par le Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) aux Etats-Unis, et par le European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), afin d'estimer la sensibilité du germe aux
antibiotiques susceptibles d'étre utilisés [Tableau VIII]. Ces données ont été évaluées par
dilution en gélose, microdilution en bouillon ou E-test. Les B-lactamines, la tigécycline et la

rifampicine présentent I'activité la plus forte contre les souches de C. acnes>.
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Tableau VIII : CMI seuils rapportées par EUCAST pour les bactéries Gram positifs anaérobies
et par le CLSI pour Cutibacterium acnes”.

2.3. Mécanismes de résistance

Plusieurs facteurs sont décrits comme impliqués dans le développement de la
résistance a C. acnes : l'inoculum, le niveau d'antibiotique (pression de sélection),
I'acquisition de la résistance par la flore normale, I'excrétion importante de sébum, la durée
du traitement, I'utilisation consécutive de divers antibiotiques et la mauvaise observance du
patient, en particulier dans le cas d'un traitement prolongé des infections profondes sur

matériel®.
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La résistance aux antibiotiques est soit acquise par échange génétique entre souches,
soit liée a des mutations chromosomiques. Cependant, C. acnes présente un avantage pour
les équipes médicales car sa capacité d'adaptabilité génétique est réduite. A l'inverse
d'autres bactéries, comme les staphylocoques par exemple, C. acnes développe rarement
une résistance aux antibiotiques en acquérant des éléments génétiques mobiles tels que des
plasmides45.

Les mécanismes moléculaires a |'origine de la résistance des souches de C. acnes a la
tétracycline et aux macrolides sont associés a des mutations ponctuelles dans le géne codant
pour I'ARNr. La résistance aux macrolides est due a des mutations de I'ARN23S (avec des
niveaux variables de résistance et de résistances associées en fonction de la mutation), a une
modification de la cible par une diméthylase codée par le gene erm(X) pour erythromycin
ribosomal methylase, ou parfois a des mutations des protéines ribosomales. Les bactéries
résistantes a I'érythromycine sont classées en fonction de leur profil de résistances croisées

345 Le mécanisme exact de

au panel macrolide-lincosamide-streptogramine B (MLS)
résistance des souches de C. acnes au cotrimoxazole est inconnu. Des mutations dans le
géne gyrA codant pour I'ADN gyrase conférent les résistances aux fluoroquinolones.

Enfin le mécanisme impliqué dans les résistances décrites pour la rifampicine correspond a

des mutations dans le géne rpoB codant pour la sous-unité 3 de I'ARN—ponmérase3'193.

2.4. Biofilm

La sensibilité aux antibiotiques des bactéries est considérablement réduite en
présence d'un biofilm, par rapport aux homologues planctoniques. La tolérance aux
antibiotiques et la résistance aux traitements des populations de biofilms sessiles de C. acnes
ont été démontrées dans plusieurs études in vitro et in vivo, et sont principalement dues a la
double résistance aux antibiotiques et a la phagocytose. Lorsque les bactéries se détachent
du biofilm, elles deviennent sensibles, ce qui suggere que la résistance aux antimicrobiens
est due a la tolérance au biofilm, et non a des mécanismes tels que des mutations ou des
enzymes d'inactivation. La rifampicine peut désorganiser la structure de I'exopolysaccharide,
et présente donc une excellente activité contre le biofilm, y compris en présence de

staphylocoques.
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Alors que la rifampicine et la daptomycine apparaissent efficaces contre les biofilms de
C. acnes, la vancomycine, la clindamycine et la lévofloxacine le sont moins. Un modele
animal in vivo obtenait le taux de guérison le plus élevé avec |'association daptomycine-

rifampicine (63%), suivie de 46% pour vancomycine-rifampicine'?.

3. Stratégies thérapeutiques dans les infections sur matériel

Les infections vraies sur matériel a C. acnes doivent étre traitées selon les principes
généraux du traitement des infections sur matériel. La prise en charge est médico-
chirurgicale et associe :

- un geste chirurgical conservateur ou non vis a vis de I'implant avec excision des tissus
infectés, permettant la réalisation de prélevements bactériologiques nécessaires ;
- un traitement antibiotique comportant initialement une antibiothérapie probabiliste

a large spectre, secondairement adaptée aux germes mis en évidence par le

laboratoire.

L'éradication des germes formant le biofilm est indispensable pour une guérison
totale. Le délai séparant l'apparition des symptomes de l'implantation du matériel est
important. Il permet de discuter un traitement conservateur s'il est inférieur a un mois, dans
le cadre des infections de prothéses articulaires. On rappelle toutefois le caractere indolent

des infections a C. acnes, se traduisant souvent par une présentation tardive.

3.1. Traitements chirurgicaux (cas des infections de protheses)

Le traitement peut étre conservateur, associant un lavage a une synovectomie a ciel
ouvert la plus compléte possible. Concernant le lavage, aucune preuve n'est établie que
['utilisation d'un liquide autre que du sérum physiologique soit plus efficace. Le chirurgien
peut, pour certaines articulations, procéder au changement des piéces dites "mobiles" (téte
prothétique humérale, plateau tibial, bille fémorale, insert cotyloidien ...)*".

Le changement de prothése est impératif au-dela du premier mois aprés l'implantation
prothétique, en raison de la présence de biofilm. Ce changement comporte I'ablation de

toutes les piéces prothétiques, d'une ostéosynthése éventuelle, et de la totalité du ciment

pour les pieces cimentées. Le choix d'une technique en un ou en deux temps repose
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essentiellement sur l'avis de I'équipe, en fonction du contexte, et sur |'expérience du

chirurgien.

3.2. Antibiothérapie

La thérapie chirurgicale doit étre accompagnée d'un traitement antibiotique prolongé
pour éliminer les bactéries restantes. Dés les prélevements peropératoires effectués (ou des
I'incision), une antibiothérapie probabiliste, intraveineuse, a large spectre, a diffusion et a
doses osseuses, secondairement adaptée, est débutée, associée a I'antibioprophylaxie
classique qui permet d'éviter la contamination peropératoire®”>.

La sensibilité de C. acnes aux antibiotiques habituellement utilisés dans les infections
ostéo-articulaires tels que P-lactamines, rifampicine ou quinolones, reste assez bonne,
néanmoins la résistance croissante principalement a la clindamycine de C.acnes plaide pour
des antibiogrammes systématiques en routine dans ce type d'infections. L'adaptation du
traitement est généralement proposée aprés une RCP ostéo-articulaire, au cours de laquelle
le caractére monomicrobien ou polymicrobien de l'infection ainsi que les comorbidités du
patient sont pris en compte3’173.

Pour les infections sur prothése articulaire, il est suggéré un traitement antibiotique
de 6 a 12 semaines voire de 3 a 6 mois sous forme de bi-antibiothérapie efficace. Pour les
ostéomyélites rachidiennes, la durée du traitement antimicrobien recommandée varie de 4 a
6 semaines jusqu'a 3 mois si du matériel est implanté. Pour les infections cardiovasculaires a
C. acnes, un traitement par voie intraveineuse par [-lactamine seule, ou associée
initialement a un aminoside, pendant 6 semaines est préconisé3.

L'utilisation de la rifampicine (toujours associée a d'autres antibiotiques pour
prévenir |'émergence de résistances) dans les infections associées a un dispositif
orthopédique a été démontrée. Son réle dans les infections a C. acnes a été étudié sur un
modele animal in vivo. Elle présente une bonne efficacité associée a la vancomycine, a la
daptomycine ou a la lévofloxacine®.

Concernant les infections ostéo-articulaires sur prothése, on trouve dans la
littérature des taux de succes infectieux a l'issue d'un traitement bien conduit aux alentours

de 90% pour des séries de cas comportant des protheses de hanche, de genou et d'épaule.
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Ces chiffres sont comparables a ceux obtenus pour d'autres germes, ainsi C. acnes n'est pas

un germe considéré comme a risque de pronostic infectieux défavorable®”.

VIl.  CUTIBACTERIUM ACNES ET ASSOCIATION DES PHYLOTYPES : OU EN EST-ON ?

Avec l'avenement des méthodes de phylotypage, on a vu beaucoup de publications
portant sur le tropisme clinique des phylotypes rencontrés ou sur leur association avec des
résistances, des facteurs de virulence par exemple. Les informations ainsi publiées, méme si
parfois contradictoires, permettent tout de méme de servir de base solide aux recherches

importantes qui sont a mener en la matiere.

A. Phylotypes et tropismes clinique

Dans leur revue de la littérature concernant le typage de C. acnes, Yu et al.
présentaient les associations entre phylotypes et pathologies relevées dans les travaux de

différents auteurs sur le sujet [Tableau IX].
Tableau IX : Associations entre phylotype de C. acnes et pathologies, mentionnées dans la

littérature’. L'acné semble principalement associée au phylotype IA et les dispositifs

médicaux aux phylotypes IB et .
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1. Phylotypes et acné

Les données entre phylotype et acné sont les plus nombreuses dans la littérature. La
facilité d'obtention des souches a fait qu'une majorité de souches cutanées est a l'origine
des travaux sur les techniques de typage (MLST, SLST etc.) et des premiers résultats
concernant I'éco-épidémiologie des différents phylotypes.

En 2010, Lomholt et Kilian observaient 210 souches de C. acnes de la peau d’individus
sains et de patients présentant divers degrés d’acné ou d’autres maladies infectieuses, et
procédaient au typage par la méthode qu'ils venaient de mettre au point : MLST9 selon le
schéma d'Aarhus. Il s'agissait des premieres données issues de MLST. lIs observaient que le
phylotype IA était fortement associé a I'acné modérée a sévére, tandis que d'autres, IB, Il et
Ill, étaient associés a une peau saine et a des infections tissulaires opportunistes
profondes®. Ces résultats venaient confirmer d'anciennes observations faites en 1983 ou
Gehse et al. avaient utilisé le lysotypage pour conclure que le type | était plus fréquemment
associé a l'acné™”.

De son c6té, I'équipe de McDowell utilisait son propre schéma de Belfast MLST8 pour
révéler une association entre les isolats de type IA1 et IC et I'acné, alors que les isolats de
phylotype 1A2, IB et Il étaient moins présents dans cette affection. Le type Il était quand a
lui associé a la peau saine®’*. Simultanément, une équipe coréenne montrait, en technique
PCR, que la distribution des phylotypes était similaire entre les Iésions cutanées et les
comédons, mais que les papules et les pustules étaient caractérisées par une augmentation
du phylotype IA et une diminution des phylotypes IB et 11®. Cette observation amenait I'idée
que le phylotype IA prolifere préférentiellement dans un microenvironnement
inflammatoire, révélant un changement des populations de C. acnes chez les patients
souffrant d'acné®’.

Quant a eux, Fitz-Gibbon et al. utilisaient une technique d'échantillonnage plus
compléte et une analyse métagénomique par séquencage génome entier combiné au
ribotypage pour affiner les associations entre phylotype et acné. lls montraient que les
phylotypes de C. acnes étaient significativement différents entre les microcomédons cutanés
des patients acnéiques et ceux des individus sains : le phylotype IA1 était plus fortement
associé a l'acné, tandis que le phylotype Il et d'autres ribotypes appartenant a divers

phylotypes (IA, IB et Il), présentaient une dispersion uniforme dans les deux cohortes®””3.
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En 2017, Lomholt et al. publiaient sur les clones dominants dans les follicules des
patients atteints d'acné modérée a sévere, en utilisant le schéma d'Aarhus MLST9. Le
phylotype 1Al de C. acnes était le type folliculaire dominant chez les patients caucasiens
atteints d'acné, alors que les clones de sujets sains étaient plus hétérogénes avec des
souches de divers phylotypes : IA1, IA2, IB et Il. Cependant, les isolats de phylotype IA1 ne
présentaient pas de différences de contenu génétique ou d’éléments génétiques entre les 2
populations de patients®”*®>.

En 2018, Dagnelie et al. ont examiné les sous-types de C. acnes provenant du visage
et du dos de 24 patients souffrant d'acné sévére et les ont comparés avec ceux de 12 sujets
sains en identifiant les phylotypes, les complexes clonaux (CC) et les SLST-types. Dans 71,4 %
des cas d’acné sévere, les phylotypes de C. acnes étaient identiques sur le visage et le dos,
alors que ce n’était le cas que chez 45,5% des sujets sains. Le groupe sain portait les
phylotypes 1Al (39,1 %) et Il (43,4 %), tandis que le groupe acné présentait une forte
prédominance de souches IA1 (84,4 %), en particulier sur le dos (95,6 %). lls rapportent ainsi
qgue la gravité de I'acné sur le dos est associée a la perte de diversité en phylotype de
C. acnes, avec une bascule majeure vers le phylotype IA1 [Figure 27].

Les auteurs confirment les résultats de Lomholt et al. et de nombreux autres auteurs
concernant la prédominance du phylotype IA1 (CC18) chez les patients acnéiques et

I'association du phylotype Il (CC53) avec la peau saine™®.

Figure 27 : Répartition des phylotypes de C. acnes entre visage et dos, chez des volontaires

sains et des patients souffrant d'acné séveres™®.
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En ce qui concerne le phylotype lll, décrit avec le phylotype IB comme impliqué dans
les infections tissulaires profondes et d'autres pathologie, il est détecté chez des patients
souffrant d'acné sévere, néanmoins, il n'a jamais été prédominant et reste peu associé a
cette pathologie cutanée. Il représente environ 20% des isolats provenant de la peau

saine’?’.

2. Phylotypes et infections ostéo-articulaires sur matériel

C'est principalement dans le cadre de I'acné que les travaux sont les plus nombreux
et les plus aboutis, mais certaines équipes se sont intéressées plus spécifiquement au
tropisme clinique des phylotypes de C. acnes dans le cadre des infections ostéo-articulaires.
Nous relevons dans la littérature trois études principales traitant du sujet et dont les
résultats servent aujourd'hui de base solide pour I'approfondissement des recherches.

2.1. Présentation des travaux de Sampedro et al., 20097

Sampedro et al. publient pour la premiére fois en 2009, une étude spécifique centrée
sur la recherche d'une association entre les phylotypes de C. acnes et les infections ostéo-
articulaires sur matériel. Leur objectif était la recherche de caractéristiques propres a
C. acnes, informatives sur le caractere contaminant ou infectant de la souche mise en

évidence.

