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. Revue de la littérature

A. Infections néonatales tardives
1. Epidémiologie clinique

La prématurité (naissance avant la 37°™¢ semaine d’aménorrhée) concerne chaque année 15
millions d’enfants dans le monde d’apres I'OMS, soit plus d’un bébé sur 10 (1). Les déces liés
aux complications de ces naissances s’élevaient a plus d’'un million par an en 2015,
représentant ainsi la principale cause de mortalité des enfants de moins de 5 ans (1). Parmi
ces complications, plus d’un tiers des prématurés de tres petit poids de naissance (moins de
1500g) présentent une infection néonatale tardive (c’est-a-dire qui se développe apres 72h
de vie) au cours de leur hospitalisation (2-5).

2. Facteurs de risque

Ces infections néonatales tardives peuvent étre favorisées par divers facteurs de risque. Ces
derniers peuvent étre « intrinseques » (liés a la vulnérabilité et a I'immaturité du prématuré)
ou « extrinseques » (liés aux soins pratiqués par le personnel soignant).

Les principaux facteurs intrinseques sont I'dge gestationnel et le faible poids de naissance. En
2013, Boghossian et al, ont mis en évidence que chaque semaine de prématurité
supplémentaire pour I'enfant, multipliait par 1,25 le risque qu’il développe une infection
néonatale tardive (5). Les auteurs de cette méme étude ont également démontré que la
fréquence de survenue de ces infections était inversement proportionnelle au poids de
naissance et a I'dge gestationnel des nouveau-nés (51% et 7,5% de prévalence d’infection
néonatale tardive pour les enfants ayant un poids de naissance compris respectivement dans
les fourchettes [500g-750g] et [1250g-1500¢g]) (5).

Concernant les facteurs extrinséques liés aux soins, le cathétérisme veineux central a été
associé dans plusieurs études a une augmentation du risque d’infections néonatales tardives
(3,6,7). De méme, un retard a l'initiation de I'alimentation entérale serait également impliqué
dans I'apparition d’infections néonatales tardives (3,8). La voie parentérale et notamment
I’administration de lipides a également été décrite lors de précédentes études, comme étant
un facteur de risque d’infection (3,9). Enfin, I'administration précoce d’antibiotiques
exposerait également les prématurés a des risques d’infections principalement mycosiques
(candidoses) (10).
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3. Complications et séquelles

Les infections néonatales tardives exposent le nouveau-né a des complications et/ou
séquelles a court et long terme.

Parmi les bactéries, il a été démontré une sévérité moindre des infections a staphylocoque a
coagulase négatif (SCN) par rapport aux autres pathogénes, notamment Staphylococcus
aureus (S. aureus) et les bactéries a Gram négatif (BGN), dont les entérobactéries (11,12).

Ainsi, une étude concernant 424 cas d’infections néonatales tardives chez des nouveau-nés
de faible poids de naissance (inférieur a 1500g), a mis en évidence une mortalité plus élevée
lorsque des BGN étaient incriminées, par rapport aux bactéries a Gram positif (Odd Ratio (OR)
=17, p=0,001) (11). De méme, une autre étude menée par Hornik et al, a rapporté des taux
de mortalité différents selon la bactérie en cause, allant de 9% pour les SCN a 21% pour les
BGN (13). Plus globalement, au cours de cette étude a été démontrée une surmortalité
significative des nouveau-nés de faibles poids de naissance présentant une infection
néonatale tardive, tout agent pathogene confondu, par rapport aux non infectés (13).

Outre le déces, les complications aigues des infections néonatales tardives concernent
principalement I'appareil cardio-respiratoire (apnées, détresse respiratoire, défaillance
hémodynamique). Ces infections augmentent également le risque d’hémorragies intra-
ventriculaires et d’entérocolite ulcéro-nécrosante. Ces complications ont notamment été
démontrées pour les SCN (14).

A moyen et long terme, les prématurés infectés par des bactéries a Gram positif présentent
un risque accru de dysplasie broncho-pulmonaire (15). Il s’agit d’'une complication de la
prématurité comprenant des lésions tissulaires pulmonaires d’origine inflammatoire (liées a
la ventilation mécanique, a la survenue d’infection et a I'immaturité) entrainant des difficultés
respiratoires chroniques (persistantes aprées la sortie de néonatologie). Schlapbach et al ont
également rapporté des complications neurologiques dans une étude mettant en évidence a
2 ans d’age corrigé, une augmentation des paralysies cérébrales en cas d’infection néonatale
tardive a SCN (16). De méme, une autre étude menée par Stoll et al, a démontré un risque
augmenté de troubles neurodéveloppementaux pour ces nouveau-nés (17). Ces patients
présentent également un risque accru de développer une rétinopathie (18).

Les entérobactéries, et principalement Escherichia coli (E. coli), sont responsables de
méningites néonatales avec a long terme, un risque de séquelles en particulier auditives (19).

Enfin, ces infections sont associées a une durée d’hospitalisation plus longue, ainsi qu’une
augmentation de la consommation d’antibiotiques. Ces deux évenements provoquent a la fois
une élévation du risque d’émergence de souches multirésistantes dans les unités de
réanimation néonatale, ainsi que des dépenses de santé supplémentaires (20,21).

18

BAGHADI
(CC BY-NC-ND 2.0)



B. Infections néonatales via les bactéries de I’environnement

Plusieurs études ont démontré au sein des services de réanimation néonatale, que
I’environnement (matériel, surfaces et soignants) constituait une source de contamination des
nouveau-nés, malgré les précautions d’hygiéne strictes en place dans ces services.

Une étude menée par Hira et al en 2005, a mis en évidence au sein du service de réanimation
néonatale de I’'Hopital Erasmus MC-Sophia Children’s Hospital de Rotterdam, I'influence de la
colonisation du personnel soignant sur la contamination bactérienne des enfants hospitalisés
(22). Entre juin et septembre 2005, tous les médecins et infirmiers travaillant au sein du
service de réanimation néonatale ont été prélevés une fois toutes les deux semaines. Au cours
de I’été 2005, lorsqu’un sujet revenait de vacances, il était immédiatement prélevé avant de
réintégrer le service. L’étude a montré que les souches de SCN retrouvées au niveau des mains
du personnel soignant, prélevées avant leur départ en vacances, correspondaient aux souches
responsables de sepsis chez les nouveau-nés hospitalisés dans ce service a la méme période.
Ces souches bactériennes étaient différentes de celles prélevées sur les mémes personnes a
leur retour de vacances, ainsi que celles isolées sur un groupe témoin de la population
générale. L'étude a donc permis de montrer que les soignants pouvaient constituer le
réservoir et le vecteur de souches spécifiques retrouvées uniquement en milieu hospitalier et
tres probablement responsables d’infections néonatales (22).

Une contamination environnementale a également été rapportée aux Etats-Unis lors d’une
autre étude publiée en 2005, suite a une épidémie d’infections a entérocoques résistants a la
vancomycine (ERV) dans un service de réanimation néonatale (23). Des prélevements ont mis
en évidence une contamination bactérienne pour 3 couveuses sur les 5 prélevées, au niveau
des matelas. D’autres prélévements environnementaux ont révélé une colonisation des objets
du service, notamment un thermometre, un rangement pour les couches des prématurés, et
un clavier. Dans cette étude, aucune contamination ne provenait du personnel soignant (23).
L'épidémie a cessé aprés qu’aient été mises en place des mesures de regroupement
(cohorting) des couveuses contaminées, ce qui confirme que I'environnement était bien la
source de contamination.

C.  Bactéries responsables
1. Epidémiologie bactérienne

Les infections néonatales tardives s’opposent aux infections néonatales précoces par le
moment de leur survenue (apres 72 heures de vie) mais également par les pathogenes
impliqués. Elles sont causées principalement par des coccis a Gram positif, dont les SCN. On
retrouve également des entérobactéries (surtout E. coli, Klebsiella pneumoniae (ou
K. pneumoniae) et Enterobacter cloacae), des levures, ou d’autres coccis a Gram positif
(S. aureus, Streptococcus, Enterococcus...) (3,5,24).
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Il faut toutefois prendre en compte le contexte géographique dans I"épidémiologie
bactérienne des infections néonatales tardives. En effet, dans les pays en voie de
développement, c’est le genre Klebsiella qui prédomine, suivi par les SCN (25,26). En revanche,
dans les pays dits développés, la majorité des infections néonatales tardives sont causées par
des SCN. Dans notre étude, nous nous intéresserons plus particulierement aux staphylocoques
(S. aureus et SCN, en particulier 'espéce S. capitis) et entérobactéries.

2. Staphylococcus aureus

a) Définition d’espéce

Mise en évidence par Pasteur en 1879, c’est une espéece bactérienne commensale de la peau
et des muqueuses, retrouvée aussi bien chez les humains que les animaux (27). On la retrouve
au niveau de la flore cutanée, mais aussi au niveau de la sphere rhinopharyngée. Elle
appartient au groupe des staphylocoques a coagulase positive. Sa dénomination provient d’un
pigment jaune-orangé de la famille des caroténoides, produit par ses colonies, en aérobiose.
Hormis sa localisation principale sur les mammiféres, elle peut se trouver également dans
I’environnement (sol, objets souillés, etc.) (27).

b) Identification

Il s’agit d’une bactérie en forme de coques (cocci) groupées en amas, de coloration Gram
positive et mesurant entre 0,5 et 1um de diametre. Elle est aéro-anaérobie facultative,
immobile et posséde 2 enzymes : une catalase et une coagulase (28). Dans le cadre de notre
étude, nous I'avons isolée sur géloses chrom ID ou SAID (milieux chromogenes), sur lesquelles
les colonies sont facilement reconnaissables par leur aspect lisse de coloration rosatre
(figurel). La bactérie possede a sa surface une protéine (protéine A). La présence de cette
protéine permet une détection rapide lors du test d’agglutination (figure2).

