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INTRODUCTION 
 
 
Staphylococcus aureus est à la fois une bactérie commensale et un agent pathogène 
majeur de l’homme. Ce micro-organisme est responsable d’infections très polymorphes : 
communautaires ou nosocomiales, superficielles ou profondes, bénignes ou létales. Son 
potentiel épidémique, l’existence de souches de virulence particulière ou résistantes à de 
nombreux antibiotiques font de cette bactérie la cible d’une surveillance épidémiologique 
renforcée. Pour cette raison, de nombreuses méthodes de typage épidémiologique de S. 
aureus ont été développées, avec des performances diverses. Parmi-elles, la multi-locus 
variable-number tandem analysis (MLVA) se démarque par sa reproductibilité et son 
pouvoir discriminant. 
 
Chaque établissement de soins est confronté aux infections staphylococciques. De ce fait, 
il peut être intéressant d’un point de vue épidémiologique de disposer de techniques de 
typage moléculaire permettant une surveillance locale et accessible à une majorité de 
laboratoires. Pour cette raison, l’Hôpital d’Instruction des Armées Legouest de Metz 
souhaite disposer d’une technique discriminante, rapide, à coût modéré, pouvant utiliser la 
technologie de la PCR en temps réel mais pas celle du séquençage. Pour répondre à ces 
critères, une étude de la faisabilité du typage de S. aureus en MLVA avec détection en 
HRM a été réalisée. 
 
Ce travail est composé de deux parties. Après une revue de la littérature portant sur S. 
aureus et ses problématiques, les différentes méthodes de typage ont été développées. 
Dans la partie expérimentale, la possibilité de transposer un schéma de MLVA classique, 
avec révélation électrophorétique des amplicons, vers une MLVA avec révélation en 
temps réel, par analyse de leur température de fusion, a été étudiée au laboratoire de l’HIA 
Legouest. Après une phase de développement de la technique, une comparaison avec la 
méthode traditionnelle a été réalisée.   
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PARTIE 1 : REVUE DE LA LITTERATURE 

 
1. Staphylococcus aureus : généralités 

1.1.  Notions d’histoire  

Plusieurs travaux réalisés dans les années 1870 ont mis en évidence la présence de cocci 
dans des pus et des abcès. Considérés comme une entité unique, ils furent nommés 
Coccobacteria septicum par Billroth en 1874. Leur implication possible en tant qu’agents 
pathogènes ne fut démontrée que plus tard par Ogston, qui mit en évidence des espèces 
saprophytes colonisant la peau, et d’autres responsables de furoncles et de surinfections de 
plaies. Il fit également la distinction entre les cocci en chainettes, les Streptococcus et 
ceux en grappe, les Staphylococcus, scindant ainsi le genre en deux (1).  
 
L’espèce Staphylococcus aureus, ainsi nommée en raison de sa pigmentation, fut décrite 
en 1884 par Rosenbach. Ce dernier différencia Staphylococcus pyogenes aureus  des 
autres cocci à Gram positif en amas, nommés Staphylococcus pyogenes albus et 
Staphylococcus pyogenes citreus, en fonction de la couleur du pigment. L’appellation 
Micrococcus était également employée sans distinction (1).  
 
La séparation des genres Staphylococcus et Micrococcus, mais aussi des Neisseria, a été 
ébauchée à partir de 1925 par l’utilisation progressive de tests biochimiques 
d’identification tels que la capacité d’utilisation du mannitol ou du glucose, la présence 
d’une gélatinase, d’une hémolysine ou d’une leucocidine, la production d’ammoniaque à 
partir d’arginine, d’acide à partir du glycérol ou encore la présence d’une coagulase. Une 
méthode de classification basée sur ces tests a permis à Hill en 1959 (1) de montrer que le 
groupe des souches identifiées comme Staphylococcus aureus formait un groupe 
homogène et une espèce à part entière. 
 
Le genre Staphylococcus a été définitivement différencié de celui des Micrococcus par 
l’étude de leur ADN et de leur contenu en guanine et cytosine (GC %), qui est faible pour 
les Staphylococcus (30 à 38 %) mais élevé pour les Micrococcus (65 à 75 %). 
 



	
   	
  
27	
  

L’introduction de techniques génomiques en 1976 a permis la vérification de certaines 
classifications tout en engendrant de nombreuses modifications, amenant progressivement 
à la taxonomie actuelle (1). 

1.2.  Taxonomie et propriétés 

Sur la base de l’analyse du gène codant l’ARN ribosomal 16S, le genre Staphylococcus est 
depuis 2002 classé dans la famille des Staphylococcaceae, ainsi que Gemella, 
Macrococcus, Jeotgalicoccus et Salinococcus. 
 
Le genre Staphylococcus comporte 47 espèces et 24 sous-espèces, dont 17 sont retrouvées 
chez l’homme (tableau I.1) (2). 
 
Tableau I.1 : Espèces constituants le genre Staphylococcus 

Espèces et sous-espèces isolées en clinique 
humaine 

Espèces et sous-espèces isolées 
principalement chez l’animal, les produits 

dérivés et l’environnement 
S. aureus subspecies aureus 
S. auricularis 
S. capitis subspecies capitis 
S. caprae 
S. cohnii subspecies cohnii 
S. epidermidis 
S. haemolyticus 
S. hominis subspecies hominis 
S. intermedius 
S. lugdunensis 
S. pasteuri 
S. saccharolyticus 
S. saprophyticus subspecies saphrophyticus 
S. schleiferi subspecies schleiferi 
S. simulans  
S. xylosus 
S. warneri 

S. arlettae  
S. aureus subspecies anaerobius 
S. capitis subspecies urealyticus 
S. carnosus subspecies carnosus 
S. carnosus subspecies utilis 
S. chromogenes 
S. cohnii subspecies urealyticus 
S. condimenti 
S. delphini 
S. felis 
S. fleurettii  
S. gallinarum 
S. hominis subspecies novobiosepticus  
S. hyicus subspecies hyicus 
S. kloosii  
S. lentus 
S. lutrae 
S. muscae 
S. piscifermentans  
S. pulvereri 
S. saprophyticus subspecies bovis 
S. schleiferi subspecies coagulans  
S. sciuri subspecies sciuri  
S. sciuri subspecies carnaticus  
S. sciuri subspecies rodentium 
S. succinus  
S. vitulinus 
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Les Staphylococcus sont des cocci à 
coloration de Gram positive d’environ 1 µm 
de diamètre, se disposant le plus souvent en 
amas ou grappes (figure I.1). Ils sont 
immobiles et ne produisent pas de spores. 
S’ils sont généralement capsulés in vivo, ils 
perdent progressivement leur capsule en 
culture (3).  
 
 
 
Ils sont aéro-anaérobies facultatifs, capables de se multiplier en milieu ordinaire entre 10 
et 42 °C, avec un optimum thermique à 37 °C et à un pH compris entre 7,4 et 7,6. 
Staphylococcus aureus possède également la faculté de se multiplier sur milieux sélectifs 
hypersalés (3). Les colonies peuvent atteindre une taille de 2 à 3 mm, elles sont rondes, 
lisses et opaques. S. aureus se distingue de la majorité des autres staphylocoques par la 
production d’une coagulase, d’un pigment doré et par son caractère bêta-hémolytique sur 
milieu au sang. Cependant, les souches small colony variant de Staphylococcus aureus 
sont au contraire ponctiformes, non hémolytiques et non pigmentées (figure I.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure I.2 : Colonies de S.aureus  (haut) et small 
colony variant (bas) 

Figure I.1 : S. aureus, coloration de Gram 



	
   	
  
29	
  

1.3.  Habitat  

Les bactéries du genre Staphylococcus sont ubiquitaires, peu exigeantes et capables de 
vivre dans de nombreux sites, essentiellement en saprophyte de l’environnement extérieur, 
mais aussi en commensal des épithéliums cutanés et muqueux des hommes et des 
animaux. 
 
L’Homme constitue un réservoir de plusieurs espèces de staphylocoques, dont 
Staphylococcus aureus. La bactérie colonise la peau, le tube digestif et la région périnéale 
des nouveau-nés puis reste en portage chronique chez 20 % des individus sains et en 
portage intermittent chez 30 à 50 % d’entre eux. Les porteurs chroniques sont colonisés 
par une souche présente en forte densité, au contraire des porteurs intermittents colonisés 
par des clones différents au fil du temps et présents à des densités plus faibles. De ce fait, 
les porteurs chroniques sont plus à risque d’infection (4).  
Différents facteurs de risque de colonisation liés à l’hôte sont identifiés : les sujets 
masculins, un âge supérieur à 60 ans, l’éthylisme chronique, le diabète, la présence d’une 
néoplasie, d’une insuffisance rénale terminale ou encore les pathologies pulmonaires 
chroniques (4).  
 
La localisation préférentielle de Staphylococcus aureus est le rhinopharynx (fosses nasales 
et gorge), mais il est également présent dans le tube digestif et le périnée en plus faible 
quantité. Il dissémine par intermittence à partir des sites de portage vers les zones humides 
comme les aisselles. Il est également capable de disséminer par aérosol sur la peau à partir 
du rhinopharynx. Sa capacité à résister à la dessiccation explique que cette bactérie puisse 
être retrouvée sur les vêtements et dans les squames présentes dans les poussières 
environnementales, permettant non seulement une transmission directe manuportée, mais 
également une transmission indirecte par les objets et les poussières. 

1.4.  Physiopathologie 

Les infections à Staphylococcus aureus sont la résultante d’une succession d’étapes, au 
cours desquelles la bactérie va combiner la mise en œuvre de facteurs de virulence et ses 
capacités d’échappement aux défenses de l’hôte. Les étapes principales sont résumées 
dans le tableau I.2 (5). 
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Tableau I.2 : Etapes physiopathologiques de l'infection staphylococcique et facteurs de 
virulence 

Etapes de l’infection Eléments mis en jeu 

Envahissement local adhésines 
hyaluronidase, élastase, exfoliatines 

Nécrose cellulaire pore-forming toxins (hémolysines, 
leucocidines) 

Diminution de l’efficacité des défenses 
locales 

protéine A 
capsule, biofilm, coagulase 
leucocidines 

Formation de microthrombi  coagulase 
Emboles septiques fibrinolysine 

1.4.1.  Facteurs favorisant la colonisation 

Les constituants de paroi et les facteurs d’adhésion jouent un rôle initial dans la 
physiopathologie des infections à Staphylococcus aureus.  
 
Staphylococcus aureus possède un grand nombre de protéines de surface ayant la capacité 
de se fixer sur des molécules de l’hôte. Ces récepteurs de surface, les adhésines, 
appartiennent à la famille des MSCRAMM (microbial surface component recognizing 
adhesive matrix molecule). Elles se fixent à des molécules plasmatiques telles la 
fibronectine (protéine de liaison à la fibronectine) et au fibrinogène (Clumping factor A et 
B) ou à des molécules tissulaires telles la vitronectine, la laminine ou le collagène 
(protéine de liaison au collagène). Ces protéines jouent un rôle dans la colonisation et 
l’invasion des tissus (3). La colonisation est ainsi possible sans lésion préalable, et se 
trouve facilitée par une effraction cutanée (6). 

1.4.2.  Facteurs de protection contre la phagocytose 

La protéine A est une protéine liée au peptidoglycane codée par le gène spa. Elle possède 
la capacité de fixer le fragment Fc de la majorité des sous-classes d’immunoglobulines de 
type IgG. Cette fixation crée une interférence avec la phagocytose et avec l’opsonisation, 
rendant moins efficace l’action du système immunitaire (3). 
 
De plus, 90 % des souches de Staphylococcus aureus possèdent une capsule 
polysaccharidique conférant une résistance à la phagocytose. Elle est également impliquée 
dans les phénomènes d’adhérence (3). 
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Dans certaines conditions, cette bactérie est capable de produire un biofilm ou slime, un 
polysaccharide entourant les colonies et permettant à la fois l’ancrage de la bactérie et une 
protection mécanique contre la phagocytose (7). 
 
Un autre facteur de protection contre la phagocytose est la présence d’une enzyme, la 
coagulase. Cette dernière se lie à la prothrombine et forme un complexe appelé 
staphylothrombine. Le complexe staphylothrombinique entraîne la polymérisation du 
fibrinogène en fibrine et donc la formation d’un caillot, protégeant ainsi la bactérie de la 
phagocytose (6). 
 
La résistance à la phagocytose de Staphylococcus aureus favorise l’extension de 
l’infection. 

1.4.3.  Facteurs d’extension de l’infection  

1.4.3.1.  Extension locale 

L’extension locale des infections à S. aureus repose majoritairement sur la production de 
plusieurs toxines ayant pour cibles les membranes cellulaires. Ce sont des enzymes ayant 
une action cytolytique sur certaines cellules eucaryotes et détruisent ainsi les cellules de la 
défense de l’hôte. Le mécanisme de la cytolyse est une fixation aux cellules cibles 
provoquant la formation de canaux membranaires, d’où leur dénomination de pore-
forming toxins. Ces canaux membranaires permettent les échanges d’ions monovalents, 
avec pour conséquence une fuite osmotique du contenu cellulaire, et en particulier du 
contenu en ATP, provoquant l’apoptose cellulaire. L’altération des tissus qui en résulte 
favorise la dissémination (8).  
 
Les pore-forming toxins sont traditionnellement classées en 2 groupes en fonction de leur 
structure tridimensionnelle.  

Les toxines à hélice α comprennent les δ-hémolysines, synthétisées par 97 % des souches 
de S. aureus et capables de lyser de nombreuses cellules sanguines, et les phenol-soluble 
peptides, initialement caractérisés chez S. epidermidis, produits en grande quantité par des 
souches communautaires et dont les cibles sont les polynucléaires neutrophiles (9).  

Les toxines à brin β, ou leucotoxines, ont pour cibles cellulaires majeures les leucocytes. 

Elles comprennent l’hémolysine α, capable de lyser de nombreux types de cellules 
(leucocytes, plaquettes, kératinocytes, fibroblastes) et de provoquer la libération massive 
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de molécules pro-inflammatoires, et les leucotoxines à deux composés ou toxines 

synergohyménotropes incluant la γ-hémolysine (LukE-LukD) présente chez 99 % des 
souches, et la leucocidine de Panton-Valentine (LPV ou PVL) (9).  
Cette dernière est formée des composés LukS-PV et LukF-PV. Le gène codant la PVL est 
porté par un bactériophage, qui n’est retrouvé que chez 1 à 2 % des souches de S. aureus. 
Son spectre d’activité lytique est restreint aux monocytes, macrophages, polynucléaires 
neutrophiles et métamyélocytes, épargnant les érythrocytes (9). Les concentrations 
sublytiques de PVL induisent par activation de la voie calcique (figure I.3) une libération 
massive d’histamine par les polynucléaires basophiles et stimulent la libération  par les 
polynucléaires neutrophiles d’enzymes (telles la ß-glucuronidase et le lysozyme), de 
composés chimiotactiques (tels le leucotriène-B4 et l’interleukine-8) et des métabolites 
oxygénés. A forte dose (200 nM), la PVL a un effet nécrotique sur les polynucléaires 
humains, alors qu’à faible dose (5 nM) elle induit une apoptose dépendante de la voie 
mitochondriale (voie des caspases ou cysteinyl-aspartate-cleaving proteases) (6). 
Les souches de S. aureus produisant la PVL sont classiquement associées aux infections 
cutanées primitives comme les furoncles (6).  
Les pore-forming toxins permettent donc l’extension locale de l’infection par leur capacité 
à détruire les cellules des tissus, mais également à détruire les cellules du système 
immunitaire en créant un état local d’immunosuppression.  
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sés conduit à la formation d’un pore actif (figure 4). Ainsi, 
le composé de classe S se fixe en premier à la membrane 
de la cellule cible, permettant la fixation du composé de 
classe F. Il y a ensuite oligomérisation puis formation du 
pore octamérique [2, 13]. Les protéines de classe S n’ont 
pas toutes le même ligand cellulaire [14]. Chaque protéine 
de classe S peut alors former une leucotoxine spécifique 
lorsqu’elle se combine avec une protéine de classe F, 
la structure des tonneaux bêta influant sur la spécificité 
cellulaire. Les identités de séquences peptidiques varient 
de 55 à 79 % à l’intérieur de chaque classe [15, 16]. Les 
réponses cellulaires induites par les leucotoxines à deux 
composés sont surtout liées à l’activation de la voie calci-
que. Des facteurs chimiotactiques, tels que le leucotriène 
B4 et l’IL-8, sont sécrétés et exprimés. La production 
d’histamine, molécule vasodilatatrice, a également été 
mise en évidence. Des molécules inflammatoires telles 
que l’IL-6 ou l’IL-12 ainsi que des enzymes (glucuroni-
dase, lysozyme) sont sécrétées de manière variable selon 
la leucotoxine [17]. La sécrétion d’espèces réactives de 
l’oxygène par les polynucléaires neutrophiles renforce le 
processus inflammatoire.

2.1.2.2.1. La gamma-hémolysine
Cette leucocidine a été identifiée à partir d’une souche 
Newman mutée ne sécrétant ni alpha-hémolysine, ni 
gamma-hémolysine, ni LPV, mais possédant une activité 
leucotoxique résiduelle [22]. La leucocidine LukE-LukD est 
produite par 30 % des souches hospitalières de S. aureus. 
Elle possède un spectre d’activité assez large de part son 
action sur les lymphocytes T, les polynucléaires neutro-
philes, les monocytes, les macrophages et les cellules 
dendritiques. Le locus correspondant est présent dans 
près de 90 % des souches, mais il n’est exprimé que dans 
seulement un tiers des souches. La leucocidine LukE-LukD 
a été isolée chez plus de 75 % des souches de S. aureus 
responsables d’impétigo bulleux [23], souches produisant 
également les épidermolysines A ou B. Elle a été isolée 
chez plus de 90 % des souches de S. aureus associées à 
une diarrhée post-antibiotique et productrices également 
d’entérotoxines [24].

2.1.2.2.3. La leucocidine de Panton Valentine  
et les pathologies qui lui sont associées
En 1932, Panton et Valentine mettent en évidence la capa-
cité leucotoxique de certaines souches de S. aureus isolées 
de furoncles [25]. En 1936, Wright désigne cette toxine par 
les noms de ses deux découvreurs. La LPV est la première 
leucotoxine à être purifiée et caractérisée. Elle est formée 
de deux composés S et F : LukS-PV et LukF-PV [20]. Le 
gène codant la LPV est porté par un bactériophage [26] qui 
n’est retrouvé que chez 1 à 2 % des souches cliniques de 
S. aureus [27, 28, 29]. Le spectre d’activité lytique de cette 
toxine est restreint aux monocytes, aux macrophages, aux 
polynucléaires neutrophiles et aux métamyélocytes ; les 
érythrocytes ne sont pas lysés [5]. Les souches productri-
ces de LPV sont classiquement associées à des infections 
cutanées primitives, notamment les furoncles [30, 31]. Il a 
été montré que 90 % des souches produisant la LPV sont 
issues de furoncles, et inversement que 96 % des cas de 
furoncles sont associés à des souches productrices de 
LPV. La LPV est également associée, au moins en partie, 
à des infections profondes sévères : essentiellement des 
pneumonies nécrosantes [32, 33, 34, 35, 36], mais aussi 
des ostéomyélites [37] ainsi que des cas de purpura fulmi-
nans [38]. Cette toxine a été identifiée récemment lors d’un 
cas de pseudo-syndrome de Lemierre [39] et dans un cas 
de gangrène de Fournier [40]. La LPV a été associée à la 
survenue de pneumopathies communautaires nécrosantes 
et hémorragiques chez des enfants ou de jeunes adultes 
auparavant en bonne santé (voir l’article de Dumitrescu 
et al. dans ce numéro) [33, 34]. Les souches productri-
ces de LPV ont une affinité particulière pour la membrane 
basale mise à nue par la desquamation de l’épithélium 
cilié pulmonaire, notamment en cas d’infection virale. Le 
diagnostic précoce est très difficile. En effet, cette forme 
clinique de pneumopathie apparaît initialement comme un 
tableau pseudo-grippal. La pathologie peut ensuite évoluer 
rapidement vers une détresse respiratoire sévère, une leu-
copénie étant présente dans les formes graves. La létalité 
est élevée, proche de 37 % [34, 41, 42]. Actuellement, 
l’émergence de souches communautaires de S. aureus 
productrices de LPV et résistantes à la méticilline, désignées 
par l’acronyme anglais « CA-MRSA » (community–acquired 
meticillin-resistant S. aureus), est décrite dans de nombreux 
pays. Les CA-MRSA sont isolés lors de cas de pneumo-
nie nécrosante mais aussi au cours d’infections cutanées 
sévères chez des sujets jeunes [43, 44]. Ces souches cor-
respondent à de nouveaux clones différents des clones 
hospitaliers ; elles ont toutes acquis dans leur génome les 
gènes LukS-PV et LukF-PV codant la leucocidine LPV et la 
cassette SCCmec (staphylococcal chromosomal cassette 
mec), contenant le gène mecA responsable de la résistance 
à la méticilline. Il existe cinq types de cassette SCCmec et 
les CA-MRSA possèdent majoritairement les types IV ou 
V [45]. Pour autant, ces souches n’expriment pas toutes la 
LPV [46]. Le traitement des infections invasives profondes 
repose sur une antibiothérapie à fortes doses. L’association 
synergique de la clindamycine et du linézolide est la mieux 
adaptée pour combattre ces infections. L’efficacité théra-
peutique réside en l’inactivation des toxines responsables 
de l’action nécrosante, qui peut persister même après la 
disparition de la bactérie.

Figure 4 – Mode d’action des leucotoxines à deux composés  
de Staphylococcus aureus.

Figure I.3 : Mode d'action des leucotoxines synergohyménotropes de S. aureus (9) 
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D’autres enzymes produites par S. aureus sont capables de dégrader le tissu conjonctif 
comme les protéases, l’élastase et la hyaluronidase, et favorisent ainsi l’extension du foyer 
infecté. Par exemple, la hyaluronidase dépolymérise la substance fondamentale du tissu 
conjonctif, permettant la dissémination des bactéries (6).  

1.4.3.2.  Dissémination hématogène 

La coagulase est une sérine protéase impliquée dans la physiopathologie des 
thrombophlébites suppurées. Elle a la propriété d’activer la prothrombine sans clivage 
protéolytique. La formation du complexe staphylothrombinique entraîne la polymérisation 
du fibrinogène en fibrine, et donc la formation d’un caillot au sein duquel prolifère 
Staphylococcus aureus (6).  
 
La fibrinolysine ou staphylokinase exerce l’effet inverse. Elle contribue à la dislocation du 
caillot riche en bactéries en activant le plasminogène en plasmine, contribuant ainsi à 
l’apparition de localisations septiques secondaires (6). 

1.4.3.3.  Libération de molécules de l’inflammation 

La paroi de Staphylococcus aureus est composée, entre autres, de peptidoglycane et 
d’acides teichoïques. Ces constituants possèdent des effets biologiques, favorisant 
notamment l’induction de la sécrétion de cytokines par les cellules lymphocytaires et 
monocytaires. Cette propriété permet d’expliquer l’existence de chocs staphylococciques 
provoqués par des souches ne produisant pas de toxines à activité super-antigénique (3).  
 
A cela s’ajoute la libération de marqueurs de l’inflammation qui se produit lors de la 
cytolyse liée aux facteurs d’extension locale, essentiellement par les pore-forming toxins.  
 
Cette libération parfois massive de facteurs de l’inflammation est à l’origine des 
manifestations cliniques des infections graves (3).  

1.4.4.  Toxines et exoprotéines à activité protéolytique 

Staphylococcus aureus possède plusieurs catégories de toxines. 
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1.4.4.1.  Exfoliatines ou épidermolysines  

Les toxines épidermolytiques, ou exfoliatines, sont des sérines protéases à tropisme 
cutané. Trois sérotypes d’épidermolysines ont été caractérisés : ETA (support 
bactériophagique), ETB (support plasmidique) et ETD (support chromosomique).  
Ces toxines se fixent à des protéines cutanées intracellulaires, la prolagrine et la filagrine, 
provoquant un élargissement de l’espace intercellulaire puis un clivage des desmosomes 
ciblé sur la desmogléine-1 (9), ayant pour conséquence un décollement intra-épidermique 
entre le stratum granulosum et le stratum spinosum (3).  
Les épidermolysines sont responsables de l’impétigo bulleux staphylococcique et de sa 
forme généralisée, le syndrome d’exfoliation généralisé par diffusion dans l’organisme. 

1.4.4.2.  Toxines super-antigéniques  

Certaines toxines staphylococciques ont une activité super-antigénique.  
 
