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E. coli

Cette souche :
1 – Produit une BLSE
2 – Ne produit pas 

une BLSEune BLSE
3 – Ne sait pas



E. coli

98%

1. Produit une BLSE

Cette souche :

 P
ro

duit 
une B

L.
..

 N
e p

ro
duit 

pas
...

 N
e s

ait
 p

as

0%2%

1. Produit une BLSE

2. Ne produit pas une BLSE

3. Ne sait pas



Les GRAM  positifs



Cas N°1

En 2011 : Infection osseuse à  
Staphylococcus epidermidis : 

5 prélèvements positifs 
le même germele même germe

L’antibiogramme par diffusion effectué 

sur S. epidermidis de 3 prélèvements 

donne les résultats suivants :



P PT K Gt

Tec L E

Te Fox Va SXT

RA OFL FA FF



1 – Je ne modifie pas ces 
résultats pour le clinicien

2 – Je modifie ces résultats, 
car une interprétation est
nécessaire

3 – Je teste obligatoirement 
une autre Bêta-lactamine

4 – Je teste obligatoirement
un autre aminoside

5 – Je ne sais pas

1 seule réponse possible



Que dois-je faire?

57%

34%

1. Je ne modifie pas ces résultats pour le clinicien

2. Je modifie ces résultats, car une interprétation est 

nécessaire

3. Je teste obligatoirement une autre Bêta -lactam

1 seule réponse possible
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3. Je teste obligatoirement une autre Bêta -lactam

4. Je teste obligatoirement un autre aminoside

5. Je ne sais pas



P PT K Gt

Tec L EMOX
21 mm

Te Fox Va SXT

RA OFL FA FF



Recommandations CASFM
Sensibilité de Staphylococcus à 

l’oxacilline
2011 2012

Tester Céfoxitine

OU 
Moxalactam

Tester Céfoxitine

ET 
Moxalactam
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Cas N°2 : Infection osseuse à S. lugdunensis 
Résultats bruts

Céfoxitine : 20 mm Résistant
Moxalactam : 15 mm Oxacilline
Gentamicine : 25 mm Sensible
Kanamycine : 8 mm Résistant
Tobramycine : 8 mm Résistant
Erythromycine : 6 mm * RésistantErythromycine : 6 mm * Résistant
Lincomycine : 25 mm Sensible
Rifampicine : 6 mm Résistant
Ofloxacine : 6 mm Résistant
Fosfomycine : 6 mm Résistant
Vancomycine : 17 mm Sensible
Teicoplanine : 19 mm Sensible
* Induction Erythromycine - Lincomycine



Infection osseuse à S. lugdunensis :

1 – Je teste d’autres antibiotiques

2 – J’interprète la gentamicine

3 – J’interprète la vancomycine

4 – J’interprète la lincomycine4 – J’interprète la lincomycine

5 – Je fais un autre test         

(pas un autre disque)

6 – Je ne sais pas

2 réponses possibles



Que dois-je faire?

32%30%

1. Je teste d’autres antibiotiques

2. J’interprète la gentamicine

3. J’interprète la vancomycine

2 réponses possibles
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4. J’interprète la lincomycine

5. Je fais un autre test (pas un 

autre disque)

6. Je ne sais pas



Critères de suspicion de la sensibilité diminuée au x glycopeptides
En routine, par la méthode par diffusion en milieu gélosé lorsque,
• - le diamètre de la zone d'inhibition est < 17 mm autour du disque 

de l’un des deux glycopeptides,
• - le diamètre de la zone d'inhibition autour d'un disque de 

teicoplanine est inférieur d'au moins 3 mm à celui de la 
vancomycine,

• - quelques colonies sont présentes dans la zone d'inhibition de l'un • - quelques colonies sont présentes dans la zone d'inhibition de l'un 
des deux glycopeptides,

• - il existe un phénomène d’interaction (synergie ou antagonisme) 
entre l’un des glycopeptides et un disque d’oxacilline à 5 µg.