Figure 1: colonies de staphylocoques dorés, isolées sur gélose SAID
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Figure 2: en haut : test d’agglutination négatif (SCN) ; en bas : test d’agglutination positif (S. aureus)

c) Pathogénie humaine

S. aureus est producteur de plusieurs toxines impliquées dans des pathologies. La TSST-1 (toxic
shock syndrome toxin-1) est responsable entre autres, du choc toxique staphylococcique,
caractérisé par une fievre élevée ; un érytheme généralisé et des atteintes multi-systémiques.
Les entérotoxines quant a elles, sont retrouvées lors de toxi-infections alimentaires impliquant
essentiellement les produits laitiers et produits préparés (mayonnaises), les préparations a
base de creme (comme les patisseries) ainsi que les viandes et poissons consommeés plusieurs
jours apres décongélation (29,30).

D’apres I'INSERM, S. aureus serait impliqué dans 30% des cas d’infections (nosocomiales et
communautaires confondues) (31) . Parmi les infections communautaires a S. aureus, on
retrouve, entre autres, les infections de la peau et des tissus mous, les pneumonies et les
septicémies (27,31).

Certaines de ces bactéries ont acquis une résistance aux antibiotiques (notamment a la
meéticilline). La résistance du S. aureus a la méticilline a été décrite pour la premiére fois en
1961 et elle est en relation avec la synthese d’une protéine de liaison des pénicillines (PLP)
mutante (appelée PLP2A), codée par le gene de résistance mec (32). Les S. aureus résistants a
la méticilline (ou SARM) sont résistants a tous les antibiotiques de la famille des
bétalactamines (a I'exception de la ceftaroline), entrainant des difficultés dans les choix
thérapeutiques (32). La présence de cette résistance chez une souche de S. aureus peut étre
rapidement mise en évidence par le test PLP2A (figure 3) (33).
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Figure 3: a gauche : test PLP2A positif (SARM) ; a droite : test PLP2A négatif (SASM = S. aureus sensible a la méticilline)

3. Staphylococcus capitis

a) Définition d’espéce

C’est Wesley E. Kloos et Karl A. Schleifer qui décrivent pour la premieére fois le Staphylococcus
capitis (ou S. capitis) en 1975, en méme temps que 6 autres espéces de SCN (S. haemolyticus,
S. xylosus, S. hominis, S. warneri, S. simulans, S. cohnii) (34). Seules 3 espéces de
staphylocoques avaient été décrites jusqu’alors : S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus
(34). A l'origine, le S. capitis fut isolé principalement au niveau de la téte des volontaires de
I’étude de Kloos et Schleifer, ce qui lui valut sa dénomination. Pour autant, S. capitis demeure
proportionnellement moins présent sur le cuir chevelu que S. epidermidis, (respectivement
44% des prélévements contre 87%) (34). De méme, contrairement a S. epidermidis, le S. capitis
est retrouvé de maniere inconstante puisque seuls 65% des volontaires testés étaient porteurs
(versus 100% pour S. epidermidis) (34). En 1991, Bannerman et Kloss ont décrit, sur la base de
résultats d’hybridation ADN-ADN, la sous-espéce S. capitis subsp. urealyticus. Jusqu’alors, les
composants de cette sous-espéce étaient jugés, a tort, comme appartenant aux especes
S. hominis et S. warneri (35). De cette description découla la définition d’'une seconde sous-
espece, S. capitis subsp. capitis, constituée des souches jusqu’alors identifiées comme des
S. capitis.

b) Identification

S. capitis est identifiable grace a ses caractéristiques phénotypiques et biochimiques. En effet,
les colonies de I’'espéce S. capitis ont été décrites par Kloos et Schleifer comme étant blanches,
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petites, convexes et opaques (34). Deux autres spécificités caractérisent les S. capitis, a
savoir le faible nombre de sucres métabolisables par les souches (et notamment I'incapacité
de métabolisation du maltose), et une production principalement lévogyre d’acides lactiques
(34). Les colonies de la sous-espéce urealyticus sont, quant a elles, plus larges et présentent
une apparition retardée de pigmentation. Cette sous espéce est dotée d’une capacité de
métabolisation du maltose et, comme son nom l'indique, posseéde une activité uréolytique
(35).

Ces différences ont probablement sous-estimé la fréquence d’isolement de S. capitis avec les
anciennes techniques d’identification (35). L’utilisation maintenant généralisée de la
technique de MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation- Time Of Flight) ou
spectrométrie de masse, qui permet d’identifier de facon fine une espéce microbienne en
fonction de son spectre protéique, est tres performante pour l'identification de I'espece
capitis.

c) Pathogénie humaine

Comme la plupart des SCN, S. capitis est peu pathogene chez 'Homme et est souvent
considéré comme un contaminant lorsqu’il est isolé dans un prélévement clinique (36) .
Néanmoins certains cas d’infections documentées a S. capitis ont été rapportés dans la
littérature.

Chez les adultes (et enfants hors nouveau-nés), les endocardites infectieuses représentent les
principales complications d’infections a S. capitis. En 2008, le groupe « Collaboration
Internationale sur I'Endocardite » a rapporté que S. capitis représentait 5,5% des cas
rapportés d’endocardites a SCN (5 sur 91) (37) et 0,6% de I'’ensemble des endocardites (38).
Plus récemment en 2014, une étude espagnole retrouvait une proportion légérement plus
élevée, de 1,9% (39).

L'espece S. capitis, comme beaucoup d’autres especes de SCN, peut également étre en cause
dans des bactériémies en lien avec les cathéters. Une étude européenne publiée en 2009,
recensait un seul cas d’infection sur cathéter imputable a S. capitis (sur les 81 cas d’infections
sur cathéters retrouvés chez 188 adultes et enfants agés d’au moins 1 an) (40). Néanmoins,
peu d’études détaillent les espéces impliquées parmi les SCN, c’est pourquoi il est difficile
d’estimer la part de S. capitis en cause dans les 20 a 40% de bactériémies liées au cathéter
impliquant des SCN (41-44).

Des atteintes osseuses ont également été imputables a S. capitis, incluant des infections
ostéo-articulaires sur matériel (45), mais aussi sur articulation native (46), ainsi qu’un cas
d’ostéomyélite sur un enfant (47).

Ont été rapportés également de facon isolée, un cas de sinusite chronique, un cas de
méningite aigue communautaire, et plusieurs cas de contamination de produits sanguins frais,
impliquant S. capitis (48-50).
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Néanmoins, dans la littérature, en dehors de ces quelques cas sporadiques, la plupart des
infections rapportées a S. capitis concerne la survenue d’infections néonatales. Depuis la fin
des années 90, plusieurs séries d’infections impliquant des souches de S. capitis
multirésistantes ont été rapportées (51-55). En 2012, le clone NRCS-A (National Reference
Center for Staphylococci-A), appartenant a I'espece S. capitis et retrouvé spécifiqguement au
sein des services de réanimation néonatale, a été identifié au CNR des Staphylocoques (Centre
National de Référence des Staphylocoques) a Lyon (55). Ce clone présente un profil de
résistance atypique avec notamment une constante hétérorésistance a la vancomycine, qui
avait déja été décrite sur des souches de S. capitis isolées en réanimation néonatale aux Pays-
Bas et en Australie (52,54). Plus globalement, le clone NRCS-A a été isolé de maniere
endémique dans plusieurs services de réanimation néonatale a travers le monde (56). C'est ce
clone qui fera I'objet d’une étude plus précise dans la deuxieme partie de notre étude.

Une méthode récemment décrite permet l'identification spécifique de ce clone (57). Elle
repose sur la culture sur gélose MRSA Brilliance 2 (Oxoid®), qui présente une forte teneur en
chlorure de sodium (qui favorise la culture des staphylocoques) et en méticilline (qui inhibe la
croissance des souches sensibles a cet antibiotique) et qui a été développée pour la détection
des souches de SARM. Cette gélose est, de plus, chromogénique, c’est-a-dire que les colonies
cultivées sur cette gélose présentent des couleurs variables en fonction de leur espéce
bactérienne. Sur cette gélose, les colonies de S. aureus présentent en 24 heures une coloration
vert foncé tandis que les SCN forment des colonies blanches. Néanmoins il a été observé
gu’apres cing jours d’incubation en atmosphére humide a 37°C sur ce type de gélose, les
souches de S. capitis NRCS-A se développaient en formant des colonies mauves a halo blanc-
créme, permettant de les différencier des autres SCN (Figure 4) (58).