Les entérotoxines sont produites par la moitié des souches de Staphylococcus aureus. Ces 
protéines sont thermostables et comprennent 7 types antigéniques, associés à des 
manifestations cliniques variables, allant de l’intoxication alimentaire au choc toxique 
staphylococcique (3).  
La toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1) est une exotoxine (protéine soluble diffusant 
dans le milieu environnant) produite par Staphylococcus aureus et responsable du 
syndrome de choc toxique staphylococcique (3). 
 
Classiquement, les lymphocytes T CD4 (LT4) reconnaissent les antigènes présentés sur le 
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II des cellules présentatrices de 
l’antigène. La formation d’un complexe entre le complexe TCR des LT4, le CMH de 
classe II et l’antigène étranger induit une activation ciblée des LT4 (9). 
Les toxines à activité super-antigénique sont capables d’établir une interaction par fixation 
directe en dehors du site de fixation classique des antigènes, entre le CMH de classe II du 
macrophage (domaine HLA-DR) et la chaine V-bêta du TCR des lymphocytes, au niveau 
de sites externes de l’antigène (figure I.4). L’affinité de cette fixation est supérieure (9), et 
ne permet pas de réponse spécifique, entraînant l’expansion de plus de mille fois plus de 
LT4 et provoquant l’activation simultanée de plusieurs sous-populations lymphocytaires 
T. Cinq à 50 % des lymphocytes T sont concernés et sont activés indépendamment de leur 
spécificité antigénique (6).  Elle entraîne une réponse indistincte polyclonale et intense du 
système immunitaire avec libération massive de médiateurs de l’inflammation 
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(interleukines, interféron γ, TNF-α et β) induisant une vasodilatation majeure responsable 

de la symptomatologie clinique (3). 
  
 

 
L’activation simultanée d’un grand nombre de lymphocytes peut avoir différentes 
conséquences : outre l’activation massive du système immunitaire, elle peut provoquer 
l’activation parasite des lymphocytes dirigés contre des antigènes du « soi » et ainsi la 
possible survenue d’une réaction auto-immune. En effet, les toxines staphylococciques à 
activité super-antigénique telles que les entérotoxines et la toxine du choc toxique 
staphylococcique (TSST-1) ont été impliquées dans la survenue de maladies auto-
immunes comme le psoriasis, la dermatite atopique, la maladie de Kawasaki, et certaines 
arthrites rhumatismales, sans que le rôle exact de ces toxines dans ces pathologies n’ait été 
clairement établi (facteur étiologique ou cofacteur favorisant la survenue de poussées 
évolutives) (6). 

Figure I.4 : Activation classique vs activation par un super-antigène (6) 
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1.4.5.  Régulation : système agr  

L’expression de ces facteurs de virulence est régulée en partie par le système agr 
(accessory gene regulator). Ce dernier est habituellement décrit comme ayant deux 
actions sur la transcription protéique : la répression de la transcription de protéines de la 
membrane cellulaire (protéine A, coagulase, protéine de liaison à la fibronectine, etc.) et 

l’activation de la transcription de plusieurs exoprotéines (hémolysine α et 

β, TSST-1, leucotoxines) en phase post-exponentielle (10).  

En fonction de la densité cellulaire, 104 gènes sont hyper-régulés et 34 gènes sont hypo-
régulés par le système agr (11) (figure I.5) (12). L’effecteur du système agr est une 
molécule d’ARN, le RNAIII, qui module l’expression des facteurs de virulence (10).  
 

 

1.5.  Pouvoir pathogène 

Les infections à S. aureus possèdent différentes caractéristiques. 
Tout d’abord, ces infections sont suppurées, souvent profondes et destructrices, au niveau 
de la porte d’entrée ou dans les foyers métastatiques (13).  

Figure I.5 : Régulation des facteurs de virulence par le système agr (12)  

Facteurs de virulence de S. aureus
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Elles se caractérisent ensuite par une dissémination rapide des métastases septiques et par 
des signes généraux qui peuvent être très marqués (13). 
Enfin, ces infections peuvent persister, parfois plusieurs dizaines d’années (13). 
 
De plus, le nombre important des facteurs de virulence présents chez Staphylococcus 
aureus explique le caractère polymorphe des manifestations cliniques (9). 

1.5.1.  Infections suppuratives 

Staphylococcus aureus appartient à la catégorie des bactéries pyogènes. 
 
Le plus fréquemment, Staphylococcus aureus provoque des infections locorégionales de 
localisations cutanées superficielles, sous-cutanées et muqueuses : impétigos, folliculites, 
panaris, abcès, furoncles, anthrax, cellulites, lymphangites. Plusieurs facteurs favorisent la 
survenue d’infections à partir d’une simple colonisation, parmi lesquelles on retrouve les 
atteintes cutanées (plaies quelle que soit leur origine, brûlures, ulcères), le diabète, les 
traitements immunosuppresseurs et les corticoïdes, mais aussi les déficits immunitaires 
cellulaires (3). Les souches sécrétrices de PVL sont fréquemment impliquées dans les 
atteintes cutanées récidivantes et les tableaux de furonculoses familiales (14). 
Staphylococcus aureus est également un agent pathogène responsable d’infections de la 
sphère ORL (otites, sinusites, mastoïdites, angines), mais aussi de pneumopathies (3). 
 
Des infections profondes peuvent compliquer les infections superficielles soit par 
extension directe locorégionale, comme c’est le cas pour la staphylococcie maligne de la 
face secondaire à un furoncle de l’aile du nez, soit par dissémination par voie hématogène 
(3). Staphylococcus aureus est alors responsable de septicémies, à l’origine de 
localisations viscérales pleuro-pulmonaires (abcès  bulleux), ostéo-articulaires 
(ostéomyélites, arthrites), cardiaques (endocardites), méningées, cérébrales (abcès 
cérébraux) et urinaires (phlegmons péri-néphrétiques) (9). 

1.5.2.  Infections associées aux toxines 

Plusieurs pathologies sont liées à des infections toxiniques de Staphylococcus aureus. 
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1.5.2.1.  Intoxications alimentaires 

Staphylococcus aureus est un agent responsable d’intoxications alimentaires survenant 
après l’ingestion d’entérotoxines thermostables préformées dans les aliments contaminés 
(viande, produits laitiers) et mal conservés. Les entérotoxines staphylococciques sont en 
effet presque toutes émétisantes, à l’exception de TSST-1. Ces toxines provoquent la 
synthèse d’acide arachidonique par les mastocytes, qui agit sur les récepteurs neuronaux 
du système gastro-intestinal, conduisant à la stimulation des centre nerveux responsables 
de la diarrhée et du vomissement (9). 
Cliniquement, après une incubation courte (1 à 6 heures après ingestion), surviennent des 
nausées, des vomissements, des crampes abdominales et des diarrhées, le tout en l’absence 
de fièvre. L’évolution est en général spontanément favorable sans traitement, mais des 
collapsus cardio-vasculaires ont été décrits. La recherche de souches toxinogènes et des 
entérotoxines peut être réalisée dans l’aliment ou dans les vomissements des patients 
(3). Quinze à 30 % des toxi-infections alimentaires collectives seraient liées à S. aureus 
(9). 

1.5.2.2.  Entérocolites  

Les entérocolites staphylococciques surviennent majoritairement au décours d’une 
antibiothérapie, qui semble être à l’origine de la sélection de souches intestinales de 
Staphylococcus aureus résistantes aux antibiotiques administrés et sécrétrices 
d’entérotoxines ou de toxines synergohyménotropes LukD-LukE. Elles se caractérisent 
cliniquement par une fièvre et une diarrhée intense sanglante avec déshydratation. 
L’aspect coloscopique de la muqueuse digestive évoque une entérocolite pseudo-
membraneuse (6). 

1.5.2.3.  Syndrome de choc toxique staphylococcique 

Le syndrome de choc toxique staphylococcique est provoqué par la diffusion dans 
l’organisme de la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) ou d’une 
entérotoxine. Le tableau clinique se caractérise par une fièvre supérieure à 39°C, une 
hypotension, une érythrodermie de type scarlatiniforme desquamative ainsi que d’au 
moins trois manifestations systémiques parmi les suivantes : diarrhées, vomissements, 
myalgies, augmentation de la créatine phospho-kinase, hyperhémie vaginale, 
oropharyngée ou conjonctivale, insuffisance rénale aiguë, cytolyse hépatique, 
thrombopénie, troubles de la conscience (6).  



	
   	
  
39	
  

 
Si ce syndrome a d’abord été identifié comme une complication d’infections suppuratives 
en pédiatrie, de nombreux cas (19 en 2011) ont été décrits par la suite chez des femmes en 
période menstruelle liés à l’utilisation de tampons au fort pouvoir absorbant. Le pronostic 
semble alors plus favorable (14). D’autres sites colonisés ou infectés peuvent être à 
l’origine de ce tableau, qui est plus fréquemment provoqué par des infections suppuratives 
que par une colonisation des voies aériennes supérieures (6).  
 
Des formes incomplètes de ce syndrome ont été décrites.  
La scarlatine staphylococcique se traduit par un érythème scarlatiniforme fébrile suivi 
d’une desquamation fine, sans choc ni syndrome de défaillance multiviscérale (6). Sept 
cas ont été recensés en 2011, tous chez des enfants (avec un âge médian de 5,4 ans). Ces 
cas sont survenus au décours d’infections staphylococciques diverses (cutanée, ostéite, 
pharyngite, arthrite), d’origine communautaire comme nosocomiale (14).  
Le neonatal toxic shock syndrome-like exanthematous disease (NTED) survient en 
période néonatale et associe fièvre, éruption cutanée et thrombocytopénie, là encore sans 
choc ni syndrome de défaillance multiviscérale. 
Le recalcitrant erythematous desquamating disorder (REDD) a été majoritairement 
observé chez des patients atteints par le VIH au stade SIDA. Les manifestations cliniques 
sont des lésions érythémateuses extensives chroniques associées à des défaillances 
d’organes multiples sans état de choc (3). 

1.5.2.4.  Manifestations cutanées 

Les exfoliatines A et B de Staphylococcus aureus sont responsables de syndromes 
staphylococciques cutanés bulleux. Les décollements bulleux sont liés à un clivage intra-
épidermique provoqué par les exfoliatines, ce qui permet le diagnostic différentiel avec 
des nécrolyses épidermiques toxiques ou allergiques présentant un plan de clivage dermo-
épidermique (6).  
 
Le syndrome d’exfoliation généralisé ou syndrome de la peau ébouillantée est provoqué 
par ces toxines, qui diffusent à partir d’un foyer de colonisation ou d’infection à 
Staphylococcus aureus. Il touche essentiellement les jeunes enfants, mais aussi les adultes 
immunodéprimés et les insuffisants rénaux. Il se traduit cliniquement par un rash 
douloureux de type scarlatiniforme, suivi en quelques heures d’un décollement cutané 
spontané ou provoqué (signe de Nikolski). En l’absence de surinfection, le contenu des 
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bulles est stérile. La souche toxinogène ne doit pas être recherchée au niveau des bulles 
mais en portage rhinopharyngé ou sur le site d’une infection suppurative. Si ce syndrome 
est relativement bénin lorsqu’il est bien pris en charge, la mortalité atteint 4 % en 
l’absence d’antibiothérapie (6). 
Une forme mineure de ce syndrome semble exister, associant un exanthème desquamatif 
du cou et des plis inguinaux et axillaires, un syndrome fébrile et un impétigo de la face 
(14). 
 
Par opposition avec ce tableau, l’impétigo bulleux est provoqué par des souches de 
Staphylococcus aureus produisant des exfoliatines au sein des lésions cutanées. Le 
nombre de bulles, dont le contenu est trouble et contient le staphylocoque et sa toxine, est 
variable et prédomine au niveau des extrémités. L’évolution se fait vers la rupture des 
bulles, la formation d’ulcérations puis de croûtes. La recherche de la souche toxinogène 
responsable de l’infection doit ici se faire dans les lésions bulleuses (6).  

1.5.2.5.  Pneumopathies nécrosantes 

Les pneumopathies nécrosantes à Staphylococcus aureus sont souvent liées à des souches 
sécrétrices de PVL. Le tableau clinique associe une pneumopathie sévère avec détresse 
respiratoire, atteinte pleurale, hémoptysie et leucopénie. Elle fait généralement suite à un 
syndrome grippal et touche préférentiellement des sujets jeunes, enfants et adultes jeunes 
sans comorbidités, avec un âge médian de 14,8 ans. L’évolution clinique est rapidement 
défavorable dans plus de la moitié des cas, avec apparition d’une défaillance 
multiviscérale et un décès rapide en moins de 5 jours après le début de l’hospitalisation. 
La mortalité est importante, environ 60 %, malgré une antibiothérapie adaptée (6). 

1.6.  Diagnostic 

Le diagnostic des infections à Staphylococcus aureus repose majoritairement sur des 
méthodes directes.  
L’examen direct des prélèvements (pus, hémocultures, prélèvements respiratoires, liquides 
de ponction, etc.) montre des cocci à Gram positif disposés en amas.  
Le diagnostic est obtenu par la culture et l’identification de la bactérie, qui possède une 
catalase et une coagulase et qui est positive aux tests d’agglutination (3). En routine, ces 
tests peuvent être complété par des galeries d’identification ou une analyse en 
spectrométrie de masse, voire par analyse des caractéristiques génomiques en PCR 
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(amplification de la région intergénique ribosomale 16S – 23S (ITS PCR) ou séquençage 
du gène tuf) (6). 
 

Le diagnostic indirect par recherche sérique d’anticorps anti-staphylolysines α ou anti-
acides teichoïques présente peu d’intérêt, hormis dans les cas d’infections chroniques où 
les prélèvements bactériologiques sont difficilement réalisables (3). 
 
L’identification de facteurs de virulence particuliers peut être réalisée sur les souches 
suspectes par différentes méthodes : techniques immuno-enzymatiques type ELISA 
(recherche des entérotoxines A à E dans les intoxications alimentaires, dosage de la PVL), 
techniques de biologie moléculaire (identification des gènes codants les différentes 
toxines) ou sérologie (recherche par technique ELISA d’anticorps sériques dirigés contre 
la PVL dans les pneumopathies nécrosantes non documentées ou contre la TSST-1 pour 
prédire le risque de récidive) (6).  
L’utilisation de puces à ADN type Identibac S. aureus Genotyping ® permet aujourd’hui, 
en un temps, la détection de l’ensemble de toxines staphylococciques connues à ce jour 
ainsi que de certains variants, de 62 adhésines ou variants d’adhésines, de gènes impliqués 
dans la formation de la capsule et du biofilm, de gènes codant les protéases et autres 
facteurs de virulence (auréolysine, exfoliatine, ACME, etc.), et de gènes régulateurs (agr, 
saeR/S, vraR/S, sarA), ainsi que l’analyse des gènes de résistance aux antibiotiques (6). 

1.7.  Traitement 

Le traitement des infections à Staphylococcus aureus repose sur trois axes principaux. 
Le premier est le traitement de la porte d’entrée. C’est un traitement de type 
interventionnel pour tous les foyers où les antibiotiques diffusent peu ou mal par manque 
de vascularisation (drainage d’un abcès, ablation de matériel infecté, excision de tissus 
nécrosés). L’objectif est une diminution importante de l’inoculum bactérien (15). 
Le second axe de traitement est une antibiothérapie, de préférence adaptée d’emblée à 
l’antibiogramme (15). 
Enfin, dans les infections graves, le troisième axe est le traitement symptomatique des 
défaillances d’organes potentiellement associées (15). 
 
Staphylococcus aureus est naturellement sensible à de nombreux antibiotiques (tableau 
I.3).  
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Tableau I.3 : Molécules antistaphylococciques (15) 

Antistaphylococciques majeurs Antistaphylococciques mineurs 
- bêta-lactamines antistaphylococciques : 
oxacilline 
céfazoline, céfamandole 
- glycopeptides : 
vancomycine 
teicoplanine 
 

aminosides 
rifampicine 
quinolones 
acide fusidique 
fosfomycine 
macrolides, lincosamides, streptogramines 
cotrimoxazole 

 
Cependant, le nombre important de souches présentant des résistances acquises impose la 
réalisation d’un antibiogramme.  
En 2010, 95 % des souches de S. aureus isolées produisaient une pénicillinase, inactivant 
les pénicillines G, V, A, les carboxy et uréidopénicillines. Cette pénicillinase est inhibée 
par l’acide clavulanique et a peu d’affinité pour les céphalosporines et la pénicilline M, 
qui reste l’antibiotique de référence des infections à S. aureus sensibles à la méticilline 
(SASM) (5).  
Les SASM sont généralement sensibles par ailleurs aux fluoroquinolones, aux 
synergistines, à certains macrolides et à l’association aminopénicilline – acide 
clavulanique. La fosfomycine et les aminosides doivent être réservés aux infections 
nécessitant un traitement  intraveineux (5). 
La résistance à la méticilline confère aux S. aureus résistants à la méticilline (SARM) une 
résistance à toutes les bêta-lactamines. Dans le cas des SARM nosocomiaux, une 
résistance aux fluoroquinolones, aux synergistines, à la fosfomycine et aux aminosides 
(sauf à la gentamicine) est fréquemment associée. Les glycopeptides, l’acide fusidique, le 
linézolide et la rifampicine restent généralement actifs sur ces souches (5).  
 
Les choix thérapeutiques doivent prendre en compte la sévérité de l’infection et les 
caractéristiques pharmacodynamiques des antibiotiques. Si l’utilisation d’antibiotiques 
non conventionnels peut être envisagé dans les infections bénignes, les 
antistaphylococciques majeurs, seuls ou en associations, restent la règle dans les 
infections sévères (15). Les infections compliquées justifient une association 
d’antibiotiques d’action synergique rapidement bactéricide afin de réduire rapidement 
l’inoculum bactérien et de diminuer le risque d’apparition de souches résistantes. Les 
recommandations concernant les associations d’antibiotiques sont résumées dans le 
tableau I.4. 
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Tableau I.4 : Associations d'antibiotiques dans le traitement des infections sévères (5) 

Site et germe 1ère intention Alternative 
Bactériémie 

SASM 
SARM 

 
pénicilline M + gentamicine 
glycopeptide + gentamicine 

 
ofloxacine + rifampicine 
linezolide + rifampicine 

Endocardite 
SASM 
SARM 

 
pénicilline M + gentamicine 
glycopeptide + gentamicine 

 
glycopeptide + gentamicine 
glycopeptide + ac. fusidique 

Ostéoarthrite 
SASM 
SARM 

 
ofloxacine + rifampicine 

glycopeptide + rifampicine 

 
pénicilline M + gentamicine 
pristinamycine + rifampicine 

Méningite 
SASM 
SARM 

 
céfotaxime + fosfomycine 
vancomycine + rifampicine 

 
ofloxacine + rifampicine 

pristinamycine + rifampicine 
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2. Problématiques actuelles de Staphylococcus aureus en santé 
publique 

2.1.  Souches de virulence particulière 

2.1.1.  Définition 

Les infections graves et associées à une mortalité importante (pneumonies nécrosantes, 
choc toxique staphylococcique, syndrome d’exfoliation généralisé, impétigo bulleux, 
scarlatine staphylococcique) sont liées principalement à deux types de facteurs de 
virulence : les toxines responsables d’atteintes cellulaires majeures (essentiellement la 
PVL) et les toxines super-antigéniques provoquant une activation non maîtrisée du 
système immunitaire. 
 
Parmi les souches responsables d’atteintes cellulaires majeures, les souches sécrétrices de 
la PVL sont fortement représentées. Actuellement, les souches virulentes PVL+ sont à 
l’origine de la plupart des interrogations concernant S. aureus en terme de santé publique, 
et de ce fait à l’origine d’un PHRC national depuis 2011 visant à établir si elles peuvent 
être considérées comme un facteur indépendant de gravité des pneumopathies à S. aureus 
(6).  

2.1.2.  Epidémiologie  

2.1.2.1.  Leucocidine de Panton-Valentine 

Les bactéries productrices de PVL représentent environ 3 % des souches de S. aureus, 
constituant une importante population circulante, estimée au minimum à 0,6 million sur la 
base d’une fréquence de portage nasal de 25 %. Malgré cette forte prévalence, seuls 30 cas 
de pneumopathies nécrosantes associées à la PVL sont déclarés chaque année en France, 
suggérant une sensibilité particulière de certains patients à cette toxine. Certains déficits 
immunitaires héréditaires sont associés à des infections sévères à staphylocoque PVL+ : la 
granulomatose septique chronique, les défauts d’adhésion leucocytaire, les neutropénies 
congénitales, les défauts de l’immunité innée et le syndrome d’hyper IgE autosomique 
dominant (6). 
 
L’association entre pneumopathie nécrosante sévère et souches de S. aureus productrices 
de PVL a été décrite pour la première fois par Gillet en 2002. Seize cas de pneumopathies 
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communautaires à S. aureus PVL+ ont été comparés à 33 cas de pneumopathies 
communautaires à S. aureus PVL-, mettant en évidence des différences significatives 
quant à l’âge de survenue médian (14,8 ans [5,4 - 24 ans] vs 70,1 ans [59,2 – 81,4]), la 
gravité des signes cliniques, la survie des patients 48 heures après l’admission (62,5 vs 94 
%) et la survie globale (25 vs 53 %) (16).  
 
Les souches de S. aureus PVL+ sont également fréquemment associées aux infections 
cutanées, souvent récidivantes et pouvant réaliser des tableaux de furonculoses familiales 
par transmission aux proches, et aux infections ostéo-articulaires sévères (6) pour 
lesquelles des évolutions fatales ont été décrites (17). 
Concernant les infections cutanées, 50 % des souches expertisées par le CNR en 2011 
dans le cadre de suppurations (folliculites, furoncles, abcès) étaient productrices de la 
PVL. Le taux de souches PVL+ observé dans les atteintes primitives, sur peau saine, est 
bien supérieur à celui des atteintes secondaires à des dermatoses ou plaies. La majorité des 
infections était d’origine communautaire et liées au clone ST80 (agr3, PVL+, mecA+) 
circulant en Europe et en Afrique du Nord. Les autres étaient provoquées par le clone 
Nord-Américain USA300 (agr1, PVL+, mecA+) (14). 

2.1.2.2.  Syndrome de choc toxique staphylococcique 

Le syndrome de choc toxique staphylococcique (SCTS) a initialement été décrit aux Etats-
Unis au début des années 1980 lors d’épidémies chez des jeunes femmes utilisant des 
tampons super-absorbants. Actuellement, la majorité des SCTS surviennent au décours 
d’une chirurgie ou en post-partum. (18).  
 
Soixante et un cas ont été rapportés en France en 2011 (14), dont 19 cas de SCTS 
menstruels. La mortalité globale est de l’ordre de 10 % (6). 
L’âge médian des patientes atteintes de SCTS menstruel est de 19,5 ans [13 - 37 ans]. Le 
pronostic était généralement favorable. Onze souches isolées possédaient les gènes codant 
la TSST-1, l’entérotoxine A et le système agr3. Sept souches ne possédaient que le gène 
codant TSST-1, et une souche celui codant l’entérotoxine C et un allèle agr2. Toutes les 
souches étaient sensibles à la méticilline. 
Dans les 42 cas de chocs survenus suites à des suppurations diverses à S. aureus, l’âge 
médian était de 36 ans et le sex-ratio homme/femme de 1,47. Vingt-huit souches 
possédaient le gène codant la TSST-1, les 14 autres celui codant une toxine super-
antigénique majeure (entérotoxine A, B ou C) (14). 
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2.1.3.  Détection 

2.1.3.1.  Leucocidine de Panton-Valentine 

Diverses méthodes permettent la détection des souches productrices de PVL. Les éléments 
amenant à effectuer la recherche de PVL sont un tableau clinique évocateur et des 
anomalies biologiques non spécifiques. Une leucopénie est fréquente, parfois profonde 
(leucocytes < 3000 éléments/mL) et associée à une mortalité de 90 %. Une CRP très 
élevée et une thrombopénie liée au sepsis sont généralement retrouvées. Une élévation de 
la troponine chez des sujets jeunes sans anomalie de la cinétique segmentaire, en lien avec 
une myocardite septique, est également décrite (19). Le phénotype de résistance du clone 
ST80, majoritaire en Europe, peut également être évocateur et amener à rechercher la 
PVL. Ces souches sont résistantes à l’oxacilline, à la kanamycine et à la tétracycline, de 
sensibilité intermédiaire ou résistantes à l’acide fusidique mais possèdent une sensibilité 
conservée aux fluoroquinolones. Cette signature phénotypique aurait une valeur prédictive 
positive de 100 % (18). 
 
Les techniques de biologie moléculaire permettent la recherche du gène codant la PVL, 
soit isolément, soit en association avec celle d’autres toxines par PCR multiplexes, voire à 
l’aide de puces à ADN pour un criblage étendu des facteurs de virulence de la souche. La 
détection de la PVL dans les infections sévères doit se faire en urgence, dans le but 
d’optimiser la prise en charge thérapeutique. Des techniques de PCR en temps réel 
utilisant des amorces spécifiques permettent d’amplifier un fragment du gène lukSF-PV et 
de rendre un résultat en 3 heures environ (6). 
 