2.1.1. Matériel et Méthodes

Les 61 souches de C. acnes analysées provenaient de patients subissant une ablation
de prothese totale de hanche, de genou, d'épaule ou de matériel vertébral. Le retrait était
opéré pour échec aseptique ou infection présumée. Les échantillons ont été collectés entre
février 2005 et octobre 2007 dans une clinique américaine. Les patients ont été classés
comme ayant une infection orthopédique s'ils présentaient une prothése purulente, une
inflammation aigué lors de I'examen histopathologique du tissu péri-prothétique ou une
communication sinusale avec l'implant, ou bien encore si au moins deux cultures étaient
positives parmi les préléevements peropératoires (en moyenne 3 prélévements faits) et parmi

les liquides de sonication. L'échec aseptique a été défini comme un échec prothétique ne
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répondant pas aux critéres pour une infection ostéo-articulaire sur matériel orthopédique.
La répartition des échantillons selon les criteres de distribution de I'étude est présentée en
[Figure 28]. Les données démographiques et clinico-biologiques proviennent d'un rapport
publié précédemment'®.

L'identification des germes ayant poussé en culture a partir des échantillons prélevés
a été faite, aprés orientation par des tests rapides de laboratoire, par séquengage des genes

codant pour I'ARNr 16S. Le typage a été effectué par amplification par PCR et analyse des

séquences recA et tly, selon le schéma décrit par McDowell et al., en 20052,

Figure 28 : Critéres et distribution des sujets de I'étude de Sampedro et al. Les critéeres de

positivité pour la culture du liquide de sonication dépendent de la procédure de sonication
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utilisée. La culture tissulaire peropératoire était considérée comme positive lorsqu'un

Cutibacterium spp. a été isolé sur au moins 2 échantillons*®,

2.1.2. Résultats

La distribution des phylotypes obtenus dans I'étude selon les groupes cliniques est
présentée en [Figure 29] Aucun phylotype Ill n'a été identifié parmi les 61 souches étudiées.
Il n'y avait pas de différence significative entre les distributions des phylotypes | et Il de
C. acnes concernant les infections avérées et les échecs aseptiques avérés. Les phylotypes IA
et IB de C. acnes représentaient respectivement 20% (3/15) et 80% (12/15) des cas
d'infection a C. acnes avérée. Il y avait proportionnellement moins d'isolats de phylotype IA
que de phylotype IB associés a une infection définie (3/15 contre 12/15, respectivement)

contrairement au groupe échec aseptique défini (10/20 contre 10/20, respectivement).

Figure 29 : Distribution des phylotypes de C. acnes dans les 4 groupes cliniques de I'étude de
Sampedro et al.

Oll = Infection de prothéses orthopédique

AF = Echec aseptique

88



La distribution des phylotypes obtenus dans I'étude selon les types de prothéses est

présentée en [Tableau X].

Tableau X : Distribution des phylotypes de C. acnes en fonction du type de prothése dans
I'étude de Sampedro et al.

Au final, parmi les isolats de C. acnes sur prothéses orthopédiques, le phylotype |
était plus fréguemment présent que le type Il, qu’il soit associé a une infection ou a une
insuffisance aseptique. Cependant, la distribution des phylotypes | et Il entre les infections a
C. acnes définies et les échecs aseptiques définis était similaire, donc la détermination des
phylotypes de C. acnes n'apparaissait pas susceptible d'étre cliniquement utile pour
différencier l'infection de la colonisation. Toutefois, le phylotype IB était plus fréquemment
isolé que le type IA, suggérant la possibilité d'une différence phylotypique entre les souches
de C. acnes pathogenes et non pathogenes.

Les auteurs n'ont pas trouvé d'association entre phylotypes de C. acnes et prothéses
de genou, de hanche, d'épaule ou matériel vertébral. Le phylotype | était prédominant dans
tous les types de prothéses, a |'exception des prothéses de hanche, dans lesquelles les

phylotypes | et Il présentaient une distribution égale.
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C. acnes a causé plus fréquemment des infections d'épaule (80%) que des infections spinales
(42%), du genou (12%) ou de la hanche (8%). Il a également été observé que les isolats de
C. acnes provenant de protheses d'épaule avaient tous pour origine des sujets masculins.
Pour les auteurs, la limite majeure est la petite taille de I'échantillon et, par
conséquent, la faible puissance de détection des différences de résultats entre les isolats
pathogénes et non pathogénes associés aux prothéses orthopédiques. Rappelons également

gu'aucun phylotype lll n'a été détecté.

2.1.3. Confirmation par les travaux d'Aubin et al., 2017

En 2017, grace a la méthode de typage MLSTY, plus discriminante que celle utilisée
par Sampedro et al. et a partir d'un échantillon homogene de 88 souches cliniques, Aubin et
al. confirment les conclusions de ces derniers avec des résultats plus précis, lors de leur
étude sur le tropisme cellulaire osseux de C. acnes. En effet ils mettent en évidence une
association statistiquement significative entre les CC36 (phylotype IB) et CC53 (phylotype II)
et les isolats de C. acnes responsables d'infection sur prothese articulaire, précisant toutefois
gu'en raison du faible nombre d'échantillons, I'association statistique manquait de

puissance.

2.2. Présentation des travaux de McDowell et al,, 2013’ 1

En 2013, Mcdowell et al. simplifiaient leur schéma de typage MLST8 (dit de Belfast)
de C. acnes. lls utilisaient 4 génes (2 de ménage et 2 de virulence) au lieu de 8 pour créer le
schéma MLST4, tout aussi discriminant, mais plus rapide et moins colteux. Pour caractériser
et comparer les performances de leur nouveau schéma avec celles des techniques de typage
déja existantes, ils ont phylotypé 87 souches cliniques de C. acnes. Forts de ce typage et
combiné a celui de 285 souches précédemment analysées, ils ont étudié les associations
entre phylotypes et tropismes cliniques, facteurs de virulences et variabilités génétiques a
partir de 372 souches de C. acnes. La distribution des phylotypes obtenus par technique
MLST en fonction de l'origine clinique de la souche est présentée en [Figure 30].

La répartition des phylotypes est venue confirmer ce que les auteurs avaient décrit
un an plus t6t®, a savoir gue les isolats de phylotype Il paraissent associés au sang et aux
dispositifs médicaux, et les isolats de type IB aux dispositifs médicaux et infections des tissus

mous, bien qu'il ne soit pas clair si de telles associations sont cliniquement significatives dans
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de nombreux cas. A l'inverse, le nombre d'isolats de phylotype IA associés a des dispositifs
médicaux est faible ici.

Il est intéressant d’observer la proportion relativement élevée d'isolats de phylotype
[l associés a un disque intervertébral de la colonne vertébrale (excroissance discale excisée),
car le phylotype Il avait déja été décrit comme associé avec le matériel étranger au niveau
spinal, lors de sa découverte en 2008. Toutefois, son association souvent décrite avec la
peau saine questionne sur ces souches d'isolement «cliniques», principalement obtenues a
partir de tissu discal intervertébral et de dispositifs médicaux. Cette potentielle association
est-elle réelle, ou est-elle simplement le reflet de la contamination des sites chirurgicaux par
la peau ? Et ce, d'autant plus que des études antérieures ont montré que la contamination
des sites d'incision rachidienne pendant la chirurgie peut se produire, méme aprés une

antisepsie cutanée préopératoire et une prophylaxie antimicrobienne’*.

Figure 30 : Association des phylotypes de C. acnes avec différents états cliniques et une peau
normale. Les données ont été obtenues a partir de I'analyse MLST de 372 isolats” .
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2.3. Présentation des travaux de Rollason et al., 20137

Se basant sur plusieurs descriptions d'hernies discales infectieuses dans lesquelles
C. acnes a été isolé du tissu discal excisé et mis en cause, Rollason et al. se sont intéressés
aux caractéristiques génétiques et moléculaires de C. acnes isolés de prélevements
bactériologiques réalisés lors de chirurgies pour hernies discales.
L'objectif de I'étude était d'étudier les phylotypes de C. acnes cultivés a partir de tissu discal
vertébral associé a du matériel, excisé de 64 patients présentant des hernies discales
lombaires. En outre, les sensibilités aux antimicrobiens ont été déterminées pour éclairer les

futurs schémas thérapeutiques et études possibles.

2.3.1. Matériel et Méthodes

Au total, 64 patients (hospitalisés dans un établissement Danois) subissant une
chirurgie de discectomie et agés de 18 a 65 ans ont été inclus dans cette étude. Tous les
patients avaient un diagnostic d'hernie discale lombaire confirmée par IRM. Les traitements
antibiotiques, l'immunodépression, les injections péridurales, les chirurgies étaient des
facteurs d'exclusion. Cing échantillons distincts de tissu discal ont été prélevés
chirurgicalement sur chaque patient, conformément aux recommandations avec préparation
cutanée. Chaque échantillon a été mis en culture aérobie et anaérobie au lobaratoire.
L'identification des cultures a été faite par galerie biochimique puis confirmée par
séquencage du gene codant I'ARNr 16S. Le typage a été effectué par amplification par PCR et
analyse des séquences recA et tly, selon le schéma décrit par McDowell et al. en 2005, Un
sérotypage par anticorps monoclonaux en immunofluorescence a également été effectué en

paralléle.

2.3.2. Résultats

24 patients sur 64 (38%) se sont révélés positifs pour C. acnes par culture
bactériologique de leur disque vertébral apres discectomie; 16 avaient au moins 2
préléevements positifs sur 5. Au total, 67 isolats de C. acnes ont été retrouvés chez 24
patients et 7 souches supplémentaires provenant d'une étude antérieure ont également été
étudiées. En utilisant I'approche combinée de I'analyse des séquences recA et du typage des
anticorps monoclonaux, tous les isolats ont été phylotypés : sur les 74 isolats examinés, 48%

étaient de type I, 27% de type IA, 14% de type lll et 11% de type IB. Aucun isolat

92



n'appartenait a la lignée de type IC. Chez 6 patients sur 24, plusieurs phylogroupes de
C. acnes ont été identifiés parmi les cing échantillons de tissus obtenus. La distribution des

phylotypes est présentée en [Figure 31].

Figure 31 : Distribution des phylotypes de C. acnes isolés de tissus discaux excisés de I'étude
de Rollason et al.

Les auteurs ont observé que le phylotype dominant parmi les souches isolées était le
phylotype Il, suivi du phylotype IA et, dans une moindre mesure, du phylotype Ill et du
phylotype IB. Ces résultats semblent en adéquation avec des observations antérieures selon
lesquelles les souches de phylotypes IB, Il et Ill, bien que rarement isolées des peaux
acnéiques, apparaissent plus généralement associées au sang, aux tissus mous, aux
dispositifs médicaux, aux infections endodontiques et aux peaux normales, bien que la
pertinence clinique de ces associations reste incertaine dans de nombreux cas. Les auteurs
décrivent ici la prépondérance des phylotypes Il et lll par rapport aux phylotypes IA,
contrairement a ce que l'on peut retrouver sur la peau, notamment concernant le phylotype
lll. Ces observations fournissent des arguments supplémentaires pour affirmer que la
présence de C. acnes dans les prélevements discaux ne devrait pas systématiquement étre
jugée contaminante. Il faut également souligner qu'aucun phylotype IC n'a été isolé et que

dans plusieurs cas, plusieurs phylotypes ont été retrouvés chez le méme patient. Toutefois
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les hernies discales lombaires semblent associées ici a une prédominance du phylotype Il qui

a été le seul phylotype isolé chez six patients a partir de plusieurs prélevements.

3. Phylotypes et autres infections

Des associations entre C. acnes et d'autres pathologies sont décrites dans la
littérature. La plupart est tout de méme a interpréter avec discernement, au regard du faible
nombre de souches étudiées dans certaines publications. McDowell et al. ont décrit dans
leurs travaux une sur-représentation des phylotypes Il et IB dans des tissus cancéreux
prostatiques, et apres addition de données provenant d'autres études, ils ont associé le
phylotype Il avec le cancer de la prostate (61% des isolats; p<0.001)71. Mak et al. se sont
également intéressés au typage des souches de C. acnes isolées de prostates cancéreuses. lls
ont montré sur 7 isolats qu'ils appartenaient soit au phylotype IB (CC36), soit au phylotype Il
(CC53/60). Ce résultat vient soutenir le fait que ces isolats ne sont pas d'origine cutanée®®.
Les phylotypes Il et IB ont également été associés au tractus urinaire®. Enfin, le type Il était
le plus abondant dans une étude sur les |ésions endodontiques.200 et le phylotype IA1 dans
les infections ophtalmiques®. En outre le phylotype Ill apparait lié de fagon importante a
I'nypomélanose maculaire progressive (PMH). En effet, ce phylotype était prédominant dans
toutes les lésions de PMH mais seulement détecté en proportion mineure chez les patients
sains. De maniére frappante, le traitement efficace de la PMH est capable de modifier la
composition de la population de C. acnes en diminuant sensiblement la proportion de

phylotype 111.°%

B. Phylotypes et génome

Depuis le premier séquencage du génome entier de C. acnes®® en 2004, des centaines
de génomes ont été séquencés au moins partiellement. L'analyse comparative des
séquences a révélé des différences pouvant expliquer, au moins en partie, le profil
d'association de certaines pathologies avec certains phylotypes. Le transfert de genes
horizontal a entrainé des différences significatives entre les phylotypes202 et parfois au sein

~ 74 , . , . . sy
méme des phylotypes’®. Des régions génomiques uniques, avec des propriétés proches
d'llots, codant pour des facteurs potentiellement liés au métabolisme et au pouvoir

pathogéne des souches, sont identifiés seulement chez certains complexes clonaux (CC) de
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C. acnes. Par exemple, trois loci génomiques, uniques au phylotype IA1, codent pour
plusieurs genes de virulence et peuvent ainsi contribuer a la virulence de ces souches,
principalement associées a l'acné. Inversement, le phylotype | ne présente pas un systéme
CRISPR/cas, contrairement aux phylotypes Il et Ill. Il s'agit de courtes séquences
palindromiques répétées (CRISPR) et de genes associés (cas), conférant une immunité a la
bactérie vis a vis de l'invasion de divers éléments mobiles étrangers, pouvant expliquer
I'acquisition facilitée par ce phytopte d'éléments de virulence et donc de pathogénicité®.
Plus récemment Scholz et al. ont mis en évidence que le gene codant pour la
hyaluronate lyase est présent chez toutes les souches sauf celles du phylotype Ill, moins
associé dans la littérature a des pathologies. Il existe deux alleles de ce gene au sein des
autres phylotypes de C. acnes, I'un chez les isolats de phylotypes IB et Il, I'autre chez les

isolats de phylotype IA et 1C.2%

C. Phylotypes et virulence

L'expression différentielle des geénes peut également créer des différences
significatives entre les types de C. acnes. Des genes codant des lipases et une protéine
immunogene d'acquisition du fer, sont régulés positivement dans la souche IAl, pouvant
participer a la virulence accrue des souches de type IA dans I'acné vulgaire®*?.

