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Avant-propos







En 1942, Ernst Mayr définissait une espéce de ¢arfassuivante : kes espéeces sont des
groupes de populations naturelles, effectivement pmientiellement interfécondes, qui sont
génétiguement isolées d’autres groupes similairg¢s]. Cette notion n’est pas applicable pour les
organismes asexués. Un probléme conceptuel s’impluse aux taxonomistes : celui de I'espéce
bactérienne. Identifiés commearimalcules des infusionspar Antoni van Leeuwenhoek lors de leur
découverte au f7° siécle, les micro-organismes ont longtemps étésidérés comme les
représentants d'une méme espece, douée de plédsmegte. la capacité a prendre une grande
variété de formes. Dans sdmaité de systématique bactérienparu en 1961, le pasteurien André-
Romain Prévot avance l'idée que I'espece bactégianin pas de sens en systématique mais que
I'établissement d'une classification bactériennevmt de structurer notre compréhension du monde
bactérien. Il définit ainsi I'espece bactériennenote «une mosaique d’enzymes et d’antigendses
Canadiens Sorin Sonea et Maurice Panisset désigierg I'ensemble des bactéries comme un
superorganisme global sexué [2]. Cependant, cidienvdu monde bactérien est en pratique peu utile
pour décrire et rendre compte de la réalité de ilarsité bactérienne et des particularités
métaboliques, physiologiques, écologiques, patiqgén des microorganismes. Le monde bactérien
n'est en effet pas un continuum, et il est utilg gitroduire une notion d’espéece. Frederik Cohan
résume ainsi 'espéce bactérienne Bacterial species exist... bacterial diversity is argad into
discrete phenotypic and genetic clusters, whichsmearated by large phenotypic and genetic gaps,
and these clusters are recognized as spec[&}

L’avénement des théories fondées par les microfistes du 19™ siécle tels que Louis
Pasteur et Robert Koch a contribué a I'établisséndéime classification procaryote. Dans cette
classification, la notion d'espece est largemefini@éépar la pathogénicité du microorganisme. En
1957, le microbiologiste Peter Sneath appliqued@homie numérique a la systématique bactérienne
en axant son analyse sur plus de cent caractéoedrel’ morphologique, biochimique, cultural ou
structurel [4]. La classification de référence ppédbdl dans leBergey's Manual of Systematic
Bacteriologyrepose sur cette approche [5]. L'avénement defiadéts moléculaires a contribué a
'augmentation de la robustesse de cette clastdital 'application des méthodes d’hybridation
moléculaire a permis de proposer une définitionogéique de lI'espéce bactérienne. Celle-ci est
définie de maniére opérationnelle comme I'enserdbkisolats caractérisés par un taux d’hybridation
ADN/ADN supérieur a 70%. Cette caractérisationtesfours reconnue péinternational Committee
on Systematics of Prokaryotdse développement du séquencage de 'ADN par Samdgxam et
Gilbert, et les études de similarité de séquendANr 16S ont ensuite conduit a la proposition du
seuil de 97% pour définir une espéce bactérienhel 6 classification bactérienne est une science
évolutive dont les termes et les codes sont modudédes perpétuelles découvertes scientifiques.
L’identification bactérienne et la notion d’espésteez les procaryotes ne constituant pas le cceur du
sujet de cette thése, je m'intéresserai ici daggntal’évaluation de la diversité au sein de plusie