Certains tests immunologiques ELISA disponibles au CNR permettent la quantification de 
la production de la PVL dans les échantillons biologiques. Les objectifs de ces techniques 
sont de déterminer l’importance de la production de toxine par la souche infectante, 
notamment pour les souches à haut potentiel épidémique comme les SARM 
communautaires, mais aussi de comparer les concentrations de PVL produites en fonction 
des tissus et de détecter sa présence directement dans les prélèvements pour établir un 
diagnostic rapide en moins de 3 heures (14). La fiabilité des résultats obtenus (sensibilité 
de 95 %, spécificité de 100 %) a conduit au développement de tests 
immunochromatographiques basés sur le même principe, encore plus rapides et utilisables 
en routine par de nombreux laboratoires (14). 
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La recherche de la PVL par spectrométrie de masse a également été décrite. La 
comparaison des spectres obtenus sur des souches sécrétrices et non sécrétrices de toxine 
a mis en évidence la présence d’un pic à 4448 m/z en faveur de sa présence avec une 
sensibilité de 100 %, une spécificité de 90,6 %, une valeur prédictive positive de 40 % et 
négative de 100 % (20).  
 
Le CNR des staphylocoques a développé une sérologie quantitative des anticorps sériques 
dirigés contre la PVL. Cette technique complémentaire permettant le diagnostic 
d’infection par des souches de S. aureus productrices de PVL peut être utilisée dans les 
pneumopathies nécrosantes non documentées, même si le diagnostic direct doit être 
privilégié. 

2.1.3.2.  Toxines super-antigéniques 

De la même manière que pour la recherche de PVL, des techniques de biologie 
moléculaire permettent la recherche des gènes codant les toxines super-antigéniques, soit 
de manière ciblée par PCR spécifiques, soit en criblage par des PCR multiplexes, voire de 
manière exhaustive par puces à ADN (6). 
 

La détermination des répertoires Vβ du récepteur T des lymphocytes T permet le 

diagnostic des SCTS et l’identification de la toxine super-antigénique impliquée. En effet, 
l’activation des lymphocytes T, pouvant impliquer jusqu’à 1/5ème de la population 

lymphoïde T totale, est dépendante du répertoire Vβ ciblé par l’exotoxine activatrice. 
Cette détermination se fait par technique de cytométrie en flux et permet de mettre en 
évidence l’activation de 24 des sous-populations lymphocytaires exprimant des répertoires 

Vβ différents. La détermination du répertoire Vβ du TCR des lymphocytes T par 

cytométrie en flux est le seul outil de diagnostic biologique objectivant l’action des 
toxines super-antigéniques (14). 
 
La détection des entérotoxines dans les prélèvements cliniques est possible par technique 
immunochromatographique (14). 
 
Comme pour la PVL, une sérologie quantitative TSST-1 est disponible, mettant en 
évidence les anticorps sériques dirigés contre la TSST-1 par méthode ELISA. L’absence 
d’anticorps à la phase aiguë du SCTS menstruel est un argument en faveur du diagnostic 



	
   	
  
48	
  

de choc toxique staphylococcique, et la persistance d’une sérologie négative est associée à 
un risque de récidive accru (14). 

2.1.4.  Traitement 

2.1.4.1.  Leucocidine de Panton-Valentine 

Il n’existe actuellement pas de consensus concernant le traitement des infections sévères à 
S. aureus producteurs de PVL (6).  
 
Dans le cas des pneumopathies nécrosantes, les études de séries de patients ne montrent 
pas de différences significatives en terme de pronostic entre les patients ayant bénéficié 
d’une antibiothérapie adaptée d’emblée et ceux ayant reçu un traitement inadapté (6). Le 
traitement antistaphylococcique usuel semble donc inefficace, et ce pour deux raisons : 
l’émergence de souches sécrétrices de PVL résistantes à la méticilline et donc résistantes 
aux traitements de première intention, et la mauvaise diffusion des antibiotiques au niveau 
du foyer infectieux liée à la nécrose tissulaire induite par la toxine (21). 
In vitro, certains antibiotiques, comme la clindamycine, la rifampicine, le linézolide et 
l’acide fusidique, semblent aussi inhiber de manière dose-dépendante la synthèse de PVL  
au niveau transcriptionnel tandis que l’oxacilline et l’imipénème en augmenteraient 
l’expression du fait de leur mécanisme d’action : ces dernières molécules n’inhibent pas la 
synthèse protéique mais la synthèse de la paroi bactérienne (22).  
 
Par ailleurs, les immunoglobulines polyvalentes contiennent des anticorps neutralisant 
l’action de la toxine sur les polynucléaires neutrophiles à des concentrations utilisables en 
thérapeutique (6).  
 
Certains auteurs préconisent donc pour le traitement de infections sévères à S. aureus 
producteurs de PVL l’utilisation d’antibiotiques à activité anti-toxinique (linézolide ou 
lincomycine) en association avec l’injection intraveineuse d’immunoglobulines 
polyvalentes, par analogie avec le traitement des chocs toxiniques provoqués par 
Streptococcus pyogenes. Si des résultats spectaculaires ont été observés, aucune de ces 
thérapeutiques n’a pu être testée dans le cadre d’un essai clinique randomisé du fait de la 
rareté de l’infection (6). 
 
Des traitements symptomatiques peuvent également être proposés, comme l’utilisation 
d’antioxydants pour réduire les lésions secondaires au stress oxydatif ou l’oxygénation par 
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membrane extracorporelle (ECMO) en cas de pneumopathie nécrosante avec détresse 
respiratoire sévère (17), comme dans les formes graves de la grippe. 
 
Concernant les infections cutanées non compliquées, l’incision et le drainage chirurgical 
restent la base du traitement. L’antibiothérapie, par injection intraveineuse de deux 
antistaphylococciques bactéricides (dont un avec activité anti-toxinique), doit être  
discutée dans les infections profondes. Elle devient nécessaire dans les infections 
compliquées de la peau et des tissus mous (18).  
Le drainage chirurgical des collections suppurées est également indispensable en 
complément de l’antibiothérapie dans les infections ostéo-articulaires (18). 

2.1.4.2.  Syndrome de choc toxique staphylococcique 

Le traitement symptomatique, qui repose sur une prise en charge de type réanimatoire, est 
la priorité initiale. Doit s’y associer la recherche et le traitement chirurgical d’une 
éventuelle porte d’entrée (18). 
 
L’antibiothérapie est un élément central de la prise en charge thérapeutique, même si elle 
repose sur des données empiriques en l’absence d’essai clinique randomisé. 
Les effets anti-toxiniques de certains antibiotiques sont identiques à ceux observés sur la 
PVL, et les schémas conseillés sont identiques à ceux des infections profondes à S. aureus 
PVL+ (18). 
 
Les injections intraveineuses d’immunoglobulines polyvalentes sont également un outil 
thérapeutique intéressant dans les SCTS. Une réduction significative de la mortalité a été 
démontrée dans un modèle animal pour une dose de 1 g/kg/j.  
D’autres thérapies sont en cours d’étude : des anticorps monoclonaux neutralisant les 
toxines super-antigéniques, des ligands des TLR2 ayant des propriétés 
immunomodulatrices ou encore des anticorps fixés sur des colonnes de haute affinité pour 
extraire les toxines du plasma (18). 
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2.1.5.  Prévention 

2.1.5.1.  Leucocidine de Panton-Valentine 

La prévention des infections à S. aureus PVL+ passe essentiellement par l’éradication du 
portage après échec du traitement, rechute ou récidive. Dans ce cas, les membres du foyer 
doivent être décontaminés de manière systématique, qu’ils soient porteurs ou non.  
Dans les cas groupés en collectivité, la décontamination ne concerne que les sujets 
contacts porteurs. 
La décontamination systématique du sujet et de son entourage n’est pas recommandée en 
France dans les infection sévères, mais elle l’est dans d’autres pays, comme au Royaume-
Uni (17). 
 
La décolonisation se fait par l’application nasale de pommade à la mupirocine, les bains 
de bouches et la toilette avec un savon à la chlorhexidine (17).  
 
Des études ont montré le rôle protecteur de l’immunité acquise dirigée contre la PVL dans 
les infections sévères. En effet, tous les patients ayant des antécédents de furoncles à S. 
aureus PVL+ ont survécu à une infection sévère, alors que 35,9 % des patients sans 
antécédents sont décédés. Cette différence statistiquement significative suggère la 
possibilité de l’efficacité d’un vaccin anti-PVL (17). 

2.1.5.2.  Syndrome de choc toxique staphylococcique 

Bien que les récurrences soient rares, l’usage concernant la prévention secondaire du 
SCTS menstruel est de déconseiller l’utilisation des tampons. L’administration 
d’antibiotiques anti-staphylococcique durant les règles ou la prévention des règles par 
contraception orale ont été évoquées en cas de récurrence (17).  

2.2.  Multi-Résistance 

2.2.1.  Définition 

Une bactérie multi-résistante aux antibiotiques (BMR) est définie comme une bactérie qui, 
du fait de l’accumulation de résistances naturelles et acquises, ne demeure plus sensible 
qu’à un petit nombre d’antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique (23). 
 



	
   	
  
51	
  

Les souches de S. aureus considérées comme des BMR sont essentiellement les SARM et 
les staphylocoques de sensibilité diminuée aux glycopeptides.  

2.2.1.1.  SARM 

Les premières souches de SAMR sont apparues en 1961, soit deux ans après l’apparition 
de la méticilline. La résistance à la méticilline est conférée par la mutation du gène mec, 
codant les protéines de liaison à la pénicilline (PLP), avec pour conséquence la production 
d’une protéine de moindre affinité aux bêta-lactamines. Les PLP modifiées ne permettent 
plus la fixation des bêta-lactamines, et donc le blocage de la synthèse du peptidoglycane 
responsable de leur effet bactéricide n’est plus réalisé (24). 
La mutation initialement décrite du gène mec est le gène mecA, codant la PLP2a. Ce gène 
est retrouvé chez certaines espèces de staphylocoques n’exprimant pas de résistance à la 
méticilline. 
Le gène mecA responsable de la résistance à la méticilline fait partie d’un élément 
génétique mobile de type transposon (25), le staphylococcal cassette chromosome mec 
(SCCmec), susceptible d’être transmis d’une bactérie à une autre au sein de l’espèce, mais 
aussi du genre (5). Dix types de SCCmec portant le gène mecA sont identifiés (26) (figure 
I.6). Certains sont responsables d’une résistance isolée aux bêta-lactamines (SCCmec I, 
IV, V, VI et VII), alors que d’autres contiennent des gènes additionnels de résistance aux 
antibiotiques, conférant alors une résistance à d’autres familles d’antibiotiques (SCCmec 
II et III) et sont, à eux seuls, responsables de la multi-résistance (fluoroquinolones, 
macrolides, lincosamides, synergistines, aminosides, tétracyclines) de certaines souches 
de S. aureus (24). De plus, SCCmec comporte plusieurs séquences d’insertion ainsi que 
les gènes responsables de la régulation de la transcription de mecA, qui peut être dé-
réprimée lorsque ces gènes sont tronqués. 
Le gène ccr (cassette chromosomique recombinase) se trouve sur tous les éléments 
SCCmec. Il a pour rôle l’intégration ou l’excision de SCCmec dans le génome de S.aureus 
(24).  
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Un nouveau type de gène mec a été découvert en 2011. Il est porté par un nouvel élément 
SCCmec, appelé SCCmec XI. Ce gène, nommé mecC, confère une résistance hétérogène à 
la méticilline. Il est associé au gène blaZ codant une bêta-lactamase. Les souches 
porteuses de ce gène restent généralement sensibles aux macrolides, lincosamides, 
synergistines, aminosides, tétracyclines, fluoroquinolones et fosfomycine et aucun autre 
gène de résistance additionnel n’a été identifié (26). 

2.2.1.2.  Souches résistantes ou de sensibilités diminuées aux 
glycopeptides 

Différents niveaux de résistances existent.  
 
Certaines souches de S. aureus présentent une résistance totale aux glycopeptides. Les 
VRSA (vancomycin-resistant S. aureus) sont apparus aux Etats-Unis en 2002, par 
acquisition de l’opéron vanA provenant d’une souche d’entérocoque résistant à la 
vancomycine (CMI > 16 mg/L). Ce type de souche est également résistante à la 
teicoplanine (27). 
 
Les GISA (glycopeptide intermediate S. aureus) ont une sensibilité diminuée croisée aux 
deux glycopeptides. Sont différenciés les VISA (vancomycin-intermediate Staphylococcus 
aureus), présentant une concentration minimale inhibitrice (CMI) à la vancomycine 
comprise entre 4 et 8 mg/L, et les heterogeneous vancomycin-intermediate Staphylococcus 

Figure I.6 :  Exemples de SCCmec (type I à VII) (24) 
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aureus (hVISA), qui ont une CMI à la vancomycine catégorisée sensible avec les 
techniques de routine, mais pour lesquels une faible partie de la population (10-5 à 10-6) 
présente une sensibilité intermédiaire à la vancomycine (27). Cependant, la CMI de la 
vancomycine ne permet pas vraiment d’identifier les hVISA puisqu’elle ne met pas en 
évidence ces sous-populations. Il n’existe pas de consensus pour une technique 
particulière d’étude ni pour des seuils de sous-populations qui permettraient de définir une 
souche hVISA (28).  
 
Les mécanismes expliquant cette diminution de sensibilité sont nombreux (figure I.7) et 
seraient induits par l’exposition aux glycopeptides, lors d’un traitement mal conduit 
notamment, et semblent réversibles en l’absence de contact avec ces antibiotiques (27).  
Des modifications de la membrane cellulaire sont impliquées : une activation de la 
synthèse des éléments de la paroi cellulaire provoque son épaississement, des muramyl-
peptides anormaux sont produits à des niveaux élevés, ainsi que l’hyper-expression de 
PLP2a. Ces modifications de la paroi cellulaire empêchent la diffusion des glycopeptides 
vers leur site actif, ne permettant plus le blocage de la synthèse de la membrane cellulaire 
(27). 
Une réduction de l’activité auto-lytique est généralement retrouvée dans les souches de 
GISA responsables d’infections persistantes. Plusieurs hypothèses existent pour expliquer 
ce phénomène, allant de l’implication des acides teichoïques dans la réduction de la 
dégradation du peptidoglycane par les enzymes autolytiques au blocage de l’activité de 
l’enzyme hydrolysant le peptidoglycane par la fixation de la vancomycine (27). 
Des changements métaboliques sont également impliqués, notamment la diminution du 
catabolisme de l’acétate, provoquant une modification des caractéristiques de croissance 
de la souche, une tolérance aux antibiotiques, des modifications des mécanismes de mort 
cellulaire et une augmentation de la synthèse d’adhésines (27). 
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Le support génétique de ces mécanismes de résistance n’est pas, à l’inverse des MRSA et 
VRSA, lié à l’acquisition de matériel génétique étranger. Ce sont essentiellement des 
mutations de gènes existants, qui concernent de manière prédominante des gènes de 
régulation de S. aureus et provoquent une résistance en altérant leurs fonctions. Les loci 
impliqués identifiés sont nombreux, les plus fréquents étant les gènes régulateurs walKR, 
vraRS, graRS et rpoB. Les mutations touchant ces loci sont très nombreuses et variables 
(29).  

Figure I.7 : Mécanismes de résistance aux glycopeptides (26) 
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2.2.1.3.  Problèmes posés 

Outre les problèmes thérapeutiques pour les patients, les infections par des souches multi-
résistantes de S. aureus (SARM et GISA) sont responsables d’un risque accru de mortalité 
(23) (30) (29), de coûts et durées d’hospitalisation augmentés (23) (31) (29), mais aussi de 
l’émergence de souches d’entérocoques résistants à la vancomycine, induite par pression 
de sélection liée à l’usage de ces molécules dans le traitement des infections à SARM 
(31). 

2.2.2.  Epidémiologie 

2.2.2.1.  SARM 

Les SARM sont apparus en Angleterre en 1961, puis se sont répandus sur un mode 
épidémique puis endémique. Ils sont longtemps restés cantonnés au milieu hospitalier, ou 
plus rarement chez des sujets en contact avec le milieu hospitalier, et étaient considérés 
comme le prototype du pathogène exclusivement nosocomial (32). 
La proportion de SARM au sein de l’espèce était de 22,3 % en 2009 selon les données de 
l’Observatoire national de l’épidémiologie de la résistance bactérienne aux antibiotiques 
(ONERBA) (33).  
L’incidence des SARM en hospitalisation est de 0,45 pour 1000 journées 
d’hospitalisation. Certains services sont plus touchés que d’autres, notamment les services 
de soins de suite et réadaptation (54,3 % de SARM), les services de médecine (31,2 %) et 
de réanimation adulte (25,7 %) (33). 
Le pourcentage de SARM parmi les S. aureus isolés dans un prélèvement à visée 
diagnostique dépend de l’origine du prélèvement. Il atteint 46,7 % dans les urines (33). 
 
De nouveaux clones de SARM ont été décrits comme responsables d’infections 
communautaires à partir du début des années 1980, initialement aux Etats-Unis.  
Ces souches de SARM communautaires (SARM Co) sont généralement moins multi-
résistantes que les SARM nosocomiaux. Les gènes de résistance à la méticilline sont 
hébergés par la SCCmec de type IV. Les cinq principaux groupes clonaux de SARM Co 
présentent les gènes codant la PVL, soit 99 % des souches vs 2 % des SARM hospitaliers 
(34). 
Les SARM Co sont responsables d’infections récidivantes et ont tendance à diffuser en 
collectivité. Les populations à risque sont les prisonniers, les toxicomanes et les 
communautés homosexuelles, mais des épidémies ont également été décrites chez des 
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sujets jeunes sans facteurs de risques connus à l’intérieur de communautés scolaires ou 
sportives (34). 
Aux Etats-Unis, le groupe clonal USA300 est majoritaire, isolé dans 55 % des infections 
de la peau et des tissus mous à S. aureus diagnostiquées aux urgences. La sensibilité aux 
antibiotiques de ce clone diminue progressivement, rendant la différence avec les souches 
de SARM nosocomiaux plus floue (34). 
En Europe, la situation épidémiologique des SARM Co est différente. Le clone majoritaire 
est le clone ST80 (agr3, PVL+, exfoliatine D +). On observe un gradient d’incidence 
croissante Nord-Sud, une tendance générale à l’augmentation de la prévalence et une 
diffusion des SARM Co en milieu hospitalier. Les résistances de ces souches aux 
antibiotiques sont également en augmentation, même si le phénotype majoritaire n’est 
résistant qu’à la pénicilline, la méticilline, la kanamycine, la tétracycline et l’acide 
fusidique.  
En France, 0,8 % des S. aureus sont des SARM Co. Le principal clone est le clone 
« Géraldine ». Ce clone appartient au sequence type ST5, groupe agr2, SCCmec-IV et 
possède le gène tst codant la toxine de choc toxique staphylococcique. Son antibiotype est 
proche de celui du clone ST80. 

2.2.2.2.  GISA 

Les premiers cas de GISA ont été rapportés au Japon en 1997, après l’utilisation 
importante des glycopeptides dans le traitement des infections à S. aureus résistants à la 
méticilline par augmentation de la pression de sélection (29). 
 
Une première souche de GISA a été isolée en France en 1995. Une étude réalisée en 2002 
sur 2300 souches de S. aureus pendant une période de 1 an a montré une prévalence des 
hGISA de 11 %. Aucun GISA n’a été détecté. Parmi ces souches, 2,75 % étaient des 
souches sensibles à la méticilline. Le génotypage des souches a mis en évidence que 88,2 
% appartenaient au même clone LIM-2 que celui du premier GISA retrouvé en France à 
Limoges (35). 

2.2.2.3.  VRSA 

Seule une dizaine de souches de VRSA par acquisition du gène vanA ont été isolés depuis 
leur description en 2002 (27), montrant ainsi que le transfert du transposon en cause 
(Tn1546, entre autres) entre les genres Enterococcus et Staphylococcus est loin d’être 
fréquent, et met probablement en jeu des mécanismes complexes.  
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2.2.3.  Détection 

La détection des souches multi-résistantes aux antibiotiques se fait par la réalisation d’un 
antibiogramme sur les souches de S. aureus isolées dans les sites infectés ou à partir d’une 
recherche de portage.  

2.2.3.1.  Résistance à la méticilline 

Différents outils existent pour détecter la résistance à la méticilline des souches de S. 
aureus.  
 
L’utilisation de milieux gélosés chromogènes, type gélose MRSA® (Biomérieux), permet 
dès l’isolement de suspecter une souche de S. aureus d’être un SARM. 
 
Les antibiotiques tests utilisés pour détecter cette résistance dans les antibiogrammes 
réalisés par diffusion en milieux gélosés sont la céfoxitine et le moxalactam. Les souches 
catégorisées R à une ou deux de ces molécules sont résistantes à la méticilline, alors que 
celles catégorisées S à ces deux molécules sont sensibles. Les autres configurations (une 
molécule S et l’autre I) imposent la réalisation de tests complémentaires (CASFM 2013).  
 
Des tests immunologiques permettent la détection de la PLP modifiée codée par le gène 
mecA, la PLP2a, par techniques latex ou immunochromatographique type Clearview 
Exact PBP2a® (Alere), mais elles ne mettent pas en évidence le variant mecC.  
 
Les techniques de biologie moléculaire permettent quant à elles la détection des gènes de 
résistance à la méticilline. La recherche du gène mecA est réalisée en première intention. 
La recherche du gène mecC doit être effectuée sur les souches pour lesquelles la PCR 
mecA est négative et qui présentent un profil de sensibilité intermédiaire à la céfoxitine ou 
au moxalactam (14). 
 
Ces méthodes peuvent être prises en défaut, notamment dans le cas des SARM de type 
mecC. En effet, les souches mecC présentent une résistance hétérogène à la céfoxitine, et 
sont de plus sensibles à l’oxacilline, molécule utilisée en dépistage dans certaines 
techniques en milieu liquide. Les tests de confirmations usuels (recherche de PLP2a ou du 
gène mecA) ne permettent pas de rétablir le diagnostic, ce qui explique probablement les 
mauvais résultats obtenus par les laboratoires français lors du Contrôle National de 
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Qualité organisé par l’ANSM sur ce type de souche en 2012 (33,5 % des laboratoires 
n’ont pas mis en évidence la résistance à la méticilline d’une telle souche). 

2.2.3.2.  Résistance aux glycopeptides 

La recherche d’une résistance aux glycopeptides est faite par réalisation des CMI de la 
vancomycine et de la teicoplanine par Etest® sur les souches de S. aureus présentant des 
diamètres d’inhibition réduits pour ces antibiotiques. Un criblage par Etest® avec un 
inoculum lourd sur gélose cœur-cervelle peut également être effectué. 
 
Pour les souches présentant une CMI ≥ 8 mg/L à la vancomycine ou la teicoplanine, un 
test de confirmation selon la technique d’Hiramatsu modifiée est indiqué, recherchant une 
induction de la résistance en présence du glycopeptide (14). 
 
Pour les souches présentant une sensibilité diminuée aux glycopeptides confirmée par 
méthode phénotypique, la PCR des gènes vanA/B permet d’éliminer ce mécanisme de 
résistance (14). 

2.2.3.3.  Puces à ADN 

La recherche de nombreux gènes de résistance aux antibiotiques en une seule réaction de 
PCR est possible grâce à la puce ADN StaphyType®. Cette puce permet le criblage de 49 
gènes ou variants de gènes impliqués dans la résistance aux antibiotiques et aux 
antiseptiques : gènes codant la PLP2a, les méthylases (erm), les pompes (msrA), certaines 
enzymes (linA) conférant la résistance aux macrolides, les enzymes altérant les 
aminosides, les gènes mup (résistance à la mupirocine) ou qac (résistance aux ammoniums 
quaternaires), ainsi que les gènes vanA, vanB et vanZ et la caractérisation de la cassette 
SCCmec (14). 

2.2.4.  Thérapeutique et prévention 

Le traitement des infections nosocomiales à SARM repose majoritairement sur les 
glycopeptides, la rifampicine, l’acide fusidique, les synergistines et le linézolide (5). La 
daptomycine, un lipopeptide cyclique, semble également une alternative intéressante avec 
une efficacité comparable à celle de la vancomycine en dehors des infections pulmonaires 
où elle est inactivée par le surfactant (36), de même que le ceftobiprole et la ceftaroline 
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(37), nouvelles céphalosporines à large spectre ayant une activité sur les SARM et les 
GISA dans les infections compliquées de la peau et des structures cutanées (38). 
 