Une autre étude a révélé des différences dans |'expression des facteurs CAMP entre
les types | et 11°. Les cing facteurs CAMP, codés par le génome de toutes les souches de C.
acnes, sont des toxines pro-inflammatoires via le TLR2, formant des pores membranaires
agissant comme des enzymes de dégradation du tissu héte. L'intensité de liaison de CAMP-
TLR2 était plus forte dans les souches de phylotype IB et Il que dans les souches de
phylotypes IA1 et IA2%.

Concernant la hyaluronate lyase, nous avons vu qu'il existait deux alleles de ce gene.
Le variant associé aux phylotypes IB et Il entraine une dégradation compléete de I'acide
hyaluronique contrairement a celui des phylotypes IA et IC qui en entraine une dégradation
incomplétem.

Holland et al. quant a eux ont examiné le sécrétome de cinqg souches différentes, incluant les
phylotypes IA1, IB, Il et lll. Des profils de sécrétion protéique distincts ont été observés pour

les différents types, en particulier dans les protéines d'adhésion. lls ont également constaté
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que C. acnes de phylotype Il sécrétait la plus faible quantité totale de protéines®. Cela
pourrait expliquer la capacité accrue des bactéries de type Ill a infecter les disques
vertébraux, mais leur incapacité apparente a se développer dans les lésions d'acné. Une
étude quantitative comparative des protéomes totaux de différents types de C. acnes est en

cours’.

D. Phylotypes et sytéme immunitaire

Si un certain nombre d'études concerne les associations entre phylotype de C. acnes

et facteurs de virulence ou expression génique et protéique, peu d’études s'intéressent aux
voies cellulaires et moléculaires empruntées pour affecter I'h6te humain. Nagy et al. ont
utilisé des souches de phyloypes IA, IB et Il de C. acnes pour stimuler des kératinocytes
humains et, plus tard, une lignée de cellules sébocytaires humaines pour examiner les
différents schémas réactionnels inflammatoires.
Bien que ces études aient eu une portée limitée, il est apparu que C. acnes de phylotype |l
induisait des taux plus élevés d'interleukine (IL-8) dans les kératinocytes, alors que les
bactéries de type IA induisaient une réponse médiée par l'involucrine. Dans les sébocytes,
les bactéries de type IA et IB ont induit une réponse médiée par la B-défensine supérieure a
celle du type 11'%2%,

Furukawa et al. ont évalué les différences entre les phylotypes de C. acnes en
utilisant un test d'invasion cellulaire, dans lequel l'invasion cellulaire par C. acnes, ou la
capacité d'endocytose, a été mesurée pour des cellules rénales embryonnaires humaines. lls
ont constaté que 71% des C. acnes de type | étaient invasifs, contre 0% de type 1I'*.

Sur la base de descriptions de tissu granulomateux péri-prothétique dans des
infections ostéo-articulaires sur matériel de bas grade, et de |'association possible entre la
bactérie et la sarcoidose, Aubin et al. ont étudié l'interaction de C. acnes avec le systéme
immunitaire. Cette étude consiste en la formation d'un modéle in vitro de granulome en
réponse a un contact avec trois souches bien caractérisées sur le plan phylogénétique de
C. acnes. lls ont observé que la souche CC28 (phylotype 1A2) isolée d'un ganglion
lymphatique d'un patient souffrant de sarcoidose ainsi que la souche CC18 (phylotype 1A1)

isolée de |Iésions acnéiques produisaient significativement plus de granulomes que la souche

CC36 (phylotype IB) isolée d'infection ostéo-articulaire sur matériel. De plus, ils observent
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qgue l'infection par la souche CC36 oriente vers une réponse immunologique CD8+
dépendante alors que les isolats CC18 et CC28 engendre un recrutement préférentiel de

lymphocytes CD4+ au sein du granulome®®®.

E. Phylotypes et tropisme cellulaire

Aubin et al. se sont intéressés pour la premiére fois au comportement de souches de
C. acnes vis-a-vis de cultures ostéoblastiques et ostéoclastiques humaines in vitro, et
notamment aux phénomenes d'internalisation qui constituent un mécanisme de virulence
important dans les infections osseuses a staphylocoques dorés (invasion des ostéoblastes,
perturbation du remodelage osseux en faveur d'une résorption accrue). lls montrent que
comme les souches de S. aureus, celles de C. acnes peuvent étre internalisées par les
ostéoblastes et les ostéoclastes et persister dans les ostéoblastes plusieurs jours. lls
affirment que cette possibilité de persistance pourrait étre a 'origine du caractére indolent
et chronique des infections ostéo-articulaires sur matériel, et qu'elle permettrait également
d'échapper a l'action des antibiotiques et du systéme immunitaire.
Concernant les ostéoclastes, ils montrent que C. acnes est en mesure d'inhiber la résorption
ostéoclastique. Dans leur étude, ils relevent que les souches de C. acnes appartenant aux
CC36 (phylotype IB) sont significativement moins internalisées par les cellules osseuses que
les souches appartenant aux CC18 et CC28 (phylotypes IA) ; et que les souches appartenant
aux CC36 (phylotype IB) sont celles qui ont le pouvoir de diminution de la capacité de

198

résorption osseuse le plus important™. Cette capacité pourrait étre liée aux descellements

prothétiques, dits aseptiques mais potentiellement associés a des infections torpides a

. 1741
C. acnes non documentées " 98.

F. Phylotypes et biofilm

La capacité de C. acnes a former un biofilm est apparemment indépendante du
phylotype. En 2009, Holmberg et al. ont étudié 93 souches de C. acnes. 45 provenaient
d'infections invasives et 48 étaient des souches cutanées de patients sains. Les auteurs ont
montré que la majorité des souches invasives de C. acnes (c'est a dire isolées lors d'une
infection profonde) pouvaient produire du biofilm, et ce, quel que soit leur phylotype, alors

gue les souches isolées d'une peau saine produisaient peu de biofilm®*?’.
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G. Phylotypes et résistances aux antibiotiques

Outre leurs associations avec diverses pathologies, les phylotypes de C. acnes
semblent présenter des taux de résistance aux antibiotiques trés variables. Les ribotypes 4 et
5 du phylotype IA associés a I'acné présentent une mutation du géne 16S qui augmente la
résistance a la tétracycline’®. La plupart des patients souffrant d'acné avec ces souches
n'avaient jamais été traités par antibiotiques’®, mais une étude antérieure a révélé que la
majeure partie des souches résistantes a la tétracycline portait cette mutation®”’.

McDowell et al. ont constaté que les souches de phylotype IA (identifiées par le
complexe clonal MLST (CC3)), et un plus petit nombre de souches IA (CC1), représentaient
presque toutes les souches résistantes a la tétracycline, a I'érythromycine et a la
clindamycine. En outre, ils ont également constaté que toutes les souches de phylotype IC
testées étaient résistantes a au moins un de ces antibiotiques®. Lomholt et Kilian ont
également constaté des taux élevés de résistance dans le phylotype IA-2, ainsi que dans les

2% Dans ces deux études, des mutations

souches IA-1 et possiblement dans les souches IB-1
dans les génes 16S et 23S étaient corrélés a la résistance aux antibiotiques’.
La description récente de souches de C. acnes résistantes aux fluoroquinolones dans

'acné a révélé que le phylotype IA1 en constituait le groupe prédominant®**>*,
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Partie 2.

Phylotypage des souches de C. acnes provenant des
prélevements ostéo-articulaires du CHU de Toulouse

I.  OBIJECTIFS

Le pouvoir pathogene de Cutibacterium acnes est aujourd'hui reconnu et décrit, bien
que la pathogénese des infections qu'il engendre demeure encore mal comprise. Le
développement des techniques de typage propres aux souches de C. acnes a ouvert
d'importants nouveaux axes d'études afin de mieux comprendre les liens qui peuvent exister
entre bactérie et infection. Nous avons présenté ces différentes techniques, pour la plupart
moléculaires, ainsi que les connaissances qu'elles ont permises d'acquérir. Les mises aux
points successives ainsi que I'harmonisation des nomenclatures et de la taxonomie offrent
aujourd'hui une vision plus claire de la phylogénétique de cette bactérie dont le changement
de dénomination en est la conséquence directe. C'est naturellement que ces progrées ont
impliqué secondairement des études phylotypiques concernant la virulence, le pouvoir
pathogene, I'épidémiologie des diverses souches, et c'est principalement dans le cadre de
I'acné que les travaux sont les plus aboutis.

Le travail de phylotypage que nous avons réalisé s'inscrit dans cette dynamique
ciblant le domaine spécifique des infections ostéo-articulaires, pour lequel les publications et
a fortiori les connaissances sur le sujet, sont encore peu nombreuses comme nous l'avons
vu.

Les travaux de Dekio et al. et Nagy et al. ont mis en évidence la capacité du
spectrometre de masse MALDI-TOF a discriminer les phylotypes IA, IB-IC, Il et lll parmi des
souches de C. acnes. lls ont également montré que la corrélation avec le phylotypage

moléculaire utilisé par les équipes de recherches, était excellent®’®%

. Leurs publications ont
permis de rapprocher la notion de phylotype avec celle de routine hospitaliere en terme de
moyens car si les techniques moléculaires sont pour la plupart couteuses et longues a
exécuter, nécessitant un personnel qualifié spécifique, la spectrométrie de masse est
aujourd'hui une technique courante dans de nombreux laboratoires de bactériologie

médicale dont c'est la principale méthode d'identification des microorganismes.
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Forts de ces constats, nous avons entrepris de phylotyper rétrospectivement par
spectrométrie de masse MALDI-TOF les souches de C. acnes identifiées en culture au
laboratoire de bactériologie médicale au CHU de Toulouse, entre 2014 et 2017, provenant
de prélevements ostéo-articulaires des services d'orthopédie-traumatologie de I'hopital.
L'idée initiale du projet était de voir si, a terme, la mise en place du phylotypage des souches
de C. acnes en routine au laboratoire de bactériologie était quelque chose d'envisageable, de
possiblement réalisable et de potentiellement utile a la prise en charge clinico-biologique
générale du malade dans le contexte d'infection ostéo-articulaires (IOA) associées (IOAM) ou

non a du matériel.

Pour poursuivre cet objectif général nous avons décliné dans ce travail initial, trois

sous-objectifs successifs :

- A. Initialement nous souhaitions voir si le phylotypage par le spectrométre de masse
du laboratoire était réellement possible en pratique, c'est a dire si nous parvenions a obtenir
sans difficulté et avec précision les phylotypes pour les souches sélectionnées. Ainsi, nous
souhaitions établir I'épidémiologie et observer la distribution des phylotypes sur ces quatre

années.

- B. Secondairement, nous voulions voir si des associations significatives pertinentes
pouvaient étre mises en évidence entre les phylotypes obtenus et des paramétres
démographiques, clinico-bactériologiques ou anatomiques disponibles au laboratoire et

pouvant présenter un intérét pour la prise en charge médicale du patient.

- C. Enfin, dans la mesure ou les deux premieres étapes seraient franchies, il nous
paraissait important de consolider nos résultats par la recherche prospective d'une mono ou
polyphylotypie des différentes colonies de C. acnes obtenues sur gélose a partir des

prélévements ostéo-articulaires et profonds.
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Il.  MATERIELS ET METHODES

A. Extraction des données

La période d'étude rétrospective s'étend du ler janvier 2014 au 31 décembre 2017.
L'extraction initiale des données a été faite a partir du logiciel MOLIS appartenant au SIL
(systeme informatique de gestion du laboratoire) du laboratoire de biologie médicale du
CHU de Toulouse. L'étude inclut tous les dossiers MOLIS pour lesquels au moins un
prélevement ostéo-articulaire a retrouvé en culture du C. acnes et dont la date de
préléevement appartient a la période sus-citée. Les prélevements proviennent des services
d'orthopédie-traumatologie du CHU de Toulouse.

Il faut savoir qu'un dossier MOLIS au laboratoire concerne un patient donné et
contient tous les prélevements effectués par le chirurgien simultanément qui sont donc
dénommeés N°1, N°2 etc. suivis de la localisation anatomique (hanche, genou, épaule,
cheville etc.) et du type de prélevement (cotyle, vis, matériel, liquide articulaire, hématome,
synoviale etc.) tels qu'ils sont renseignés par le préleveur sur le bon de demande [Annexe 1].
Lorsque les prélevements sont nombreux, il arrive que plusieurs dossiers MOLIS soient créés
contenant chacun une partie des préléevements. A chaque fois que cela était le cas, les
données ont toutes été regroupées, analysées et comptabilisées ensembles, puisqu'elles
concernent le méme patient a la méme date de prélevement. C'était notamment le cas
lorsque une ponction de liquide articulaire préopératoire précédait les prélevements
peropératoires.

Pour chaque dossier inclus, les éléments suivants ont été répertoriés :

- Numéro MOLIS

- Nom, prénom et date de naissance du patient

- Age et sexe du patient

- Date de préléevement

- UA du service demandeur

- Dénominations des prélevements telles que renseignées par le prescripteur
- Nombre total de prélévements

- Nombre de prélevements positifs a C. acnes

- Délai de pousse apres mise en culture au laboratoire

- Pousse sur gélose primaire ou apres repiquage du bouillon thioglycolate
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- Milieu de pousse
- Autres germes associés mis en évidence en culture

- Antibiogramme

Certains de ces éléments, variables en fonction des prélevements du méme dossier
MOLIS, ont bien slr été relevés pour chaque prélevement. A partir des dénominations des
prélévements renseignées par le prescripteur, deux catégories sont créées :

- Localisation anatomique du préléevement (hanche, genou, épaule, jambe, main,
cheville, coude, bras ...)

- Types de préléevement. Nous avons choisi de les regrouper en quatre catégories
pertinentes a nos yeux :

e Liquide articulaire et synoviale

e Tissu osseux (incluant les produits d'alésage et foyers de pseudarthroses)

e Tissu mou (incluant les membranes d'interposition, hématomes, caillots,
collections, dermes et bourses)

e Matériel (incluant les sérosités contact matériel)

B. Rappel de la prise en charge des prélevements au laboratoire

Au laboratoire, deux procédures spécifiques précisent les modalités
d'ensemencement et de lecture des cultures des prélévements réalisés aux blocs opératoires
des services d'Orthopédie et Traumatologie.