Figure 4: Colonies de S. capitis NRCS-A apreés 5 jours d’incubation a 37°C isolées sur gélose
Oxoid MRSA Brilliance (58)
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4, Entérobactéries

a) Définition d’espéce

Les entérobactéries représentent un groupe hétérogéne de bactéries partageant des
caractéristiques communes. Comme leur nom lindique, ces bactéries se trouvent
principalement au niveau du tube digestif, humain ou animal, mais elles peuvent également
étre présentes dans I’environnement, aussi bien dans les sols que les eaux (59). Toutes ces
bactéries sont des bacilles a Gram négatif, mesurant entre 2 et 4 um de longueur, et 0,43 0,6
um de largeur (60). Elles sont aérobies-anaérobies facultatives et la plupart d’entre elles
possedent des cils les dotant de mobilité (60). On dénombre au total 177 especes différentes,
regroupées au sein de 12 genres principaux : Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia, Proteus, Providentia, Morganella, Citrobacter, Hafnia et Yersinia (60).

b) Identification

Au niveau macroscopique, les entérobactéries forment, sur gélose, des colonies lisses (« type
S » pour Smooth), rugueuses (R) ou muqueuses (M) selon les espéces, d’une taille moyenne
pouvant atteindre jusqu’a 2 millimétres de large, hormis I'espéce Yersinia dont les colonies
apparaissent plus petites (61). Les entérobactéries multirésistantes (EBMR) sont
classiqguement isolées sur géloses dites BLSE (Béta lactamases a spectre élargi) a 37°C pendant
24 heures, comme ce fut le cas pour les préléevements de notre étude, pour une identification
présomptive (avant confirmation éventuelle par antibiogramme), et apparaissent dans ce cas
de couleur bleue ou rose pour E. coli et verte pour les genres Klebsiella, Enterobacter, Serratia
et Citrobacter (figure 5) (62).

Les nombreux genres bactériens sont classés en especes, selon leurs caractéristiques
biochimiques et antigéniques (60). D’un point de vue biochimique, les entérobactéries
poussent sur des géloses nutritives ordinaires de type géloses au sang (milieu non sélectif pour
I'isolement de bactéries non exigeantes) en 24 heures a 37°C (60). Elles sont capables, pour
certaines d’entre elles, de fermenter le glucose et de dégrader les nitrates en nitrites grace a
I’enzyme nitrate réductase, faisant d’elles des bactéries nitrates positives. En revanche,
contrairement a d’autres bactéries, elles sont dépourvues de I'enzyme oxydase, appelée aussi
phénylene diamine oxydase, et sont donc oxydase négatives (60). Enfin, elles possedent une
enzyme catalase, permettant des réactions d’oxydo-réduction. Les especes sont
différenciables entre elles, notamment grace a la réalisation de galeries APl (API 20 E) et/ou
I’élaboration du profil protéique des bactéries (via la technique Maldi-Tof) (59).

Concernant la classification antigénique, on retrouve 3 types d’antigenes rendant possible
I'identification de ces bactéries par technique d’agglutination (60) et le classement des
espéces en sérotypes ou sérovars (59) : I'antigene O présent chez toutes les entérobactéries
au niveau de la paroi et qui constitue I'endotoxine de ces bactéries, I'antigéne H présent
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uniguement chez les entérobactéries mobiles dotées de flagelles et I'antigéne K retrouvé
seulement chez les bactéries possédant une enveloppe ou capsule.

Procédure de dépistage

Incuber
les boites a
@ 37°C pendant 24 h
CROISSANCE
. ‘
ﬁ -
J - - -
* € "
Bleu ou rose Verte
E. coli Klebsiella, Enterobacter,

Serratia et Citrobacter

Figure 5: Procédure de dépistage d’entérobactéries productrices de Béta lactamases a spectre
élargi (EBMR), sur gélose BLSE (62)

c) Pathogénie humaine

Les entérobactéries sont impliquées dans de nombreuses pathologies, aussi bien
nosocomiales que communautaires (63). Elles sont notamment impliquées dans des infections
urinaires (cystites, pyélonéphrites...). Avec une fréquence de 70 a 95%, E. coli en est le premier
agent infectieux responsable (63). Les genres Proteus et Klebsiella représentent 10 a 25% des
germes impliqués (63). Des infections intra-abdominales (appendicites, diverticulites,
péritonites, cholécystites, angiocholites, abcés) notamment a E. coli sont également
rapportées (63). Par ailleurs, des infections pulmonaires a entérobactéries surviennent
essentiellement dans un contexte nosocomial (pneumopathies acquises sous ventilation
mécanique et pneumonies d’inhalation). Dans une enquéte nationale réalisée en 2012,
portant sur la prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en
établissements de santé, les entérobactéries arrivaient en téte des pathogénes responsables
d’infections nosocomiales (64).

D’aprés cette méme étude, environ 20% des micro-organismes isolés lors de pneumonies
nosocomiales étaient des entérobactéries (64). Enfin, il a été rapporté qu’en France en 2012,
E. coli représentait le 2°™ germe le plus fréquemment retrouvé dans les bactériémies,
derriére S. aureus, d’apres les résultats de I'enquéte nationale citée plus haut (64).

De plus, on constate ces dernieres années, 'émergence d’entérobactéries résistantes aux
antibiotiques classiquement utilisés (65) . En effet, les entérobactéries sont habituellement
sensibles aux antibiotiques de la famille des bétalactamines (pénicillines, céphalosporines)
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mais naturellement résistantes aux pénicillines G (benzylpénicilline) et M (oxacilline et
cloxacilline). Cependant, certaines d’entre elles vont devenir insensibles a d’autres
bétalactamines, par acquisition de plasmide ou mutation génétique. Les bactéries vont alors
synthétiser une enzyme capable d’inactiver les bétalactamines par hydrolyse du cycle
bétalactame de ces antibiotiques. On distingue 4 types de bétalactamases (66) :

-les pénicillinases : elles sont synthétisées grace a I'acquisition d’un plasmide et hydrolysent
toutes les pénicillines. Selon I'expression de leur gene de régulation, les bactéries sont
partiellement ou totalement sensibles aux inhibiteurs de bétalactamases (66)

-les céphalosporinases : elles sont produites par mutations chromosomiques et hydrolysent
toutes les bétalactamines a I’exception des carbapénémes. De plus, elles sont insensibles aux
inhibiteurs de bétalactamases (66)

-les bétalactamase a spectre étendu (BLSE): ce sont des pénicillinases qui ont subi des
modifications génétiques et conferent une résistance a toutes les bétalactamines a I’exception
des carbapénémes (66)

-les carbapénémases : elles sont synthétisées a partir d’un géne le plus souvent plasmidique,
acquis par transfert horizontal au contact d’'une bactérie portant ce géne. Ces enzymes
hydrolysent toutes les bétalactamines, y compris les carbapénémes (67)

En cas de résistance, ces entérobactéries deviennent plus difficiles a éradiquer et nécessitent
le recours a d’autres antibiotiques que ceux habituellement utilisés (carbapénemes
notamment). De plus, elles imposent des précautions d’isolement du patient colonisé a
I’h6pital et un renforcement des mesures d’hygiéne au sein des services de soin, afin de limiter
leur transmission inter-patients (65).

En réanimation néonatale, ces EBMR sont en cause dans des épidémies (68). Les principales
entérobactéries responsables d’infections néonatales sont E. coli, K. pneumoniae et
Enterobacter sp. (68). Une étude menée par Biran et al. entre 2000 et 2009 dans le service de
réanimation néonatale de I’"hopital Robert Debré a Paris, a rapporté 46 cas de colonisation a
EBMR (69). Parmi ces pathogénes, 58,7% d’E. coli étaient impliqués, ainsi que 19,5% de
K. pneumoniae et 10,8% d’Enterobacter cloacae (69).

Dans le cadre de ce travail de theése, la recherche d’entérobactéries s’inscrit dans un contexte
d’épidémie a EBMR du genre Klebsiella et Enterobacter au sein du service de réanimation
néonatale de la Croix-Rousse.
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Il.  Contexte du projet d'étude de Ila contamination
environnementale dans un service de réanimation néonatale et
de I'étude de |a persistance in vitro du clone NRCS-A

A. Etat des connaissances concernant le clone NRCS-A

Comme nous l'avons évoqué, les infections néonatales tardives sont responsables d’une
hausse de la mortalité et des morbidités des nouveau-nés hospitalisés en réanimation
néonatale. Les agents bactériens majoritairement impliqués sont les entérobactéries, les
staphylocoques dorés et les SCN comme S. capitis.

Le clone NRCS-A appartenant a I'espece S. capitis, a été identifié en 2012 apres avoir observé
que l'espéce S. capitis représentait une forte proportion des bactériémies au sein des services
de réanimation néonatales lyonnais (39,1 % des hémocultures positives)(55). A I'inverse, cette
espéce était rarement retrouvée chez les adultes hospitalisés en service de réanimation a Lyon
(1% seulement des hémocultures positives)(55). Les profils des souches de S. capitis, ont été
comparés par électrophorese a champs pulsé, et ont mis en évidence que 24 souches de
S. capitis sur 25 isolées en réanimation néonatale appartenaient au méme clone (55). En
revanche, les souches de S. capitis isolées en service de réanimation adulte, étaient toutes
différentes de ce clone et également différentes entre elles (55). Ce clone appelé NRCS-A a
ensuite été identifié dans 42 services de réanimation néonatale de France (sur 46) et dans 17
pays a travers 4 continents (figure 6) (55,56,70).