Aucune recommandation spécifique n’existe en France concernant les infections à SARM 
Co, dans le traitement desquelles les mêmes molécules sont utilisées (34). 
 
Les molécules généralement actives sur les GISA sont le linézolide, l’acide fusidique, 
l’association quinupristine-dalfopristine et la tigécycline (39). La daptomycine, le 
ceftobiprole et la ceftaroline sont également des alternatives dans ce contexte (37). 
 
La prévention de l’émergence de souches de S. aureus BMR passe par une utilisation 
raisonnée des antibiotiques, et celle de leur diffusion passe par des mesures de lutte contre 
leur transmission (hygiène, isolement, précautions contact) (23).  

2.3.  Infections nosocomiales 

2.3.1.  Définition 

La définition de l’infection nosocomiale, actualisée en 2006 par le Comité technique des 
infections nosocomiales et des infections liées aux soins (CTINILS) et intégrée dans les 
infections associées aux soins (IAS), repose sur le critère discriminant du lieu 
d’acquisition de l’infection pour la distinction de l’infection communautaire (40). 
 
Une infection est considérée comme une infection associée aux soins lorsqu’elle est 
acquise dans un établissement de santé et survient au cours ou au décours d’une prise en 
charge diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative d’un patient alors 
qu’elle n’était ni présente, ni en incubation au début de la prise en charge. Si l’état 
infectieux de début de prise en charge n’est pas connu précisément, un délai d’au moins 
48 heures et supérieur à la période d’incubation est communément admis (40). 
Dans le cas des infections de site opératoire (ISO), sont considérées comme IAS les 
infections survenant dans les 30 jours suivant l’intervention ou dans l’année qui suit s’il y 
a mise en place de matériel (implant, prothèse ou matériel prothétique) (40). 
 
Les IAS représentent un coût à la fois humain, en termes de morbidité - mortalité et 
économique.  
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Une étude réalisée par le CCLIN Paris-Nord en 2006 mettait en évidence la responsabilité 
certaine des infections nosocomiales dans 2,8 % décès survenant dans les établissements 
de soins participants, permettant d’estimer à environ 4000 patients décédés d’une 
infection nosocomiale dans les CHU et CHG chaque année en France. L’allongement du 
séjour lié aux infections nosocomiales varie de 1 semaine à 1 mois (41). 
Le coût global des infections nosocomiales est estimé à 760 millions d’euros en moyenne 
dans les pays européens (41). 

2.3.2.  Epidémiologie 

Une enquête nationale de prévalence menée en 2012 montre que la prévalence nationale 
des infections nosocomiales est de 5,3 %, soit 16024 infections nosocomiales.  
Les IAS les plus fréquentes sont les infections urinaires (29,9 %), les pneumopathies (16,7 
%), les infections de site opératoire (13,5 %) et les bactériémies (10,1 %) (42). 
 
S. aureus est impliqué dans 3,5 % des infections urinaires, 14,7 % des pneumopathies, 
29,7 % des ISO, 18,4 % des bactériémies et 11,8 % des infections de la peau et des tissus 
mous. Il est responsable de 15,9 % de l’ensemble des infections nosocomiales 
documentées. La distribution des sites infectieux est décrite dans le tableau I.5 (42). 
 

 
 
Parmi les souches de S. aureus isolées, 687 (38,1 %) étaient résistantes à la méticilline et 
27 (1,5 %) présentaient une sensibilité diminuée aux glycopeptides de type GISA (42). 

2.3.3.  Diagnostic et traitement 

Le diagnostic et le traitement des infections nosocomiales ne diffèrent pas de celui des 
infections communautaires, et reposent sur des éléments cliniques, radiologiques et des 
prélèvements microbiologiques adaptés. 

Tableau I.5 : Distribution des sites infectieux pour S. aureus 

Site infectieux Nombre % 
ISO 
Bactériémies 
Peau et tissus mous 
Pneumopathies 
Infections urinaires  
Autres 

630 
319 
310 
186 
168 
384 

31,5 
16,0 
15,5 
9,3 
8,4 

19,3 
Total 1997 100,0 
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Certaines IAS peuvent être pauci-symptomatiques, comme les infections urinaires sur 
sonde. Il est donc recommandé d’effectuer des dépistages par bandelettes urinaires chez 
les patients sondés, conduisant à une uroculture en cas de positivité (41). 

2.3.4.  Prévention 

2.3.4.1.  Mesures d’hygiène 

La prévention des IAS passe par la stricte application des mesures d’hygiène et les 
précautions spécifiques. 
 
Les mesures standard d’hygiène sont l’ensemble des mesures non spécifiques destinées à 
prévenir la transmission d’agents pathogènes entre individus (patient à patient, patient à 
soignant, soignant à soignant). Elles comprennent l’hygiène des mains par friction hydro-
alcoolique, le port de gants, masques, lunettes et surblouses, la décontamination, 
stérilisation ou élimination des matériels souillés, la décontamination des surfaces 
souillées et le respect des règles de gestion du linge et de transport des prélèvements 
biologiques (40).  
 
Des précautions spécifiques à chaque IAS et relatives à leurs facteurs de risque doivent 
également être respectées. 
Le principal facteur de risque d’infection urinaire nosocomiale est l’existence d’une sonde 
urétrale. Ce risque augmente avec la durée du sondage. La prévention de ces infections 
repose sur des systèmes de sondage en système clos et le retrait du dispositif dès que 
celui-ci n’est plus indispensable. 
Les pneumopathies nosocomiales sont majoritairement des pneumopathies d’inhalation 
chez les patients intubés-ventilés, provoquées par la flore oropharyngée et digestive 
colonisant les voies respiratoires par voie rétrograde. Il est donc important de prévenir les 
micro-inhalations et de contrôler les circuits des respirateurs avec des filtres 
antibactériens. 
Les cathéters sont la porte d’entrée la plus fréquente des bactériémies nosocomiales, dont 
la prévention repose avant tout sur les limitations de manipulation des cathéters, la 
restriction des indications de pose, l’antisepsie cutanée régulière et l’ablation la plus 
précoce possible.  
La prévention des ISO comprend le respect des protocoles de préparation cutanée et une 
chimioprophylaxie adaptée (41). 
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2.3.4.2.  Identification et prise en charge des patients infectés 
ou colonisés à BMR  

La prévention de la transmission des IAS à BMR (SARM et GISA pour S. aureus) passe 
par l’identification des patients porteurs de BMR et la mise en place de précautions 
complémentaires. 
 
Sont considérés comme porteurs les patients déjà connus et ceux pour lesquels une BMR 
est mise en évidence dans des prélèvements à visée diagnostique ou à but de dépistage 
(23).  
Un dépistage systématique de tous les patients est difficilement envisageable du fait du 
rapport coût/bénéfice. Le dépistage est recommandé chez tous les patients considérés à 
risque de portage. Les critères généralement retenus pour définir les sujets à risque sont 
l’hospitalisation dans un service à risque (réanimation, secteurs septiques de chirurgie et 
de médecine, soins de suite et de réadaptation, longs-séjours), une antibiothérapie dans les 
3 mois précédents l’hospitalisation et l’existence d’une pathologie sous-jacente 
(néoplasie, immunodépression) (23).  
Plus spécifiquement, les facteurs de risque d’acquisition de SARM sont le nombre 
d’occasions propices à une transmission croisée (transfert d’un autre service hospitalier, 
durée d’hospitalisation supérieure à 7 jours, antécédent d’hospitalisation en réanimation 
ou en chirurgie dans les 5 ans), l’état du patient (âge > 60 ans, pathologies graves, co-
morbidités, lésions cutanées ouvertes) et l’usage d’antibiotiques (C3G et 
fluoroquinolones) (31). 
 
La recherche de SARM en portage s’effectue par écouvillonnage des deux narines en 
association avec le prélèvement des plaies pour une sensibilité de plus de 90 % (31). Les 
techniques bactériologiques utilisées doivent permettre de donner une réponse rapide, 
orientant généralement le choix des milieux de culture vers des milieux sélectifs 
chromogènes type gélose MRSA® (Biomérieux). 
 
La transmission de SARM étant essentiellement manuportée, les patients identifiés 
comme porteurs doivent bénéficier de mesures d’isolement spécifiques comportant un 
isolement géographique (chambre individuelle) et un isolement technique (lavage des 
mains, port de gants et de surblouses systématiques). Une signalisation doit être mise en 
place à l’entrée de la chambre. Une étude réalisée entre 1995 et 2000 à l’hôpital Bichat-
Claude-Bernard dans le service de réanimation a montré l’efficacité de ces mesures, qui 
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ont permis une diminution du taux d’acquisition de portage de SARM de 9,1 % à 4,2 % en 
5 ans (31). 
 
L’éradication du portage nasal de SARM par traitement à la mupirocine associée à une 
toilette antiseptique cutanée reste controversée. Elles permettrait une éradication à long-
terme de 76 % (31), mais toutes les études ne retrouvent pas de diminution significative 
du nombre d’infection et une résistance à la mupirocine peut apparaître en cas 
d’utilisation intensive. 
 
La recherche de portage au sein du personnel n’a pas d’indication en période endémique, 
mais peut être utile en phase épidémique (23), associée à une enquête épidémiologique 
permettant de mettre en évidence des circuits récurrents de transmission ou la recherche 
d’une clonalité des souches isolées.  
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3. Typage de Staphylococcus aureus 

3.1.  Généralités 

3.1.1.  Principe du typage 

Le typage consiste en la différenciation de souches de micro-organismes appartenant à la 
même espèce. Il est basé sur l’identification de caractères présents dans l’espèce mais 
variables au sein de cette espèce. Il doit permettre de différencier les souches sans lien de 
clonalité (et donc sans lien épidémiologique) et d’associer les souches issues d’une même 
chaîne de transmission (43). 

3.1.2.  Méthodes de typage épidémiologique 

Une bonne méthode de typage épidémiologique doit répondre à certains critères.  
 
La cible doit être présente chez tous les individus de l’espèce pour permettre de typer tous 
les représentants de l’espèce. Le pourcentage de souches d’une espèce pouvant être typées 
par la technique définit sa typabilité.  
La méthode d’observation / révélation du marqueur doit donner un résultat identique lors 
de son application successive à la même souche, définissant sa reproductibilité.  
Le caractère observé ne doit pas varier au cours du temps, cette capacité définissant sa 
stabilité.  
La technique doit permettre de différencier deux souches sans lien épidémiologique, ce 
qui définit son pouvoir discriminant (43). 
Elle doit également permettre une bonne concordance épidémiologique, c’est à dire 
refléter, voire éclairer les informations épidémiologiques déjà disponibles : les isolats 
épidémiologiquement liés doivent être affectés à des types liés (44).  
 
D’autres caractéristiques, plus pragmatiques, peuvent être des critères influençant le choix 
d’une technique de typage : la simplicité de réalisation et d’interprétation, la rapidité, 
l’accessibilité, le coût ou encore la polyvalence ou la flexibilité (45).  
  
Les limites de chaque technique pour chaque microorganisme doivent être connues afin de 
permettre une interprétation correcte des résultats dans leur contexte épidémiologique.  
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Chez certains genres bactériens comme Legionella, 20 % des souches cliniques 
endémiques peuvent présenter un génotype identique, c'est-à-dire clonal, sans lien 
épidémique entre patients (46). Cet exemple montre l’importance de réaliser une enquête 
épidémiologique, associant les données bactériologiques aux données spatio-temporelles 
d’un ou des patients, pour affirmer un processus épidémique. 
 
Les premières techniques de typage épidémiologique développées étaient des techniques 
phénotypiques, actuellement abandonnées au profit de marqueurs génotypiques en raison 
d’un manque de reproductibilité, d’une faible typabilité et d’un pouvoir discriminant 
limité. Les techniques génotypiques reposent majoritairement sur la restriction de l’ADN 
suivie d’une électrophorèse ou sur l’amplification génique, associée ou non au séquençage 
(43).  
 
Les performances diverses des techniques de typage font que le choix de l’une d’entre 
elles doit dépendre de ses caractéristiques et de son adéquation à l’application recherchée.  
 
On différencie les méthodes comparatives, visant à déterminer si deux isolats sont liés ou 
non, des méthodes dites « définitives » ou « bibliothèques » permettant de comparer 
différentes souches entre-elles, issues d’isolements récents ou plus anciens, et permettant 
la constitution de véritables bases de données. Pour cela, ces dernières doivent être 
standardisées et reproductibles (44). 

3.1.3.  Applications du typage 

Le typage est utilisé dans des applications très diverses, allant de l’enquête autour 
d’infections nosocomiales à la taxonomie et de la prévention du bioterrorisme à la 
médecine légale (44). 

3.1.3.1.  Typage à visée épidémiologique 

Le typage épidémiologique prend toute son importance dans les enquêtes épidémiques, 
essentiellement dans le cas d’une incidence en augmentation brutale et importante. Il 
permet alors de répondre à différentes questions : les cas observés sont-ils liés à un même 
clone ? Quelles sont les caractéristiques de ce clone et quel cheminement a-t-il suivi 
(réservoir, vecteurs, modes de transmission) ? Quels nouveaux cas sont liés au clone 
identifié ? Les moyens de contrôle mis en place sont-ils efficaces ? Des méthodes ont été 
développées pour générer des « empreintes génétiques » spécifiques d’une souche afin de 
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faciliter la détermination de la « parenté » entre différents isolats provenant d’épidémies 
ou de chaînes de transmission (44).  
Les techniques de typage comparatives peuvent alors être suffisantes pour répondre à la 
problématique posée : deux souches isolées appartiennent-elles au même clone ou pas ? 
Des méthodes polyvalentes, facilement adaptables à différentes espèces et à haut pouvoir 
discriminant sont généralement choisies dans ces situations (43). 
 
Des informations similaires doivent être obtenues dans la situation inverse de surveillance 
épidémiologique de maladies infectieuses dont l’incidence est déjà élevée en l’absence 
d’épidémie. L’observation par typage d’un clone devenant récurrent dans des épidémies 
torpides peut être l’élément déclenchant permettant de différencier une accumulation de 
cas d’une véritable épidémie. L’épidémie confirmée, l’étude des marqueurs 
épidémiologiques permettra, comme dans le cas précédent, d’identifier les réservoirs, les 
vecteurs, les patients infectés et les patients colonisés (43). 
Les techniques permettant la constitution de bases de données sont alors nécessaires, 
comme la MLST (44). 

3.1.3.2.  Typage à visée phylogénétique ou taxonomique 

Le typage permet, sur le plan phylogénétique, l’étude de l’hétérogénéité d’une espèce 
bactérienne à travers divers filtres : diversité génomique des souches en fonction de leur 
répartition géographique, de leur profil de résistance, de leur virulence ou encore de leur 
sérotype (43). 
 
Cette optique a été appliquée à S. aureus en 2002, dans l’étude de souches de SARM 
producteurs de la PVL et responsables d’infections communautaires graves à travers toute 
la France. Il a été mis en évidence que la plupart de ces souches, retrouvées chez des 
patients sans lien géographique entre eux, avaient une même origine clonale de SARM Co 
(mecA+, agr3, PVL+) et que ce clone était issu d’une souche minoritaire de SARM (47). 
 
L’étude de nombreux isolats est souvent nécessaire pour dégager des hypothèses 
phylogénétiques, orientant le choix de la technique permettant la constitution de bases de 
données, et donc vers des méthodes basées sur le séquençage ou vers la PFGE (pulsed-
field gel electrophoresis) (44). 
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3.1.3.3.  Typage dans un but de diagnostic  

Dans le cas des infections nosocomiales, le typage permet de différencier une récidive 
d’une réinfection (foyer résiduel ou susceptibilité individuelle à l’infection), d’identifier le 
foyer à l’origine d’une infection disséminée (identification des voies de contamination) ou 
encore de faire la part des choses entre une infection d’origine endogène ou nosocomiale. 
L’intérêt peut être d’expliquer un échec thérapeutique, d’optimiser un traitement, de 
donner des orientations de prise en charge (ablation d’un dispositif implanté par exemple), 
ou encore de donner une explication physiopathologique (43). 
 
Lorsque le typage est utilisé pour comparer des groupes de souches, virulentes ou non, des 
marqueurs liés à la pathogenèse peuvent être identifiés. Ces marqueurs peuvent finalement 
être traduits en cibles diagnostiques cliniquement pertinentes (44). 

3.1.4.  Stratégies de typage de Staphylococcus aureus 

Des méthodes de typage ont été développées pour faire face aux problématiques liées à S. 
aureus. Leurs diversités découlent de l’évolution des techniques et des finalités 
recherchées. L’interprétation des résultats doit tenir compte des caractéristiques des 
marqueurs utilisés pour être correcte.  
Par exemple, il a été montré que l’évolution moléculaire des S. aureus vers les SARM 
était liée à la fois à une dissémination clonale et à des transferts horizontaux de gènes. 
L’étude d’un grand nombre de souches de SARM a révélé que la transmission horizontale 
de la cassette SCCmec pouvait être soit très fréquente soit très rare, car les différentes 
cassettes SCCmec ont une transmissibilité très variable. Il pourrait donc être incorrect 
d’utiliser le gène mecA dans le suivi d’une épidémie nosocomiale à SARM (48). 

3.2.  Méthodes phénotypiques 

Les techniques phénotypiques sont les plus anciennes méthodes de typage. Elles 
consistent à grouper les micro-organismes en fonction de leurs caractéristiques 
phénotypiques (aspect morphologique, antigènes de surface, etc.), qui sont, elles-mêmes, 
la résultante de l’expression de leur génome. Elles doivent être standardisées de manière 
stricte, car les conditions expérimentales sont susceptibles de modifier cette expression 
phénotypique (44). 
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3.2.1.  Antibiotypage 

D’un coût raisonnable, facilement interprétable et réalisable par tous les laboratoires, 
l’utilisation de la sensibilité aux antibiotiques peut être appliquée à la majorité des espèces 
bactériennes avec une excellente typabilité. Cependant, son pouvoir discriminant reste 
limité, deux souches ayant fréquemment le même profil de résistance aux antibiotiques 
sans être liées épidémiologiquememt. A l’inverse, l’acquisition fréquente de certains 
éléments génétiques mobiles par transmission horizontale, telles certaines cassettes 
SCCmec, fait que la concordance épidémiologique de l’antibiotype est faible.  
 
Une étude comparative des méthodes de typage de S. aureus réalisée en 1994 par Tenover 
a montré la capacité de la technique (utilisant 12 antibiotiques) à grouper 26 des 29 isolats 
testés liés épidémiologiquement sans permettre de les séparer de 6 autres isolats non liés. 
La reproductibilité était de 100 %. Les performances de la méthode sont bien meilleures 
en utilisant les diamètres des zones d’inhibition que la catégorisation sensible, 
intermédiaire ou résistante. Des modifications importantes de diamètre ont été observées 
pour deux isolats liés, les faisant classer dans des groupes différents et mettant en 
évidence l’instabilité de la résistance aux antibiotiques de S. aureus, liée probablement à 
des éléments génétiques mobiles. La technique permet cependant un premier criblage, 
particulièrement dans les laboratoires de petites tailles (49). 

3.2.2.  Lysotypage ou « bacteriophage typing » 

La lysotypie étudie la sensibilité des bactéries à l’infection par des bactériophages. Cette 
sensibilité diffère d’une souche à l’autre au sein de certaines espèces, dont S. aureus, 
autorisant sont utilisation pour le typage. Elle requière l’utilisation d’un panel de 
bactériophages. Décrit par Barber en 1961, le lysotypage fut considéré comme le gold-
standard jusqu’à l’avènement des techniques de biologie moléculaire (50). 
 
L’étude de Tenover a montré une typabilité de S. aureus de 89 % et une reproductibilité 
de 100 %. Vingt-cinq des 29 isolats liés épidémiologiquement ont été classés dans le 
même groupe, alors que 4 autres ont été rapprochés par erreur. Si la technique est aisée à 
mettre en œuvre, le titrage, la difficulté à maintenir le stock de phages et l’interprétation 
des résultats s’avèrent plus laborieux (49). 
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3.2.3.  Autres marqueurs phénotypiques 

La MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) est une migration sur gel après extraction 
des enzymes du métabolisme de la bactérie. Les variations de migration, liées aux 
différences de charges, sont le reflet des variations alléliques. Utilisée majoritairement 
dans le génotypage des populations, ses difficultés de mise en œuvre ne permettent pas 
son utilisation en routine. Elle est remplacée par son pendant moléculaire, la MLST (44). 
 
Le biotypage est basé sur des propriétés telles que l’aspect morphologique, les 
caractéristiques de croissance et les caractères biochimiques de la bactérie. S’il est utile 
pour l’identification bactérienne, ses performances en tant que marqueur épidémiologique 
sont insuffisantes (17 souches correctement classées sur 29 dans l’étude de Tenover) (49). 

3.3.  Méthodes génotypiques 

Face aux performances limitées des marqueurs phénotypiques, de nombreuses techniques 
génotypiques reposant sur le polymorphisme de l’ADN ont été développées. Elles sont 
basées principalement soit sur la restriction de l’ADN suivie d’une électrophorèse soit sur 
l’amplification préalable de certains gènes. 

3.3.1.  Méthodes historiques 

La RFLP (restriction fragment length polymorphism) est une des premières méthodes 
appliquées au génotypage de S. aureus. Une enzyme de restriction reconnaissant une 
courte séquence spécifique d’ADN est utilisée pour couper l’ADN génomique du micro-
organisme étudié en fragments, qui sont ensuite séparés par migration sur gel en fonction 
de leurs tailles (44). Les sites de coupure dépendant du contenu génomique, chaque 
organisme possède son propre profil de restriction. Les enzymes de restriction les plus 
fréquemment utilisées, EcoRI ou BglII génèrent un grand nombre de petites bandes, 
rendant la lecture des profils de restriction difficile.  
 
Une hybridation avec des sondes nucléiques (Southern blotting) peut être couplée avec 
cette technique. Après migration standardisée en gel d’agarose, les fragments générés sont 
transférés sur une membrane et hybridés avec une sonde marquée, sélectionnée pour 
reconnaître des séquences répétées en divers endroits du génome. C’est le principe du 
ribotypage, qui utilise une sonde spécifique du gène de l’ARN ribosomique 16S et 23S. Le 
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ribotypage est une technique reproductible et rapide possédant une forte typabilité. Sa 
concordance épidémiologique est excellente, mais son pouvoir discriminant insuffisant 
(toutes les souches liées épidémiologiquement ont été regroupées, mais 7 souches non 
liées n’ont pu être séparées dans l’étude de Tenover en 1994) (49). 

3.3.2.  PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) 

Cette technique est, elle aussi, basée sur la digestion de l’ADN bactérien total par des 
enzymes de restriction, mais qui possèdent dans ce cas peu de sites de coupure (macro-
restriction) car ils sont situés dans des séquences palindromiques. Les fragments générés, 
de grandes tailles (de 20 kb à plus de 1 Mb), ne peuvent être séparés par une 
électrophorèse en gel d’agarose conventionnelle dont l’efficacité est optimale pour des 
fragments de moins de 30 kb. La séparation est alors réalisée par migration en champ 
électrique d’orientation variable (champ pulsé). Les fragments les plus grands se 
réorientent plus lentement à chaque modification du champ électrique, et migrent par 
conséquent plus lentement. L’appartenance au même pulsotype est définie par une 
similarité du profil de migration supérieure à 80 % en général, complétée des critères de 
Tenover (51). Sa reproductibilité faible a été sensiblement améliorée par l’utilisation de 
logiciels d’analyse visuelle, mais l’absence de standardisation ne permet pas la portabilité 
des résultats. La PFGE est considérée comme le gold-standard pour le génotypage 
bactérien depuis les années 1980 (45). 
 
La PFGE est, aujourd’hui encore, une des techniques de typage de S. aureus qui a le plus 
fort pouvoir discriminant. Elle est considérée comme le gold-standard pour l’investigation 
des épidémies de SARM hospitaliers. L’enzyme de restriction utilisée est SmaI. Sa 
typabilité est excellente, de même que sa concordance épidémiologique. Les limites de la 
technique sont sa lenteur d’exécution (4 à 5 jours environ), son coût élevé et une mauvaise 
reproductibilité inter-laboratoires, ne permettant pas la comparabilité des résultats et la 
constitution de bases de données internationales (24). 