Les prélevements doivent étre effectués dans des flacons ou tubes stériles prévus a
cet effet. En raison de la contamination possible des échantillons par les bactéries de la flore
cutanée, les ensemencements sont effectués sous un PSM spécifique uniqguement dédié a ce
type d'échantillons. Un broyage pour les biopsies et une sonication pour le matériel explanté
sont nécessaires avant I'ensemencement.

Les prélévements sont ensemencés a la fois sur géloses (1 gélose au sang COS, 1
gélose PVX, 2 géloses BRU) et en bouillon thioglycolate (THI). Les liquides articulaires
bénéficient également systématiquement d'un examen direct microscopique aprés

coloration de Gram. Les prélevements seront congelés a -80°C pour conservation.
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Les géloses COS et PVX sont incubées en étuve sous CO2 a 35+/-2°C. Le bouillon THI
est incubé en étuve a 35+/-2°C. Les géloses BRU sont incubées en anaérobiose en sachets.

Les différentes étapes techniques de lecture, réincubation, rendu des résultats sont
détaillées en [Annexe 2]. La culture totale dure 15 jours, avec des contréles intermédiaires
pour vérifier la positivité des cultures ou non entre temps. La lecture définitive peut étre
faite a 21 jours a la demande du biologiste pour recherche de C. acnes.

L'identification des bactéries est réalisée en spectrométrie de masse MALDI-TOF et
les antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé. Concernant les bactéries anaérobies en
général et C. acnes en particulier, l'identification est faite sur tous les prélevements et
I'antibiogramme sur un seul. Des CMI complémentaires peuvent étre ajoutées apres
concertation clinico-biologique.

Les souches sont conservées au minimun 3 ans au laboratoire par congélation en
glycérol a -80°C. Concernant C. acnes, si la bactérie a été mise en évidence sur plusieurs
prélévements, une seule souche est généralement congelée et conservée correspondant au
dossier MOLIS qui comprend tous les prélevements. Parfois plusieurs souches peuvent avoir
été conservées, notamment lorsque, comme expliqué ci-avant, les prélévements se

distribuent sur 2 dossiers MOLIS.

C. Extraction des souches pour I'étude

Initialement, les critéres de sélection évoqués ci-avant permettaient d'inclure au total
369 dossiers Molis réunis, qui représentaient 630 prélevements pour lesquels C. acnes a été
mis en évidence en culture. Malheureusement, 32 souches ont di étre exclues car le
souchage a été omis ou bien parce que la souche est restée introuvable malgré nos efforts.
Finalement nous avons pu récupérer et traiter 353 souches. Parmi celles-ci, 9 souches
supplémentaires ont été exclues car nous ne sommes pas parvenus a mettre a nouveau en
évidence C. acnes en culture. Une erreur de sélection de colonie au moment du souchage
initial et/ou un dépérissement de la souche de C. acnes peuvent expliquer I'absence de mise
en évidence de C. acnes ainsi que l'identification d'espéces bactériennes présentes sur le

préléevements initiaux a la place. Les répartitions par année sont présentées en [Tableau XI].
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Tableau XI : Résumé des effectifs de I'étude rétrospective de phylotypage de C. acnes.

2014 2015 2016 2017 Total

Nombre de dossiers MOLIS réunis

Nombre de C. acnes positifs en culture

Absence de souchage ou souches introuvables au -80°C

Nombre de souches récupérées et traitées
Nombre de souches donnant C.acnes bien identifiées

Nombre de dossiers ayant eu plusieurs souchages

D. Réensemencements et nouvelles cultures

Les 353 souches récupérées congelées dans la souchotheque a -80°C ont été
réensemencées sur gélose au sang COS apres une étape de décongélation a température
ambiante sur la paillasse. La technique d'ensemencement par épuisement en 3 cadrans a été
utilisée afin d'obtenir des colonies isolées et individualisées au maximum. Les géloses sont
incubées en jarres en anaérobiose a 35+/-2°C pendant 48 a 72 heures. Les cultures avec
absence ou faible pousse ont été ré-incubées pendant 24h dans les mémes conditions. Les
cultures positives sont, elles, identifiées. Lorsque plusieurs types de colonies étaient
présents suggérant plusieurs espéces bactériennes, chacune a fait I'objet d'un ré-isolement
afin d'obtenir des cultures pures.

Les colonies de C. acnes obtenues a partir des souches sont resouchées a part de la

souchothéque du laboratoire et sont donc disponibles pour des études ultérieures.

E. Identification des C. acnes par spectrométrie de masse

L'identification des souches de C. acnes a été effectuée comme pour les colonies
meres, par le spectrometre de masse MALDI-TOF de marque Bruker Daltonics du laboratoire
de bactériologie du CHU associé au logiciel MTB Compass IVD (Bruker) et sa base de donnée,
selon les procédures et réactifs employés en routine au laboratoire. La matrice classique a

été utilisée. Aucune identification n'a nécessité I'usage d'acide formique [Figure 32].
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Figure 32 : Spectrométre de masse du CHU du laboratoire de bactériologie du CHU.

En ce qui concerne les régles d'interprétation, nous nous sommes astreints a
n'accepter comme valables que les identifications dont le score était strictement supérieur a
1,699 soit une signalétique verte ou jaune indiquant clairement lidentification
Propionibacterium acnes. Toutes les identifications a score inférieur, matérialisées par une
signalétique rouge et la mention "aucune identification possible" étaient rejetées. Tous ces
spots "échecs" ont été redéposés et apres une deuxiéme voire une troisieme tentative nous
avons obtenu un score suffisant nous permettant d'accepter l'identification de toutes nos
souches. Nous avons vu que 9 souches avaient été exclues pour absence d'identification de
C. acnes. Il s'agissaient de 5 souches en 2014 et 4 en 2015 pour lesquelles malgré nos efforts,
nous ne mettions en évidence que les bactéries suivantes : Corynebacterium spp.,
Propionibacterium avidum, Propionibacterium avidum, Peptinophilus spp., Staphylococcus
aureus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus aureus, Staphylococcus lugdunensis et
Streptococcus oralis.

Tous les rapports d'identification et plans de plagues sont sauvegardés. Les spectres

d'identification de nos souches ont été copiés depuis la base spectrométre de masse en vue
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du phylotypage. Au total nous avons donc réussi a ré-identifier parfaitement 344 souches et

a obtenir les spectres correspondants.

F. Phylotypage des souches de C. acnes

Le phylotypage par spectrométrie de masse est basé sur les travaux de 2013 de Nagy
et al., déja décrits en partie 1. Nous avons réalisé le phénotypage de nos 344 souches ostéo-
articulaires grace au logiciel développé par Bruker (MALDI Biotyper typing software) qui ré-
analyse les spectres de masse d'identification d'espece obtenus pour chaque spot en
focalisant sur les zones discriminantes entre les phylotypes, décrites dans la publication de
Nagy et al., 3 savoir l'intervalle 6900-7300 Da’. L'identification d'un phylotype nécessite 2
pics spécifiques. Le logiciel permet d'identifier les phylotypes IA, IB-IC, II, lll et le variant Ill-1
[Figure 33]. Il avait déja été utilisé a Toulouse dans les travaux de Pécastaings et al. publiés

en 2018 sur le phylotypage de souches cutanées™.

Figure 33 : Logiciel Bruker de sous-typage de C. acnes.

G. Recherche prospective d'une mono ou polyphylotypie

Les souches ostéo-articulaires phylotypées dans notre étude proviennent de cultures
initiales qui n'ont pas été conservées puisque seules les colonies souchées sont congelées.
Ainsi les souches conservées et donc phylotypées correspondent a un seule colonie d'une
culture provenant d'un seul prélévement positif (généralement) a C. acnes par dossier. Nous

n'avions donc aucune possibilité de savoir si le phylotype identifié était le seul présent sur
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I'ensemble des prélevements voire méme sur I'ensemble des colonies d'une méme culture.
Afin d'éclaircir ce point, nous avons sélectionné 10 prélévements ostéo-articulaires, osseux,
ou de tissus profonds, ainsi que leurs cultures respectives provenant de 5 dossiers différents
pour lesquels nous avions mis en évidence C. acnes et avons procédé au phylotypage d'un

nombre maximum de colonies de C. acnes par culture et par dossier.

Les dossiers sélectionnés sont présentées ci-dessous :

- Patient ME (Numéro MOLIS : 8204-0056) : 1/1 préléevement positif a C. acnes

=> Prélevement ZMPT1 :
- Plaie traumatique maxillo-faciale / parotide

- 12 colonies prélevées dont 9 C. acnes bien identifiés

- Patient BE (Numéros MOLIS : 8206-1798 / 8206-1797 / 8206-1800) : 7/10 prélévements
positifs a C. acnes dans un contexte de retrait de plaque et vis car infection avérée, fracture

instable, et patient présentant des décharges fébriles.

=> Prélevement MLAR1 :
- Liquide articulaire genou droit
- Culture positive et 2 flacons positifs

- 7 colonies prélevées dont 7 C. acnes bien identifiés
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=> Prélevement ZTUM3 :
- Cuisse droite, collection contact matériel

- 11 colonies prélevées dont 11 C. acnes bien identifiés

=> Prélevement ZTUM1 :
- Cuisse droite collection contact matériel

- 7 colonies prélevées dont 7 C. acnes bien identifiés

=> Prélevement ZTAU1 :
- Cuisse gauche collection
- 2 flacons positifs

- 23 colonies prélevées dont 23 C. acnes bien identifiés
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- Patient HN (Numéro MOLIS : 8207-2169) : 5/8 prélévements positifs a C. acnes dans un
contexte neurochirurgical (3 prélevements de pus + les 2 volets craniens et pieces

opératoires positives).

=> Prélevement MPAU3 :
- Pus sous-dural gauche entre membrane interne et externe

- 2 colonies prélevées dont 2 C. acnes bien identifiés

=> Prélevement MPAU?2 :
- Pus sous dural gauche entre membrane interne et cortex

- 2 colonies prélevées dont 2 C. acnes bien identifiés

=> Prélévement MPAU1 :
- Pus épidural gauche

- 6 colonies prélevées dont 6 C. acnes bien identifiés
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- Patient JJ (Numéro MOLIS : 8222-2350) : 1/5 prélévement positif a C. acnes dans un

contexte d'arthrite septique aiglie de hanche avec anatomopathologie en faveur.

=> Prélevement ZTHH?2 :
- Cotyle hanche droite

- 4 colonies prélevées dont 3 C. acnes bien identifiés

- Patient MH (Numéro MOLIS : 8228-2128) : 2/2 prélévements positifs a C. acnes dans un

contexte chirurgical ORL (prélévement prévertébral C1 gauche et pus crane)
=> Prélévement MPAU2 :

- Pus crane

- 13 colonies prélevées dont 13 C. acnes bien identifiés

H. Analyse statistique

Nous avons réalisé a plusieurs reprises différents tests de Khi? d’'indépendance
(comparaisons de distributions) et des tests de Student (comparaisons de moyennes) afin de
savoir si les différences suggérées "visuellement" par les graphiques ou les données étaient
statistiqguement significatives. Les tests sont réalisés a I'aide de I'outil en ligne « BiostaTGV »
(https://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/). Le degré de significativité retenu est 95%
(p<0.05). Le phylotype Il retrouvé une seule fois dans toute |'étude est exclu des tests qui
nécessitent des effectifs supérieurs a 5 pour leur validité. Lorsque les autres phylotypes, tels
qgue les phylotypes mixtes ou U, sont en effectifs attendus trop faibles pour la validité des

test, ils ont également été exclus ou regroupés.
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Ill.  RESULTATS

Nous détaillons les résultats en 3 parties correspondant aux 3 objectifs fixés. D'abord
nous présentons I'épidémiologie et la distribution des phylotypes obtenus. Ensuite, nous
verrons si des associations pertinentes peuvent étre mises en évidence entre les phylotypes
et les parametres que nous avons choisis de relever. Enfin, nous évoquerons la question de

la mono ou poly-phylotypie des prélevements et cultures de C. acnes.

A. Données démographiques et distribution des phylotypes de C. acnes

1. Données démographiques

1.1. Données générales

Les 344 souches analysées appartenaient a 331 dossiers Molis (320 avec 1 seule
souche, 9 avec 2 souches et 2 avec 3 souches), correspondant a 303 patients différents. 23
patients ont présenté plusieurs prélevements a des dates différentes sur la période d'étude :
20 patients ont eu 2 chirurgies, 2 en ont eu 3 et 1 patient a bénéficié de 4 chirurgies sur la
période.

Concernant les ages des patients, tous sont représentés, de 15 a 92 ans avec une
médiane a 58 ans. 102 dossiers concernaient des femmes (30,8%) et 229 concernaient des

hommes (69,2%). Le sexe ratio (H/F) est de 2,25.

1.2. Nombre de prélévements

Le nombre de prélevements total pour chaque patient s'étend de 1 a 18 avec une
moyenne a 4,63 prélévements et une médiane a 4.

Sur 331 dossiers, 211 (63,8%) présentaient une seule culture positive a C. acnes, 58
(17,5%) en comportaient 2 et pour 62 dossiers (18,7%), le laboratoire avait mis en évidence
C. acnes sur un moins 3 préléevements, ce qui est en faveur, d'apres les recommandations,

d'une infection vraie a C. acnes [Figure 34].
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B 1 seul prélevement positif

M 2 prélevements positifs

3 prélevements positifs et plus

Figure 34 : Répartition des dossiers en fonction du nombre de prélévements positifs a C.
acnes.

1.3. Délai de positivité

Le délai de positivité le plus court pour les cultures était de 3 jours, contre 29 jours
pour le plus long (prolongation du la culture). Le délai moyen de positivité des cultures des
dossiers avec au moins 3 prélévements positifs était de 8 jours avec une médiane a 7 jours.
Celui pour les dossiers avec 1 ou 2 prélévements positifs était de 12 jours avec une médiane
a 11 jours. Ceci est en accord avec le fait que les infections vraies ostéo-articulaires a C.
acnes présentent souvent un délai de positivité des cultures plus court au laboratoire par

rapport 3 celles assimilées a de la colonisation/contamination®**.

1.4. Germes associés

151 dossiers sur 331 (45,6%) présentaient une culture polymicrobienne avec un ou
plusieurs germes associés a C. acnes. Parmi les dossiers a au moins 3 prélevements positifs
(N =62) a C. acnes, seuls 37,1% (N = 23) sont polymicrobiens contre 47,6% (N = 128) pour
ceux qui ont moins de 3 prélévements positifs (N = 269). La différence entre les 2 groupes
n'est pas significative (P =0,17).