En routine, par les méthodes automatisées lorsque les souches sont 
catégorisées I ou R à au moins l’un des glycopeptides.



Par l’un des deux tests particuliers suivants :
1. Ensemencement d’une gélose Mueller-Hinton additio nnée de 

5 mg/L de teicoplanine, par dépôt de 10 µl d’une su spension 
de 6.108 UFC/ml (McFarland 2), incubation à 35-37° e t lecture 
à 24 et 48 heures. Un témoin négatif ‘ Staphylococcus aureus 
ATCC 25923) et un témoin positif ( Staphylococcus 
haemolyticus CIP 107204) sont à utiliser.

2. Test de sensibilité à la teicoplanine et vancomycine par diffusion 
en gradient (bandelettes) sur milieu Cœur-cerveau avec un 
inoculum McFarland 2 en écouvillonnage.inoculum McFarland 2 en écouvillonnage.

La présence d’au moins 4 colonies pour le premier test ou des 
CMI de vancomycine et teicoplanine ≥ 8 mg/L au de teicoplanine 
seule ≥ 12 mg/L pour le deuxième test permet de suspecter très 
fortement le caractère hétéro-VISA. La confirmation définitive se 
fait par la technique de référence d’analyse de population.



Test GISA

Témoin Neg Témoin Pos



Catégorisation

• Pour les souches suspectes d’être de
sensibilité diminuée aux glycopeptides,
seule la détermination des CMI de la
vancomycine et de la teicoplanine dans
les conditions décrites dans celes conditions décrites dans ce
communiqué (page 5) ou par toute autre
technique ayant démontré, pour ces
antibiotiques, son équivalence avec la
technique de référence, permet leur
catégorisation clinique.
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Staphylococcus
CASFM 2011

après modification



Staphylococcus coagulase +

• S. aureus subsp aureus
• S. aureus subsp. Subsp anaerobius
• S. intermedius
• S. hyicus• S. hyicus
• S. delphini
• S. lutrae
• S. schleiferi subsp. Coagulans



Glycopeptides MIC 
breakpoint 

(mg/L)

Disk 
con
tent 
(µg)

Zone diameter 
breakpoint 

(mm)

S ≤ R > S ≥ R <

Teicoplanin, S. aureus, S.lugdunensis 2
1

2
1

Note
A

Note
A

Teicoplanin, Coagulase-negative 
staphylococci

4
1

4
1

Note
A

Note
A

Vancomycin
1

2
1

2
1

Note
A

Note
A

EUCAST : Pas de diamètres



EUCAST

1. S. aureus with vancomycin MIC values of 2 mg/L are on the border 
of the wild type MIC distribution and there may be an impaired
clinical response. The resistant breakpoint has been reduced to 2 
mg/L to avoid reporting "GISA" isolates intermediate as serious
infections with "GISA" isolates are not treatable with increased
doses of vancomycin or teicoplanin.                                doses of vancomycin or teicoplanin.                                
Glycopeptide MICs are method dependent and should be
determined by broth microdilution (reference ISO 20776 

).

2. A. Disk diffusion is unreliable and cannot distinguish between wild
type organisms and those with non-vanA-mediated resistance. 



Aucune corrélation
Diffusion  à proscrire pour les glycopeptides

Swenson JCM 2009



Corrélation satisfaisante  CMI bandelette /  CMI de  référence

Swenson JCM 2009



Cas N°3

Infection 
cutanée 

à 

P
PT K Gt

MOX
Tec L E

à 
S. aureus

Te Fox Va SXT

RA OFL FA TOB



1 – J’interprète la gentamicine

2 – J’interprète la tobramycine

3 – J’effectue une autre recherche

4 – Je préviens les hygiènistes

5 – Je ne sais pas

2 réponses possibles



Que dois-je faire?