3.3.3.  RAPD (random amplified polymorphic DNA) 

La RAPD, également appelée AP-PCR (arbitrarily primed polymerase chain reaction), est 
basée sur l’amplification aléatoire de séquences d’ADN bactérien total à l’aide d’amorces 
courtes (taille inférieure à 14 pb) dans des conditions de faible stringence facilitant 
l’hybridation, même en cas de concordance imparfaite entre les amorces et l’ADN 
bactérien, et donc l’amplification. Le choix des amorces est empirique, et ne nécessite 
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donc aucune étude préalable du génome à typer. En résultent des fragments dont le 
nombre et la taille varient selon la souche. La révélation est faite par électrophorèse en 
gel. La méthode est simple, son spectre d’application large, sa typabilité est de 100 %, et 
son pouvoir discriminant est bon, même s’il est souvent considéré comme inférieur à celui 
de la PFGE. Son inconvénient majeur est son manque de reproductibilité, influencé par de 
multiples facteurs : concentration en Taq polymérase, en amorces, type de tampon, de 
thermocycleur, d’électrophorèse, etc. (45). 
 
L’étude réalisée en 1995 par Tambic sur des SARM montre une bonne corrélation avec la 
PFGE, un pouvoir discriminant nettement supérieur à celui du lysotypage et équivalent à 
celui de la PFGE, ce qui n’est pas retrouvé par toutes les études (52). 

3.3.4.  Rep-PCR (repetitive palindromic extragenic element PCR) 

La rep-PCR est basée sur l’amplification de fragments d’ADN situés entre des éléments 
répétés, génétiquement stables, tout au long du génome et présents en un nombre variable 
de copies réparties de manière aléatoire dans de nombreux organismes. Si ces éléments 
répétés sont localisés de manière rapprochée dans le génome, ils peuvent être amplifiés 
par PCR au moyen d’amorces spécifiques. Plusieurs amplicons sont en général obtenus, 
dont la taille et le nombre varient d’une souche à l’autre, et séparés par électrophorèse. 
Les plus communément employés sont des éléments répétitifs palindromiques 
extragéniques, d’une longueur de 33 à 40 pb. Il est théoriquement possible d’obtenir une 
reproductibilité et une spécificité importante du fait de la longueur des amorces, mais la 
technique souffre en pratique des mêmes problèmes de reproductibilité que la RAPD. 
L’automatisation de la technique, proposée par le DiversiLab System® de Biomérieux, 
devrait permettre de palier en partie ce problème en standardisant l’extraction de l’ADN, 
sa concentration, la microélectrophorèse, la détection et la constitution de bases de 
données (45). 
 
L’étude multicentrique visant à évaluer les performances du génotypage des SARM par 3 
Rep-PCR, publiée par Deplano en 2000, montre une reproductibilité de 80 %, un pouvoir 
discriminant de 83 % et une concordance avec la PFGE comprise entre 70 et 90 % selon 
les laboratoires. La reproductibilité de la technique n’était pas suffisante pour permettre 
des échanges de données brutes entre les différents laboratoires participants (53). 
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3.3.5.  SCCmec  typing 

La cassette SCCmec est l’élément génétique mobile hétérogène porteur des gènes à 
l’origine de la résistance à la méticilline. La variabilité de cet élément est grande, les 
différences de séquences observées entre les différents types pouvant atteindre 59 % (54).  
Les variations détectées dans les gènes de régulation de mecA (mecI et mecR1), 
principalement des délétions ou des insertions partielles, permettent de séparer le 
complexe mec en 4 classes A, B, C et D. Les gènes codant les recombinases, qui sont 
responsables de l’intégration et de l’excision de la cassette, forment eux le complexe ccr. 
Six types de ccr ont été caractérisés : ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4, ccrC1 et ccrC2. 
La combinaison des classes mec, des types de ccr et des jonctions J1, J2 et J3 entre ces 
éléments permet de définir le type de cassette SCCmec (14).  
 
Il a été observé que les SARM responsables d’infections nosocomiales et ceux 
responsables d’infections communautaires (SCCmec IV) n’étaient pas porteurs des mêmes 
types de cassettes SCCmec (45). Ce marqueur a été utilisé dans de nombreuses études 
épidémiologiques portant sur les SARM et permet l’étude des liens phylogénétiques entre 
les souches (55). Il est considéré comme un bon outil pour l’investigation de 
l’épidémiologie des SARM et a gagné en importance avec l’apparition des SARM Co 
(24). 
 
La structure de l’élément SCCmec peut être déterminée par différents types de PCR. 
Actuellement, les dernières techniques développées sont des PCR multiplexes, souvent 
accompagnées du séquençage du locus ccrB.  
Cependant, les techniques actuelles ne permettent pas la caractérisation des 46 types et 
sous-types de SCCmec, ce qui nécessiterait un trop grand nombre de cibles. La 
détermination des SNP (single nucleotide polymorphisms) du gène mecA pourrait 
augmenter la résolution globale de la méthode, car différents allèles ont été identifiés dans 
des cassettes SCCmec identiques par ailleurs (24). 

3.3.6.  Séquençage du locus spa  (spa-typing) 

Cette technique, développée par Freney et al. en 1996, est basée sur le séquençage d’un 
locus unique, celui du gène codant la protéine A (spa) de S. aureus. Cette région, appelée 
région polymorphique X, est composée principalement de 3 à 15 répétitions d’une 
séquence de 24 pb dont la diversité est liée à des mutations ponctuelles, des délétions ou 
des duplications de répétitions. L’étude de souches de SARM a révélé que cette région est 
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suffisamment stable pour le typage épidémiologique. La technique a été comparée au 
lysotypage, avec lequel elle montre une bonne concordance et une meilleure sensibilité 
(56). 
 
La comparaison de cette méthode avec la PFGE et la MLST publiée par Malachowa en 
2005 montre un pouvoir discriminant compris entre celui de la PFGE et celui de la MLST 
(57). La concordance entre ces méthodes est bonne (14). Le séquençage d’une région 
unique en fait une technique moins coûteuse que la MLST, mais aussi moins laborieuse et 
moins chronophage. Un logiciel d’exploitation des données est disponible pour l’analyse 
des chromatogrammes et permet la comparaison inter-laboratoires des résultats malgré 
l’existence de deux nomenclatures d’expression des résultats différentes, en attribuant un 
numéro à chaque variation du nombre ou de la séquence de chaque répétition (24).  
Le spa-typing est une technique utilisable à la fois pour le suivi de l’évolution moléculaire 
de l’espèce et pour le suivi des épidémies hospitalières (24).  
 
L’inconvénient de la technique est son pouvoir discriminant : sans être faible, il ne permet 
pas toujours de séparer deux clones différents possédant le même spa-type. Cet écueil 
peut néanmoins être facilement pallié par le couplage à un autre marqueur génétique, 
comme le typage de la cassette SCCmec (24). 

3.3.7.  MLST (multi-locus sequence typing) 

La MLST est basée sur l’analyse par séquençage de 7 gènes de ménage conservés au sein 
de l’espèce S. aureus : arcC (carbamate kinase), aroE (shikimate déshydrogenase), glpF 
(glycerol kinase), gmk (guanylate kinase), pta (phosphate acétyltransferase), tpi 
(triosephosphate isomérase) et yqiL (acétyl-coenzyme A acétyltransferase). Chaque 
fragment mesure environ 500 pb. Un numéro d’allèle est assigné à chaque type de 
séquence de chaque gène de ménage. Environ 30 allèles sont décrits pour chaque gène de 
ménage. La composition en allèles de chaque souche, ou profil allélique, défini le 
sequence type (ST) de la souche. Deux isolats présentant au moins 5 allèles identiques 
sont considérés comme génétiquement liés et peuvent être regroupés au sein d’une unité 
appelée complexe clonal (CC). La nomenclature des SARM utilise généralement le ST 
couplé au type SCCmec pour nommer une souche (24). 
 
Les avantages de la méthode sont un bon pouvoir discriminant et une excellente 
reproductibilité, rendant possible la portabilité des données par expression des résultats en 
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une suite de chiffres, et la constitution de bases de données internationales. Une base de 
données contenant des milliers de séquences est d’ailleurs disponible sur internet 
(http://www.mlst.net), permettant une comparaison rapide des souches dans un contexte 
épidémique, mais aussi les analyses de génétique des populations et la phylogénie. Le 
temps nécessaire à la réalisation et à l’interprétation des données ainsi que son coût élevé 
représentent les principaux facteurs limitant de la MLST (58).  

3.3.8.  MLVA (multi-locus variable number tandem repeat 
analysis) 

La MLVA exploite la variation de nombre de motifs répétés en tandem. Cette technique  
est celle utilisée en médecine légale pour la détermination des empreintes génétiques. 
L’amplification d’un nombre prédéfini de loci suivie de la mesure de la taille de chaque 
fragment permet d’assigner à chaque souche une série de nombres correspondant aux 
nombres de répétitions pour chaque locus. Le nombre de répétitions de chaque locus est 
spécifique de chaque souche (14). La révélation est possible soit par migration par 
électrophorèse en gel d’agarose, soit par séquençage des fragments amplifiés. 

 
L’application de la MLVA à S. aureus a été possible après la découverte de  nombreux 
VNTR (variable number tandem repeats) dans son génome, identifiés grâce au 
séquençage complet de différentes souches de S. aureus. Huit cent trente trois tandem-
repeats ont été ainsi identifiés dans le génome de S. aureus, dont 8,5 % sont polymorphes 
(2 allèles au minimum ont été identifiés). Parmi ceux-ci, 87 % ont une longueur totale de 
plus de 80 pb et une conservation des unités répétées de plus de 80 %, ce qui fait de S. 
aureus un bon candidat pour la MLVA (59). 
 
L’utilisation d’un schéma de MLVA a été appliquée pour la première fois au typage de S. 
aureus en 2002 par Sabat et al. Cinq loci de VNTR ont été utilisés, comprenant sdr, clfA, 
clfB, ssp et spa. Les séquences répétées comportent de 9 à 81 pb. La longueur des 
fragments amplifiés a été mesurée par électrophorèse en gel (figure I.8). Toutes les 
souches étudiées ont pu être typées. La méthode a été comparée au gold-standard, la 
PFGE, et a donné des résultats comparables avec une excellente reproductibilité, un fort 
pouvoir discriminant, au moins équivalent à celui de la PFGE ou de la RAPD (58).  
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Ikawaty et al. ont montré des performances équivalentes par comparaison à la MLST et au 
spa-typing avec un schéma de MLVA utilisant 7 VNTR, nommés SIRUs (staphylococcal 
interspersed repeat units) comportant 24 à 131 pb et répétés de 1 à 26 fois. L’étude a 
montré un pouvoir discriminant de la MLVA (0,987) supérieur à celui de la MLST (0,941) 
ou du spa-typing (0,963), avec une excellente typabilité. La comparaison ultérieure de ce 
schéma avec la PFGE a également montré le pouvoir discriminant supérieur de la MLVA 
sur cette dernière (0,971 vs 0,908). Les différentes méthodes testées donnent par ailleurs 
des résultats globalement concordants (60). 
 
En 2008, Pourcel et al. ont publié un schéma de MLVA comportant 10 VNTR de première 
intention, et 4 VNTR complémentaires. Ces VNTR appartiennent aux gènes spa, coa, à 
des S. aureus repeat elements (STAR) ou à des éléments intergéniques. Les unités 
répétées comprennent entre 24 et 159 pb. La révélation est faite par migration sur gel 
d’agarose. La méthode s’est avérée être parfaitement reproductible et stable après 
repiquage des souches, et avoir une bonne typabilité. La comparaison avec la MLST et le 
spa-typing a montré des résultats globalement concordants entre les techniques et un plus 

Figure I.8 : Profil MLVA de 34 souches de S. 
aureus, nommées par leur pulsotype (58) 
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grand pouvoir discriminant de la MLVA. L’expression des résultats en une suite de 
chiffres permet leur portabilité (61). 
 
Chaque étude a mis en évidence la simplicité de la méthode, son faible coût et sa facilité 
d’interprétation. Sa répétabilité intra comme inter-laboratoires, permettant la constitution 
de bases de données internationales, associée à son fort pouvoir discriminant, font de la 
MLVA une des techniques de typage de S. aureus les plus réactives et performantes. 
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PARTIE 2 : TYPAGE MOLECULAIRE DE STAPHYLOCOCCUS 
AUREUS  PAR TECHNIQUE MULTI-LOCUS VARIABLE-NUMBER 
TANDEM ANALYSIS AVEC DETECTION EN HIGH RESOLUTION 

MELTING 
	
  

1. Contexte scientifique : technologie HRM 

1.1.  Principe de l’HRM 

La technologie de fusion haute résolution (FHR), plus communément appelée HRM pour 
high resolution melting, est une extension de l’analyse en courbe de fusion utilisée en 
PCR en temps réel depuis 1997 avec des agents marqués se liant à l’ADN double-brin de 
type SYBR Green I.  
 
Son principe repose sur la détermination de la température de fusion des fragments 
préalablement amplifiés (figure II.1) par PCR. Cette température de fusion varie selon le 
nombre, le type de nucléotides et la spécificité de leur appariement.  
La caractérisation des amplicons se fait par acquisition d’une courbe de fusion (figure 
II.2) en fin de PCR, obtenue par la mesure en continu (25 acquisitions par degré Celsius) 
de la fluorescence lors de l’augmentation progressive de la température de 55 °C à 95 °C 
par paliers de 0,01 à 0,05 °C (62). 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

Figure II.1 : Courbes d’amplification 
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La dérivée première de la courbe (figure II.3) permet la visualisation d’un pic, appelé 
température de fusion (Tm). Le Tm est la température pour laquelle 50% de l’ADN 
double-brin est dénaturé. Il dépend du type et du nombre de nucléotides composant les 
amplicons.  
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attribute of fluorescence: as the temperature is
raised, fluorescence decreases. At lower temper-
atures, an exponential component of back-
ground becomes apparent that arises from dye
binding to high concentrations of primers.
Methods to remove linear [4] and exponential [31]

background have been described and are
incorporated into commercial high-resolution
melting software.

The Tm of a PCR product is a convenient
metric, but it is only one point on the melting
curve. More information is contained in the
complete melting curve than in the Tm. The
shape of the melting curve is used extensively in
sequence matching and mutation scanning as
an indicator of heteroduplexes formed from
heterozygous DNA. 

Cost
Cost advantages of high-resolution melting are
derived from the simplicity of the technique.
The only reagent required is a saturating DNA
dye that costs less than the PCR reagents/con-
tainer. Available hardware ranges from real-time
instruments at more than US$50,000, down to
$15,000 [3]. All instrument options cost signifi-
cantly less than a denaturing high-pressure liquid
chromatography (DHPLC) setup for mutation
scanning. Additional cost advantages include the
time saved and errors avoided because the
method is closed-tube, and the ability to perform
both genotyping and scanning on one platform
with one generic reagent. 

W ork flo w 
The saturating dye is added into the PCR before
amplification, so no sample processing or addi-
tions are necessary after PCR has begun. DNA
extraction and quantification are usually per-
formed before PCR. For best results, all test and
control DNA should be prepared in the same way
and added into the PCR at the same concentra-
tion. However, good results can also be obtained
from crude DNA preparations, such as those pre-
pared from dried blood spots without quantifica-
tion [32]. If care is taken to prevent undesired side
reactions through PCR optimization and the
reaction is run into the plateau phase for all sam-
ples, the initial DNA concentration can vary
between samples by at least 100-fold. 

PCR op timiza t ion
Robust, specific PCR is critical when results
depend on the PCR product melting profile. Use
of a gradient thermal cycler and gel electro-
phoresis is still one of the best methods for opti-
mization of conditions, and varying the Mg2+

concentration usually allows multiple targets to
be amplified under identical conditions. 

G e n o t y p i n g
Although there are many methods of genotyping,
closed-tube methods have strong advantages for
the clinical laboratory, point-of-care diagnostics
and personalized medicine. Since no processing is
required between amplification and analysis, the
need for automation and risk of contamination
are eliminated. These methods conventionally use
allele-specific labeled probes, often a fluorescent
dye and a quencher that separate during amplifi-
cation by hydrolysis and/or loss of secondary
structure [28]. In order to genotype correctly, two
probes, one matching the wild-type sequence and

Figure 1. Fluorescent DNA melting analysis. 
 

(A) Original fluorescence data show ing a linear decrease of fluorescence at low 
temperature, followed by a rapid decrease centered around the melting 
temperature (Tm). Fluorescence is low when the DNA is single stranded. (B) The 
original data is normalized between 0 and 100% after background subtraction 
so that the curve is horizontal outside of the transition.
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Figure II.2 : Courbe de fusion 

Figure II.3 : Pics de fusion 
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Des changements minimes de fluorescence doivent pouvoir être observés lors de 
l’acquisition des courbes de fusion afin de permettre  une détermination fine et précise du 
Tm. Pour cela, la résolution de la courbe de fusion a été optimisée par l’utilisation d’une 
instrumentation spécifique et de réactions de PCR adaptées (63). 

1.2.  Avantages de l’HRM 

L’acquisition d’une courbe de fusion haute résolution se fait dans le même capillaire que 
celui utilisé pour l’amplification, généralement sur le thermocycleur ayant réalisé la 
réaction de PCR, et dans les suites immédiates de la PCR. La durée d’acquisition est 
environ de deux minutes par capillaire.  
 
Elle ne nécessite donc aucune étape de manipulation ou de traitement post-PCR, ce qui en 
fait une technique beaucoup plus rapide et simple que les autres méthodes de détection 
utilisées pour le typage moléculaire. De plus, l’analyse en système clos diminue très 
fortement le risque de contaminations. 
Aucun équipement spécifique n’est requis, si ce n’est un thermocycleur possédant la 
fonction d’acquisition de la fusion haute résolution, et dont le coût est modéré en regard 
des méthodes de référence (PFGE, séquençage, etc.). 
 
Cette technique présente donc de nombreux avantages pratiques : rapidité, faible coût, 
accessibilité. De plus, l’HRM est une méthode non spécifique de détection des mutations, 
permettant de détecter des mutations présentes sur la séquence amplifiée, que celles-ci 
soient connues ou non. Cette caractéristique présente un avantage pour une technique de 
criblage large et rapide (63). 

1.3.  Aspects techniques de l’HRM 

L’acquisition de courbes de fusion optimisées impose de satisfaire à certaines exigences 
quant au choix des techniques, des réactifs et des automates. 

1.3.1.  Mode de détection de la PCR 

Différents modes de détection de la PCR en temps réel peuvent être utilisés. 
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1.3.1.1.  Agents se liant à l’ADN double-brin 

Classiquement, les PCR réalisées en vue de l’utilisation de la fusion haute résolution sont 
des PCR utilisant un fluorochrome se liant à l’ADN double brin. 
Ces composés, peu fluorescents à l’état libre, se lient à l’ADN double brin dans le sillon 
mineur, provoquant une augmentation de l’émission de fluorescence (figure II.4) (64). La 
quantité d’ADN est mesurée tout au long de la PCR par mesure de la fluorescence émise 
en phase d’élongation, dont l’émission est directement proportionnelle au nombre 
d’amplicons produits.  
 

 
L’acquisition de la courbe de fusion en fin de PCR permet de visualiser la libération du 
fluorochrome lors de l’augmentation progressive de la température, provoquée par la 
dénaturation de l’ADN double-brin. 

Figure II.4 : Agents se liant à l’ADN double brin (64) 
(a) Dénaturation : le fluorochrome exhibe peu de fluorescence.  
(b) Température d’appariement : l’agent intercalant se lie au double brin d’ADN, en résulte 

une émission de fluorescence. 
(c) Elongation : la fluorescence est maximale en fin de phase, où elle est mesurée. 
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1.3.1.2.  Sondes d’hybridation 

La technologie HRM peut également faire appel à des PCR utilisant des sondes 
d’hybridation de type FRET (fluorescence resonance energy transfer). 
La méthode repose sur l’utilisation de deux sondes complémentaires, choisies de façon à 
s’hybrider à leurs séquences cibles en n’étant séparées que de 1 à 5 nucléotides pour 
maximiser la spécificité du signal (65). La première sonde est bloquée à son extrémité 3’ 
afin de prévenir son extension durant la phase d’élongation. Elle porte à cette extrémité un 
fluorochrome donneur (FITC) produisant une lumière fluorescente verte lorsqu’il est 
excité par une source de lumière.  
Cette émission de fluorescence excite le fluorochrome accepteur attaché à l’extrémité 5’ 
de la seconde sonde, qui émet alors une fluorescence rouge lorsque ce dernier est à 
proximité (figure II.5).  
 
Le transfert d’énergie par le principe FRET dépend de la distance existant entre les 
sondes. Tant qu’elles ne sont pas fixées à l’ADN, elles sont séparées et aucune 
fluorescence rouge n’est mesurée. Pendant l’étape d’hybridation, les deux sondes se fixent 
à leurs séquences cibles respectives. La proximité des deux fluorochromes permet le 
transfert énergétique de la fluorescence verte par le fluorochrome donneur au 
fluorochrome rouge accepteur et provoque son émission fluorescente.  
L’étape de polymérisation sépare les deux sondes, supprimant ainsi l’émission de 
fluorescence rouge (64). L’accroissement de la fluorescence rouge au cours de la PCR est 
proportionnel à la quantité d’ADN synthétisé durant la réaction. 
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L’avantage de cette technique est que, contrairement aux sondes d’hydrolyse de type 
Taqman, la séparation des deux sondes lors de la polymérisation les laisse intactes, 
permettant l’acquisition d’une courbe de fusion. 
L’acquisition de la courbe de fusion en fin de PCR permet de visualiser la libération des 
sondes d’hybridation de l’ADN, et donc leur séparation, provoquée par l’augmentation 
progressive de la température. 

1.3.1.3.  Caractéristiques de PCR requises 

La précision de la température de fusion sur la courbe de fusion nécessite la présence de la 
séquence amplifiée en grande quantité. La PCR doit donc être robuste et efficace. 
Cependant l’utilisation de chlorure de magnésium MgCl2, dans le but d’augmenter 
l’efficacité de la PCR, est déconseillée car elle favorise grandement la redistribution de 
fluorescence durant la phase de fusion haute résolution. 
 
La spécificité de la PCR est un prérequis indispensable car tout produit non spécifique 
amplifié interfère avec la fluorescence. Celle-ci peut être optimisée par l’utilisation 
d’amorces purifiées en HPLC afin d’éviter la formation de dimères, ainsi que d’une 

Figure II.5 : Hybridation de 2 sondes (Hybridation probes) (64) 
(a) Dénaturation : les deux sondes demeurent séparées  
(b) Température d’appariement : les sondes s’hybrident à leurs séquences cibles 

respectives. La proximité des fluorochromes permet l’émission de fluorescence rouge 
par le principe FRET 

(c) Elongation : les sondes redeviennent libres en solution.  
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polymérase « hot start » permettant d’éviter tout début de réaction intempestif et, ce 
faisant, la production d’amplifications non spécifiques (63).  
 
Les recommandations relatives aux conditions de PCR avec HRM préconisent d’obtenir 
des produits d’amplification courts, avec un optimum entre 100 et 250 paires de bases, et 
un maximum de 500 paires de bases. Les fragments de tailles supérieures sont 
susceptibles de posséder plusieurs domaines de fusion, compliquant l’interprétation (63).  
 
La quantité d’ADN purifié utilisée doit être de 5 à 30 ng par réaction, et la même 
procédure de purification et le même tampon doivent être utilisés pour tous les 
échantillons. De plus, la concentration en ADN doit être ajustée pour tous les échantillons 
afin d’éviter les dispersions en point final des courbes de fusion. Il est préférable d’obtenir 
un cycle seuil (CT) inférieur à 30 cycles d’amplification (63). 
 
Les paramètres les plus fréquemment utilisés pour obtenir une PCR efficace sont des 
concentrations en amorces de 0,1 à 0,3 µM, une température d’hybridation moyenne de 60 
°C (58 – 63 °C), une concentration en MgCl2 de 3 mM, une température de fusion  
comprise entre 65 et 95 °C et 25 acquisitions par degré Celsius (63). 

1.3.2.  Agent marqué se liant à l’ADN double-brin 

Dans le cas de l’utilisation d’un agent marqué se liant à l’ADN double brin, ses 
caractéristiques sont des éléments clefs de la technique, et doivent répondre à certaines 
exigences (63). 
 
Comme tous les agents intercalants utilisés en PCR temps réel, leur fluorescence à l’état 
libre doit être la plus faible possible, et augmenter fortement à l’état lié à l’ADN double 
brin afin d’avoir un différentiel d’émission de fluorescence maximal. 
Il ne doit pas se fixer à l’ADN simple brin, sous peine d’obtenir une mauvaise spécificité 
de la courbe de fusion. 
 