Les germes associés sont nombreux et divers :

- Staphylocoques : S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. hominis, S.
caprae, S. lugdunensis, S. pasteuri, S. saccharolyticus, S. pseudointermedius ;

- Streptocoques : S. agalactiae, S. pyogenes, S. sanguinis, S. oralis ;
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- Entérocoques : E. faecalis, E. faecium ;

- Bacilles non fermentants : A. baumanii, P. aeruginosa ;

- Entérobactéries : E. coli, K. pneumoniae, S. marcescens, E. cloacae, P. mirabilis ;

- Anaérobies : B. fragilis, C. pseudodiphtericum, C. tuberculostearicum, C. jeikeium, C.
avidum, C. granulosum, P. timonensis, Actinomyces spp., Brevibacterium spp.,
Corynebacterium spp. ;

- Autres : M. osloensis, Bacillus spp., B. cereus, C. parapsilosis.

1.5. Résistances aux antibiotiques

L'antibiogramme classique au laboratoire teste in vitro la sensibilité aux antibiotiques
suivants : amoxicilline, rifampicine, céfotaxime, ofloxacine, clindamycine a partir de 2016
(anciennement érythromycine et lincomycine) et métronidazole afin de confirmer
I'identification de C. acnes par sa résistance naturelle. D'autres antibiotiques peuvent bien
sQr étre testés en fonction des nécessités cliniques.

Parmi les dossiers inclus dans notre étude, aucune résistance aux antibiotiques
suivants n'a été retrouvée : amoxicilline, augmentin, tazocilline, céfotaxime, ceftriaxone,
imipenem, rifampicine, vancomycine, teicoplanine, linézolide, minocycline.

En revanche, 6 souches se sont avérées résistantes a I'ofloxacine et 18 de sensibilité
intermédiaire. Pour l'une de ces dernieres, la ciprofloxacine a été testée et s'est révélée
résistante. Sur la période 2014-2016, 10 souches étaient résistantes a |'érythromycine et
parmi celles-ci, 3 |'étaient également a la lincomycine et 3 autres étaient de sensibilité
intermédiaire a la lincomycine. Sur la période 2014-2016, 9 souches se sont révélées

résistantes a la clindamycine.

1.6. Localisation anatomique

La [Figure 35] ci-dessous présente la répartition des dossiers en fonction de la
localisation anatomique. 48 (15%) concernaient le membre supérieur hors épaule (bras,
avant-bras, main, doigt, coude, poignet). 86 (26%) concernaient le membre inférieur hors
genou (jambe, cuisse, cheville, pied, orteil). Nous avions 33 (10%) dossiers d'épaule, 95
(29%) dossiers de hanche et 61 (18%) dossiers de genou. 8 (2%) concernaient de rares

localisations ou étaient de localisation non renseignée.
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B Membre supérieur
B Membre inférieur
M Epaule

H Hanche

m Genou

M Autres

Figure 35 : Répartition des dossiers en fonction de la localisation anatomique.

1.7. Type de prélevements

La répartition des dossiers en fonction des 4 types de prélevements est présentée en
[Figure 36]. Les 344 souches de I'étude provenaient de 64 prélévements de liquide articulaire
er/ou synoviale (19%), 47 prélevements de matériels (14%), 107 prélévements osseux (31%),

122 prélévements de tissus mous (35%). 4 préléevements étaient sans renseignements (1%).

1%

M Liquide
articulaire/synoviale

B Matériel

mOs

M Tissus mous

M Inconnu

Figure 36 : Répartition des souches en fonction du type de préléevement.
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2. Obtention des phylotypes

2.1. Phylotypes mis en évidence

Le phylotypage par spectrométrie de masse MALDI-TOF des 344 souches a permis

d'obtenir différents profils simples et plusieurs profils associés.

Nous avons mis en évidence les phylotypes IA, IB-IC, Il, lll dont des illustrations sont

présentées ci-dessous en [Figure 37]:

Figure 37 : Spectres de phylotypes IA, IB-IC, Il et Il obtenus.

IB-IC
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Figure 37 (Suite) : Spectres de phylotypes IA, IB-IC, Il et Il obtenus.
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Un spectre a été obtenu de fagon récurrente mais ne correspondait pas aux
phylotypes connus. Le premier pic semble correspondre a celui des phylotypes Il mais le
second correspond a celui des phylotypes IB-IC et IA. Nous |'avons appelé phylotype X. Son

spectre est présenté en [Figure 38] :

Figure 38 : Spectre du phylotype inconnu récurrent nommeé X.

Plusieurs profils simples différents et non récurrents ont été retrouvés dans un petit
nombre de cas. Bien qu'ils possédent des pics dans les zones de discrimination, ceux-ci ne
correspondent pas a ceux décrits. Nous les avons regroupés sous la dénomination de
phylotype U (unknow). Les pics spécifiques semblent décalés par rapport aux références

spécifiqgue. Un exemple est présenté en [Figure 39] :

Figure 39 : Exemple de spectre de phylotype non identifié regroupé sous la dénomination U.

117



Enfin dans un certains nombre de cas, nous avons clairement identifié sur le spectre

une association de 2 profils connus. Au total nous avons mis en évidence les 7 profils

associés suivants : IA/IB-IC, IA/Il [Figure 40], IA/X, IA/U, IB-IC/II, IB-IC/X, 1I/X.

Figure 40 : Exemple de profil associé IA/Il obtenu lors du phylotypage.

Mixte
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2.2. Distribution des phylotypes [Tableau XlI] [Figure 41][Figure 42]

Tableau XII : Distribution des phylotypes par année.

2014 2015 2016 2017

Phylotype IB-IC 28 38 35 21 122
Phylotype Il 8 9 12 9 38
Phylotype IA 21 29 42 34 126
Phylotype Il 0 0 0 1 1
Phylotype X 12 5 10 5 32
Phylotype U 2 3 2 5 12
Double phylotype IA/IB-IC 1 2 2 0 5
Double phylotype IA/II 1 1 0 0 2
Double phylotype IA/X 1 0 0 0 1
Double phylotype IA/U 0 0 1 0 1
Double phylotype IB-IC/II 1 0 1 0 2
Double phylotype IB-IC/X 0 0 0 1 1
Double phylotype II/X 0 1 0 0 1
75 88 105 76 344
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H Phylotype IBIC
B Phylotype Il

u Phylotype IA
B Phylotype lll

B Phylotype X

m Phylotype U

1 Phylotype mixte

Figure 41 : Distribution des phylotypes sur la période 2014-2017.
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Figure 42 : Distribution des phylotypes par année.
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Sur la période totale de I'étude, nous avons mis en évidence 2 phylotypes
majoritaires que sont le phylotype IB-IC (35,5%) et IA (36,6%). Le phylotype Il représentait
11% de I'effectif et le phylotype inconnu X, 9,3%. Le phylotype Ill n'a été rencontré qu'une
seule fois durant cette étude, en 2017. Les phylotypes U que nous n'avons pas réussi a
identifier représentent 3,5% de I'effectif. Enfin, 13 spectres ont montré une association de 2
phylotypes soit 3,8% de I'effectif total.

La répartition en nombre des phylotypes n'est pas significativement différente
(P =0,40) sur les 4 années qui composent |'étude, en accord avec le fait que le nombre de
cultures positives a C. acnes n'a pas augmenté au cours du temps mais est resté relativement
stable chaque année. Aucun phylotype n'a été retrouvé dans des proportions différentes
d'une année sur I'autre méme si nous pouvons tout de méme relever que le phylotype IB-IC,
majoritaire en nombre 2014 et 2015, ne I'est plus en 2016 et 2017, devancé par le phylotype
IA.

B. Recherche d'associations pertinentes entre les phylotypes de C. acnes et les

parameétres démographigues et clinigues des patients

1. Phylotype et Age

La [Figure 43] présente le nombre de souches de chaque phylotype par période
d'age. Les phylotypes sont chacun représentés dans des proportions similaires dans les 4
groupes d'ages. On constate néanmoins que si le nombre de phylotypes IB-IC retrouvé est
stable pour les 4 groupes d'ages, il semble y avoir un plus grand nombre de phylotypes IA et
de phylotypes X pour la tranche d'age 56-75 ans par rapport aux autres tranches d'ages. La
différence de répartition n'est cependant pas significative au risque de 5% pour les 2
phylotypes (P = 0,20 et P = 0,27 respectivement). En outre, tous les phylotypes ont été
retrouvés dans chaque groupe d'age (hormis le phylotype Il identifié une seule fois dans

I'étude).
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60
50
Phylotype IBIC
40 Phylotype Il
Phylotype IA
30
Phylotype IlI
Phylotype X
20 -
Phylotype U
Phylotype mixte
10 ~
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15-35 ans 36-55 ans 56-75 ans 76-92 ans

Figure 43 : Nombre de chaque phylotype obtenu en fonction de I'dge des patients.

2. Phylotype et sexe

La [Figure 44] présente le nombre de souches de chaque phylotype en fonction du
sexe. Nous ne mettons pas en évidence de différences significatives dans la distribution des
phylotypes en fonction du sexe (P = 0,20) . Comme pour la distribution en fonction de I'age,
on constate que tous les phylotypes sont représentés chez les 2 sexes (hormis le phylotype

Il identifié une seule fois dans I'étude).

100
90
80 -
Phylotype IBIC
70 -
Phylotype Il
60
Phylotype IA
50
Phylotype llI
40 Phylotype X
30 Phylotype U

20

Phylotype mixte
10

0

Hommes Femmes

Figure 44 : Nombre de chaque phylotype obtenu en fonction du sexe.
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3. Phylotype et délai de positivité des cultures

Les données concernant le délai de positivité des cultures des souches en fonction du
phylotype obtenu sont présentées en [Tableau XllII]. Les phylotypes IB-IC, Il et IA présentent
des délais de positivité similaires. En revanche, on observe que les phylotypes X et mixtes
semblent avoir des délais de positivité des cultures plus importants avec des moyennes et
médianes supérieures a celles des autres phylotypes. En outre, aucun phylotype mixte n'a
poussé en culture en moins de 7 jours, contrairement aux autres. Ces données laissent
supposer que le phylotype X ainsi que les phylotypes mixtes pourraient étre
préférentiellement des colonisants des prélevements ostéo-articulaires. La comparaison par
des tests de Student des moyennes donnent les résultats suivants :

- phylotype IA versus phylotype mixte : P = 0,079 (hypothése unilatérale)

- phylotype IB-IC versus phylotype mixte : P = 0,033 (hypothése unilatérale)

- phylotype IB-IC versus phylotype X : P = 0,43 (hypothése unilatérale)

- phylotype IA versus phylotype X : P = 0,71 (hypothese unilatérale)

- groupe de phylotypes IB-IC, Il et IA versus groupe phylotypes X et mixte : P =0,013
(hypothése unilatérale)

La différence observée est statistiguement significative lorsqu'on compare les
phylotypes regroupés. Le groupe des phylotype X et mixte présente des délais de positivité
des cultures plus longs que celui des phylotypes IB-IC, Il et IA. Ce résultat vient étayer
I'hypothése envisagée selon laquelle les phylotypes X et mixtes seraient des contaminants

des prélevements et non responsables d'infections vraies.

Tableau Xlll : Moyennes, médianes, valeurs minimales et maximales des délais de positivité
des cultures obtenus pour chaque phylotype.

10,5 10 3 23
10,6 10 5 25
11,1 10,5 3 22
12,2 12 4 20
9,8 9,5 5 15
12,8 11 7 29
10,8 10 3 25
12,4 12 4 29
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4. Phylotype et germes associés

Le nombre est le pourcentage de souches de C. acnes mis en évidence avec d'autres
germes associés sur le méme prélevement sont présentés en [Tableau XIV] pour chaque
phylotype. Nous avons observé un polymicrobisme sur les prélevements des souches
incluses dans 8,3% des phylotypes U, jusqu' a un maximum de 24,6%, observé pour le
phylotype IB-IC. On remarque que la proportion de polymicrobisme entre les phylotypes
majoritaires IB-IC et IA, est tout a fait semblable. En outre, les proportions observées pour
I'ensemble des phylotypes ne sont pas significativement différentes au risque de 5%

(P = 0,60).

Tableau XIV : Nombre et pourcentage de souches mises en évidence avec des germes
associés, en fonction du phylotype observé.

Nombre de souches avec germes Proportion (%)
associés

Phylotype IB-IC 30 24,6

Phylotype Il 6 15,8
Phylotype IA 28 22,2

Phylotype X 5 15,6
Phylotype U 1 8,3
Phylotype mixte 2 15,4

5. Phylotype et résistances aux antibiotiques

La répartition des souches résistantes et de sensibilité intermédiaire aux
antibiotiques en fonction des phylotypes et des types de résistance est présentée en
[Figure 45]. Aucune de ces souches n'appartenait aux phylotypes U et III.

Les souches résistantes ou de sensibilité intermédiaire a |'ofloxacine concernaient les
5 autres groupes phylotypiques de fagon homogene. Le phylotype IB-IC est celui le plus
représenté parmi les souches de sensibilité intermédiaire a I'ofloxacine. La seule souche
résistante a la ciprofloxacine était de phylotype IB-IC.

Concernant les résistances aux macrolides et apparentés, on remarque qu'aucune ne
concerne les phylotypes Il et X. L'élément majeur observable est la large prédominance du
phylotype IA parmi les souches résistantes a I|'érythromycine et la clindamycine. La

différence observée est statistiquement significative (P = 0,003).
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Figure 45 : Répartition des souches de sensibilité diminuée en fonction des phylotypes et des
types de résistance.

6. Phylotype et nombre de prélévements positifs

La distinction des dossiers en fonction du nombre de prélevements positifs a C. acnes
présente un intérét particulier puisque un nombre de prélevements positifs supérieur ou
égal a 3 est trés en faveur d'une infection a C. acnes, a contrario d'un seul prélévement
positif, lorsque le nombre de prélevements réalisés est suffisant. Les répartitions des
phylotypes en fonction du nombre de prélevements positifs a C. acnes sont présentées en
[Figure 46].