Figure 6: Les pays en noir représentent ceux pour lesquels au moins une souche de S. capitis appartenant
au clone NRCS-A a été isolée dans une unité de réanimation néonatale (70)
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Le clone NRCS-A présente un phénotype de résistance aux antibiotiques caractéristique au
sein de I'espéce S. capitis avec notamment une résistance aux pénicillines G et M (71). Cette
résistance particuliére est due a la présence du géne mecA (72). Ces souches possedent
également le géne aacA-aphD responsable d’une résistance a tous les aminosides (dont la
gentamicine) par inactivation de ces antibiotiques via acétyl- et phospho-transférase (71).

De plus, les souches du clone NRCS-A possédent toutes une sensibilité diminuée a la
vancomycine. En effet les souches du clone NRCS-A sont toutes résistantes ou
hétérorésistantes a la vancomycine (57). En particulier, la CMI (concentration minimale
inhibitrice) de vancomycine des souches NRCS-A est en moyenne supérieure a celle des autres
souches de S. capitis. Ainsi, dans I’étude de 2012 évoquée ci-dessus, 37,5% des souches isolées
en réanimation néonatale étaient résistantes a la vancomycine (avec une CMI supérieure a
2mg/L) contre 7,7% des souches isolées chez des adultes (55). Par ailleurs, en 2015, une étude
a démontré que ce clone était doté d’une capacité élevée d’adaptation a la pression de
sélection par la vancomycine, supérieure a celle des autres souches de S. capitis, mais aussi
des souches de S. epidermidis et de la souche S. aureus Mu3 (souche de S. aureus de référence
pour I'hétérorésistance aux glycopeptides) (73). Une augmentation de I'épaisseur de la paroi
bactérienne était associée a cette résistance et ce mécanisme est le méme que celui décrit
chez les souches de S. aureus ayant une sensibilité diminuée a la vancomycine (73,74).

Entre juillet 2015 et octobre 2016, une étude de contamination bactérienne environnementale
avait été menée au sein du service de réanimation néonatale de I’hopital de la Croix-Rousse a
Lyon (71). Les résultats de cette étude avaient mis en évidence une présence élevée de
S. capitis NRCS-A au sein des alvéoles de soin (espace de soins autour des nouveau-nés) et en
particulier au niveau des couveuses (71). Ainsi nous avons émis I"hypothése d’une capacité du
clone NRCS-A a persister sur les surfaces inertes de I’environnement, qui fera I'objet d’un des
axes de notre travail. Par ailleurs, comme évoqué en introduction, le service de réanimation
néonatale de la Croix-Rousse a été confronté a des infections impliquant des EBMR. La
recherche de ces bactéries ainsi que des S. capitis et S. aureus dans I’environnement du service
de réanimation, fera I'objet de I'autre axe de notre travail.
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I1l.  Objectifs de I'étude

Dans une premiere partie, nous avons cherché a identifier les réservoirs de 3 bactéries
pathogenes (S. aureus, S. capitis NRCS-A et EBMR) dans I'environnement d’un service de
réanimation néonatale, notamment a proximité des couveuses. Nous avons également réalisé
des prélevements directement sur les couveuses avant et apres leur décontamination pour
étudier I'efficacité des procédures de désinfection. Enfin, nous avons suspecté une éventuelle
recontamination précoce des couveuses et avons donc réalisé des prélevements directement
dans la salle de décontamination, sur les surfaces et objets touchés par le personnel.

Dans une seconde partie, une expérimentation in vitro a été menée afin de comparer la
capacité de persistance du clone NRCS-A sur surface inerte, avec celle d’autres souches de
SCN.
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V. Matériel et méthodes

A. Prélevements réalisés au sein du service de réanimation
néonatale

1. Protocole d’identification des souches bactériennes recherchées

Des prélevements ont été réalisés dans le service de réanimation néonatale de I’hdpital de la
Croix-Rousse (Hospices Civils de Lyon) entre juillet et octobre 2017. Ces prélévements ont été
effectués grace a des écouvillons floqués E-swab (Copan, Italie). Aprés échantillonnage, ces
écouvillons ont été immédiatement utilisés pour ensemencer des tubes stériles contenant
chacun 2mL de bouillon de culture cceur-cervelle, puis mis en incubation 24h a 36°C en
aérobiose, afin de permettre la croissance des bactéries prélevées. L'ensemencement des
géloses en quadrant, était ensuite réalisé a partir de ces suspensions bactériennes sur géloses
ChromID® SAID (Biomérieux), MRSA Brilliance (Oxoid) et ChromID® BLSE (Biomérieux),
destinées a isoler respectivement : S. aureus, S. capitis NRCS-A et les entérobactéries.

Les géloses étaient ensuite incubées a 36°C pour permettre la multiplication des bactéries
pendant 24h pour les géloses SAID et BLSE et 5 jours pour les géloses MRSA Brillance. En effet,
pour 'espece S. capitis, il a été démontré au cours de travaux précédents, que sur ces géloses
MRSA Brillance, les souches NRCS-A formaient apres 5 jours d’incubation, des colonies de
couleur mauve avec un halo blanc-creme (57). Cet aspect était trés évocateur des souches
NRCS-A, sans toutefois en étre spécifique. C'est pourquoi une analyse en MALDI-ToF était
systématiquement réalisée pour chaque gélose MRSA montrant la coloration mauve
évocatrice afin de confirmer l'identification de S. capitis NRCS-A. Concernant les géloses SAID
positives, un test d’agglutination permettait de confirmer la présence de souches de S. aureus.
Enfin, un test PLP2A, était réalisé pour toutes les souches de S. aureus afin de mettre en
évidence les SARM. Pour les entérobactéries, nous avons uniquement recherché les souches
résistantes par culture sur gélose BLSE.

2. Prélevements environnementaux

Afin d’isoler les bactéries pathogenes pour les prématurés, nous avons ciblé nos prélevements
au niveau des alvéoles de soin et des objets fréquemment manipulés par le personnel
soignant.
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Chaque prématuré a autour de sa couveuse, un périmeétre bien délimité appelé « alvéole de
soin » dans lequel se trouve le matériel nécessaire a sa prise en charge, qui comprend sa
couveuse, un respirateur, un chariot de soins, un scope, et du matériel informatique (figure
7). Nous avons prélevé un méme jour 8 alvéoles de soins choisies aléatoirement parmi les 15
alvéoles du service de réanimation. Pour chaque alvéole, les points prélevés étaient les
suivants : le respirateur branché a I’enfant (les touches de fonctionnement et I'écran tactile),le
poste ordinateur attribué a chaque patient (les touches de fonctionnement de I'écran et la
surface des claviers et souris), la couverture appelée « cache-couveuse » située au-dessus de
chaque couveuse servant a contréler la luminosité (le jour de notre prélevement, 2 couveuses
sur les 8 prélevées, n’en n’avaient pas), le stéthoscope attribué a chaque enfant (au niveau du
pavillon).

Figure 7: Alvéole de soin autour d’une couveuse, dans le service de réanimation néonatale de la Croix-
Rousse (71)

Des prélévements ont également été réalisés sur les surfaces des objets fréquemment utilisés
par le personnel soignant au sein de I'unité de réanimation néonatale, a savoir : 16 manivelles
de store, 2 tableaux d’ardoise, 4 tabliers de protection contre les rayons X (situés dans le
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service de réanimation et utilisés par les manipulateurs radio), 5 ordinateurs utilisés par les
internes en médecines (claviers et souris), 3 ordinateurs utilisés par le personnel infirmier
(claviers et souris), 4 DECT (téléphones sans fil utilisés par les médecins), 1 téléphone fixe
utilisé par tous le personnel soignant, 1 interphone, 1 calculatrice utilisée par les internes en
médecine, 1 poste de radio, 1 échographe (I'ensemble des touches de fonctionnement du
clavier ont été prélevées) (figure 8).

Au total, 69 prélevements environnementaux ont été réalisés.

Figure 8: Echographe du service de réanimation néonatale de I’hépital de la Croix-Rousse (71)

3. Prélevement des couveuses

Selon le méme protocole de prélévement, nous nous sommes intéressés a la contamination
bactérienne des couveuses. Celles-ci étaient de type GIC (Giraffe Incubator Carestation :
réservée aux enfants particulierement fragiles présentant un trés petit poids de naissance) et
GOC (Giraffe Omnibed Carestation : pour les bébés moins petits, ces couveuses pouvant
s’ouvrir et s’utiliser comme des tables radiantes classiques).
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L’objectif était d’analyser la colonisation bactérienne des couveuses et d’apprécier I'efficacité
de leur décontamination.

Dans ce service, chaque couveuse est décontaminée tous les 10 jours ou lorsque le patient
peut sortir de couveuse ou quitte le service. La méthode de décontamination consiste a
immerger pendant 15 a 20 minutes, dans un bain antiseptique (composé d’un ammonium
guaternaire et d’un biguanide, respectivement : le chlorure de didécyldiméthylammonium et
le chlorhydrate de polyhexaméthylene) les pieces détachées de la couveuse. Les piéces non
détachables ou trop fragiles pour I'immersion (matelas et balance), sont nettoyées a 'aide
d’une lingette imbibée de la méme solution antiseptique.