espéces bactériennes. Néanmoins, les conceptséalswdt similaires et sont confrontés aux mémes
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problématiques : il s’agit d’explorer la diversitde rechercher des déterminants génétiques ou
phénotypiques de différenciation, de classer ldwidus bactériens. Les génomes bactériens sont des
structures mosaiques, flexibles, dynamiques, einsms a des flux génétiques perpétuels. Chaque
génome bactérien résulte d’'une histoire évolutiféreénte et peut étre différencié des membres de
son espéce. Durant ces derniéres années, I'esdargémomique a permis de révéler I'existence de
nombreuses sources de polymorphisme pour distintggermembres d’'une méme espéce : les
réarrangements chromosomiques, les mutations palesdpou encore les séquences répétées. Ces
objets génétiques polymorphes sont le support deeaux outils congus pour évaluer la diversité
bactérienne : c’est le génotypage bactérien. G¢lpeérmet d'appréhender la diversité d'une popriati
bactérienne en différenciant avec précision lelmisdactériens. Ces techniques ont révolutionné la
microbiologie dans nombre de ses facettes comrtaxtanomie et la phylogénie, établissant ainsi les
bases d’'une meilleure connaissance du monde lEmttdre typage constitue également un puissant
outil pour I'épidémiologie des maladies infectiesisecience qui caractérise le pathogéne impliqué
dans le déclenchement d'une maladie, ses facteutsadsmission et les mécanismes de virulence
déployés. L'isolat incriminé se voit attribuer wéritable carte d'identité microbiologique permatta

a I'épidémiologiste de le tracer précisément elatitifier son foyer. La découverte de la sourcéade
contamination permettra ainsi d’appréhender et éfnid la mise en ceuvre de méthodes de lutte
adaptées contre la dissémination du pathogénexgidhsion de la maladie.

Les bactéries sont des organismes ubiquitairemtppes et représenteraient, aujourd’hui,
une biomasse totale de plus de®1€ellules [7]. La connaissance de la diversité dwspéce
bactérienne ne peut se limiter & I'analyse de aqugsldsolats issus d’'un méme écosystéme puisqu'il
s'agit d'identifier des discontinuités de distribntde variations au sein de grandes populations de
microorganismes. Le développement d’outils rapie¢shaut-débit permettant de constituer un
panorama global de la diversité génétique d’unailadipn bactérienne doit donc étre envisagé. C'est
dans cette quéte d’'une méthodologie accessiblde facmettre en ceuvre et permettant le typage
systématique de tout isolat bactérien que s’ineativnes travaux. Au cours de cette thése, je nge sui
penché sur I'étude des séquences répétées en tgulgmorphes ou VNTR\Wariable Number of
Tamdem RepegtCes structures génétiques complexes et dynamspe d’excellents marqueurs de
discrimination utilisés pour génotyper les bactrigétude du polymorphisme d’'une collection de
VNTR est le coeur de la méthodologie de génotypageéhien par MLVA Kultiple Loci VNTR
Analysig. Durant cette these, trois especes bactérieramthogenes ont été choisies comme modeles
expérimentaux Legionella pneumophilaPseudomonas aeruginos Staphylococcus aureues
espéces bactériennes sont différentes a bien dedségmécanismes de virulence, spectres d’hétes,
réservoir environnemental, histoire évolutive owae structure de population. L'objet de mes
travaux a été, en premier lieu, de trouver un giédéchnologique permettant au MLVA de répondre

aux besoins de génotypage haut-débit. Puis, it étessaire de confirmer les VNTRs en tant
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gu’outils épidémiologiques pour ces pathogénesinEpéi d0 évaluer la pertinence de ces loci ert ta
gue marqueurs informatifs de structuration des |adjoms bactériennes.

Les trois dernieres années ont vu l'avenement des/afies techniques de séquencgage,
autrement nommées NGEdxt Generation Sequencin@es procédés permettent la fourniture rapide
et massive de données génomiques, une manne diaion extraordinaire pour les biologistes.
L'essor parallele de la science d'étude de ces ékmnla bioinformatique, contribue au
développement de nouveaux outils et a I'ouvert@aauvelles perspectives de recherche. Ainsi, en
génomique, les concepts et techniques sont enacaashnutation. Apres ces trois années, un premier
bilan s'impose et plusieurs interrogations survatnlL’'avancée technologique du MLVA a laquelle
mes travaux de these ont participé sera-elle langade sa généralisation ? Peut-on imaginer
désormais de séquencer de maniere systématiquetemmes réel les génomes des isolats récoltés ?
Les VNTRs vont-ils devenir des marqueurs désuelB&utres particularités de ces régions
génomiques peuvent-elles étre exploitées ?