La répartition entre 1 seul et 2 prélévements positifs est trés sensiblement la méme,
rappelant la distribution générale. En revanche on observe qu' a partir de 3 prélevements
positifs, la proportion des phylotypes X, U et mixte est sensiblement plus faible. En effet,
95% des souches sont de phylotypes IB-IC, Il ou IA contre environ 80% dans les cas ou moins
de 3 prélevements sont positifs. Cette différence est statistiquement significative
(P = 0,0032). Ces résultats n'impliquent pas une pathogénicité des phylotypes IB-IC, IA, Il
mais semblent évoquer une non pathogénicité et un réle colonisant des phylotypes X,U et
mixte. Nous avions déja soulevé cette hypothése concernant les phylotypes X et mixte dans

le paragraphe 3. Phylotype et délai de positivité des cultures.
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1 seul prélevement positif (N = 211)

4%

M Phylotype IBIC
H Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype lll
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

2 prélevements positifs (N = 56)

2%

H Phylotype IBIC
B Phylotype Il

u Phylotype IA
H Phylotype llI

B Phylotype X

H Phylotype U

1 Phylotype mixte

Au moins 3 prélevements positifs (N = 61)

1% 2% 2%

H Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype IlI
B Phylotype X

H Phylotype U

1 Phylotype mixte

Figure 46 : Répartitions des phylotypes en fonction du nombre de prélevements positifs a

C. acnes.
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La mise en évidence de ces phylotypes en culture en routine sur des prélevements
ostéo-articulaires pour lesquels la pathogénicité de C. acnes n'est pas certaine pourrait étre
un argument supplémentaire dans la discussion clinico-biologique permettant d'orienter la
prise en charge. La constitution de 2 groupes phylotypiques, le groupe Y contenant les
phylotypes IB-IC, II, IA et Ill et le groupe Z contenant les phylotypes X, U, et mixtes, nous
permet d'effectuer une régression linéaire et d'établir une valeur prédictive négative

intéressante [Tableau XV].

Tableau XV : Répartition des phylotypes en deux groupes Y (IB-IC, Il, IA, 1ll) et Z (X, U, mixte).

59 2
217 54

Soient le nombre de prélévements positifs au moins égal a 3 représentant la variable
a expliquer et le groupe Z représentant la variable explicative. Nous avons procédé a une
régression linéaire simple dont le but est d'évaluer si la variable explicative phylotype groupe
Z influence le nombre de prélévements positifs de maniere significative. Le résultat mis en
évidence est une infériorité statistiquement significative de la variable "au moins 3

prélevements positifs" lorsque la variable Z est présente (P = 0,0125).

L'établissement des valeurs prédictives a partir du [Tableau XV] donne les résultats

suivants :

VPN = 54/(54+2) = 0,964
VPP = 59/(59+217) = 0,214

La valeur prédictive négative correspond ici a la probabilité de ne pas avoir des préléevements
significatifs (au moins 3 prélevements positifs) a C. acnes, lorsque le phylotype mis en
évidence appartient au groupe Z et donc correspond au phylotype X,U ou mixte. Cette
probabilité est ici de 96,4%. Elle est supérieure a 95% et donc présente un intérét

d'application.

127



On pourrait alors interpréter la mise en évidence des phylotypes X, U ou mixte lors de
I'identification au laboratoire comme en faveur d'une contamination et non d'une infection
vraie a C. acnes.

La valeur prédictive positive du groupe Y est médiocre et ne présente en revanche
aucun intérét pratique. Elle correspond a la probabilité d'avoir des prélevements significatifs

lorsque le phylotype mis en évidence est IB-IC, II, IA ou Ill.

7. Phylotype et localisation anatomique

7.1. Hanche

La répartition des phylotypes obtenus sur prélevements de hanche est présentée en
[Figure 47] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de prélévements
présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé aux
prélevements de hanche. Parmi les prélevements significatifs, le phylotype IB-IC est

cependant majoritaire.

Ensemble des prélévements de hanche (N = 95)

3%

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

B Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte
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Moins de 3 préléevements de hanche positifs (N = 83)

B Phylotype IBIC
H Phylotype I

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 prélévements de hanche positifs (N = 12)

B Phylotype IBIC
B Phylotype I

u Phylotype IA
H Phylotype llI
B Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 47 : Répartition des phylotypes des prélévements de hanche.
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7.2. Genou

La répartition des phylotypes obtenus sur préléevements de genou est présentée en
[Figure 48] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de prélevements
présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé aux
prélevements de genou. Parmi les prélevements significatifs, le phylotype IA est

prépondérant.

Ensemble des préléevements de genou (N = 61)

1%_ 2%

B Phylotype IBIC
H Phylotype Il

m Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

1 Phylotype mixte
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Moins de 3 préléevements de genou positifs (N = 52)

2% 2%

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 prélévements de genou positifs (N = 9)

M Phylotype IBIC
H Phylotype Il

m Phylotype IA
H Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 48 : Répartition des phylotypes des préléevements de genou.
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7.3. Epaule

La répartition des phylotypes obtenus sur prélevements d'épaule est présentée en
[Figure 49] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de prélevements
présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé aux
prélevements d'épaule, cependant les phylotypes sont plus variés que pour le genou ou la
hanche. Parmi les préléevements significatifs, on constate une plus grande présence du

phylotype Il par rapport a la hanche et au genou.

Ensemble des préléevements d'épaule (N = 33)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte
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Moins de 3 prélevements d'épaule positifs (N = 18)

M Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
H Phylotype I
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 préléevements d'épaule positifs (N = 15)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

u Phylotype IA
H Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 49 : Répartition des phylotypes des prélévements d'épaule.
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7.4. Membre inférieur

La répartition des phylotypes obtenus sur préléevements du membre inférieur est
présentée en [Figure 50] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de
prélévements présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé
aux prélevements du membre inférieur. Les prélévements significatifs sont tous de

phylotype IA et IB-IC.

Ensemble des prélévements du membre inférieur
(N = 84)

M Phylotype IBIC
H Phylotype Il

H Phylotype IA
H Phylotype Il
H Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte
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Moins de 3 prélévements du membre inférieur
positifs (N = 69)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 préléevements du membre inférieur positifs
(N = 15)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 50 : Répartition des phylotypes des préléevements du membre inférieur.
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7.5. Membre supérieur

La répartition des phylotypes obtenus sur prélévements du membre supérieur est
présentée en [Figure 51] pour I'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de
prélévements présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé
aux prélevements du membre supérieur. Aucun phylotype mixte ne concernait le membre
supérieur. Parmi les prélévement significatifs, on trouve des phylotypes Il et U
contrairement au membre inférieur, rappelant les observations faites pour les prélevements

d'épaule.

Ensemble des prélevements du membre supérieur
(N =47)

M Phylotype IBIC
M Phylotype Il

m Phylotype IA
M Phylotype llI
M Phylotype X

m Phylotype U

1 Phylotype mixte
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Moins de 3 prélévements du membre supérieur
positifs (N = 38)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

m Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 prélevements du membre supérieur
positifs (N = 9)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype Il
B Phylotype X

H Phylotype U

I Phylotype mixte

Figure 51 : Répartition des phylotypes des préléevements du membre supérieur.
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Le [Tableau XVI] résume les principaux phylotypes obtenus en fonction de la
localisation anatomique. On releve que I'épaule présente une proportion plus grande de
phylotypes Il, que les prélevements soient significatifs ou non. Le phylotype IB-IC est seul
prépondérant pour les prélevements de hanche significatifs. Le phylotype IA est seul

prépondérant pour les préléevements de genou et du membre supérieur significatifs.

Tableau XVI : Résumé des principaux phylotypes obtenus en fonction de la localisation
anatomique.

Préléevements totaux Préléevements significatifs
Nombre Phylotypes prédominants Nombre Phylotypes prédominants
Hanche 95 IB-IC, IA 12 IB-IC
Genou 61 IB-IC, IA 9 1A
Epaule 33 IB-IC, IA, 1l 15 IB-IC, IA, 1
Membre inférieur 84 IB-IC, IA 15 IB-IC, IA
Membre supérieur 47 IB-IC, IA 9 1A
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8. Phylotype et type de prélévement

8.1. Matériel

La répartition des phylotypes obtenus sur prélevements de matériel est présentée en
[Figure 52] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de préléevements
présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé aux

prélévements de matériel.

Ensemble des prélevements de matériel (N = 47)

2%

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

m Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte
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Moins de 3 prélevements de matériel positifs
(N = 31)

M Phylotype IBIC
H Phylotype Il

m Phylotype IA
M Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

1 Phylotype mixte

Au moins 3 préléevements de matériel positifs
(N = 16)

M Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype Il
B Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 52 : Répartition des phylotypes des prélévements de matériel.
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8.2. Liquide articulaire/synoviale

La répartition des phylotypes obtenus sur liquide articulaire ou prélévement synovial
est présentée en [Figure 53] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de
prélevements présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé
a ce type de prélevement. Les prélevements significatifs étaient tous de phylotype IB-IC et IA

avec une prépondérance du phylotype IB-IC.

Ensemble des liquides articulaires et prélevements
synoviaux (N = 64)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

M Phylotype IA
B Phylotype llI

B Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte
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Moins de 3 liquides articulaires ou prélévements
synoviaux positifs (N = 31)

M Phylotype IBIC
M Phylotype Il

H Phylotype IA
H Phylotype I
M Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 liquides articulaires ou prélévements
synoviaux positifs (N = 13)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

M Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 53 : Répartition des phylotypes des liquides articulaires et préléevements synoviaux.
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8.3. Os

La répartition des phylotypes obtenus a partir de prélévements osseux est présentée
en [Figure 54] pour I'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de prélevements
présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé aux

prélevements osseux, la répartition est similaire entre les prélevements significatifs et les

autres.

Ensemble des préléevements osseux (N = 107)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

M Phylotype IA
B Phylotype llI

B Phylotype X

H Phylotype U

= Phylotype mixte
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Moins de 3 préléevements osseux positifs (N = 87)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

= Phylotype mixte

Au moins 3 préléevements osseux positifs (N = 20)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

H Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X
 Phylotype U

= Phylotype mixte

Figure 54 : Répartition des phylotypes des prélévements osseux.
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8.4. Tissus mous

La répartition des phylotypes obtenus a partir de prélevements de tissus mous est
présentée en [Figure 55] pour l'ensemble des dossiers et en fonction du nombre de
prélevements présentant une culture positive a C. acnes. Aucun phylotype ne semble associé
aux prélevements de tissus mous. On remarque toutefois qu'aucun phylotype Il n'a été
identifié dans les prélevements significatifs de tissus mous. De plus le phylotype IB-IC est
présent en proportion plus importante dans les prélevements de tissus mous significatifs

par rapport aux non significatifs.

Ensemble des prélevements de tissus mous (N = 122)

3% 2%

H Phylotype IBIC
H Phylotype I

H Phylotype IA
B Phylotype Il
B Phylotype X

H Phylotype U

1 Phylotype mixte

145



Moins de 3 préléevements de tissus mous positifs
(N =101)

3% 3%

M Phylotype IBIC
H Phylotype Il

m Phylotype IA
B Phylotype llI
B Phylotype X

m Phylotype U

1 Phylotype mixte

Au moins 3 préléevements de tissus mous positifs
(N =21)

B Phylotype IBIC
B Phylotype Il

u Phylotype IA
B Phylotype Il
B Phylotype X

u Phylotype U

1 Phylotype mixte

Figure 55 : Répartition des phylotypes des préléevements de tissus mous.
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Le [Tableau XVII] résume les principaux phylotypes obtenus en fonction du type de
prélevement. On reléve que sur I'ensemble des prélévements, les phylotypes IB-IC et IA sont
prépondérants quel que soit le type de prélevement. Le phylotype IB-IC est seul
prépondérant pour les prélevements significatifs de type liquide articulaire/synoviale et

tissus mous.

Tableau XVII : Résumé des principaux phylotypes obtenus en fonction du type de
préléevement.

Préléevements totaux Préléevements significatifs

Nombre Phylotypes Nombre Phylotypes

prédominants prédominants

Matériel IB-IC, IA IB-IC, IA
Liquide articulaire/Synoviale 64 IB-IC, IA 13 IB-IC

Os 107 IB-IC, IA 20 IB-IC, IA
Tissus mous 122 IB-IC, IA 21 IB-IC
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C. Recherche prospective d'une mono ou polyphylotypie

1. Résultats de I'étude

Pour rappel, cet échantillonnage prospectif au laboratoire avait pour objectif de
savoir si une mono ou polyphytopie existait entre prélevements d'un méme patient et/ou
entre colonies d'une méme culture d'un méme prélevement. Les résultats sont présentés ci-
dessous dans le [Tableau XVIII].

Toutes les souches correctement identifiées C. acnes ont pu étre phylotypées sans
difficulté. Nous avons obtenu 3 phylotypes : IB-IC, IA et Il. Nos résultats mettent en évidence
une monophylotypie dans 100% des cas entre prélevements chez un méme patient et entre
colonies d'un méme prélevement. En effet, sur tous les dossiers, toutes les colonies d'une
méme culture présentaient le méme phénotype sans exception. En outre pour les patients
qui présentaient plusieurs prélevements positifs, nous avons identifié systématiquement le
méme phylotype sur chacun des prélévements et sur chaque colonie d'un méme

prélévement.
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Tableau XVIII : Résumé de I'étude prospective sur la recherche de mono ou polyphylotypie.

Patient Dossier MOLIS Nombre de Nombre de Prélevement  Nombre de  Nombre de colonies bien = Nombre de colonies Phylotypes
prélévements préléevements colonies identifiées C. acnes phylotypées obtenus
positifs a C. acnes prélevées

Patient ME 8204-0056 1 1 ZMPT1 12 9 9 IB-IC
Patient BE 8206-1798 10 7 MLAR1 7 7 7 IB-IC
8206-1797 ZTUM3 11 11 11 IB-IC
ZTUM1 7 7 7 IB-IC
8206-1800 ZTAU1 23 23 23 IB-IC

Patient HN 8207-2169 8 5 MPAU3 2 2 2 1A

MPAU2 2 2 2 1A

MPAU1 6 6 6 1A

Patient JJ 8222-2350 5 1 ZTHH2 4 3 3 |
Patient MH 8228-2128 2 2 MPAU2 13 13 13 IB-IC
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2. Données supplémentaires provenant de I'étude rétrospective

Dans le cadre de I'étude sur la monophylotypie, quelques éléments tirés des données
de I'étude rétrospective sur le phylotypage des souches de C. acnes complétent nos
résultats. En effet, 11 patients avaient bénéficié de la conservation de plusieurs souches (9
avec 2 souches et 2 avec 3 souches), ce qui nous a permis d'obtenir plusieurs phylotypes.