Des prélevements ont été réalisés avant et aprées la décontamination de 6 couveuses choisies
aléatoirement. Les points ciblés pour chacune d’entre elles, étaient les suivants (figures 9 et
10):

-les hublots : sur leur face interne et externe ainsi que leur contour
-les poignées : a I'avant et a I'arriere de la couveuse, gauches et droites

-le matelas sur lequel est posé I’enfant : a sa face interne et externe, et également au niveau
des coutures

-la balance sur laquelle est posé le matelas : au niveau de sa face apparente et des touches de
fonctionnement

Figure 9: Couveuse GIC du service de réanimation néonatale de I’hépital de la Croix-Rousse
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Figure 10: Image de I'intérieur d’une couveuse du service de réanimation néonatale de la Croix-
Rousse

Les prélevements ont été répartis sur 4 journées. Chaque groupe de 3 couveuses était prélevé
pendant 2 jours : un jour de prélévement avant décontamination et un jour de prélevement
apres décontamination. Chaque jour, 27 prélevements étaient réalisés sur 3 couveuses. Ces
mémes couveuses étaient de nouveau prélevées le lendemain, aux mémes endroits que la
veille, apres leur décontamination. Cette procédure était de nouveau réitérée sur 3 autres
couveuses, soit un total de 6 couveuses prélevées pendant 4 jours.

Ainsi, 54 prélévements ont été effectués avant puis aprés décontamination des 6 couveuses,
soit un total de 108 prélevements pour les 6 couveuses durant ces 4 jours.

4, Préléevement en salle de décontamination

Les résultats de ces derniers prélevements ont mis en évidence une forte contamination des
couveuses a S. capitis méme aprés décontamination. Nous avons donc suspecté une
recolonisation bactérienne précoce des couveuses par le personnel en charge de la
décontamination. Ainsi une série de prélevements a été réalisée directement dans la salle de
décontamination sur le matériel fréquemment manipulé par le personnel en charge de cette
décontamination, et sur les surfaces susceptibles d’étre contaminées (tableau 1). Le méme
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protocole de prélevement et d’isolement des 3 types de bactéries que celui décrit
précédemment a été appliqué.

Tableau 1: Liste des matériels et surfaces prélevés dans le cadre de notre étude, en salle de
décontamination.

Matériels Surfaces

-Ordinateurs (écrans+ -Interrupteurs

claviers + souris) ., C .
-Placards (poignées + intérieur)

-Tableaux d’ardoise (+ .

. -Manivelles de stores
feutres + aimants)
-Robinets (+ mitigeurs
-Gants ( & )

-Eviers

-Carreaux (situés au-dessus des
éviers)

B. Etude de la persistance in vitro du clone NRCS-A

Devant la forte prévalence de I'espéce S. capitis par rapport aux autres bactéries recherchées
au sein du service de réanimation néonatale de la Croix-Rousse, nous nous sommes interrogés
sur une possible capacité du clone NRCS-A a persister dans I'environnement. Nous avons donc
réalisé une expérimentation in vitro de comparaison des survies de différentes especes de SCN
incluant le clone NRCS-A.

L’étude a été réalisée sur 3 souches différentes pour chacune des 4 espéces bactériennes
suivantes : S. capitis NRCS-A, S. capitis non NRCS-A, S. epidermidis et S. haemolyticus, soit un
total de 12 souches. Ces souches étaient des souches cliniques isolées d’hémocultures de
nouveau-nés, et disponibles dans la collection du laboratoire de bactériologie de I’hopital de
la Croix Rousse.

Pour chacune des souches, 14 tubes ont été ensemencés afin de prévoir deux tubes par temps
de lectures (1°, 3¢, 7¢, 14¢, 218, 28° et 60° jour). Pour chaque tube, 10 pL d’inoculum bactérien
standardisé a 0,5 Mc Farland (soit environ 1.5 108 CFU/mL) ont été déposés au fond d’un tube
de 2mL puis les tubes ont été laissés sous hotte a température ambiante. A chaque temps de
lecture et pour chaque souche, le dénombrement des bactéries persistantes en fond de tube
était estimé sur 2 tubes. Pour cela, les bactéries étaient resuspendues dans 1mL de BHI
(« Brain Heart Infusion » ou Bouillon de culture coeur-cervelle), puis des aspirations-
refoulements étaient réalisées a |'aide d’une pipette, ainsi qu’une sonication pendant 5
minutes a 100%, afin d’homogénéiser le contenu des tubes et de décoller d’éventuelles
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bactéries adhérentes. Le contenu des tubes était ensuite étalé sur gélose TSA (Trypto-caséine
soja) (Figure 11) et dénombré a I'aide du Spiral apres incubation pendant 48 heures a 37°C. A
noter qu’avant étalement, une dilution a 102 et 10 était réalisée pour les tubes de JO et J1
puisque l'inoculum attendu était plus élevé que celui des jours suivants.

Figure 11: Ensemencement d’une gélose a I'aide du Spiral
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V. Résultats

A. Contamination au sein du service de réanimation néonatale

1. Environnement

Les 69 prélevements environnementaux ont été réalisés sur le matériel utilisé par le personnel
soignant, se trouvant a l'intérieur mais également a I'extérieur des alvéoles de soin (tableau
2). Les résultats ont mis en évidence une présence fréquente de S. capitis au sein du service,
surtout au niveau des alvéoles de soin (26 prélevements positifs, soit 37,7% de S. capitis).
Concernant S. aureus, 12 préléevements se sont révélés positifs, ce qui représente un
pourcentage de 17,4%. En revanche, nous n’avons retrouvé ni EBMR ni SARM. Au vu de ces
résultats, il apparait que S. aureus se localise sur les objets éloignés des alvéoles de soin
(notamment les tabliers de radioprotection, les DECTs et le poste d’ordinateur utilisé par les
infirmiers) et donc fréquemment manipulés par le personnel soignant, tandis que S. capitis se
retrouve préférentiellement a proximité des couveuses (notamment les stéthoscopes, les
couvertures « cache-couveuses » et les respirateurs et ordinateurs attribués aux alvéoles de
soin). Cela concorde avec l'idée évoquée dans la thése de 2015 selon laquelle les nouveau-nés
constituent le réservoir des S. capitis (58).
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Tableau 2 : Résultats des prélevements environnementaux réalisés au service de réanimation
néonatale de I’hépital de la Croix-Rousse (les cases colorées correspondent aux objets pour
lesquels au moins 50% des prélévements étaient positifs)

Staphylococcus
Staphylococcus capitis
aureus
Types de pré'évements Positifs (%) Positifs (%)
Manivelles (n=16) 0 6,25
Tableaux ardoise (n=2) 0 0
Tabliers protection rayons X (n=4) 25
Ordinateurs internes (n=5) 20

Ordinateurs infirmiers (n=3)

DECT (n=4)

Téléphone fixe (n=1) 0

Interphone (n=1) 0

Calculatrice internes (n=1) 0 0
Radio portable (n=1) 0

Echographe (n=1) 0

Alvéole (écran tactile et boutons des respirateurs | 0

+ écran ordinateurs) (n=8)

Alvéole (clavier +souris) (n=8) 25

Couvertures (n=6) 16,7

Stéthoscopes (n=8) 0

Total (n=69 prélevements) 17,4 37,7
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2. Couveuses

Les résultats précédents ayant mis en évidence une forte colonisation des alvéoles de soin a
S. capitis, nous nous sommes intéressés ensuite plus particulierement aux couveuses. Les
résultats ont mis en évidence une faible présence de S. aureus (parmi les 6 qui ont été
prélevées, une seule couveuse était positive et ce seulement aprés ['étape de
décontamination, ce qui laisse supposer une éventuelle recontamination apres son
nettoyage). En revanche, toutes les couveuses prélevées étaient contaminées par S. capitis
avant décontamination, et 4 d’entre elles le restaient aprés (tableau 3). Sur les 54
prélevements avant décontamination, 31 étaient positifs pour S. capitis (57,4%) contre 7 aprés
décontamination (13%). Les matelas, notamment les coutures, ainsi que les hublots et
balances étaient les endroits ou lI'on retrouvait le plus souvent du S. capitis apres
décontamination. Cela peut s’expliquer par le fait que matelas et balances, non immergeables,
sont nettoyées a I'aide d’une lingette imbibée de solution antiseptique, contrairement aux
autres pieces de la couveuse qui sont immergées dans un bain antiseptique pendant 15
minutes. Concernant les hublots, bien qu’étant immergeables, la présence de bactéries
pourrait s’expliquer par un contact insuffisant voire inexistant avec la solution antiseptique,
au niveau des contours, dans le cas ou les hublots n’auraient pas été ouverts au préalable.
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Tableau 3: Résultats des prélevements des couveuses avant et apreés leur décontamination.
Les croix correspondent aux prélévements positifs a S. capitis

AVANT DECONTAMINATION

Couveuses G5 G18 | G29 |G4 | G30 |G33 | G5 G18 | G29 | G4 | G30 | G33
Matelas (coutures) | X X X X X
Matelas (dessus) X X X X X
Balance (contour + | X X X X X X
dessus)

Poignée arriere X

Poignée avant | ¥ X X
droite

Poignée avant | ¥ X X

gauche

Poignée arriere | X X

droite

Poignée arriere X

gauche

Hublots X X X |[X [X

Par ailleurs, dans notre étude, nous n’avons retrouvé ni EBMR ni SARM au niveau des
couveuses.