Dans le chapitre introductif, je décrirai les pipates composantes de I'épidémiologie des
maladies infectieuses ainsi que l'apport du typhgetérien dans la connaissance de la diversité
bactérienne. Une description des VNTRs en tantsjuetures génomiques accompagnée d’un bilan
relatant leurs principales forces et faiblesses memmarqueurs épidémiologiques finalisera
I'introduction. Puis, les travaux entrepris au cde cette thése seront illustrés par quatre esticl
chacun précédé d’'un résumé relatant les tenamatsoetissants des travaux entrepris. Enfin, plusieur
éléments seront discutés a la lumiére des résolbdgsius et permettront de répondre aux précédentes

interrogations.
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Introduction







[) Epidémiologie des maladies infectieuses

1. Préambule

1.1. Notions d’épidémiologie

Par définition, I'épidémiologie est la science d@wialue I'apparition, les déterminants et la
distribution d’'une maladie dans une population [Bhr extension, I'épidémiologie des maladies
infectieuses est la science qui étudie la dynamitpgemaladies infectieuses et les agents respessabl
de leur transmission (bactéries, virus, parasithampignons, ...). L'épidémiologie est intimement
liée aux statistiques. Les outils utilisés senmmir mesurer des fréquences, taux de mortalitéuwu t
de morbidité, et permettent de qualifier la typddod'une maladie selon sa fréquence temporelle et
géographique. La terminologie épidémiologique reeeaminsi quatre grandes familles de maladies : la
sporadie, I'épidémie, la pandémie et I'endémie [&8ne maladie sporadique se déclare
occasionnellement a intervalles de temps irrégulieine maladie endémique est spécifique d’'une
zone géographique donnée et maintenue a un tauetlwamstant avec une incidence réguliere. Une
épidémie est la survenue brutale d’'une maladiausugspace restreint alors que la pandémie est une
épidémie distribuée globalement.

Le cycle d’'une maladie infectieuse est représeatéipe chaine composée de cing maillons :
I'agent pathogéne, la source de 'agent, la trassiom a I'héte, la sensibilité de I'héte et la Eode
I'héte [8]. Plusieurs facteurs interviennent dares déroulement de ce cycle: des facteurs
microbiologiques, des facteurs d’hotes et des famstenvironnementaux. L'analyse des facteurs
microbiologiques se concentre sur I'étude de I'agefectieux, de son origine et de son réservoir.
L'origine ou foyer est le lieu a partir duquel lg@misme pathogene est transmis a I'héte soit
indirectement par I'environnement soit directempat un agent intermédiaire. L’intervention au
niveau du foyer de I'agent rompt par conséquemtytde infectieux. La recherche de l'origine et du
réservoir de I'agent étiologique est donc fondamenpour le contrble des maladies infectieuses. En
cela, le Dr John Snow est considéré comme le predpielémiologiste. Ce médecin anglais a, apres
investigations, identifi€ une pompe a eau publigumme source de I'épidémie de choléra a Londres
en 1849. Ce pionnier de I'épidémiologie moderneiininia, en 1854 lors de la deuxieme épidémie de
choléra, une compagnie de distribution d'eau atbat I'épidémie a la contamination de I'eau
potable. Prés de 30 ans avant la découverte denkagtiologique du choléradjibrio cholerae par
Robert Koch, John Snow affirmait que I'agent regadre des épidémies de choléra avait la capacité

de se multiplier dans I'eau et en déduisait desunesspréventives efficaces [8].
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1.2.  Vers le typage bactérien