41%43%

1. J’interprète la gentamicine

2. J’interprète la tobramycine

3. J’effectue une autre recherche

2 réponses possibles
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41%3. J’effectue une autre recherche

4. Je préviens les hygiènistes

5. Je ne sais pas



Résistance 
hétérogène 
à l’oxacilline

M.H. 37 °

M.H. 30 °



Infection 
cutanée 

à 
S. aureus

P
PT K Gt

MOX
Tec L E

S. aureus

Te Fox Va SXT

RA OFL FA TOB



Staphylococcus 
aureus

et 
Biologie

moléculaire

bandelettes
Hain

Biocentric



Furoncles
Toxines : leucocidine de 
Panton Valentine (PVL)

27
D’après J. Etiennne



Les furoncles PVL+ seraient plus inflammatoires
et plus nombreux 

CID 2005;40:381-5

28

D’après J. Etiennne



Les infections à C-SARM 
peuvent êtresévères

Pneumonies Osteomyéltes

29These cases are rare and need specific treatmentD’après J. Etiennne



Attention : production de PVL également chez S. aur eus 
résistant pénicilline 

et sensible aux autres anti-staphyloccociques, y co mpris oxacilline



Cas N°4
Infection articulaire à S. aureus
Ponction articulaire et hémocultures positives à S. 

aureus.
Sur l’antibiogramme en milieu liquide, ce germe est :

* résistant pénicilline
* sensible aux autres antibiotiques (oxacilline, 
aminosides, fluoroquinolones …)

Le patient est traité par Oxacilline + Gentamicine.
Patient toujours fébrile à J2 (hémocultures toujours+)
Le clinicien demande au bactériologiste de vérifier son 

résultat



Infection articulaire à S. aureus

1. Je confirme mon résultat sans 

vérification : c’est un problème clinique

2. Je refais mon ATBG en milieu liquide
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30%27%30%3. Je fais un ATBG en diffusion

4. Je lance la recherche du gène mecA

5. Je lance une PLP2A

6. Je ne sais pas



Infection articulaire à S. aureus

53%

37%

Le résultat du gène mecA est négatif (vérifié) :

1 seule réponse possible

1. Je dis au clinicien que je suis certain que ce 

S. aureus est bien sensible à l’oxacilline
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2. Je dis au clinicien qu’il faut chercher un 

abcès profond

3. Je fais un autre test

4. Je ne sais pas



Arthrite à S. aureus
• Homme de 67 ans, de profession routier
• Hospitalisé au C. H. d’Aix en Provence le 8

novembre 2007 pour une suspicion d'infection de sa
prothèse totale de genou gauche.

• Isolement d’un S. aureus dans liquide articulaire du
genou le 8 novembre 2007 . L’antibiogramme pargenou le 8 novembre 2007 . L’antibiogramme par
diffusion montre une résistance isolée à l’oxacilline

• Traitement antibiotique : Rifampicine et Ofloxacine
Ce patient vivait à la campagne avec chat et

chien et marchait souvent pieds nus dehors avec
des crevasses profondes aux pieds.



S. aureus
* Pénicilline 19 mm : R
* Céfoxitine 24 mm (< 25 mm)
* Latamoxef 19 mm (< 23 mm)
* � Oxacilline : R
* Gentamicine 29 mm : S* Gentamicine 29 mm : S
* Tobramycine 26 mm : S
* Kanamycine 22 mm : S
* Erythromycine 35 mm : S
* Ofloxacine 25 mm : S



S. aureus
Sur cette souche de S. aureus

catégorisée R oxacilline d’après le test de
céfoxitine et latamoxef, une PCR mecA de
contrôle (!!!) est programmée à cause de
la multi-sensibilité de ce staphylocoque.la multi-sensibilité de ce staphylocoque.

• La PCR mecA maison est négative
• La recherche du gène mecA par la

bandelette Hain® (Biocentric) est
négative .



S. aureus
Sur cette souche de S. aureus

catégorisée R oxacilline d’après le test de
céfoxitine et latamoxef, une PCR mecA de
contrôle (!!!) est programmée à cause de
la multi-sensibilité de ce staphylocoque.la multi-sensibilité de ce staphylocoque.