La forte prévalence de S. capitis au niveau des couveuses et des alvéoles de soin, concorde
avec les résultats obtenus lors d’études similaires menées au sein du méme service lyonnais
en 2015 (58) et 2017 (71), mettant en évidence une colonisation large du service, et en
particulier des couveuses par S. capitis.

3. Salle de décontamination

Devant la présence de S. aureus sur une couveuse aprés décontamination (alors que cette
souche n’était pas retrouvée avant décontamination sur le méme site de prélévement), ainsi
que la forte colonisation a S. capitis, avant et aprés décontamination, I'idée d’une possible
recontamination précoce par le personnel en charge de leur entretien a été envisagée. Apres
analyse des différents préléevements, seul un prélevement réalisé sur le poste d’ordinateur se
trouvant dans la salle de décontamination était positif a S. capitis. Aucun prélévement n’était
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positif pour S. aureus. Ces résultats ne permettent donc pas de confirmer avec certitude
I'imputabilité du personnel en charge de la décontamination.

Comme pour les précédents prélevements, aucuns SARM ni EBMR n’ont été identifiés en salle
de décontamination.

B. Persistance du clone NRCS-A dans I’environnement

Au vu des résultats précédents, montrant une forte colonisation du service par S. capitis, au
niveau des alvéoles de soin et des couveuses, nous avons suspecté que le clone NRCS-A
pouvait présenter une capacité particuliere de persistance dans I'environnement. Afin
d’évaluer les capacités de persistance du clone NRCS-A, nous avons comparé les courbes de
survie sur surface inerte (in vitro) de souches appartenant a 4 especes bactériennes, a savoir
S. capitis NRCS-A, S. capitis non NRCS-A, S epidermidis et S. haemolyticus.

Nous avons observé que l'espéce NRCS-A était celle qui présentait le dénombrement
bactérien le plus élevé au cours des 60 jours, par rapport aux autres bactéries testées. Les
quantités de bactéries persistantes dans les tubes aux différents temps, rapportées a
I'inoculum initial ensemencé dans le tube, sont détaillées dans le tableau 4. Les résultats sont
présentés sur le graphique ci-dessous (Figure 12).

Ces résultats appuient I'hypothese émise précédemment selon laquelle le clone S. capitis
NRCS-A aurait une capacité de persistance dans I’environnement supérieure aux autres SCN,
ce qui pourrait expliquer la forte prévalence de S. capitis au sein du service de réanimation
néonatale lyonnais.
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Figure 12: Diagramme des résultats de I'expérimentation in vitro : Evolution dans le temps du
dénombrement bactérien moyen de 3 souches de chaque groupe d'espéces de SCN
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Tableau 4: Récapitulatif des dénombrements bactériens de chaque souche de SCN, aux
différents temps, obtenus au cours de I'expérimentation in vitro.

S. capitis NRCS-A

S. capitis non NRCS-A

S. haemolyticus

S. epidermidis

Temps (jours)

Ratio UFC/UFC TO

Ratio UFC/UFC TO

Ratio UFC/UFC TO

0

1

1

1

1

1 0,067138629 0,080721313 0,000540838 0,018023086
3 0,01363765 0,014730639 5,31807E-05 7,57499E-05
7 0,001358544 0,001156076 5,97809E-06 1,41631E-05
14 0,000344728 0,000154272 2,52884E-06 8,99514E-06

21 5,11636E-05 1,39388E-06 1,04493E-07 2,7014E-06
28 3,37149E-05 5,36832E-07 1,6813E-07 1,28628E-06
60 1,82298E-06 1,66667E-08 1,00E-09 4,12371E-07
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VI. Discussion

Les SCN (dont I'espéce S. capitis) ainsi que S. aureus et les entérobactéries (dont les BLSE) font
partie des bactéries les plus fréqguemment impliquées dans les infections néonatales tardives.
En particulier, le clone NRCS-A, appartenant a I'espéce S. capitis et présentant une constante
hétérorésistance a la vancomycine, est retrouvé spécifiguement chez les nouveau-nés
hospitalisés, et avec une forte prévalence dans certains services.

L’objectif des travaux présentés ici était d’identifier la localisation des différentes bactéries
dans I'’environnement au sein d’un service de réanimation néonatale, afin d’en déterminer les
réservoirs. Dans un deuxiéme temps nous avons évalué I'aptitude du clone NRCS-A a persister
dans I'environnement, qui pourrait expliquer sa capacité d’'implantation et de diffusion dans
de nombreux services de réanimation néonatale.

L’'ensemble des préléevements et analyses présentés ici démontrent tout d’abord la
colonisation du service de réanimation néonatale par des souches de S. aureus et S. capitis,
avec des spécificités identifiées pour chaque espece.

En effet, les souches de S. aureus ont été isolées en majorité sur les objets utilisés et manipulés
par les soignants, a distance des couveuses, laissant suggérer une mauvaise aseptisation des
mains du personnel, puis une transmission manuportée (les claviers d’ordinateurs, y compris
ceux des alvéoles de soin, en étaient porteurs). Ces résultats sont cohérents avec des données
de la littérature démontrant que S. aureus est un pathogene fréquemment identifié dans
I’environnement des services (75).

Nous n’avons pas réalisé de typage des souches isolées, donc il n’est pas possible de savoir si
une ou plusieurs souches circulaient dans le service durant la période de I'étude. Cette analyse
pourrait étre intéressante pour explorer les voies de transmission intra-service et les
potentielles contaminations des soignants vers I'environnement et/ou les patients, comme
cela a été démontré dans d’autres travaux (76). En outre ces données rappellent la nécessité
d’une hygiéne stricte des mains dans les services, y compris apres la manipulation du matériel
de soins et/ou des patients pour limiter la transmission de bactéries potentiellement
pathogenes a travers le service.

En ce qui concerne les souches de S. capitis NRCS-A, elles ont majoritairement été isolées a
proximité des couveuses, et donc des patients. Ces résultats suggerent que le réservoir de ce
clone au sein des services de réanimation néonatale serait les patients et les couveuses, et
non pas les soignants. Ces données sont cohérentes a la fois avec les données précédentes
obtenues dans le méme service (71), mais aussi avec les travaux récemment publiés par une
équipe néozélandaise qui a montré que les souches de S. capitis isolées dans les hémocultures
de nouveau-nés étaient les mémes que celles retrouvées sur le matériel, notamment les
stéthoscopes et les couveuses, mais différentes des souches isolées chez les soignants (77).
Pour autant, il est probable que sans étre le réservoir, I'équipe soignante contribue a la
diffusion de ce clone dans le service, par manuportage, au vu de nos résultats (clone retrouvé
sur les ordinateurs du service).
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A la suite de ces résultats, afin de mieux comprendre les raisons de la forte présence de S.
capitis a proximité des couveuses, nous avons réalisé une deuxiéme série de prélévements
directement sur les couveuses, avant et aprées leur décontamination. Cette étude a permis de
mettre en évidence une fréquence importante de colonisation par S. capitis dans les deux
situations. Ces résultats sont préoccupants puisqu’ils suggérent qu’une couveuse toujours
contaminée par S. capitis pourrait étre réutilisée pour accueillir un nouveau-né et ainsi
I’exposer a un risque de colonisation voire d’infection. Une analyse plus fine de nos résultats
a permis de montrer que ce sont les pieces non immersibles dans la solution antiseptique
(matelas et balances) et difficilement atteignables par frictions (coutures des matelas) ou par
contact (contours des hublots), qui sont les plus souvent contaminées par S. capitis apres
I’étape de désinfection.

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans I'étude précédente réalisée dans le
méme service (71), et font écho a d’autres études publiées concernant des épidémies dans
des services de réanimation néonatale. Ainsi récemment Cadot et al ont décrit une épidémie
impliquant une souche multirésistante de K. pneumoniae dans un service de réanimation
néonatale et ont identifié les matelas comme étant la principale source de contamination des
patients (78). Prises ensemble, ces données insistent sur I'importance d’optimiser les
conditions de décontamination des incubateurs et plus largement de I'ensemble du matériel
utilisé en réanimation néonatale pour limiter les risques de contamination des patients via
leur environnement. Une résistance aux molécules antiseptiques utilisées est possible, et a
déja été évoquée par plusieurs auteurs ayant mis en évidence une tolérance a la chlorhexidine
ou aux ammoniums quaternaires chez des souches de S. capitis de réanimation néonatale
(77,79). Une méthode basée sur I'utilisation de vapeur pourrait étre utilisée, puisqu’une étude
récente a montré que l'introduction d’un nettoyeur vapeur dans un service de réanimation
néonatale avait été associée a une éradication du clone NRCS-A dans ce service (80). Des
travaux complémentaires seront prochainement menés dans le laboratoire de la Croix Rousse
afin d’étudier I'efficacité des différentes méthodes de décontamination.