Les agents marqués utilisés en HRM sont ajoutés à fortes concentrations dans les réactions 
de PCR afin de permettre une saturation maximale de l’ADN double brin, et donc une 
meilleure résolution de la technique. Il est donc nécessaire d’utiliser des agents qui ne 
soient pas toxiques pour la réaction enzymatique de PCR, même à forte concentration, 
pour ne pas altérer l’efficacité de la PCR. De plus, leur densité intercalante doit être 
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importante, avec un optimum recherché d’une molécule intercalante par paire de bases, 
soit une densité dix fois supérieure à celle du Sybr Green I, intercalant conventionnel le 
plus utilisé en PCR en temps réel (66). La saturation en molécule intercalante permet 
également de limiter la redistribution du fluorochrome durant la phase de fusion haute 
résolution (figure II.6). Celle-ci doit être la plus faible possible pour ne pas fausser les 
données. Lorsque les fragments analysés par HRM possèdent plusieurs domaines de 
fusion, une redistribution de fluorescence au cours de l’acquisition a pour effet d’écraser 
les pics (figure II.7) ayant les températures de fusion les plus basses, pouvant même les 
faire disparaître et rendre les données inexploitables (67). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Enfin, pour certaines applications telles que la recherche de mutations à l’état 
hétérozygotes, il doit permettre la formation d’hétéroduplex. 
 
Les molécules répondant à ces caractéristiques les plus couramment utilisées sont le 
EvaGreen® (Medibena), le ResoLight®  (Roche) ou encore le LCGreen® (Idaho 
Technology). 

Figure II.6 : Redistribution de fluorescence en fonction 
de la saturation (66) 

Figure II.7 : Effet de la redistribution de 
fluorescence lors de l’utilisation de 
SYBRGreen vs LCGreen (67) 
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1.3.3.  Automates 

Les prérequis techniques pour augmenter la résolution de la courbe de fusion sont une 
bonne homogénéité de température du thermocycleur et une grande sensibilité optique du 
scanner (63). Les instruments utilisés pour l’HRM doivent de plus permettre un nombre 
élevé d’acquisitions par seconde. 
 
Plusieurs automates permettent l’amplification et la détection par HRM : l’ABI 7500® 
(Applied Biosystems), le RotorGene® (Qiagen), le LightCycler480 (Roche Diagnostics®) 
et le LightScanner32® (Idaho Technology).  
Il est également possible de coupler un thermocycleur standard à un scanner HRM type 
LightScanner® (Idaho Technology), qui réalise l’acquisition de la courbe de fusion haute 
résolution après la PCR et permet l’utilisation des mêmes capillaires. 

1.4.  Analyse des courbes de fusion 

L’exploitation des courbes de fusion haute résolution permet une analyse plus fine et plus 
informative que le simple Tm. 
 
La normalisation des courbes consiste en une standardisation de la fluorescence entre les 
différents capillaires, transformant la valeur absolue de mesure du signal en une 
fluorescence relative : pour chaque échantillon, 100 % représente le signal pré-fusion, 0 % 
le signal post-fusion (figure II.8). Les courbes ainsi obtenues sont plus comparables. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure II.8 : Courbes de fusion normalisées 
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Dans certains cas, une normalisation du signal ou « Tm shift » est utilisée pour compenser 
la dispersion entre les échantillons d’un même groupe et en améliorer l’homogénéité : 
l’axe de chaque courbe est ajusté à un niveau défini de fluorescence dans le but de les 
superposer (figure II.9). Ce niveau de fluorescence correspond au point où la totalité de 
l’ADN double brin est complètement dénaturé, par défaut 5 %. Cette opération permet une 
meilleure séparation des groupes hétéroduplex – homoduplex. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les différents génotypes sont plus facilement mis en évidence par la « difference plot » : 
la courbe de fusion normalisée d’une souche choisie comme souche de référence est 
soustraite aux autres courbes de fusion, donnant un aspect en grappe des génotypes 
identiques (figure II.10). 

Figure II.9 : Courbes de fusion avec normalisation du signal 
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1.5.  Applications de l’HRM 

L’HRM a été développée initialement dans le but de détecter des variants, qu’ils soient 
connus ou non, même de très petites tailles, sur des amplicons entiers en utilisant des 
amorces spécifiques de la région étudiée.   
Les domaines d’application de l’HRM sont maintenant variés, allant de la génétique 
humaine à la microbiologie, et leur nombre est en constante augmentation. 

1.5.1.  Applications en génétique humaine  

Les premières utilisations, décrites dès 2003, ont pour objet la recherche de mutations 
constitutionnelles et acquises en oncologie et hématologie.  

1.5.1.1.  Distinction des homozygotes - hétérozygotes 

La mise en évidence par technique HRM d’un polymorphisme à l’état hétérozygote du 
gène CFTR, dont la mutation à l’état homozygote est responsable de la mucoviscidose, a 
été publiée par Wittwer et al. en 2003 (67).  
Cet état hétérozygote est mis en évidence par la présence d’hétéroduplex, définis par 
l’appariement de l’allèle muté et de l’allèle non muté lors de l’amplification par PCR. Cet 
appariement, imparfait, présente une température de fusion plus faible que celle d’un 

Figure II.10 : Analyse en difference plot 

Génotype de 
référence 

Variant B 

 

Variant A 
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homoduplex. Le profil de courbe de fusion est alors modifié, mettant en évidence deux 
pics de fusion, le premier étant celui des hétéroduplex et le second celui des homoduplex 
présents dans le capillaire (figure II.11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le même principe est utilisé pour la détection des mutations du gène de la bêta-globine 
(hémoglobines C et S) (67). 
 
L’étude de Jimenez et al. parue en 2009  sur l’utilisation de l’HRM pour la recherche de 
mutation des gènes BRCA1 et BRCA2 (68), impliqués dans le cancer du sein, met en 
évidence que l’HRM permet non seulement de révéler la présence d’une mutation sur les 
séquences amplifiées, que cette mutation soit déjà connue ou non, mais qu’elle permet 
également de grouper les mutations identiques entre elles et de déceler la présence de 
plusieurs mutations sur un même fragment grâce à l’analyse en « difference plot » (figure 
II.12).  

High-resolution DNA melting analysis for molecular diagnostics – REVIEW
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prothrombin [38], 5,10-methylenetetrahydro-
folate reductase [38,44] and hemochromatosis
proteins [38,39], platelet antigens [21,45], lactase [21],
cytochrome P450 2C9 [46] and methylation of
the MGMT promoter region [15]. Microbial
targets include mycobacterial typing using
hsp65 [47], bacterial speciation using the 16s
rRNA gene [48], identifying gyrA mutations that
cause quinolone resistance in Salmonella [3] and
Aspergillus speciation [49].

Unlabeled probe genotyping 
An interesting variation on genotyping with
saturation dyes is to include an unlabeled
probe. In addition to the full-length PCR prod-
uct, the probe produces additional melting data
focused on the region under the probe.
Unequal primer concentrations are used to gen-
erate one strand of DNA in excess. Some of the
excess strand hybridizes to the complementary
unlabeled probe. Both probe and amplicon

duplexes will be saturated with dye, giving
melting regions for both the probe and the
amplicon. Such a composite melting curve for
factor V Leiden genotyping is shown in
Figure 3A. Each region alone provides unambigu-
ous genotyping. Considered together, cross-val-
idation provides an additional level of
confidence. When only the unlabeled probe
region is considered, the melting curves are
usually plotted as derivative plots (Figure 3B). 

Genotyping with unlabeled probes was first
published in 2004 [50]. To prevent polymerase
extension, the probes are usually blocked at the
3´-end, often with phosphate, although other
blockers are more stable [51]. High-resolution
melting improves the quality of the melting
curves and allows more variants to be
distinguished from each other. However,
unlabeled probe genotyping can be performed
on lower resolution instruments, including the
LightTyper® and the LightCycler [50], as long as
appropriate data analysis software is available [31].
The probes are usually present during PCR,
although they can be added after amplification is
complete without breaking the closed-tube
environment [52]. 

Unlabeled probe analysis allows fine dis-
crimination of variants under the probe.
Probes can be designed to mask certain variants
or segments by incorporating deletions, mis-
matches or universal bases [53]. Multiple
unlabeled probes can interrogate different
amplified regions. For example, two unlabeled
probes strategically positioned within exon 10
of the cystic fibrosis gene were used to geno-
type six different variants [23]. Unlabeled
probes are helpful when amplicon melting
alone does not provide adequate detail in
highly polymorphic regions. Unlabeled probe
genotyping can also be combined with scan-
ning for unknown variants [23]. Any sequence
variation between the primers will affect
amplicon melting, while only a variant under
the probe will affect probe melting.

Unlabeled probe and amplicon genotyping
were recently compared [21]. Unlabeled probe
genotyping was successful in all cases. By contrast,
successful amplicon genotyping depends on the
Tm difference between homozygotes [38,39] and
the instrument resolution [24–26]. Genotyping
accuracy is better with smaller amplicons as the
Tm differences are magnified and the chance of
unexpected variants between the primers is less.
Most variants can be directly genotyped by ampli-
con melting, but a small minority requires mixing

Figure 2. Genotyping by amplicon melting. 
 

(A) Single-base genotyping by small amplicon melting. (B). Single-base 
genotyping w ithin a large DNA fragment (544 bp) that melts in two domains. 
Panel B is reprinted w ith permission of AACC [13].
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Figure II.11 : Détection des hétéroduplex 



	
   	
  
89	
  

 

1.5.1.2.  Détection des SNP  

Outre la détection et la caractérisation des hétéroduplex, une autre étude des mutations du 
gène CFTR, publiée par Krenkova en 2009 (69), montre que l’HRM permet de détecter 
des mutations ponctuelles présentes à l’état homozygote et de les caractériser. 
Si les hétéroduplex sont détectés en  difference plot  par modification du profil de la 
courbe de fusion, les mutations homozygotes sont mises en évidence par une modification 
significative de la température de fusion. 

population [9]. The HRM assay was performed in the
LightCycler 480 (Roche Diagnostics; Switzerland) using the
primers that amplify the DNA fragment where the mutation
was located (21 primer pairs: 12 for BRCA1 and 9 for BRCA2,

see Supplementary Table 1) following the conditions reported
[9]. In each assay we included blank, WT DNA, the DNA
sample from the corresponding index patient (IP), and un-
known DNA samples from family members. All of them were

Fig. 1. High resolution melting difference plots of polymorphisms, unclassified variants (UV) and mutations obtained in several amplicons of BRCA1 and BRCA2
genes. Panel A—Difference plot obtained for the UV c.3421GNA, c.3450_3453delCAAG mutation and wild type (WT) DNA of exon 11 BRCA1. Panel B—
Difference plot obtained for the c.9254_9257delATCA mutation, c.9266CNT polymorphism and WT DNA of exon 23 BRCA2. Panel C—Groups established in
the familial study carrying the BRCA1 mutation c.4406CNA and the polymorphism c.4427CNT in BRCA1 exon 13, and WT DNA.

1574 I.J. Jiménez et al. / Clinical Biochemistry 42 (2009) 1572–1576

Figure II.12 : Analyse en difference plot  de polymorphismes, variants non 
classés et mutations des gènes BRCA1 et BRCA2 (68) 
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L’HRM a également fait ses preuves pour la détection rapide des mutations des exons 12 
et 14 de JAK2 (70), responsables de syndromes myéloprolifératifs, en utilisant des sondes 
d’hybridation. La technique a une sensibilité et une spécificité comparables aux 
techniques classiques, et permet également pour un coût moindre de mettre en évidence 
des mutations qui n’étaient pas connues auparavant.  
 
D’autres applications peuvent également être citées : la recherche de la polyclonalité ou 
de la monoclonalité des lymphomes non-hodgkiniens, la recherche des mutations des 
gènes NMP1 ou FLT3 dans les leucémies aiguës myéloïdes, la caractérisation des gènes de 
sensibilité aux traitements anti-cancéreux ou encore l’identification de certains sous-types 
de cancers (63). 

1.5.2.  Applications en microbiologie 

Les applications en infectiologie sont plus récentes, mais désormais nombreuses : 
identifications d’espèces microbiennes, typage épidémiologique de souches bactériennes 
ou virales, différenciation de souches vaccinales et sauvages, détection de mutations sur 
des gènes de résistance ou encore différenciation de souches sauvages et mutées. 

1.5.2.1.  Identification d’espèces  

Des méthodes de détection et d’identification utilisant l’HRM ont été développées, telle 
celle des leishmanies publiée par Nasereddin et al. en 2010 (71). L’amplification du gène 
de l’ARN 7SL, testée en parallèle avec les méthodes traditionnelles (ITS1 et kDNA), 
permet l’identification de Leishmania tropica, L. major et L. donovanii complex avec une 
sensibilité et une spécificité supérieures aux méthodes les plus fréquemment utilisées dans 
ce but. 
 
La détection et l’amplification des zygomycètes a été développée sur un principe 
similaire. Le gène de l’ARN ribosomal 18S spécifique des mucorales est amplifié, et ses 
variations de séquences sont analysées par HRM, permettant l’identification de l’espèce 
avec une excellente sensibilité et spécificité, que ce soit à partir d’une culture ou 
directement à partir de tissus (72). 
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1.5.2.2.  Détection de mutations de résistance 

La détection de mutations par HRM dans le but de rechercher des résistances aux 
traitements a été étudiée, notamment pour Mycobacterium tuberculosis, dont les délais de 
croissance rendent pertinentes les techniques moléculaires. Les résistances à la 
rifampicine (73), aux fluoroquinolones (73) et à la streptomycine ont été recherchées par 
cette technologie avec des résultats intéressants par rapport à la culture, qui reste le gold-
standard. En effet, des sensibilités analytiques allant de 74 % pour les fluoroquinolones à 
95 % pour la rifampicine, et des spécificités de 100 % ont été décrites. Ces résultats sont  
en outre totalement concordants avec ceux obtenus par séquençage.  

1.5.2.3.  Génotypage par amplification d’un locus polymorphe 

L’HRM est utilisée dans de nombreuses techniques de génotypage à visée 
épidémiologique.  
 
Plusieurs d’entre elles ciblent Campylobacter jejuni et Campylobacter coli, dont la 
technique publiée par Merchant-Patel et al. en 2009 (74) ciblant le gène flaA, codant le 
flagelle de la bactérie et considéré comme un marqueur intéressant de génotypage. Le 
fragment amplifié comporte 620 paires de bases, ce qui est supérieur à la taille des 
fragments généralement analysés par HRM. Malgré cela, les performances de la méthode 
sont bonnes, permettant d’identifier tous les variants testés. 
 
Une méthode de génotypage par HRM de S. aureus utilisant le spa-typing a été publiée en 
2008 dans Clinical Chemistry par Stephens et al. en 2008 (75).  
Le locus spa est une région polymorphe hypervariable (plus de 2000 spa-types sont 
décrits) du génome de S. aureus codant la protéine A staphylococcique. Cette région 
contient 100 à 300 paires de bases.  
Les souches testées avaient préalablement été génotypées par spa-typing en MLST. 
L’HRM a fait preuve d’un fort pouvoir discriminant, permettant de séparer la plupart des 
spa-types, y compris ceux n’ayant qu’une paire de base de différence. La reproductibilité 
de la méthode a été excellente, permettant sa portabilité. Le spa-typing par HRM paraît 
donc être un outil intéressant pour le génotypage de S. aureus. 
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1.5.2.4.  Génotypage par MLVA : application à Bacillus 
anthracis  

L’utilisation de l’HRM dans le cadre de la MLVA a, quant à elle, été testée sur B. 
anthracis en 2007 par Fortini et al. (76). Vingt cinq loci de VNTR de B. anthracis, utilisés 
dans les techniques MLVA classiques par électrophorèse en gel d’agarose, ont été étudiés. 
La majorité des marqueurs testés ont pu être différenciés par HRM, à l’exception de 
BamS31, un locus au fort pouvoir discriminant mais composé d’un nombre important de 
répétitions, et donc de grande taille (supérieure à 500 paires de bases). 
L’analyse globale des loci par HRM a permis d’identifier 7 génotypes sur 10, permettant 
de distinguer les génotypes majoritaires. 
Si l’HRM semble être une alternative utile pour un criblage rapide de première intention, 
elle ne permet pas d’atteindre les performances des techniques usuelles comme la MLVA 
avec détermination du nombre de répétitions par électrophorèse ou par séquençage. 
 
En somme, outre ses avantages pratiques évidents, l’HRM se caractérise par une bonne 
reproductibilité et une bonne portabilité. Si la méthode a fait ses preuves dans de 
nombreux domaines, son utilisation pour la MLVA est actuellement peu décrite. 
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2. Problématique 

De nombreuses souches de S. aureus PVL+ responsables d’infections cutanées 
récidivantes sont observées chez des militaires de retour d’opérations extérieures (OPEX). 
Elles sont associées à des profils de résistance aux antibiotiques inhabituels 
(SAMS/doxyR/PVL+) par rapport à ceux retrouvés en France métropolitaine, ce qui a fait 
se poser la question de leurs origines. S’agit-il de la diffusion d’un clone ou d’une 
accumulation de cas non liés mais provoqués par des souches PVL+ ayant acquis une 
résistance à la doxycycline par pression de sélection liée à la chimioprophylaxie du 
paludisme dans les armées (DOXYPALU®) (77) ? 
 
La MLVA, en raison de son excellent pouvoir discriminant, de sa reproductibilité et de sa 
portabilité, a été utilisée par les Hôpitaux d’Instruction des Armées (HIA) pour le typage 
de ces souches de S. aureus. Son utilisation a été élargie avec succès à l’étude des 
populations hospitalières (78). 
 
Dans le but de simplifier sa réalisation technique, de réduire son coût, le temps de 
manipulation, et d’augmenter la reproductibilité de la méthode en éliminant 
l’électrophorèse en gel d’agarose, la MLVA avec comme mode de détection l’HRM a été 
proposée.  
L’objet de ce travail est de tester la transposition de la MLVA classique, avec révélation 
par électrophorèse en gel d’agarose, en MLVA utilisant la technologie HRM comme mode 
de détection, et plus spécifiquement la mesure de la température de fusion pour distinguer 
les variations inter-souches au niveau des zones de répétitions. 
Ainsi, les VNTR utilisés dans la MLVA classique issus des travaux de Pourcel et al. en 
2008 (61) et utilisés au sein des HIA ont été repris et adaptés à l’HRM.  
 
Ce travail a été réalisé en deux temps : la mise au point des PCR en temps réel pour 
chaque VNTR avec la souche de référence Mu50, puis l’application de cette MLVA 
adaptée sur un panel de souches cliniques de S. aureus isolées chez des militaires afin de 
tester ce mode de détection original.  
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3. Mise au point de la PCR en temps réel 

3.1.  Objectif 

La mise au point de la PCR en temps réel a consisté à tester les amorces adaptées à 
l’HRM et à rechercher les conditions de PCR optimales pour une amplification spécifique 
la plus efficace possible, compatible avec l’interprétation de l’HRM. 
 
L’efficacité de la PCR est un paramètre important en HRM. L’objectif fixé est donc 
d’obtenir une efficacité (EPCR = 10-1/pente-1) compatible avec la PCR quantitative, c’est à 
dire la plus proche possible de 1, sans perdre en spécificité. Les paramètres d’ajustement 
sont la température d’hybridation et la concentration en amorces. L’utilisation de MgCl2, 
déconseillée pour l’HRM, n’a pas été retenue. 

3.2.  Matériels et méthodes 

3.2.1.  Souche de référence 

La recherche des caractéristiques optimales de PCR a été effectuée avec la souche de 
référence Mu50 dont le génome a servi initialement à l’identification des loci de VNTR et 
qui a été utilisée pour la mise au point de la MLVA classique dans sa description initiale. 
 
Mu50 est un SARM VISA isolé en 1997 dans un pus prélevé chez un petit garçon japonais 
dont l’infection ne répondait pas à la vancomycine. Le génome de Mu50 a été 
intégralement séquencé et analysé en 2001 par Kuroda et al. (79). 

3.2.2.  Extraction de l’ADN 

La souche, conservée en cryobilles à -80°C, a été ensemencée sur gélose au sang et 
incubée 24 heures en aérobiose avec 5 % de CO2 pendant 24 heures. Elle a été repiquée 
sur le même milieu et dans les mêmes conditions après vérification de la pureté. 
 
L’extraction a été réalisée par choc thermique  selon le protocole suivant : 

- Réaliser une suspension d’une densité de 3 Mac Farland dans de l’eau qualité 
biologie moléculaire (QBM) 
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- Incuber à 4°C pendant 10 minutes 
- Incuber à 100°C au bain-marie pendant 15 minutes 
- Vortexer 
- Incuber à 4°C pendant 10 minutes 
- Incuber à 100°C au bain-marie pendant 15 minutes 
- Centrifuger à 10000 rpm pendant 5 minutes pour éliminer les débris cellulaires 
- Récupérer le surnageant. 

 
L’ADN extrait a été dilué dans de l’eau QBM au 1/10ème, 1/100ème et 1/1000ème. Les 
solutions obtenues ont été aliquotées et congelées à -20°C. 

3.2.3.  Amplification  

3.2.3.1.  Choix des amorces 

Les cibles d’amplification sont les 10 VNTR du panel principal publié par Pourcel et al. 
en 2008 (61) et dont les caractéristiques sont décrite dans le tableau II.1. 
 
Tableau II.1 : VNTR décrits par Pourcel et al. 

Locus VNTR 
Taille (pb) de 

l’unité de 
répétition 

Nombre de 
répétitions pour 

Mu50 

Taille (pb) du 
produit de PCR 

pour Mu50 

Gène ou région 
amplifiée 

Sa0122 24 10 392 spa 
Sa0266 81 6 630 coa 
Sa0311 55 3 272 STAR 
Sa0704 67 4 380 Intergenique 
Sa1132 63 6 532 SAV1078 
Sa1194 67 7 524 Intergenique 
Sa1291 64 4 369 Intergenique 
Sa1729 56 5 499 STAR 
Sa1866 159 3 607 SAV1738 
Sa2039 56 3 282 STAR 
 
 
Des amorces spécifiques et adaptées à la technologie HRM ont été dessinées (tableau II.2) 
par le logiciel fourni par Idaho Technology (LSPD Software®). Les critères de choix 
sélectionnés étaient l’amplification de la région VNTR d’intérêt en limitant celle des 
régions flanquantes afin de réduire au maximum la taille des amplicons. 
Cette analyse bio-informatique a été réalisée grâce aux séquences des VNTR et de leurs 
régions flanquantes, disponibles pour la souche Mu50 dans GenBank (n° d’accession 
NC_002758), ainsi que celles des amorces de PCR classique publiées par Pourcel (61). 
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Tableau II.2 : Amorces de PCR classique et de PCR temps réel pour chaque VNTR 

Cible 
(taille des 
amplicons) 

Amorces de PCR classique (61) Amorces d’HRM 

Sa0122 
(447 pb) 

F : AGCAGTAGTGCCGTTTGCTT 
R : AAGACGATCCTTCAGTGAGCA 

F : GCTAATTTGTTATCTGCAGCAATTT 
R : ACGTAACGGCTTCATCCA 

ACCAGGTTTGATCATGTTTTTATCAGCTAATTTGTTATCTGCAGCAATTTTGTCAGCAGTAGTGCCGTTT 
GCTTTTGCAATGTCATTTACTGTATCACCAGGTTTAACGACATGTACTCCGTTGCCGTCTTCTTTACCAG 
GTTTGTTGCCGTCTTCTTTACCAGGCTTGTTGCCGTCTTCTTTACCAGGCTTGTTGTTGTCTTCTTTACC 
AGGCTTGTTGCCGTCTTCTTTGCCAGGTTTGTTGTTGTCTTCTTTACCAGGCTTGTTGCCGTCTTCTTTA 
CCAGGTTTTTTGTTGTCTTCTTTACCAGGCTTGTTGCCGTCTTCTTTGCCAGGTTTGTTGCCGTCTTCTT 
TACCAGGTTTTTTGTTGTCTTCCTCTTTTGGTGCTTGAGCATCGTTTAGCTTTTTAGCTTCTGCTAAAAT 
TTCTTTGCTCACTGAAGGATCGTCTTTAAGGCTTTGGATGAAGCCGTTACGTTGTTCTTCGTTTAAGTTA 

Sa0266 
(405 pb) 

F : TTGGATATGAAGCGAGACCA 
R : CTTCCGATTGTTCGATGCTT 

F : TCGCCCAACACAAAACAAG 
R : GGCCCATATGTCGCAGT 

GTATCCGTGAATACAACGATGGAACATTTGGATATGAAGCGAGACCAAGATTCAACAAGCCAAGTGAAAC 
AAATGCATACAACGTAACGACAAATCAAGATGGCACAGTATCATACGGAGCTCGCCCAACACAAAACAAG 
CCAAGTGAAACAAACGCATATAACGTAACAACACATGCAAATGGTCAAGTATCATACGGTGCTCGCCCAA 
CACAAAAAAAGCCAAGCAAAACAAATGCATACAACGTAACAACACATGCAAATGGTCAAGTATCATATGG 
CGCTCGCCCGACACAAAAAAAGCCAAGCAAAACAAATGCATATAACGTAACAACACATGCAAATGGTCAA 
GTATCATACGGAGCTCGCCCGACATACAAGAAGCCAAGCGAAACAAATGCATACAACGTAACAACACATG 
CAAATGGTCAAGTATCATATGGCGCTCGCCCGACACAAAAAAAGCCAAGCGAAACAAACGCATATAACGT 
AACAACACATGCAGATGGTACTGCGACATATGGGCCTAGAGTAACAAAATAAATTTATAACTCTATCCAA 
AGACATACAGTCAATACAAAGAATTATGTATCTATACAACAGTAATCATGCATTCTATGATGCTTCTAAC 
TGAATTAAAGCATCGAACAATCGGAAGCATATTTCTAAATTATTTATTCATTATAGTCTTAAACATAACA 