• La PCR mecA maison est négative
• La recherche du gène mecA par la

bandelette Hain® (Biocentric) est
négative .? ���� Thèse



Staphylococcus Staphylococcus 
aureusaureus

résistant à la méticilline résistant à la méticilline résistant à la méticilline résistant à la méticilline 
sans gène sans gène mecA mecA : : 
Mythe ou réalité ?Mythe ou réalité ?



MODSA, Modified Susceptibility 
Staphylococcus aureus ?

Modification des PLP.
Difficile à détecter:

Témoin MODSA



BORSA, Borderline Susceptibility 
Staphylococcus aureus ?:

CMI mg/L Amoxicilline Augmentin®

TémoinTémoin
BORSA 16 1

Souche
Arthrite
Aix 4 4



• Les souches BORSA et MODSA ont des 
diamètres à la céfoxitine supérieurs à 27 
mm et au moxalactam supérieurs à 24 mm 

Témoin BORSA  Témoin Modsa

Céfoxitine 30 à 37 mm 28 mm
Latamoxef 26 à 32 mm 26 à 34 mm



Thèse : conclusion

«««« QuantQuantQuantQuant àààà lalalala souchesouchesouchesouche quiquiquiqui constitueconstitueconstitueconstitue lelelele pointpointpointpoint dededede départdépartdépartdépart dededede
notrenotrenotrenotre étude,étude,étude,étude, elleelleelleelle n'estn'estn'estn'est nininini BORSA,BORSA,BORSA,BORSA, nininini MODSAMODSAMODSAMODSA.... LesLesLesLes caractèrescaractèrescaractèrescaractères

phénotypiquesphénotypiquesphénotypiquesphénotypiques enenenen termestermestermestermes dededede CMI,CMI,CMI,CMI, diamètresdiamètresdiamètresdiamètres d'inhibitiond'inhibitiond'inhibitiond'inhibition sontsontsontsont

prochesprochesprochesproches desdesdesdes souchessouchessouchessouches mecAmecAmecAmecA positivespositivespositivespositives !!!! UneUneUneUne partiepartiepartiepartie dededede sonsonsonson

génomegénomegénomegénome aaaa----tttt----elleelleelleelle étéétéétéété exciséeexciséeexciséeexcisée touttouttouttout enenenen conservantconservantconservantconservant uneuneuneune PLPPLPPLPPLPgénomegénomegénomegénome aaaa----tttt----elleelleelleelle étéétéétéété exciséeexciséeexciséeexcisée touttouttouttout enenenen conservantconservantconservantconservant uneuneuneune PLPPLPPLPPLP

insensibleinsensibleinsensibleinsensible àààà l'actionl'actionl'actionl'action dededede l'oxacillinel'oxacillinel'oxacillinel'oxacilline ???? UneUneUneUne autreautreautreautre PLPPLPPLPPLP aaaa----tttt----elleelleelleelle

étéétéétéété synthétiséesynthétiséesynthétiséesynthétisée ????

L'analyseL'analyseL'analyseL'analyse dededede cettecettecettecette souchesouchesouchesouche méritemériteméritemérite d'êtred'êtred'êtred'être poursuiviepoursuiviepoursuiviepoursuivie dansdansdansdans

unununun laboratoirelaboratoirelaboratoirelaboratoire spécialiséspécialiséspécialiséspécialisé.... »»»»



Staphylococcus aureus

• Résistant à la méticilline

• Gène mecA négatif



Staphylococcus aureus

• Résistant à la méticilline

• Gène mecA négatif
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mecA variant  !

d’après F.  Laurent



mecA variant  !

d’après F.  Laurent



mecA variant  !

d’après F.  Laurent



mecA variant  !

d’après F.  Laurent



….. en France
Souche animale : 

une souche mais deux cas de mastite dans une 
même ferme
. deuxième pays avec souches animales
. première description de cas groupées
. agr3 CC130

mecA variant  !