Parmi nos résultats, nous avons observé que certains sites de couveuses étaient contaminés
apres I"étape de désinfection alors qu’ils n’étaient pas contaminés avant. Cela a conduit a
réaliser une derniere série de préléevements sur différentes surfaces dans la salle de
décontamination afin d’identifier un possible réservoir dans cette salle qui pourrait étre en
cause dans cette contamination post-désinfection. Un des prélévements (ordinateur de la
salle) a révélé la présence de S. capitis, les autres étaient tous négatifs. Aucun préléevement
n’a retrouvé de S. aureus. Des analyses plus poussées, au niveau des mains du personnel,
auraient été judicieuses afin de déterminer une possible source a la présence bactérienne
apres décontamination, autre que l'inefficacité de la technique de nettoyage utilisée.

Enfin on ne peut exclure une contamination des tubes par les personnes réalisant les
prélevements, qui pourrait expliquer la présence de S. aureus sur un des prélevements aprées
décontamination. Ces résultats ne permettent donc pas d’affirmer la recontamination
précoce via le personnel en charge de I'entretien des couveuses, méme si une rigueur
constante est requise pour I’entretien de cette salle.
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Au terme de cette premiére partie de notre travail de recherche, la transmission bactérienne
par manuportage via les soignants, attire I'attention sur la nécessité de rigueur de I'équipe
soignante au respect des regles d’hygiene dans un service de réanimation néonatale ou des
patients en situation de vulnérabilité immunologique extréme sont exposés a diverses
contaminations. Des erreurs d’hygiene de la part des soignants sont effectivement possibles,
comme cela a été rapporté en 2008 dans un service de néonatologie francais, aussi bien au
niveau des connaissances théoriques que dans leur application pratique, avec notamment une
mauvaise qualité du lavage des mains dans 67% des cas (81).

Dans une deuxieme partie de notre travail, nous avons cherché a comprendre pourquoi le
clone NRCS-A était particulierement présent sur les couveuses. Nous avons donc étudié sa
capacité a persister dans I'environnement, en mettant au point un protocole de suivi de
courbes de croissance de S. capitis NRCS-A sur surface inerte in vitro, en comparaison avec
d’autres souches de SCN. Cette étude a démontré une capacité de maintien de S. capitis NRCS-
A supérieure aux autres bactéries testées dans les mémes conditions.

Cela souléve plusieurs hypothéses quant au pouvoir des souches du clone NRCS-A a résister a
différentes situations comme la chaleur, ’lhumidité, la sécheresse ou encore a des variations
importantes de pH ou de luminosité, qui nécessiteraient d’étre plus approfondies a I'avenir.
Une autre théorie pour expliquer la forte prévalence de S. capitis NRCS-A au sein du service,
porterait sur son biofilm, qui serait plus résistant ou produit en quantité plus importante que
ceux des autres SCN, lui conférant ainsi une protection optimale permettant sa prolifération
et son implantation au sein du service. Il est également possible que le clone NRCS-A présente
une vitesse de multiplication supérieure a celle des autres SCN, qui expliquerait sa fréquence
importante par diffusion rapide au sein du service. Ces suppositions devront étre confirmées
expérimentalement.

Au cours de nos travaux, nous avons dd faire face a certains résultats inattendus. En
particulier, le service de réanimation néonatale de la Croix-Rousse a été prélevé en pleine
période d’épidémie a EBMR. L'un des principaux objectifs était de pouvoir établir une liste des
réservoirs potentiels de ces bactéries. Or, aucun des prélevements n’a mis en évidence
d’entérobactéries. La question se pose alors quant a la fiabilité de la méthode d’isolement
utilisée, qui ne serait peut-étre pas assez sensible pour détecter ce type de bactéries.

Une autre hypothése pourrait étre que le portage des EBMR ne serait pas environnemental
mais plutét humain, ou encore que ces bactéries ne puissent survivre longtemps sur des
surfaces inertes et se transmettraient plutét de soignants a patients et/ou de patients a
patients par manuportage, d’ou I'intérét d’un prélevement des soignants que nous aurions pu
envisager.

L'absence d’EBMR isolées pourrait également s’expliquer par une transmission mére-enfant
directe, comme ceci a déja été démontré lors d’'une récente étude (82). A la lumiére des
résultats de cette derniere étude, des prélevements pourraient étre envisagés aupres des
meéres des prématurés pour lesquels les hémocultures et/ou coprocultures se sont révélées
positives aux EBMR. Un typage des souches isolées serait alors intéressant afin de les
comparer aux souches des nouveau-nés infectés, pour pouvoir confirmer leur mode de
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transmission, de la mére a I'enfant. Toutefois, ce type de transmission pourrait étre incriminé
dans des cas sporadiques mais n’expliquerait pas la survenue d’épidémie au sein d’un service.

Par ailleurs, d’autres phénomenes ont précédemment été rapportés a l'origine de
contaminations croisées a EBMR, responsables d’épidémies dans les services de réanimation
néonatale. Ainsi, Gransden et al ont rapporté une épidémie liée a la contamination de lait
maternel en raison d’'une mauvaise désinfection des tire-laits d’un service. L’épidémie a pu
étre maitrisée grace a un réajustement des mesures de décontamination de ces appareils (83).
Une autre étude avait documenté une transmission d’EBMR via le gel utilisé pour les
échographies (84). En résumé, comme nous I'avons rappelé plus haut, une constante rigueur
dans I'application des regles de désinfection est primordiale afin d’éviter une contamination
bactérienne au sein des services de réanimation néonatale.

L'épidémie a EBMR, présente au sein du service lors de nos travaux, justifie 'importance d’une
surveillance accrue des voies de transmission et de diffusion de ces bactéries, avec
notamment, si possible, I'isolement précoce des enfants contaminés mais également des
meres porteuses d’EBMR. A cet effet, des dépistages précoces doivent étre effectués deés
I’admission des patients dans le service.

Enfin, il est possible qu’une résistance des EBMR aux antiseptiques utilisés au sein du service
puisse expliquer la diffusion d’une souche responsable de I'épidémie, comme évoquée
précédemment pour des souches de S. capitis. Cette hypothese pourrait faire I'objet d’une
étude expérimentale in vitro, en soumettant des souches d’EBMR, mais également de toutes
les bactéries recherchées dans ce travail, a des concentrations croissantes de I'antiseptique
utilisé en service.

Concernant I'absence de SARM dans I'environnement, cela n’exclue pas, comme pour les
entérobactéries, une transmission directe soignants-patients, comme ceci a déja été rapporté
dans d’autres études (85). Les soignants pouvant étre des réservoirs de SARM, il aurait été
intéressant de réaliser des préléevements au niveau des mains mais également des fosses
nasales ou se loge le S. aureus chez les porteurs sains, puis de les comparer aux hémocultures
des nouveau-nés positifs au SARM.

En ce qui concerne I'impact de nos résultats, on ignore si I'on peut les extrapoler a d’autres
services dans la mesure ou ils ont été réalisés dans un seul service de réanimation néonatale
sur une période donnée et sur un petit nombre de prélévements. Néanmoins ces données
pointent une problématique centrale en réanimation néonatale qui est celle de I’entretien des
couveuses et du matériel.

Enfin, notre étude in vitro est probablement exposée a des biais liés a la méthodologie puisque
les conditions expérimentales qui ont été choisies ne sont pas forcément représentatives des
conditions réelles au sein du service (matériaux différents, exposition a la chaleur, a
I'humidité, a la lumiére etc...). Des travaux complémentaires devront é&tre menés pour mieux
comprendre comment NRCS-A arrive a persister.
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VII. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons démontré que les souches de S. aqureus étaient
principalement retrouvées a proximité des soignants, laissant suggérer un portage par le
personnel méme si les données disponibles ne permettent pas de confirmer cette hypothese.
Toutefois aucun SARM n’a été identifié au sein du service. Les souches de S. capitis, quant a
elles, ont été isolées en tres grande majorité aux alentours des couveuses, laissant suggérer
que ces dernieres seraient la source de contamination du service a S. capitis. La capacité de
NRCS-A a persister sur les surfaces inertes pourraient expliquer ce phénomene. De plus,
I'inefficacité des techniques de décontamination des couveuses a également été mise en
évidence, notamment pour les pieces non immergeables ou non atteignables. Enfin, les
derniers prélévements réalisés en salle de décontamination n’ont pas permis d’établir un lien
entre le personnel en charge de I'entretien des couveuses, et une recontamination précoce
de celles-ci par manuportage.

Malgré un travail réalisé dans un contexte d’épidémie a EBMR au sein du service de
réanimation néonatale, aucune entérobactérie n’a été identifiée. Cela souléve la question de
la fiabilité des méthodes de prélevement utilisées mais aussi de la stratégie choisie de ne
rechercher les EBMR uniquement dans I'environnement, sans y inclure les soignants ou les
visiteurs extérieurs au service, ainsi que les nouveau-nés.

Plusieurs problématiques ressortent de notre étude. Tout d’abord, pour I'entretien des
couveuses, il est urgent de renforcer les protocoles actuels et d’étudier des techniques
alternatives, basées sur d’autres molécules ou d’autres procédés comme la vapeur.
Concernant le service dans sa globalité, le manuportage bactérien via les soignants étant
fortement suspecté dans la dissémination bactérienne environnementale, la nécessité de
rappeler régulierement au personnel soignant, les régles d’hygiéne, s’avere indispensable. Les
nouveaux arrivants doivent y étre initiés et les autres membres de I'équipe médicale doivent
étre soumis a des évaluations de leurs acquis, réactualisés le cas échéant. Afin de garantir
cette démarche, des audits et formations continues devraient étre menées régulierement
pour permettre une totale implication de I’équipe médicale, dans la lutte contre les infections
nosocomiales.