Sa0311 
(283 pb) 

F : AGGGTTAGAGCCCGAGACAT 
R : CACGGGATTGGAACAGAAAT 

F : GGGTTAGAGCCCGAGAC 
R : TTTAACATCACGGGATTGGAAC 

TTTAGGGTTAGAGCCCGAGACATAAATTAATATAGTAGGACCTACAGTGTTATAATGGCGGGCCCCCAAC 
ACAAAGAATTTCGAAAAGAAATTCTACAGGTAATGCAAGTTGGCGGGGCCCCAACACAGAGAAATTCGAA 
AAGAAATTCTACAGGCAATGCAAGTTGGCGGGGCCCCAACACAGAGAATTTCGAAAAGAAATTCTACAGG 
TAATGCAAGTTGGGGAAGGACAGGAATAAATTTTGCGAAAATATCATTTCTGTTCCAATCCCGTGATGTT 
AAAATTTTTAAAAAAATAATGCCACTAACTAAGTATAGTGTTAATGTTTGAGTGTTTATGAAAGTCTTTA 

Sa0704 
(393 pb) 

F : CGCGCGTGAATCTCTTTTAT 
R : AGTCCCATATCGTGCGTTAAA 

F : CGCGCGTGAATCTCTTTTAT 
R : GTCGAAGGCTAATAGTCCCA 

ATGTAATACAATTTATTGACGCGCGTGAATCTCTTTTATAAGAGTGTGTAGGGAATGGCGTTGTATAAAT 
TGTATTAGAAGAACTTCTAACGCATCTCTGTGGTTAAAAGAGATGAAGGGAACGACAGTTTAATTAAAAC 
TGCATAAGAACTTCTAGCTTTTCTCTTTCGTTCAAAGAGAAGCAGCTGTTCGCAGTTTAATCAAAACCAC 
ATAAAGCTTTTAACTTTACTCTTTGATTTAAAGAGTGACAAATGTTTACAGTTTAATTAAAACTGCATAA 
GAACTTCTAGCTTTTCTCTTTCGTTCAAAGAGAAGTTCTAATACCACCATATCGTGCGATCGGGAACGGT 
ATATATATTAATAGGAGGGTAATATATATTTAACGCACGATATGGGACTATTAGCCTTCGACTTTGTTAT 

Sa1132 
(443 pb) 

F : CGTGCATAATGGCTTACGAA 
R : AAGCAGCAGAAAAAGCTAAAGAA 

F : CGTGCATAATGGCTTACGA 
R : ATCCAAGATACACTAAATTAATTTAAATCC 

TTATCAATCATACCTCTTTAACAACAGTGAAGAACCCGTGCATAATGGCTTACGAATTATAGTTTGTAGG 
GTAAAAGAGGGATACATGCGCCGAGCACATGCAAAAAAGCCCCTAACAACTAAAAGTTGTAAGGTAAAAG 
AGGGATACATGCGCCGAGCACATGCAAAAAAGCCCCTAACAACTAAAAGTTGTAAGGTAAAAGAGGGATA 
CATGCACCGAGCGCAAGCAAAAAAGCCCCTAACAACTAAAGGTTGTAAGGAAGAAGAGGGATACATGCAC 
CGAGCACATGCATAAAATCCCCTAACAACTAAAAGTTGTAAGGTAAAAGAGGGATACATGCGCCGAGCAC 
ATGCATAAAATCCCCTAACAACTAAAAGTTGTAAGGAAGAAGAGGAACACATGCGCCGAGCACATGCATA 
AAAGCCCCTAACAACTAAAAGTTGTAAGGGGATTTAAATTAATTTAGTGTATCTTGGATATCTTGTTTTG 
TTTGATTAATATCTTCTGTTTTTTCTTCTTTTTTATCTTTTAATTTTTCTTCAACTTCTTTAGCTTTTTC 
TGCTGCTTTTTTATTTTGATTTTCATTAGACATGATTAATTCCTCCCAAATTGGATAATTATTTATATAT 

Sa1194 
(446 pb) 

F : AGTGCAAGCGGAAATTGAAG 
R : ATCGTGAAAAAGCCCAAAAA 

F : TGGATTCACCAATTAGGTTTCG 
R : GGTCTTTCACGTTTAGATACCAT 

ATACGTTTAAATTATTTAGACACAGAAGAAACATTGACAGATGAGCGCGTTTCAAAAGTGCAAGCGGAAA 
TTGAAGCAGCATTAATTGAACAAGGTGCTGTTATTAGATAATGATTTAAACCCCATGTATAAGGATATCT 
GAAGTAGATTGATATCCTTAACATGGGGTTTTATTTTTGGATTCACCAATTAGGTTTCGATTCATTTAAA 
AATCAAAGAGGCACAGCGGAATACAGATGATGCTTCTCACAACTGCATATAAAGTCATACTTATGAGCAA 
AGCAAATTAGTATGACTTACCTAATAGGATTTCCTATTAGGATCCAATTTATCTTGATTTTATAAATCAT 
AGAGGCACAGTGGATTACAGATGATGCTTCGCATCACTGCATATAAAGTCATACTTATGAGCAAAGCAAA 
TTAGTATGACTTACCTAATAGGATCACCTATTAGGATCCAATTCATTTTATAAATCAAAGAGGAACAGCG 
GAATACAGATGATGCTTCGCACAACTGCATAAAAGCCTCTAATGATTAAAAATCAAAGAGGCTTTAAAAT 
TTTTTGGGCTTTTTCACGATTTTTAAAATGCTTTTTTGAAATGGTATCTAAACGTGAAAGACCGTATTTT 

Sa1291 
(423 pb) 

F : GGGGGAAATTCTAAGCAACC 
R : CGAAATTTTCCACGTCGATT 

F : TGACCTAGTCAACTTTGCGG 
R : CACCTAAACGGTCAACGATG 

GGTCATCCAATGGAGAATTGTCTGACCTAGTCAACTTTGCGGGGGAAATTCTAAGCAACCTAGATAAGGT 
TCCAGAATTTCTCCCTAAGAAACACTAATCAATAAATTGATAAGAAGATTAGAGGAACGCTTGAGCTAAA 
GCTCAAGATAAAGACGCAGAAATCAATAAATTGATAACTGGGATAGAGGTACGCCTGAGCTAAAGCTCAA 
GATAAAGACGCAGTAATCAATAAATTGATAACTGGGATAGAGGTACACCTGAGCTAAAGCTCATGCATAA 
GAAACACTAATCAATAAATTGATAAGTGTTTCTAAAATTTCTACTTGTTTTTTAGAATTTAAAATGGGAA 
AATATAATAGTCTATGTATAGGCATTTTTAAAGGAGGTGAATCGACGTGGAAAATTTCGATAAAGTAAAA 
GATATCATCGTTGACCGTTTAGGTGTAGACGCTGATAAAGTAACTGAAGATGCATCTTTCAAAGATGATT 
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Sa1729 
(365 pb) 

F : TACTTAAAAATAGGAATACATAATTAG 
R : CAACAATAAATTACTTATTTGAAGTT 

F : TAGGGAGTGGGACAGAAATGAT 
R : ATGTCCTAGGCTCTACAATGTTAT 

CCACATTAGCCACCACTATTATGTACTTAAAAATAGGAATACATAATTAGATTCATGCATAGGGAGTGGG 
ACAGAAATGATATTTTAACAAAATTAAATTCGTTATCCCCAACTGGCATTGCCTGTAGAATTTCTTTACG 
AAATTCTCTGTGTTGGGGCCCCATCCCCAACTTGCACATTATTGAAAGCTGACTTTTGGTCAGCTTCTAT 
GTTGGGGGCCCCGTCCCCAACTTCCATTGCCTGTTGAAATTAGGGTTCCAATTTCTCTGTGTTGGGGCCC 
CGCCAACTTCCATTGCCTGTTGAAATTGGGGTTCCAATTTCTCTATGTTGGGGCCCCGTCCCCAACTTCC 
ATTGCCTGTAGAATTTCTTTACGAAATTCTCTATGTTGGGGCCCCGCCAATATAACATTGTAGAGCCTAG 
GACATTGTGATGTCCCAGACTCTATCATCATGAATTATTCTCATCAAAAACTGTCTTTCGTCATTTTCGA 
CGTTGAAACTTCAAATAAGTAATTTATTGTTGCCATTGTTTATACAACAAAATTTAATTGACCTTCATTT 

Sa1866 
(346 pb) 

F : CTGTTTTGCAGCGTTTGCTA 
R : GCAACTTGAAGAAACGGTTG 

F : ACAGCTGCACTTTTATCTGT 
R : ATACAAAAGAACGTGTTGAAGGA 

CTCTCTTTTGAACCTGGTGTTAATTTAGCTTGCTTCTGTTTTGCAGCGTTTGCTAATCTTTCAGCTTGTG 
ACTCTGGTTTTGATACTTCTACCTTTGCTGCACTTGCATCTTTAGTTGATGTGTCACTGTCTTTCTCTGC 
TTGTGCTTCTTTTTTAGCTTCTTGAACCTCTTGTGCCTCTTGTGATGTATCACTTAAATTATTTGCACTT 
GCTTCTTCTTTTATCGCTGCTTGTTGTGCTTTCAATGCCACTGCTTTTGGTTCTTCATTTGATACAGCTG 
CACTTTTATCTGTTTCTGCTTGTGCTTCTTTTTTAGCTTCTTGAATCTCTTGTGCCTCTTGTGACGTGTC 
ACTTAAATTATTTGCACTTGCTTCTTCTTTTATTGCTGCTTGTTGTACTTTTAATGCCGATGCTTTTGAC 
TCTTCATTTGATACAGCCACACTTTTATCCGCTTCTGCTTGTGCTTCTCTTTTAGCTTCTTGAATCTCTT 
GTGCTTCTTGTGATGTATCACTTAAATTATTTGCACTTGCTTCTTCTTTTATCGCTGCTTGTTGTGCCTT 
TAATGCCGCTTGCTCATTTTTAGATTTGTTTAAAAATCCTTCAACACGTTCTTTTGTATAGGCAACCGTT 
TCTTCAAGTTGCGTTTTTCTTTCTTCAAACTTTTGCGACAGTTCTTGTTCTTTGACTTTTAAATCATCTG 

Sa2039 
(199 pb) 

F : TTCGTTCTACCCCAACTTGC 
R : GAGCCTGGGTCATAAATTCAA 

F : TGCATTGTCTGTAGAATTTCCTT 
R : AAAATACGCTTGTAACAAGCTTT 

ATAGGGAGTGGGACAGAAATAATATTTAACAAAATTTATTTCGTTCTACCCCAACTTGCATTGTCTGTAG 
AATTTCCTTTCGAAATTCTCTTTGTTTGGGGCCCCACCCCAACTTGCACATTATTGTAAGCTGACAGAAA 
GTCAGCTTCTATGTTGGGGCCCCGCCAACTTGCACATTATTGTAAGCTGACAGAAAGTCAGCTTCTATGT 
TGGGGCCCCACTAGAATTGAAAAAAGCTTGTTACAAGCGTATTTTCTTTCAGTCAACTACTGCCAATATA 
ACATTGTAGTGCCTAGGACATTGAATTTATGACCCAGGCTCAGTCTTATTTCATCATTCTTAATATCGTT 

 
 
Les amorces, purifiées en HPLC, ont été produites par la société Tib MolBiol 
(Allemagne). 

3.2.3.2.  Composition du mix 

Le milieu réactionnel utilisé est le LightScanner Master Mix® (Idaho Technology), 
contenant du LCGreen® Plus, un agent marqué spécifiquement conçu pour l’HRM. Son 
optimum d’excitation est compris entre 440 et 470 nm et son optimum d’émission entre 
470 et 520 nm. Selon les recommandations du fournisseur et pour un volume final de 10 

µL par capillaire, la constitution du mélange réactionnel utilisé est celle décrite dans le 

tableau II.3. 
 
Tableau II.3 : Constitution du mélange réactionnel 

Composant Volume (µl) Concentration finale 
2.5 X MasterMix 4 1 X 
Primer F 1 à déterminer 
Primer R 1 à déterminer 
Eau 2  
DNA 2 fonction de la dilution étudiée 
Volume Final 10  
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3.2.3.3.  Schéma de PCR 

Afin de tester l’efficacité de la PCR, des dilutions de l’ADN extrait de Mu50 ont été 
réalisées. Chaque dilution (solution pure, 1/10ème, 1/100ème et 1/1000ème) est passée en 
triple. Un témoin négatif permet de valider la spécificité de la réaction et de valider la 
ligne de base utilisée pour le calcul du Tm. Le schéma de chaque manipulation est décrit 
dans le tableau II.4. 

       Tableau II.4 : Schéma de PCR 

Position Capillaire 
1 témoin négatif 
2 pur 
3 pur 
4 pur 
5 1/10 
6 1/10 
7 1/10 
8 1/100 
9 1/100 
10 1/100 
11 1/1000 
12 1/1000 
13 1/1000 

 

3.2.3.4.  Amplification et HRM 

L’amplification et l’HRM sont réalisées sur le thermocycleur LightScanner 32® (Idaho 
Technology). Ce thermocycleur 32 capillaires dispose d’un scanner HRM, permettant 
l’acquisition de données de fusion haute résolution directement après l’amplification. 
 
L’acquisition des données est réalisée sur le canal adapté à une longueur d’onde de 530 
nm. Les étapes de l’amplification et de l’HRM sont celles recommandées par le 
fournisseur. Elles sont décrites dans les tableaux II.5 et II.6. La température d’hybridation, 
propre à chaque cible, est à déterminer.  
 
Tableau II.5 : Etapes de PCR 

Phase Etape Température (°C) Durée (sec) Nombre de 
cycles 

Amplification 
Dénaturation 95 20 

45 Hybridation à déterminer 20 
Elongation 72 30 

Pré-HRM 
Dénaturation 95 5 1 
Refroidissement  40 30 1 
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Tableau II.6 : Etapes d'HRM 

Phase Etape Intervalle de 
température (°C) 

Vitesse d’augmentation de 
température (°C/sec) 

Nombre de 
cycles 

HRM 
Hybridation 60 - 70 2,3 

1 / capillaire 
Acquisition 70 - 95 0,3 

3.2.4.  Validation et calcul de l’efficacité de la PCR en temps réel  

Les critères de validation de la PCR sont : 
- la négativité du témoin négatif 
- la présence au minimum de trois dilutions interprétables, avec des Tm comparables 

pour valider le calcul de la pente. 
 

L’efficacité de la PCR (EPCR = 10-1/pente-1) est déduite à partir de la pente de la droite, qui 
est calculée par le logiciel du thermocycleur en mode « Absolute quantitative / 2nd 
derivative max » à partir des CT des différentes dilutions en fonction des logarithmes de la 
quantité d’ADN.  

3.3.  Résultats 

Les PCR des dix VNTR sélectionnés ont été mises au point. Les résultats obtenus sont 
illustrés par ceux du VNTR Sa1866 (figures II.13 à II.15). La négativité du témoin 
négatif, l’obtention de 4 dilutions interprétables avec des CT proches pour les différents 
passages d’une même dilution et une efficacité de 97 % permettent de valider ce 
marqueur. 
 

Error: 0.293
Efficiency: 1.852
Slope: -3.736
YIntercept: 24.60
Link: 0.000

Analysis Notes

Unlabeled Probe Genotyping for All Samples aUnlabeled Probe Genotyping)

8/7/2013 Page 3 of 7120215 65c-MLVASa0311 0.6microM

Figure II.13 : Courbes d'amplification de Sa1866 obtenues à partir des 
dilutions de Mu50. 
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Les paramètres de PCR ayant permis d’obtenir la meilleure efficacité et retenus dans les 
protocoles pour chaque VNTR sont résumés dans le tableau II.7. 
 
 
 
 

Name StandardConcentrationCPInc Pos

Results

Type Status

1.00E-3� 11 Standard1/1000

9.99E-4 1.00E-3; 12 Standard 35.861/1000

1.30E-3 1.00E-3; 13 Standard 35.461/1000
> - Late Cp call alast five cycles) has higher uncertainty, ? - Detector Call uncertain

Error: 0.160
Efficiency: 1.958
Slope: -3.426
YIntercept: 25.58
Link: 0.000

8/7/2013 Page 3 of 7130606 64c-MLVASa1866 0.60microMFigure II.14 : Courbe standard de la PCR de Sa1866 obtenue à partir des dilutions de 
Mu50. 

8/7/2013 Page 6 of 7130606 64c-MLVASa1866 0.60microM

Figure II.15 : Pics de fusion de Sa1866 obtenus à partir des dilutions de Mu50. 
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Tableau II.7 : Conditions de PCR retenues et efficacité obtenue pour chaque VNTR 

VNTR T° hybridation 
(°C) 

Concentration 
finale en 

amorces (µM) 
Pente Efficacité (%) 

Sa0122 65 0,6 -3,6 90 
Sa0266 64 0,9 -3,5 93 
Sa0311 64 0,6 -3,7 86 
Sa0704 65 0,4 -3,9 80 
Sa1132 64 0,8 -3,9 80 
Sa1194 65 0,8 -3,5 93 
Sa1291 64 0,25 -4,05 77 
Sa1729 64 0,6 -3,6 90 
Sa1866 64 0,6 -3,4 97 
Sa2039 64 0,7 -3,4 97 
 
 
L’ajustement de la température d’hybridation et de la concentration en amorces a permis, 
à l’exception du VNTR Sa1291, d’obtenir des PCR efficaces permettant de réaliser l’étude 
de faisabilité de typage moléculaire. 
 
La température d’hybridation et la concentration en amorces retenues pour Sa1291 sont 
celles ayant permis d’obtenir la meilleure efficacité sans perte de spécificité. Une 
amplification non spécifique a été observée dans le capillaire du témoin négatif à chaque 
tentative d’augmentation de la concentration en amorces ou de diminution de la 
température d’hybridation, sans gain réel d’efficacité, expliquant la différence de 
concentration en amorces observée avec les autres VNTR. 
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4. Détection par HRM du typage de Staphylococcus aureus  par 
MLVA  

4.1.  Objectif 

L’objectif de cette étude est d’utiliser la technologie HRM comme mode de détection pour 
le typage moléculaire de Staphylococcus aureus par MLVA.  
Une comparaison sera réalisée pour chaque VNTR entre sa température de fusion 
déterminée en HRM et le nombre de ses répétitions (et donc sa taille) préalablement 
déterminé par MLVA couplée à l’électrophorèse en gel d’agarose.  
Cette approche devrait permettre d’étudier une possible corrélation entre ces deux modes 
de détection. 

4.2.  Matériels et méthodes 

4.2.1.  Souches cliniques 

4.2.1.1.  Origine  

Les souches utilisées pour cette étude de faisabilité sont Mu50 et 21 souches de S. aureus 
colligées à l’HIA Legouest (Metz) chez des militaires de retour d’OPEX entre 2007 et 
2008. Dix-neuf des 21 souches ont été isolées à partir de prélèvements cutanés : 13 abcès, 
4 surinfections de plaies ou de dermatose préexistante, 1 impétigo et 1 ulcère. Les deux 
autres souches étaient isolées d’une urine et d’un liquide articulaire. 
 
Après identification par méthode conventionnelle (Vitek2®, carte Gram Positif), les 
isolats ont été génotypés à l’HIA Robert Picqué (Bordeaux) par MLVA classique avec 
détermination du nombre de répétitions de chaque VNTR par électrophorèse en gel 
d’agarose (78).  
Le choix des souches n’a pas été guidé par une recherche de clonalité, mais au contraire 
par la volonté de disposer d’un panel le plus hétérogène possible et présentant le plus 
d’allèles possibles pour chaque VNTR dans la perspective d’une évaluation de la 
corrélation entre nombre de répétitions et Tm (tableau II.8).  
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  Tableau II.8 : Nombre de répétition par VNTR pour chaque souche 

Souche Nombre de répétitions  
Sa0122 Sa0266 Sa0311 Sa0704 Sa1132 Sa1194 Sa1291 Sa1729 Sa1866 Sa2039 

Mu50 10 6 3 4 6 7 4 5 3 2 
SE009 4 8 1,5 4 0 7 2 4 3 0 
SE016 6 6 3 2 6 7 4 5 3 1 
SE017 7 5 4 8 1 4 2 3 3 0 
SE018 6 4 1 2 3 7 1 4 4 1 
SE022 9 5 1,5 4 4 7 1 3 3 0 
SE043 10 5 2 6 2 3 1 1 3 1 
SE044 5 6 2,5 4 7 7 4 5 3 2 
SE045 6 7 2,5 3 2 5 2 4 2 2 
SE049 2 6 2,5 4 7 7 4 5 3 2 
SE062 12 8 1,5 4 2 7 2 5 3 0 
SE072 10 6 3 6 8 8 3 5 3 1 
SE101 0 5 2 8 3 4 2 4 3 0 
SE106 8 6 3 3 2 5 2 5 2 5 
SE118 11 5 2,5 2 8 5 4 3 3 1 
SE121 9 6 2,5 2 6 7 5 5 3 2 
SE122 5 6 2,5 4 5 7 4 3 3 2 
SE137 8 5 3 5 4 5 3 2,5 2 3 
SE138 12 6 5,5 5 1 7 1 0 3 0 
SE139 10 4 3 4 6 7 4 2 3 1 
SE173 8 7 0 5 1 6 3 1 3 0 
SE195 9 9 1,5 4 2 7 1 4 3 0 

 

4.2.1.2.  Contrôle des souches cliniques 

La stabilité des résistances a été contrôlée par l’antibiogramme selon les recommandations 
du CA-SFM en cours tout comme celle de la virulence par la recherche de PVL. 

4.2.1.2.1.  Antibiogramme 

Un antibiogramme a été réalisé pour chaque souche. Les souches, conservées en cryobilles 
à -80 °C, ont été ensemencées sur gélose au sang et incubées 24 h à 37 °C avec 5 % de 
CO2. Les antibiogrammes ont été réalisés par la méthode de diffusion en disques (I2A) sur 
milieu gélosé MH2® (Biomérieux) avec ensemencement par inondation et lecture par 
SirScan® (I2A). Ils ont été interprétés selon les recommandations du CASFM 2013 (80). 

4.2.1.2.2.  Recherche de PVL 

Une recherche de PVL par PCR a également été effectuée sur chaque souche. Après 
extraction rapide par choc thermique, l’amplification d’un fragment d’ADN du gène 
lukSF-PV codant la PVL a été réalisée par PCR en temps réel avec révélation par l’agent 
intercalant SybrGreen® (technique CNR) sur thermocycleur Lightcycler 2.0® (Roche). 
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4.2.2.  Extraction 

L’extraction de l’ADN a été réalisée par choc thermique selon le même protocole que 
celui utilisé pour la mise au point de la PCR. 
 
L’ADN extrait a été dilué au 1/50ème pour obtenir une quantité d’ADN dans les bornes 
recommandées pour l’HRM. Les solutions obtenues ont été aliquotées et congelées à - 20 
°C. 

4.2.3.  Quantification de l’ADN 

La concentration d’ADN contenu dans chaque solution a été mesurée par 
spectrophotométrie UV à l’aide du BioSpec-nano® (SCHIMADZU BIOTECH), dans le 
but de vérifier que les quantités d’ADN soient homogènes entre les différentes solutions et 
entrent dans la gamme des recommandations.  

4.2.4.  Amplification et HRM 

L’amplification et l’HRM sont réalisées sur LightScanner 32® avec les paramètres 
(concentration en amorces, température d’hybridation) déterminés pour chaque VNTR 
lors de la mise au point de la méthode et décrits dans le tableau II.7. Le témoin négatif et 
les souches sont passés en simple exemplaire. 

4.2.5.  Analyse des données moléculaires 

L’amplification est analysée sur le mode « absolute quantitative / 2nd derivative max» du 
logiciel du thermocycleur. Les amplifications tardives (> 40 cycles) ne sont pas prises en 
compte et considérées comme négatives. L’HRM est analysée avec le mode « unlabeled 
probe genotyping », qui permet une normalisation des pics de fusion.  