Souche humaine :
. 5 cas d’infection:

Aix en Provence n=3 
Mulhouse n=1
Limoges n=1
Libourne n=1

. Toutes agr 3 CC130

+ Montpellier



Réseau REUSSIR

Figure 2 : répartition des souches de 
SARM: phénotype et génotype
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IntroductionIdentifier les souches mecC

Microscan Vitek Phoenix
mg/L OXA FOX OXA FOX OXA FOX MOX

0.25 18 1** 1**

Automates en milieu liquide

En disque : ne compter que sur la cefoxitine (<25)

d’après F. Laurent

0.25 18 1** 1**

0.5 38 13 3

1 10 26 15

2 6 14 41 1**

4 2** 18* 3 negative 12* 11

8 70* 69 positive 48

16 12* 5

32 67*

64

Classification 
correcte 70/72 69/72 60/72



IntroductionConfirmer les souches mecC

Attention à la PCR mecA
SARM mecC+ = résistance isolée (multi-sensible)

Question : SASM avec erreur sur lecture cefoxitine ou vrai 
SARM ?

or PCR mec prise en défaut = mecA- …. 

Ne pas conclure que erreur sur cefoxtine Ne pas conclure que erreur sur cefoxtine 
donc  Ne pas rendre SASM   



IntroductionConfirmer les souches mecC

Attention à la PCR mecA
SARM mecB+ = résistance isolée (multi-sensible)

Question : SASM avec erreur sur lecture cefoxitine ou vrai 
SARM ?

or PCR mec prise en défaut = mecA- …. 

Ne pas conclure que erreur sur cefoxtine 

d’après F. Laurent

PCR spécifique mecC (mutiplex mecC, mecA,
spa, pvl)

Ne pas conclure que erreur sur cefoxtine 
donc  Ne pas rendre SASM   



IntroductionConfirmer les souches mecC

Clearview Exact PBP2a 
(Alere)

PBP2a agglutination 
(Oxoid)

sans 
induction

avec
induction

sans 
induction

avec 
induction

agr 3  n=60 10 60 1 1

Détection immunologique PBP2a

agr 3  n=60 10 60 1 1

agr 4   n=12 0 12 0 0

Identification 
correcte 14% 100% 1.4% 1.4%

d’après F. Laurent



IntroductionConfirmer les souches mecC

Clearview Exact PBP2a 
(Alere)

PBP2a agglutination 
(Oxoid)

sans 
induction

avec
induction

sans 
induction

avec 
induction

agr 3  n=60 10 60 1 1

Détection immunologique PBP2a
d’après F. Laurent

agr 3  n=60 10 60 1 1

agr 4   n=12 0 12 0 0

Identification 
correcte 14% 100% 1.4% 1.4%

. pour identification/ détection : non (neg sur boite d’isolement)

. pour confirmation : avec induction +++
seule technique permettant de confirmer la présence  
d’une PLP additionnelle en dehors de la PCR mecC



Introduction

MRSA Select
bioRad 

MRSA Brilliance 2
Oxoid

ChromID MRSA
bioMérieux

CHROMAgar II
Becton Dickinson

Clonal 
n 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Dépister les souches mecB+
0,5 McF 
dilution 10-3

Enst 10 µl à l’oese

Clonal 
Complex 

n 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

S/R S/R S/R S/R S/R S/R S/R S/R

CC130 60 28/35 5/55 0/60 0/60 0/60 0/60 9/51 0/60

CC1943 12 7/5 2/10 0/12 0/12 0/12 0/12 3/9 0/12

Détection 
correcte

55.6% 90.3% 100% 100% 100% 100% 83.3% 100%

d’après F. Laurent



Conclusion

*SARM mecA négatif, mecC positif en France
* Dans plusieurs régions françaises
* Dès 2006
•Responsable d’infections humaines 

et animales
* Rarement isolé
* Résistance isolée à l’oxacilline
* Souches appartiennent 

au même complexe clonal
* Absence de gènes codant pour des toxines