L’épidémiologie des maladies infectieuses cherchliéider les mécanismes de transmission
des agents infectieux, I'existence de réservoirdeat origine. L'épidémiologiste doit pouvoir
caractériser avec précision l'isolat bactérienimioré afin d’identifier sa source et ses vectews d
transmission. Pour répondre a ce besoin, une apprdiépidémiologie qualitative ne se contente pas
de l'identification au niveau de I'espéce du patrogincriminé. En effet, le développement d’outils
moléculaires reproductibles, standardisés et péamtetine caractérisation plus fine, le typage,ade |
bactérie isolée est nécessaire afin de détermingrdbabilité pour deux isolats d’'avoir la méme
origine. Par opposition a l'identification qui sentente de déterminer I'espéce selon une approche
descendante, le typage bactérien permet de casectir variabilité génétique d’'une espéce donmée e
d'identifier alors les relations de similitude entes souches qui la composent par une approche
ascendante. Les bactéries mutent, recombinena@dstent ; cette flexibilité génomique guidée par |
dérive génétique et la sélection naturelle [9luesélément de compréhension de la diversité garetiq
observée au sein d’'une méme espece. Le typagendipldgique repose sur le postulat selon lequel
les isolats d’'un méme agent pathogéne impliqués taméme chaine de transmission sont clonaux
i.e. ils sont tous descendants d'une méme cellule Bns@ns apport génétique externe. Ces isolats
sont donc les représentants d'un méme clone dadinun type spécifique, c’est-a-dire par le résulta
d’une technique de typage. La caractérisationdinelone, génotypique et phénotypique, définira une

souche.

2. Problématiques épidémiologiques

L’épidémiologie des maladies infectieuses se déclsur différentes échelles spatio-
temporelles selon les problématiques identifiées.'Dvestigation épidémique a la biosurveillance
des agents pathogenes, I'épidémiologiste s’apparanin détective chargé de tracer le pathogéne

localement ou de déterminer plus globalement sampootement et sa distribution mondiale.
2.1. Investigation des cas épidémiques

Une épidémie se reconnait a 'augmentation drastiqlans un court laps de temps, de
l'incidence d’'une maladie au sein d'une populatsun une aire géographique définie. La détection,
l'investigation et le contrdle des épidémies sdrditement liés et ont pour finalité la santé pgbé et
la prévention. L'investigation sur le terrain reposur une approche multidisciplinaire (clinique,
épidémiologique, environnementale et microbiologiget une démarche méthodologique basée sur la
description et le test d’hypothéses. La déclaratien I'épidémie et la transmission de l'agent

infectieux résultent de l'interaction entre I'agdni-méme, I'environnement, et I'héte. L’altération
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d’'un membre de cette triade ou de leurs interastfwgut entrainer I'augmentation de la transmission
et de l'incidence d’une maladie. Couplée aux ingesibns épidémiologiques (caractéristiques spatio-

temporelles de [I'épidémie, recensement et répamtitdes cas, symptomatologie, données

démographiques, physiques, psychologiques et sscidés malades) coordonnées avec I'enquéte
environnementale (identification d’'un lieu, d'uesbu d’'un processus identifié a risque), I'analyse

microbiologique par typage est un des piliers oivéstigation des épidémies [10]. Elle n’identifias

les modes de transmission ni les facteurs de ristpie s'attache a identifier la source, le véhiaile

le réservoir de I'agent infectieux.