4.3.  Résultats 

4.3.1.  Caractérisation des souches 

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques et la présence du gène codant la PVL pour les 
différentes souches sont résumées dans le tableau II.9. 
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Tableau II.9 : Antibiogramme et production de PVL des souches contrôlées  
(Péni : pénicilline ; Vanc : vancomycine ; Teico : teicoplanine ; Kana : kanamycine ; Tobr : tobramycine ; Gent : gentamicine ; Ery : 
érythromycine ; Linc : lincomycine ; Pristi : pristinamycine ; Doxy : doxycycline ; FQ : fluoroquinolones ; Ac. F : acide fusidique) 

Souche PVL Péni 
G 

Péni. 
M Vanc Teico Kana Tobr Gent Ery Linc Pristi Doxy FQ Ac.F 

Mu50 - R R R R R R R R R S R R S 
SE009 + R S S S S S S S S S R S S 
SE016 - R S S S S S S S S S S S S 
SE017 + R S S S S S S S S S R S S 
SE018 - R S S S S S S R S S S S S 
SE022 - R S S S S S S S S S S S S 
SE043 - S S S S S S S S S S R S S 
SE044 - R S S S S S S S S S R S S 
SE045 - R S S S S S S S S S S S S 
SE049 - R S S S S S S S S S R S S 
SE062 + R S S S S S S S S S S S R 
SE072 + R S S S S S S S S S S S S 
SE101 - S S S S S S S S S S S S S 
SE106 + R S S S S S S S S S R S S 
SE118 - R S S S S S S S S S S S S 
SE121 - R R S S S S S S S S R S R 
SE122 + R S S S S S S S S S R S S 
SE137 + R S S S S S S S S S S S S 
SE138 - R S S S S S S S S S S S S 
SE139 - R S S S S S S S S S S S S 
SE173 - R S S S S S S R S S S S S 
SE195 + R S S S S S S S S S S S S 

 
Les données obtenues montrent que les souches présentent bien les caractéristiques 
initiales.  
Une souche sur 21 (5 %) est un SARM. Huit souches sont résistantes à la doxycycline (38 
%). La plupart des souches ont une pénicillinase (19/21, soit 91 %), qui est la seule 
résistance observée dans 53 % des cas (10/19). 
Huit souches sur 21 (38 %) possèdent le gène codant la PVL, dont 4 sont résistantes à la 
doxycycline. Les souches PVL+ sont comparées dans le tableau II.10.  
 

Tableau II.10 : Caractéristiques des souches PVL 

 PVL Doxy Sa0122 Sa0266 Sa0311 Sa0704 Sa1132 Sa1194 Sa1291 Sa1729 Sa1866 Sa2039 
SE009 + R 4 8 1,5 4 0 7 2 4 3 0 
SE017 + R 7 5 4 8 1 4 2 3 3 0 
SE062 + S 12 8 1,5 4 2 7 2 5 3 0 
SE072 + S 10 6 3 6 8 8 3 5 3 1 
SE106 + R 8 6 3 3 2 5 2 5 2 5 
SE122 + R 5 6 2,5 4 5 7 4 3 3 2 
SE137 + S 8 5 3 5 4 5 3 2,5 2 3 
SE195 + S 9 9 1,5 4 2 7 1 4 3 0 

 
La comparaison phéno/génotypique des deux groupes de souches PVL+ (doxyS et doxyR) 
met effectivement en évidence l’absence de lien de clonalité en leur sein.  
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4.3.2.  Quantification de l’ADN 

La concentration d’ADN extrait dans les solutions est indiquée dans le tableau II.11. 
 
Tableau II.11 : Concentrations d’ADN 

 
La concentration d’ADN de chaque solution 
utilisée pour les expérimentations est incluse dans 
les bornes recommandées pour l’HRM, soit entre 5 

et 30 ng/µL (63). 
 
Les concentrations extrêmes, 18,85 et 29,23 

ng/µL, ont un rapport inférieur à 2, ce qui ne parait 

pas significatif au regard des variations minimes 
de Tm observées lors de la mise au point de la 
méthode sur des dilutions au 1/10ème. Un 
ajustement des concentrations n’est pas nécessaire.  
 
 
 
 

4.3.3.  Analyse des résultats de l’HRM 

La typabilité des souches est globalement bonne (100 % pour Sa0122, Sa0266, Sa0704, 
Sa1291, 95 % pour Sa1866 et 91 % pour Sa0311 et Sa1729), à l’exception des VNTR 
Sa1132 (73 %), Sa1194 (73 %) et Sa2039 (68 %).  
L’amplification est conforme aux recommandations (63) car les cycles de sortie des 
différentes souches sont généralement inférieurs à 30 CT, à l’exception du VNTR Sa1194 
pour lequel 5 souches sur 22 (23 %) ont un cycle seuil compris entre 35 et 39.  
 
Les températures de fusion obtenues pour chaque VNTR sont résumées dans le tableau 
II.12 et comparées aux résultats de la MLVA classique exprimés en nombre de répétitions 
dans les graphiques correspondants.  

Souche ADN 
(ng/µL)  

Mu50 25,39  
SE009 24,19  
SE016 23,67  
SE017 22,81  
SE018 22,93  
SE022 23,93  
SE043 27,43  
SE044 24,6  
SE045 21,75  
SE049 22,66  
SE062 24,75  
SE072 28,8  
SE101 26,35  
SE106 24,31  
SE118 27,6  
SE121 26,78  
SE122 29,23  
SE137 27,82  
SE138 19,26  
SE139 18,85  
SE173 20,76  
SE195 20,85  
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Tableau II.12 : Comparaison Tm - nombre de répétitions pour les différents VNTR 
	
  

 
 

 
 

Souche Sa0122 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 10 86,07 
SE009 4 85,75 
SE016 6 85,24 
SE017 7 85,33 
SE018 6 84,85 
SE022 9 86,05 
SE043 10 85,1 
SE044 5 85,08 
SE045 6 85,12 
SE049 2 84,65 
SE062 12 86,86 
SE072 10 86,7 
SE101 0 87,46 
SE106 8 85,62 
SE118 11 85,37 
SE121 9 85,91 
SE122 5 85,3 
SE137 8 86,35 
SE138 12 85,42 
SE139 10 86,15 
SE173 8 84,7 
SE195 9 86,1 

Souche Sa0266 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 6 84,69 
SE009 8 83,87 
SE016 6 84,39 
SE017 5 83,58 
SE018 4 84,45 
SE022 5 85,55 
SE043 5 83,87 
SE044 6 84,48 
SE045 7 85,9 
SE049 6 85,16 
SE062 8 86,02 
SE072 6 86,04 
SE101 5 83,39 
SE106 6 86,29 
SE118 5 84,45 
SE121 6 85,47 
SE122 6 85,73 
SE137 5 86,04 
SE138 6 85,98 
SE139 4 86,04 
SE173 7 85 
SE195 9 85,72 

0	
  

2	
  

4	
  

6	
  

8	
  

10	
  

83	
   83,5	
   84	
   84,5	
   85	
   85,5	
   86	
   86,5	
  

nb
r. 

 ré
pé

tit
io

n 

Tm (°C)	
  

Sa0266 

0	
  
2	
  
4	
  
6	
  
8	
  
10	
  
12	
  
14	
  

84	
   85	
   86	
   87	
   88	
  

nb
r. 

 ré
pé

tit
io

ns
 

Tm (°C) 

Sa0122 



	
   	
  
108	
  

 
 
 

 
 

Souche Sa0311 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 3 84,52 
SE009 1,5 83,09 
SE016 3 84,51 
SE017 4 87,42 
SE018 1 81,98 
SE022 1,5 83,23 
SE043 2 83,44 
SE044 2,5 84,38 
SE045 2,5 85,48 
SE049 2,5 84,28 
SE062 1,5 83,1 
SE072 3 84,42 
SE101 2 85,87 
SE106 3 

 SE118 2,5 83,49 
SE121 2,5 84,32 
SE122 2,5 84,46 
SE137 3 85,51 
SE138 5,5 87,02 
SE139 3 84,5 
SE173 0 

 SE195 1,5 83,26 

Souche Sa0704 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 4 81,82 
SE009 4 82,58 
SE016 2 82,04 
SE017 8 81,85 
SE018 2 82,18 
SE022 4 82,22 
SE043 6 81,76 
SE044 4 81,88 
SE045 3 81,92 
SE049 4 82,04 
SE062 4 82,25 
SE072 6 81,84 
SE101 8 81,87 
SE106 3 81,32 
SE118 2 82,21 
SE121 2 82,27 
SE122 4 81,99 
SE137 5 81,62 
SE138 5 81,52 
SE139 4 82,03 
SE173 5 81,89 
SE195 4 82,33 
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Souche Sa1132 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 6 85,47 
SE009 0 

 SE016 6 85,25 
SE017 1 81,44 
SE018 3 83,86 
SE022 4 

 SE043 2 83,48 
SE044 7 85,52 
SE045 2 

 SE049 7 85,47 
SE062 2 

 SE072 8 85,69 
SE101 3 84,87 
SE106 2 

 SE118 8 84,54 
SE121 6 85,22 
SE122 5 85,29 
SE137 4 84,83 
SE138 1 83 
SE139 6 85,07 
SE173 1 81,18 
SE195 2 

 

Souche Sa1194 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 7 81,26 
SE009 7 

 SE016 7 81,1 
SE017 4 80,14 
SE018 7 83,96 
SE022 7 

 SE043 3 
 SE044 7 81,2 

SE045 5 
 SE049 7 81,19 

SE062 7 84,64 
SE072 8 

 SE101 4 80,34 
SE106 5 

 SE118 5 81,54 
SE121 7 81,17 
SE122 7 81,233 
SE137 5 81,63 
SE138 7 82,41 
SE139 7 81,09 
SE173 6 81,77 
SE195 7 84,7 
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Souche Sa1291 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 4 82,53 
SE009 2 80,75 
SE016 4 82,55 
SE017 2 80,48 
SE018 1 80,28 
SE022 1 80,2 
SE043 1 80,35 
SE044 4 82,39 
SE045 2 80,8 
SE049 4 82,46 
SE062 2 80,05 
SE072 3 81,86 
SE101 2 80,45 
SE106 2 80,79 
SE118 4 81,37 
SE121 5 82,9 
SE122 4 82,5 
SE137 3 80,97 
SE138 1 80,05 
SE139 4 82,46 
SE173 3 81,13 
SE195 1 80,08 

Souche Sa1729 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 5 87,22 
SE009 4 86,09 
SE016 5 87,58 
SE017 3 87,11 
SE018 4 87,57 
SE022 3 85,6 
SE043 1 

 SE044 5 87,27 
SE045 4 85,96 
SE049 5 87,18 
SE062 5 86,58 
SE072 5 87,29 
SE101 4 87,38 
SE106 5 

 SE118 3 86,51 
SE121 5 87,23 
SE122 3 86,06 
SE137 2,5 86,82 
SE138 0 87,11 
SE139 2 85,12 
SE173 1 86,19 
SE195 4 85,99 
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Souche Sa1866 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 3 83,71 
SE009 3 82,89 
SE016 3 83,97 
SE017 3 81,92 
SE018 4 83,06 
SE022 3 82,85 
SE043 3 83,91 
SE044 3 84,12 
SE045 2 

 SE049 3 84,11 
SE062 3 82,91 
SE072 3 83,68 
SE101 3 81,93 
SE106 2 84,72 
SE118 3 83,72 
SE121 3 83,59 
SE122 3 83,65 
SE137 2 81,79 
SE138 3 83,51 
SE139 3 83,84 
SE173 3 83,32 
SE195 3 82,37 

Souche Sa2039 

 

Répétitions Tm (°C) 
Mu50 2 86,04 
SE009 0 

 SE016 1 84,1 
SE017 0 

 SE018 1 
 SE022 0 
 SE043 1 84,12 

SE044 2 86 
SE045 2 85,91 
SE049 2 85,98 
SE062 0 

 SE072 1 
 SE101 0 84,15 

SE106 5 84,15 
SE118 1 84,1 
SE121 2 86,01 
SE122 2 86,01 
SE137 3 86,54 
SE138 0 86,01 
SE139 1 84,09 
SE173 0 84,05 
SE195 0 
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Si une tendance à l’augmentation du Tm avec l’augmentation du nombre de répétitions se 
dessine pour les VNTR Sa0122, Sa1132 et Sa1291, aucune corrélation entre le Tm et la 
longueur des fragments amplifiés n’est observée pour les autres VNTR.  
 
 
  



	
   	
  
113	
  

5. Discussion 

5.1.  Démarche suivie 

L’objectif de ce travail était de tester la faisabilité de la MLVA en temps réel avec 
révélation par HRM et sa corrélation avec la technique source, la MLVA classique avec 
révélation par électrophorèse en gel d’agarose.  
 
L’expérimentation s’est déroulée en deux étapes : la mise au point des PCR des différents 
VNTR dans des conditions de PCR quantitatives, puis le typage de souches de S. aureus et 
la comparaison des résultats obtenus avec la technique classique. 
 
La première étape a permis d’obtenir des qualités de PCR correspondant aux critères 
fixés, avec une efficacité supérieure ou égale à 90 % pour 6 VNTR sur les 10 sélectionnés, 
et supérieure ou égale à 80 % pour 9 VNTR sur 10.  
 
Ces résultats ont été jugés suffisants pour permettre d’initier la seconde étape qui 
consistait en une comparaison entre les deux techniques de MLVA sur des souches 
cliniques de S. aureus. Cette seconde étape constituait une approche préliminaire à une 
démarche plus globale de vérification de méthodes, qui doit être effectuée avant 
l’utilisation en routine de toute nouvelle technique.  
 
Le choix de souches hétérogènes avait pour but de tester le pouvoir discriminant de la 
méthode sur un panel étendu d’allèles en mettant en évidence des différences de 
température de fusion significatives pour des nombres de répétions différents. L’absence 
de corrélation observée entre température de fusion et nombre de répétitions d’un VNTR 
est un facteur limitant, rendant l’utilisation de l’HRM comme mode de détection de la 
MLVA non réalisable dans les conditions actuelles pour le typage moléculaire de S. 
aureus.  
En conséquence, les autres critères de validation d’une méthode de typage moléculaire tels 
que l’aptitude à caractériser des liens de clonalité, la reproductibilité et la stabilité n’ont 
pas été testés. 
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5.2.  Analyse des causes  

L’absence de corrélation entre les résultats de MLVA classique, avec révélation par 
électrophorèse en gel d’agarose, et ceux de MLVA en détection HRM peut être liée à 
différents paramètres. 

5.2.1.  Concentrations en ADN 

L’importance de la standardisation de la concentration en ADN  pour l’analyse en HRM 
est soulignée dans la littérature (63). L’étude du génotypage par MLVA de Bacillus 
anthracis a montré une meilleure reproductibilité pour des concentrations standardisées de 

20 à 40 ng/µL d’ADN purifié sur colonnes (76). Une des causes possibles de l’absence de 

corrélation entre les techniques pourrait être expliquée par l’absence d’ajustement de la 
quantité d’ADN dans les différentes solutions. 
 
Cependant, différentes observations ne sont pas en faveur de cette hypothèse :  
 

- les variations des concentrations en ADN observées ici ont un rapport inférieur à 2 
en considérant les concentrations extrêmes. Or les résultats de mise au point des 
PCR montrent que les différences de températures de fusion entre des suspensions 
dont les concentrations ont des rapports de 10 voire 100 sont minimes et 
insuffisantes pour expliquer les différences observées. Par exemple, pour Sa1132, 
les températures de fusion moyennes sont 85,41 °C pour la solution pure, 85,67 °C 
au 1/10ème, 86,04 °C au 1/100ème et 86,26 °C au 1/1000ème (figure II.16), soit moins 
de 0,4 °C d’écart entre des concentrations de rapport 10. 

 

Figure II.16 : Tm et courbes de fusion des dilutions pour Sa1132 
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- des souches, possédant le même nombre de répétitions d’un VNTR, dont les 
solutions ont des concentrations en ADN différentes, ont néanmoins des Tm 
proches (tableau II.13 et figure II.17) 
 

- inversement, des souches ayant le même nombre de répétitions et des 
concentrations en ADN proches peuvent avoir des Tm différents (tableau II.13 et 
figure II.18) 

 
Tableau II.13 : Exemples de Tm du VNTR Sa0122 

Souche Nombre de 
répétitions 

Concentration en 
ADN (ng/µL) Tm (°C) 

Mu50 10 25,39 86,06 
SE043 10 27,43 85,09 
SE072 10 28,80 86,70 
SE139 10 18,85 86,14 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Les différences minimes de concentration en ADN des différentes solutions ne semblent 
donc pas expliquer les discordances obtenues. Une étape supplémentaire de purification 
de l’ADN extrait aurait peut être pu être évaluée. 
 

5.2.2.  Caractéristiques des VNTR 

5.2.2.1.  Taille des amplicons 

Les séquences répétées des VNTR utilisés dans le schéma de MLVA testé ont des tailles 
relativement importantes, comprises entre 24 et 159 paires de bases. La longueur des 

Figure II.17 : Courbes de fusion de Mu50 et 
SE139 

Mu50 

SE139 

Figure II.18 : Courbes de fusion de SE043 et 
SE072 

SE043 

SE072 
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fragments amplifiés (Tfrgt = Nrépet x Trépet + séquences flanquantes) est donc souvent 
supérieure à la longueur optimale, comprise entre 100 et 250 pb, voire même supérieure à 
la taille maximale recommandée de 500 pb (63). De manière plus générale, les VNTR 
d’intérêt de S. aureus, c’est à dire polymorphes en terme de nombre de répétitions, sont de 
tailles importantes (figure II.19) (59). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Or les différences de température observées entre les petits amplicons sont plus 
importantes que celles séparant les amplicons de grandes tailles (67), ce qui pourrait 
expliquer un manque de sensibilité de la méthode, illustré par la figure II. 20 représentant 
différents allèles du VNTR Sa0311 possédant tous le même Tm. 
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nal homogeneity of the repeat array (%matches) or total length). P-values obtained for the non-parametric Wilcoxon tests 
appear below each histogram.

Figure II.19 : Répartition des différents VNTR de S. 
aureus, monomorphes (gris) et polymorphes (rose), 
selon leur taille (59) 
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Figure II.20 : Exemple d'allèles différents de Sa0311 
possédant des Tm identiques  
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De plus, un domaine de fusion mesure habituellement 50 à 300 pb. En conséquence, les 
fragments plus longs possèdent de multiples domaines de fusion (67), comme cela à été 
observé sur la souche Mu50 pour le VNTR Sa1729 (figure II.21). Si cela permet tout de 
même la détection de SNP par analyse de l’aspect la courbe de fusion, il n’en est pas de 
même pour l’estimation de la longueur des fragments en fonction de la température de 
fusion puisque plusieurs Tm seront observés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La taille des fragments amplifiés semble un élément critique, qui a déjà été mis en 
évidence lors du génotypage de Bacillus anthracis par MLVA avec détection en HRM et 
où l’HRM n’a pas permis de distinguer différents allèles du VNTR le plus long (76).  

5.2.2.2.  Séquences des VNTR 

La taille des fragments amplifiés n’est pas le seul facteur ayant un effet sur la température 
de fusion. La composition en nucléotides est également un paramètre à prendre en compte. 
Or les séquences répétées utilisées en MLVA ne sont pas des répétitions parfaites d’une 
même séquence (59). Les pourcentages de recoupement entre les répétitions varient d’un 
VNTR à l’autre (figure II.22).  
 
 
 
 
 

Figure II.21 : Souche Mu50 - VNTR Sa1729 : observation de 
multiples domaines de fusion 
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Si ces pourcentages sont relativement élevés pour les VNTR polymorphiques de S. 
aureus, les GC % peuvent néanmoins en être affectés et expliquer l’absence de corrélation 
entre Tm et longueur du fragment amplifié, illustré par la figure II.23 représentant des 
allèles identiques du VNTR Sa1866 possédant des Tm différents. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le séquençage des loci amplifiés serait nécessaire pour permettre de mieux appréhender 
l’influence de ce paramètre. 
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Figure II.22 : Pourcentage de recoupement entre 
les répétitions des VNTR polymorphes (roses) et 
monomorphes (gris) de S. aureus (59) 
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Figure II.23 : Exemple d'allèles identiques de Sa1866 possédant 
des Tm différents 
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CONCLUSION - PERSPECTIVES 
 
 
Staphylococcus aureus est un agent pathogène majeur de l’homme et constitue un réel 
problème de santé publique, justifiant l’existence d’un PHRC en cours, relatif aux 
pneumopathies communautaires à PVL. Des éléments génétiques mobiles sont 
responsables de l’apparition de souches hypervirulentes sécrétrices de toxines (TSST-1, 
PVL) impliquées dans des infections potentiellement létales, parfois couplées à une multi-
résistance aux antibiotiques n’offrant que peu d’alternatives thérapeutiques. 
La forte transmissibilité de ces souches, en milieu hospitalier comme en milieu 
communautaire, peut être à l’origine d’épidémies d’infections graves en l’absence de 
moyens de prévention adaptés. Le typage épidémiologique joue un rôle important  dans la 
compréhension de leur diffusion : il permet de mettre en évidence l’implication de 
souches clonales dans une épidémie, d’identifier les vecteurs et les modes de transmission, 
et d’organiser une prévention opérationnelle et efficace.  
Pour cette raison, de nombreuses méthodes de typage de Staphylococcus aureus ont été 
développées. Parmi elles, la MLVA se démarque par son fort pouvoir discriminant et sa 
reproductibilité inter-laboratoires permettant la constitution de bases de données 
internationales.  
 
L’association de la MLVA à l’HRM a été proposée dans le but d’accroitre l’accessibilité 
d’un laboratoire au génotypage. Cette technologie, encore peu employée, est prometteuse 
du fait de sa simplicité, de sa reproductibilité, de sa rapidité et de son faible coût, autant 
de caractéristiques intéressantes. Elle a d’ores et déjà fait ses preuves dans de nombreuses 
applications, dont certaines techniques de typage en microbiologie.  
 
Après une phase d’optimisation des PCR quantitatives des différents VNTR réalisée avec 
succès, des souches cliniques hétérogènes, préalablement typées pour les mêmes VNTR 
par MLVA traditionnelle, ont été utilisées pour tester le pouvoir discriminant de l’HRM.  
L’absence de corrélation entre les révélations par migration électrophorétique et par 
HRM, observée dès cette étape, exclut l’utilisation de l’HRM comme alternative simple à 
la migration en gel d’agarose.  
Des écueils, liés à la technique, permettent d’avancer des hypothèses quant à cette absence 
de corrélation : la taille des amplicons de MLVA traditionnelle, trop importante, et 
l’absence d’homogénéité parfaite des séquences répétées, probablement à l’origine de 
variations en GC%, ne permettent pas de montrer une évolution linéaire du Tm en 
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fonction de la taille des amplicons. Un séquençage des amplicons obtenus serait 
nécessaire pour valider ces hypothèses.  
Les résultats de ce travail, associés à l’absence de publications ou de trousses 
commerciales dans ce domaine, permettent de supposer que l’HRM n’est probablement 
pas le mode de détection le plus adapté à la MLVA de S. aureus. 
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RÉSUMÉ DE LA THESE 

Staphylococcus aureus est un agent pathogène majeur de l’homme. Cette espèce  
est capable d’acquérir à la fois de nombreux facteurs de virulence et de multiples 
résistances aux antibiotiques. Le fort pouvoir de dissémination des souches peut 
être à l’origine d’épidémies d’infections graves en l’absence de moyens de 
prévention adaptés. Le typage épidémiologique joue un rôle important  dans la 
compréhension de leur transmission et permet d’organiser une prévention 
opérationnelle et efficace. De nombreuses méthodes de typage de 
Staphylococcus aureus ont été développées, dont la MLVA qui se démarque par 
son pouvoir discriminant. 
 
L’association de la MLVA à l’HRM a été proposée dans ce travail dans le but 
d’accroitre l’accessibilité d’un laboratoire au génotypage. Cette technologie, 
encore peu employée, est simple, reproductible, rapide, possède un faible coût et 
a déjà fait ses preuves dans de nombreuses applications. 
 
Ce travail a été réalisé en deux étapes. Après une phase d’optimisation des PCR 
quantitatives des différents VNTR réalisée avec succès, des souches cliniques 
hétérogènes, préalablement typées pour les mêmes VNTR par MLVA 
traditionnelle, ont été utilisées pour tester le pouvoir discriminant de l’HRM. 
L’absence de corrélation entre les révélations par migration électrophorétique et 
celles obtenues par HRM ne permet pas de proposer l’utilisation de cette dernière 
comme alternative simple à la migration en gel d’agarose.  
 
Différentes hypothèses ont été évoquées pour expliquer cette absence de 
corrélation. Un séquençage des amplicons obtenus serait nécessaire pour valider 
ces hypothèses.  
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