8 patients sur les 11 présentaient le méme phylotype sur toutes leurs souches. Il est
important de préciser que les phylotypes obtenus étaient exclusivement IB-IC et IA. Aucun
phylotype appartenant au groupe X, U, mixte n'a été rencontré. Autre élément important,
chacun de ces patients présentait au moins 3 prélévements positifs a C. acnes.

3 patients possédaient des phylotypes différents entre leurs souches. 2 d'entre eux
possédaient seulement 2 préléevements positifs a C. acnes (les phylotypes étaient IA et Il
pour l'un, IB-IC et Il pour l'autre). Le troisieme patient possédait une souche IA et une souche
U et au total présentait 10 prélévements positifs a C. acnes.

A l'exception de ce dernier patient, nous observons que les prélévements
monophylotypiques étaient rencontrés pour des prélevements significatifs contrairement a
la polyphylotypie, rencontrée pour des dossiers a moins de 3 prélevements positifs. Ces
résultats permettent de penser qu'une polyphylotypie sur les prélevements d'un méme
patient pourrait étre en faveur d'une contamination et en défaveur d'une infection vraie a C.
acnes. Cette hypothése serait concordante avec le fait que les phylotypes mixtes seraient,
avec les phylotypes X et U, associés a de la contamination, hypothese ici évoquée plus en
amont.

En outre, 23 patients ont bénéficié de plusieurs chirurgies pendant la période de
notre étude, nous offrant la possibilité d'étudier les phylotypes obtenus lors de chirurgies
différentes chez un méme patient.

10 patients ont présenté le méme phylotype IB-IC, Il ou IA lors de 2 chirurgies
différentes. Le nombre de prélévements significatifs était variable.

13 patients ont présenté des phylotypes différents lors de plusieurs chirurgies avec
des phylotypes et un nombre de prélevements positifs tres variables. Deux patients
présentaient des prélevements significatifs lors des deux chirurgies mais présentaient

pourtant des phylotypes différents (IA et U pour I'un, IB-IC et X pour I'autre).
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Ces données sont trop incomplétes pour conclure ou chercher des associations
significatives. Seul un travail spécifique de suivi prospectif des patients pourra permettre
d'aller plus loin sur le sujet de la polyphylotypie entre chirurgies différentes chez un méme

patient.
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Partie 3.

Discussion et perspectives

Ce travail de these a abordé le domaine des infections ostéo-articulaires a C. acnes
selon I'axe nouveau des phylotypes. Les recherches récentes sur C. acnes, le développement
des techniques de typage ainsi que les travaux les corrélant entre elles avaient ouvert cette
voie, cependant I'étude phylotypique de souches spécifiquement d'origine ostéo-articulaire

avait été peu entreprise, notamment sur un échantillon de grande taille.

l. Données démographiques et phylotypage au laboratoire

Le premier point a évoquer concerne la faisabilité du phylotypage par spectrométrie
de masse. Le logiciel de Bruker - MALDI Biotyper typing software - déja utilisée par
Pécastaings et al. dans une étude dermatologique sur I'acné et C. acnes, s'avere étre d'une
trés grande simplicité d'utilisation. Nous avons, sans difficulté, obtenu les phylotypes de
toutes nos souches qui étaient correctement identifiées C. acnes au spectrométre de masse
du laboratoire, sans exception. Nous soulignons également qu'il est possible d'identifier le
phylotype, si le spectrometre propose C. acnes comme identification probable, méme
lorsque le score d'identification du spectrometre est inférieur a 1,7. Ceci revét une
importance particuliere compte tenu de I'objectif poursuivi d'une mise en place en routine
au laboratoire du phylotypage des souches de C. acnes. Le phylotypage est réalisé par une
analyse spécifique du spectre déja obtenu lors de l'identification du germe et ne requiert
donc pas la mise en place d'une "méthode" supplémentaire au laboratoire. Ainsi, la mise en
place en routine du phylotypage au laboratoire pourrait étre effectuée sans générer de colts
supplémentaires au laboratoire hormis l'installation du module sur le spectrométre de

masse, ni l'octroiement d'un "temps-technicien" dédié.

Concernant les données démographiques, nous avons pu comparer nos effectifs sur
la période 2014-2017 avec ceux de la période 2010-2013 dont les données avaient été
répertoriées en 2014. Nous constatons une augmentation du nombre de cultures positives a
C. acnes entre ces 2 périodes puisque la période 2013-2013 comptait environ 350 souches

positives a C. acnes (soit environ 185 patients) contre 630 (pour 369 patients) dans notre
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étude. La mise en place de la spectrométrie de masse comme technique d'identification au
laboratoire au début de I'année 2014, offrant un potentiel d'identification plus important et
plus fiable, peut expliquer cette augmentation.

La répartition en fonction de la zone anatomique était en revanche similaire entre les
périodes avec une prédominance des chirurgies de hanche, devant celles du genou et de
'épaule, ce qui était le cas dans les séries de Zeller et al. et Lavergne et al.*’>.

Le nombre de prélévements total par patient, avec une moyenne a 4,63 et une
médiane a 4 dans notre étude est proche des recommandations qui stipulent que 5
prélévements corrects doivent étre effectués®’>.

La différence de délais de positivité entre préléevements significatifs (nombre de
cultures positives au moins égal a 3) et non significatifs est de 4 jours (avec des médianes a 7
et 11 jours respectivement), en accord avec ce qui a été relevé dans la littérature (5 et 9

jours respectivement)173

. On note toutefois des médianes plus élevées de 48 heures pour
nos deux groupes par rapport a ceux de la littérature.

Concernant la présence de germes associés ou non aux cultures de C. acnes, il n' y
avait pas de différence entre les cultures significatives et celles non significatives a C. acnes.

Si parmi nos souches, nous avons mis en évidence des résistances aux
fluoroquinolones, nous n'avions en revanche aucune résistance a la rifampicine. En ce qui
concerne les macrolides, qui représentent les principales résistances décrites de C. acnes,
nous avions 5,5% des souches résistantes a au moins un macrolide testé (érythromycine ou

clindamycine). Cette proportion est bien inférieure a celles rapportées dans la littérature, de

I'ordre de 15 3 20%*>**,

En 2018, Pécastaings et al. utilisaient la méme technique de phylotypage de C. acnes,
a partir des spectres de masse, dans une étude dont l'objectif était en premier lieu de
comparer la colonisation cutanée de patients acnéiques avec celle de patients sains. Pour ce
faire, ils ont procédé au phylotypage de 1531 souches (1274 souches de patients acnéiques
et 257 souches de patients sains). Ils montraient une distribution asymétrique associée a
I’'acné, avec une proportion de phylotype IA, 1,54 supérieure a celle des échantillons sains
(40% vs 26%). Au contraire, les phylotypes IB-IC étaient 1,46 fois moins fréquents dans les
échantillons d'acné (24% vs 35%). La proportion de phylotype Il était similaire entre |'acné et

les sujets sains (25% contre 26%). En outre, 11% (patients acnéiques) a 13% (sujets sains) des
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isolats de C. acnes n'ont pu étre associés a aucun phylotype. Tous ces isolats présentaient
des caractéristiques spectrales similaires et ont donc été classés dans le méme groupe
«inconnu». Un seul isolat de phylotype IIl a été trouvé dans chaque groupe de sujets*®.

Comme eux, nous obtenons majoritairement dans notre étude les phylotypes IA et
IB-IC en proportions égales, représentant ensemble environ 70% de I'effectif total. Le
phylotype Ill était, de la méme maniére, identifié de fagcon anecdotique, retrouvé chez un
seul patient dans notre étude, confirmant sa rare mise en évidence comme rapportée dans
la littérature®’. En outre, nous obtenons également des phylotypes inconnus avec un
phénotype redondant nommé X dans notre étude dans des proportions similaires d'environ
10% de l'effectif. La comparaison des spectres entre ces études doit étre effectuée afin de
savoir si le c'est le méme phylotype X qui est retrouvé dans I'étude de Pécastaings et al.
Aucun phylotype mixte ne semble avoir été mis en évidence dans leur étude. La mise en
évidence des phylotypes mixtes a nécessité une appréciation visuelle de chaque spectre qui
n'a peut-étre pas été effectuée dans leur cas.

Par comparaison avec l|'étude de Sampedro et al. qui traitait 61 souches ostéo-
articlaires®®, on constate une répartition des phylotypes également semblable, avec une
majorité de phylotypes IB-IC et IA, et la tres faible fréquence d'isolement de phylotype Il
Par ailleurs, aucun phylotype 111/1, initialement rapporté dans la publication de Nagy et al.’,
n'a pu étre identifié dans notre étude. De plus, aucune de nos souches identifiées comme
phylotype | n'a présenté une B-hémolyse sur gélose au sang, contrairement a ce que nous

étions sensés observer d'apres McDowell et al.®.

l. Phylotypes et associations

Au cours de ce travail, nous n'avons pas mis en évidence d'associations significatives
entres les phylotypes de C. acnes et I'age ou le sexe des patients, ni méme entre les
phylotypes et la présence de germes associés en culture. En revanche, I'étude des délais de
positivité des cultures nous a permis de mettre en exergue des délais significativement plus
importants pour les phylotypes X et mixtes par rapport aux phylotypes IB-IC, Il et IA,
amenant I'hypothése intéressante que ces phylotypes pourraient étre des contaminants.
Cette hypothése semble étayée par I'analyse du nombre de prélevements positifs a C. acnes,

servant de marqueur bactériologique de significativité des cultures pour la considération ou
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non d'une infection vraie. En effet, si nous n'avons pas montré d'association particuliere
entre un phylotype spécifique et des prélevements significatifs, nous avons pu observer la
qguasi absence de phylotypes X, U et mixte parmi ces derniers. Avec une trés bonne
significativité statistique et une VPN de 96,4%, nous pouvons interpréter la mise en évidence
de ces phylotypes comme un argument supplémentaire en faveur d'une contamination et
non d'une infection vraie a C. acnes.

Dans cette étude, nous n'avons pas observé de prédominance des phylotypes IB et
dans les prélevements ostéo-articulaires de fagon générale ou en se focalisant sur les

1.7 McDowell et

prélévements significatifs comme le rapporte les études de Sampedro et a
al.”* et Aubin et al.**® et comme un grand nombre de revues de la littérature le présente.
Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette discordance. Sampedro et al. ont utilisé des
critéres cliniques supplémentaires a ceux bactériologiques pour définir les groupes
d'infections vraies. Nos groupes ne sont donc strictement pas comparables. En outre, les
techniques de phylotypage sont différentes entre nos études et bien que la corrélation soit
bonne entre le phylotypage par spectrométrie de masse et par analyse des séquences, le
pouvoir discriminant n'est pas le méme et les résultats pas toujours exactement
superposables.

La répartition des phylotypes en fonction de la localisation anatomique des
préléevements n'a révélé aucune association significative entre un ou plusieurs phylotypes et
une localisation particuliere. Sampedro et al. avaient fait le méme constat dans leur

7 197
étude®

. On peut toutefois souligner la prédominance du phylotype IB-IC parmi les
prélevements significatifs de hanche, celle du phylotype IA parmi ceux de genou, et une
distribution phylotypique plus variée pour les préléevements significatifs d'épaule avec une
plus grande présence du phylotype Il comme pour ceux du membre supérieur. En outre,
seuls les phylotypes IA et IB-IC sont représentés parmi les prélévements significatifs du
membre inférieur.

La répartition des phylotypes en fonction du type de prélevement n'a pas révélé
d'association significative entre un ou plusieurs phylotypes et un type de prélévement

particulier. Nous notons toutefois une prédominance du phylotype IB-IC parmi les

prélevements significatifs de liquide articulaire/synoviale et de tissus mous.
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Concernant les résistances aux macrolides, nous sommes en mesure de confirmer ce
qui est rapporté dans la littérature, a savoir une représentation trés majoritaire du phylotype

IA, phylotype également associé a I'acné®**2%,

1. Monophylotypie

Afin de conforter les résultats de notre étude rétrospective, puisque nous n'avions la
plupart du temps qu'une souche par patient, nous devions nous assurer que les
préléevements ostéo-articulaires ou de tissus profonds ne présentaient pas une
polyphylotypie entre prélevements et entre colonies d'une méme culture et que les
phylotypes identifiés correspondaient a ceux de tous les prélevements et de toutes les
colonies. Sur nos 10 prélevements correspondant a 5 patients, nous avons observé une
monophylotypie de 100%.

Dans |'étude rétrospective, nous rappelons que parmi les patients ayant bénéficié de
plusieurs souchages et donc de plusieurs phylotypges sur un méme dossier, hormis une
exception, tous les dossiers significatifs étaient monophylotypiques, contrairement aux 2
dossiers polyphylotypiques qui avaient moins de 3 cultures positives a C. acnes.

Dans la littérature, les rares études qui se sont intéressées a la polyclonalité cutanée
ont montré, par le phylotypage de plusieurs colonies, que la peau abrite plusieurs
phylotypes sur une méme zone. La polyphylotypie peut concerner 2, 3 voire 4 ou 6

phylotypes différents>**3%4%,

Ces éléments présentent un intérét majeur pour
I'interprétation des cultures de C. acnes dans les prélevements ostéo-articulaires puisque
des prélevements polyphylotypiques seraient en faveur d'une contamination d'origine
cutanée alors que des prélevements monophylotypiques ne devraient pas étre considérés
comme tels de prime abord. L'obtention de cette information au laboratoire nécessitera une

modification des pratiques puisqu'actuellement sur une culture a plusieurs colonies de

C. acnes, I'antibiogramme et le souchage ne sont réalisés que sur I'une d'entre elles.
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V. Limites de I'étude

L'étude rétrospective que nous avons réalisée patit de 2 limites majeures qui doivent
étre mentionnées.

Tout d'abord, nous avons fait le choix volontaire de comparer dans un premier temps
les phylotypes a des parameétres que nous pouvions relever de fagon simple au laboratoire.
L'importance de I'échantillon rendait trop lourd l'intégration de parametres d'acces plus
difficiles tels que les parametres médicaux, chirurgicaux ou d'anatomopathologie
(antécédents médicaux, nombre de chirurgies, type de chirurgie, type de préparation
cutanée, aspect purulent ou non des sites opératoires etc.). Ainsi, nous avons basé la
caractérisation de prélevements matérialisant une infection vraie sur le nombre de
prélevements positifs a C. acnes, au moins égal a 3, sans intégrer la cytologie
anatomopathologique, la présence de fistule ou de pus par exemple, ainsi que le diagnostic
du chirurgien, ce qui limite fortement la valeur significative du groupe créé. L'intégration de
ces parametres devra étre effectué dans un second temps.