De méme, afin d’établir avec certitude I'origine de transmission des bactéries étudiées, il
serait judicieux de recourir a des prélevements sur les soignants, visiteurs du service, nouveau-
nés et leur mere, puis de réaliser des typages des souches isolées. La meilleure compréhension
des cycles de transmission pourrait ainsi permettre de mieux combattre la transmission au
sein du service, par des mesures d’isolement de patients ou éventuellement de
décontamination.

Par ailleurs, au regard de nos résultats, il semble nécessaire d’étendre les connaissances
concernant les caractéristiques bactériennes des souches impliquées dans les infections
néonatales tardives (capacité de persistance in vitro, biofilm, résistance aux antiseptiques...).
Ceci, afin de mieux comprendre et contrer leur capacité de dissémination.
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Enfin, méme si ce n’était pas |'objet de la présente étude, la présence de bactéries multi-
résistantes (EBMR, S. capitis NRCS-A) au sein du service de réanimation néonatale doit
rappeler la nécessité d’une utilisation raisonnée et adaptée des antibiotiques, démarche
indispensable dans la lutte contre les résistances bactériennes.

En effet, il avait déja été démontré que le clone NRCS-A qui se retrouvait principalement dans
les services de réanimation néonatale, s’y implantait par adaptation a la pression de sélection
a la vancomycine, antibiotique largement prescrit dans ces services (58).

Pour conclure, les infections néonatales tardives doivent faire |'objet d’une attention
particuliére, par le renforcement des protocoles d’hygiéne et de lutte contre les résistances
bactériennes, mais également par I'approfondissement des connaissances des bactéries
incriminées.
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ISPB - FACULTE DE PHARMACIE
CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR: Madame BAGHADI Dalila

Les complications liées a la prématurité sont a I‘origine de plus d’1 million de décés par an
dans le monde, et constituent la premiére cause de mortalité chez les enfants de moins de 5
ans.

Parmi ces complications, les infections néonatales tardives (survenant aprés le 3*™ jour de
vie) concernent plus d’un tiers des prématurés de faible poids de naissance (inférieur 3 1500g).
Plusieurs études ont précédemment décrit un lien entre ces infections et I'environnement des
services de réanimation néonatale.

Trois types bactériens sont fréquemment mis en cause lors de ces infections : les
staphylocoques a coagulase négative, les Staphylococcus aureus (dont le Staphylococcus
aureus résistant a la méticilline) et les entérobactéries (dont les entérobactéries multi-
résistantes, d’ailleurs impliquées dans une épidémie au service de réanimation néonatale de
I’hépital de la Croix-Rousse au moment de notre étude). Parmi les staphylocoques a coagulase
négative, des études récentes ont démontré que le clone NRCS-A, appartenant a Vespéce
Staphylococcus capitis, et présentant un profil multirésistant aux antibiotiques, était retrouvé
avec une forte prévalence, dans plusieurs services de réanimation néonatale a travers le
monde.

Dans ce travail, afin d’identifier les réservoirs de ces pathogénes, plusieurs prélévements
bactériens ont été réalisés entre les mois de juillet et octobre 2017, au sein du service de
réanimation néonatale de I'hopital de la Croix-Rousse a Lyon.

Une premiére série de prélévements a été menée sur les surfaces et les objets utilisés pour
les soins des prématurés. Les S. aureus ont été retrouvés majoritairement a distance des
couveuses sur les objets fréquemment manipulés par le personnel, évoquant une origine de
contamination par les soignants via manuportage. En revanche, la plupart des Staphylococcus
capitis NRCS-A a été isolée a proximité des couveuses, laissant supposer que les prématurés
seraient a I'origine de la contamination du service par cette espéce bactérienne.

Une deuxiéme série de prélévements a ensuite été effectuée sur 6 couveuses choisies
aléatoirement, avant et aprés leur décontamination. Les résultats ont révélé une forte
colonisation des couveuses par Staphylococcus capitis NRCS-A, avant et aprés leur nettoyage,
mettant en évidence une inefficacité de leur désinfection.

Devant la suspicion d’une recontamination précoce des couveuses par le personnel en charge
de leur entretien, les surfaces et le matériel de la salle de décontamination ont fait I'objet
d’une derniére série de prélévements, qui n’a pas permis de confirmer cette hypothése.
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Aucune souche de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, ni d’entérobactéries multi-
résistantes n'a été mise en évidence lors de ces différentes séries de prélévements dans le
service de réanimation néonatale.

Nos résultats suggérent la capacité de persistance dans I'environnement du clone NRCS-A.
Cette hypothése a été testée par expérimentation in vitro consistant en un suivi sur plusieurs
semaines du dénombrement bactérien de différents staphylocoques sur surface inerte. Ces
derniers travaux ont mis en évidence une persistance plus importante pour le clone NRCS-A
que pour les autres staphylocoques blancs auxquels il était comparé, a savoir : les espéces
Staphylococcus epidermidis, haemolyticus et capitis non NRCS-A.

Au terme de notre étude, il apparait nécessaire de renforcer les mesures d’hygiéne au sein du
service. En particulier de nouvelles techniques de décontamination des couveuses doivent
étre envisagées (comme la méthode de stérilisation a la vapeur) et une réactualisation des
régles d’aseptisation en service doit étre menée afin de palier 3 la transmission manuportée
des pathogénes.

A ce titre, des prélévements humains (nouveau-nés, soignants, parents, visiteurs) suivis d’un
typage des bactéries isolées, pourront apporter plus d’informations sur les origines de
contamination et de diffusion des pathogénes a travers le service. lls aideront, ainsi, a lutter
contre la transmission bactérienne, par la mise en place de mesures d’isolement et/ou de
décontamination.

D’autre part, il est primordial d’étendre les connaissances a propos des caractéristiques des
bactéries incriminées (capacité de persistance in vitro, biofilm, résistance aux antiseptiques..).

Enfin, de maniére plus générale, la présence de bactéries multi-résistantes au sein du service
(Entérobactéries multi-résistantes, clone NRCS-A) rappelle la nécessité d’une utilisation
raisonnée des antibiotiques. En effet, Iimplantation du clone NRCS-A en réanimation
néonatale avait déja été imputée a une adaptation a la pression de sélection a la vancomycine,
antibiotique largement prescrit dans ces services.

Le Président de la thésoe, Vu et permis d'imprimer, Lyon, le 1 2 DEZ. 2018
- Vu, la Directrice de lInstitut des Sciences
@LM%W Pharmaceutiques et Biologiques, Faculté de Pharmacie
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BAGHADI Dalila
Etude de la contamination bactérienne environnementale au sein du service de réanimation néonatale
de I'Hopital de la Croix-Rousse de Lyon

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2019, 59 p.

En 2015, les décés liés aux complications de la prématurité représentaient plus d’'un million des naissances
par an dans le monde. Parmi elles, plus d’un tiers des prématurés de faible poids de naissance (inférieur a
1500g) ont présenté une infection néonatale tardive (infection se développant apres 72 heures de vie).
Plusieurs études ont rapporté que I'environnement des services de réanimation néonatale était impliqué
dans la survenue de ces infections. Notre étude portait sur les trois types bactériens principalement
incriminés : les staphylocoques a coagulase négative (dont le clone S. capitis NRCS-A), S. aureus, et les
entérobactéries.

Des prélévements environnementaux réalisés au service de réanimation néonatale de I'hépital de la Croix-
Rousse, ont révélé une colonisation par S. aureus essentiellement au niveau du matériel éloigné des
alvéoles de soin suggérant une contamination via les soignants par manuportage. Les S. capitis NRCS-A
isolés a proximité des couveuses, laissaient suggérer que les prématurés en seraient les réservoirs. Des
couveuses choisies aléatoirement ont ensuite été prélevées avant et apres leur décontamination et ont
révélé une contamination a S. capitis NRCS-A dans les deux situations, mettant en évidence une
insuffisance des techniques d’entretien utilisées. Une derniére série de prélevement menée en salle de
décontamination sur les objets et surfaces manipulés par le personnel en charge de I'entretien des
couveuses n’a pas permis d’affirmer avec certitude que le personnel d’entretien des couveuses était
responsable de leur recontamination précoce. Par ailleurs, la capacité de persistance du clone S. capitis
NRCS-A in vitro sur surface inerte a été démontrée, expliquant en partie sa présence fréquente dans
plusieurs services de réanimation néonatale a travers le monde.

Il'y a donc, au sein du service, une nécessité urgente de réactualiser les regles d’hygiéne, d’étendre les
connaissances a propos des bactéries responsables d’infections néonatales tardives et d’optimiser les
mesures de lutte contre les infections nosocomiales.

MOTS CLES
e réanimation néonatale ; Staphylococcus aureus ; Staphylococcus capitis NRCS-A ;
contamination environnementale ; manuportage
JURY M. LAURENT Fréderic, Professeur des Universités-Praticien Hospitalier
Mme BUTIN Marine, Maitre de Conférences des Universités-Praticien Hospitalier
Mme TRISTAN Anne, Maitre de Conférences des Universités-Praticien Hospitalier
Mme KOLENDA Camille, Assistant Hospitalier Universitaire
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