D'autre part, les pratiques du laboratoire font que nous n'avions la plupart du temps
gu'une seule souche pour plusieurs prélevements positifs sur un dossier. Si nous sommes
confiants grace aux résultats de I'étude de monoplylotypie, les phylotypes et
antibiogrammes associés aux dossiers patients complets n'ont donc pas pu étre réalisés sur
tous les prélevements. Nous avions presque moitié moins de souches conservées que de
cultures positives a C. acnes sur la période d'étude. Ainsi, certains résultats pourraient
présenter un biais si les prélevements d'un méme patient étaient polyphylotypiques.

Concernant I'étude prospective de monophylotypie, bien que le nombre de colonies
phylotypées sur chaque culture soit maximum, I'étude est basée sur un petit échantillon de
10 prélevements, dont certains correspondent a des tissus osseux ou profonds mais pas a
des prélévements ostéo-articulaires strictu senso. Cet échantillonnage avait pour but d'avoir
une idée globale de la distribution des phylotypes entre colonies et préléevements, mais doit
étre élargie, toujours de facon prospective, sur un plus grand nombre de prélevements, si

possible strictement ostéo-articulaires.
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V. Synthése et perspectives

Les publications sont nombreuses aujourd'hui sur d'éventuelles associations entre
phylotypes de C. acnes et localisations anatomiques, pathologies associées, pathogénicité,
résistances aux antibiotiques etc. Il est cependant extrémement difficile de superposer les
résultats de chacune d'entre elles afin de dégager des éléments faisant consensus. En effet,
les techniques de typages multiples, aux pouvoirs discriminants différents se mélant aux
spécificités méthodologiques des études ainsi qu'a I'extréme variabilité des souches étudiées
(localisation anatomique, techniques de prélévement, patients sources ...) créent une
difficulté majeure a extraire de ces données fondamentales, des éléments utiles en pratique
médicale quotidienne.

Nous avons souhaité au cours de ce travail, procéder initialement a une large revue
bibliographique du sujet afin d'en cerner au maximum les éléments clés. Ensuite, nous avons
poursuivi un but pratique. Nous voulions axer nos objectifs et notre travail sur les
problématiques médicales rencontrées par les chirurgiens orthopédistes, infectiologues et
microbiologistes dans la prise en charge des infections ostéo-articulaires a C. acnes et voir si
le phylotypage des colonies mises en évidence en culture, éventuellement disponible en
routine de laboratoire, était a méme de répondre a certaines interrogations ou d'apporter
des arguments supplémentaires dans la discussion clinico-biologique.

Ainsi plusieurs de nos objectifs ont été remplis. La mise en place du phylotypage par
spectrométrie de masse en routine est facilement réalisable, et qui plus est, intéressante.
Car bien que n'étant pas la plus performante en la matiére, cette technique présente 2
avantages de taille a savoir aucun surco(t ni en matériel, ni en temps-technicien par rapport
au fonctionnement actuel du laboratoire. Son pouvoir discriminant est en outre suffisant
pour identifier les grands groupes phylotypiques décrits dans la littérature. Si nous n'avons
pas pu identifier de phylotype "pathogéne" dans les infections ostéo-articulaires, nous avons
identifié 3 phylotypes qui semblent marquer des contaminations lorsqu'ils sont identifiés. La
connaissance du phylotype peut donc avoir une place dans la discussion clinico-biologique
sur 'attitude a adopter en présence de cultures positives a C. acnes. Enfin, nous pensons que
la recherche d'une mono ou polyphylotypie chez les patients peut étre judicieuse. Nous
avons retrouvé une monophylotypie totale entre colonies d'une méme culture et entre

préléevements chez un patient, sur des prélevements ostéo-articulaires ou de tissus non
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superficiels, or des études ont montré une polyphylotypie cutanée de C. acnes. Ainsi, les
résultats d'un phylotypage de plusieurs colonies par culture permettrait d'orienter vers une
contamination en cas de polyphylotypie ou vers I'absence de contamination en cas de
monophylotypie. Nous pouvons donc imaginer une modification des protocoles de
traitement des cultures au laboratoire vis a vis de C. acnes dans les prélevements ostéo-
articulaires notamment vers le traitement de plusieurs colonies par culture alors qu'une

seule ne |'est actuellement.

Ce travail préliminaire est appelé a étre poursuivi. Plusieurs autres axes d'approche
sont a envisager.

Premiérement, il est nécessaire d'étudier les phylotypes obtenus en perspective des
données cliniques, chirurgicales et anatomopathologiques des patients, ce qui n'a pas été
fait ici. En effet, les éléments propres a la chirurgie tels que la technique opératoire utilisée,
le type de matériel employé, la préparation cutanée, ainsi que les antécédents médicaux des
patients (acné par exemple), les comorbidités, les traitements antibiotiques administrés sont
par exemple autant de parameétres qui méritent d'étre analysés.

Il en est de méme pour le suivi prospectif des phylotypes identifiés chez un méme
patient lors de plusieurs chirurgies éloignées dans le temps. Il est intéressant de savoir si un
patient présente ou non, au cours d'une nouvelle chirurgie, le méme phylotype que lors de
la chirurgie précédente, dans ses prélevements ostéo-articulaires.

Ensuite, une étude approfondie sur la capacité a former un biofilm et sur les
résistances aux antibiotiques des biofilms en fonction du phylotype de C. acnes devra étre
faite. Toutes les souches utilisées dans notre étude ont été resouchées en paralléle afin
d'étre directement identifiées et disponibles pour la poursuite des travaux.

De plus, il nous apparait particulierement intéressant de procéder, en partenariat
avec les services d'orthopédie-traumatologie et d'infectiologie, a une étude prospective de
comparaison des phylotypes de C. acnes présents chez les patients, au niveau cutané et dans
les prélevements per-opératoires ostéo-articulaires. Nous chercherions des différences de
mono ou polyphylotypie entre les deux localisations et comparerions les phylotypes mis en
évidence. Pour ce faire nous pourrions mettre en place un préléevement par strip, mis en
place pendant 15 minutes apres humidification de la peau dans la zone prévue d'incision en

pré-opératoire, qui serait acheminé au laboratoire une fois retiré, puis analysé
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microbiologiquement. Ce systeme de prélevement a déja été utilisé dans I'étude de
Pécastaings et al.*®

En outre, I'établissement d'une étude prospective stricte de recherche de mono ou
polyphylotypie sur un grand nombre de prélevements ostéo-articulaires doit étre menée au
laboratoire pour confirmer nos premiers résultats en la matiére.

Enfin, il est indispensable d'identifier par d'autres méthodes, telles que MLST, les
phylotypes U identifiés et le phénotype nommé X représentant, a lui seul, environ 10% de
notre effectif total. Le logiciel de phylotypage utilisé pourra ainsi étre enrichi et de nouveaux

éléments seront peut-étre découverts.
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Conclusion

Dans ce travail de thése d'exercice, nous avons montré que le phylotypage de
Cutibacterium acnes par spectrométrie de masse peut présenter un intérét dans la prise en
charge médico-chirurgicale des patients bénéficiant de chirurgies ostéo-articulaires a
prélevements positifs a C. acnes. La mise évidence des phylotypes dénommés U, X ou mixte
dans notre étude oriente avec une forte probabilité vers une contamination plutot qu'une
infection vraie a C. acnes. Il en est de méme en cas de mise en évidence d'une
polyphylotypie dans les prélevements ou cultures chez un méme patient, reflet probable de
la contamination cutanée. Ces éléments peuvent étre un argument supplémentaire de la
discussion clinico-biologique, notamment lorsque la pathogénicité de C. acnes est incertaine
comme cela peut I'étre parfois, permettant d'orienter vers un diagnostic d'infection vraie ou
vers une interprétation de contamination du préléevement et donc d'éventuellement
impacter la prise en charge.

Le phylotypage par spectrométrie de masse est réalisable de fagon simple a partir des
spectres d'identification de la bactérie, et pourrait étre mis en place en routine au
laboratoire de bactériologie du CHU de Toulouse. Il offre un pouvoir discriminant suffisant
pour un co(t financier, temps-opérateur et organisationnel quasiment nul.

Pour conclure, ce travail préliminaire, spécifique aux souches de C. acnes d'origine
ostéo-articulaire, et inédit de par leur nombre important étudié, a ouvert de nouveaux axes
d'étude. Les premiers résultats obtenus nécessitent maintenant d'étre complétés et

approfondis afin qu'ils puissent étre utilisés de facon efficace en pratique quotidienne.
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Annexe 1 : Bon de prescription d'examens bactériologiques des services d'orthopédie -
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Annexe 2

LECTURES DES GELOSES (systématiguement sous PSM type II)

Gélose BRU
Anaérobiose

Gélose COS Gélose PVX
Sous CO, Sous CO,
NG %
v
-/ Lecture ;‘
Réincubation |« ID +/- ATB

| Lecture )

Réincubation | ID +/- ATB

\

A partir de J2, mettre les géloses en sachet CO,
Y

Lecture
ID +/- ATB

A 4

J10

J10 : Ouverture BRU n°2

J15

l¢—

LECTURES

Postes Mixtes (A al) jusqu’a J15

Sur un carton dans le pot blanc, écrire les

dates correspondant a J5, J10 et J15.

Lecture jusqu’a J10 pour les prélevements
cochés sur le bon « Systématique contréle

vac Pansement VAC »

Si BRU n°1 stérile a J5, la jeter

Si stériles : rendre « négative en 5 jours » et COS/PVX jetées

Si stériles : rendre « négative en 15 jours » et BRU jetées

Cloturer le dossier
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LECTURE DU BOUILLON THIOGLYCOLATE (systématiquement sous PSM type i)

Bouillon LECTURES

Thioglycolate
Postes Mixtes (A al) jusqu’a J15 et jusqu’a

J10 pour les « Systématique controle

E ] Lecture \ '

Réincubation Repiquage sur PVX CO, et COS ana

v

ID +/- ATB Tous types colonies

SiJ5 le samedi :
Lecture

. - . - repi le thio | dredi

m | Si THI négatif : le repiquer repiquer e thio fe vendredt
systématiquement si absence de pousse sur - mettre 2 lire pour le samedi

Repiquage sur, PVX CO, et COS ana les géloses de départ.
v ,
Si stérile : garder les géloses en pochon jusqu a J10 Si pousse : ID +/- ATB Tous types colonies
J10 Lecture : si négatif — réincuber

115 Lecture : si négatif, rendre stérile.

Cloturer le dossier
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Cutibacterium acnes : phylotyping by mass spectrometry in the laboratory in
osteoarticular infections

Objectives

Cutibacterium acnes is a bacterium responsible for osteoarticular infections (OAl). The
objectives of our study were 1) to study the distribution of phylotypes of C. acnes strains
isolated from OAI; 2) to find relevant associations between phylotypes and demographic and
clinical parameters of patients who may be of interest for their management; 3) to study
clonality of samples and cultures of the same patient.

Materials and methods

We performed retrospective phylotyping by mass spectrometry (Brucker) of 344 C. acnes
strains isolated from OAIl at Toulouse University Hospital between 2014 and 2017.
Demographic, clinical and microbiological data were collected for each patient. In order to
study clonality, on 10 samples of OAIl, bone tissues and deep tissues (N = 5 patients), a
maximum of different colonies per culture were analyzed.

Results

We found 2 majority phylotypes, IB-IC (35.5%) and IA (36.6%). Phylotype Il represented 11%
of the population, and phylotype Ill was found only once. A recurring unknown profile (rated
X) was identified in 9.3% of the workforce; unknown profiles (U) in 3.5% and mixed profiles
in 3.8%. The X, U or mixed phylotypes were significantly associated (P = 0.003) with patients
with a number of C. acnes positive samples strictly less than 3 (considered as contaminants)
and were predictive of these non-significant samples in 96.4%. Macrolide-resistant strains of
C. acnes are essentially phylotype IA. Regarding clonality, we have shown that there is only
one phylotype on the samples and cultures contrary to what is found for the skin.

Conclusion

Two phylotypes (IB-IC and IA) are mainly found in the OAI. One clone per patient seems to
be responsible. Unknown and mixed profiles are found for the strains considered as
contaminating strains and are predictive of them.

KEY WORDS: Cutibacterium - acnes - phylotype - mass spectrometry - osteoarticular
infection - clonality
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Cutibacterium acnes : phylotypage par spectrométrie de masse au laboratoire dans
les infections ostéo-articulaires

Objectifs

Cutibacterium acnes est une bactérie responsable d’infections ostéo-articulaires (IOA). Les
objectifs de notre étude étaient 1) d’étudier la répartition des phylotypes des souches de
C. acnes isolées d’IOA ; 2) de rechercher des associations pertinentes entre phylotypes et
parametres démographiques et cliniques des patients pouvant présenter un intérét pour
leur prise en charge ; 3) d'étudier la clonalité des prélevements et cultures d'un méme
patient.

Matériels et Méthodes

Nous avons réalisé le phylotypage rétrospectif par spectrométrie de masse (Brucker) de 344
souches de C. acnes isolées d’'IOA au CHU de Toulouse entre 2014 et 2017. Les données
démographiques, cliniques et microbiologiques ont été recueillies pour chaque patient. Afin
d’étudier la clonalité, sur 10 prélevements d’IOA, tissus osseux et tissus profonds
(N =5 patients), un maximum de colonies différentes par boite ont été analysées.

Résultats

Nous avons mis en évidence 2 phylotypes majoritaires, IB-IC (35,5%) et IA (36,6%). Le
phylotype Il représentait 11% de I'effectif, et le phylotype Ill n'a été rencontré qu'une seule
fois. Un profil inconnu récurrent (noté X) a été identifié dans 9,3% de |'effectif ; des profils
inconnus (U) dans 3,5% et des profils mixtes dans 3,8%. Les phylotypes X, U ou mixtes
étaient significativement associés (P = 0,003) aux patients présentant un nombre de
prélévements positifs a C. acnes strictement inférieur a 3 (considérés comme contaminants)
et étaient prédictifs de ces prélevements non significatifs a 96,4%. Les souches de C. acnes
résistantes aux macrolides sont essentiellement de phylotype IA. Concernant la clonalité,
nous avons montré une monophylotypie des prélévements et cultures contrairement a ce
qui est retrouvé au niveau cutané.

Conclusion

Deux phylotypes (IB-IC et IA) sont majoritairement retrouvés dans les IOA. Un seul et méme
clone par patient semble en étre responsable. Des profils inconnus et mixtes sont retrouvés
pour les souches considérées comme des contaminants, et en sont prédictifs.
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