La premiére étape de l'investigation est la miseéeidence du caractére épidémique par le
signalement, a l'autorité sanitaire en charge, bénpmeénes de santé jugés inhabituels [10]. La
connaissance du contexte épidémiologique, cliniguiemicrobiologique d'une aire géographique
limitée permet aux professionnels de terrain deefdé constat de I'épidémie lorsqu’un seuil
épidémique statistique est franchi. Cependant, dangres situations, 'augmentation du nombre de
cas peut étre modéré ou apparaitre comme compatibteles fluctuations temporelles de la maladie.
C'est d'ailleurs la capacité a signaler le plusgrément possible une épidémie, alors que lesotds s
dispersés géographiguement et peu nombreux, qu Femervention préventive d’autant plus
efficace. Le typage bactérien peut contribuer @lefprécocement I'état épidémique. La comparaison
génétique des différents isolats cliniques confiamau infirmera I'épidémie en révélant la similérit
ou la différence des différents isolats : l'alegpidémique sera donnée lorsque deux patients
indépendants s’avérent contaminés par le mémehgprien [10]. Dans le cas contraire, les isolats
sont différents, les patients ont donc été contésmpar des sources distinctes et/ou I'agent irfexti
n'a pas circulé entre différents hotes : ces cafessinfectés par la méme espéce bactérienne
s’apparentent donc a des manifestations sporadigdépendantes. Par extension, les techniques de
typage garantissent la distinction du groupe dés@wents sporadiques de celui des cas épidémiques.
Ainsi, les cas sporadiques de salmonellose, d'erad constante, ont été écartés de ceux impliqués
dans I'épidémie alimentaire de 1993 en France [14]confirmation de la nature clonale de I'agent
infectieux est un argument en faveur de la miséwdence du caractere épidémique de linfection.
Cependant, les épidémies ne sont pas toujourslegralusieurs génotypes différents peuvent étre
impligués dans des infections concomitantes. Ladgpde plusieurs isolats cliniqgues impliqués dans
une épidémie de listériose apparemment homogerensigpde montrer que deux génotypes, issus de
deux sources alimentaires distinctes, étaient resgiwes de deux épidémies distinctes et
concomitantes [12]. Des modifications climatiquesiyent également étre a l'origine d'évenements

épidémiques causeés par différentes souches [13].
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2.2.  Tracabilité des agents pathogénes

Le typage bactérien permet d’attribuer une carigedtité microbiologique, ou empreinte, a
chaque "individu" bactérien. Tous les isolats r&peuvent ainsi étre tracés au sens propre iche ter
(par définition au sens de la norme ISO 8402, agatbilité correspond a la capacité de retrouver
I'historique, l'utilisation ou la localisation d'ysroduit ou d'une activité au moyen d'informations
enregistrées). Cette tracabilité permet d’identififauthentifier et de localiser. Le typage baetér
est donc un outil de tracabilité d’évenements itidex d’origine naturelle, accidentelle, ou crirmiae

touchant humains, animaux d’élevage ou cultures.

a. Tracabilité en santé humaine et animale

Le bactériologiste disposera d’outils de typagerpmmparer les isolats cliniques afin de
mettre en évidence une épidémie, comparer lestésaliniques aux isolats de I'environnement
médical lors des contréles effectués par le sevieggiéne hospitaliere ou comparer plusieurs isola
d’'un méme malade issus de prélévements de nafiieedite ou a plusieurs intervalles de temps.

Sur le plan du diagnostic individuel, il permettdidir la chronicité d’'une infection en différencta
récidive, i.e. persistance d'une infection incompletement tradgec éventuellement acquisition de
résistances aux antibiotiques par la souche bantéien cause, et réinfectide, I'infection par une
nouvelle souche de la méme espece [14]. Le suivetigue des infections chroniques est utile pour
comprendre les mécanismes de persistance et atkptasitements dont I'efficacité peut étre évalué
par typage : le remplacement de la souche pertaspan une autre indiquera I'efficacité du traiteme
sur la souche primo-colonisante mais égalemerdésiatance développée par la souche récidiviste.

Le typage assure également l'identification du fapéial d’'une infection disséminée et établit son
origine : endogéne (flore digestive, cutanée opiraire présente a I'admission) ou exogene
(acquisition en cours d’hospitalisation) [15]. Aingar exemple, 'emploi d’'un procédé de typage doi
permettre d’identifier I'origine nosocomiale ou cmmnautaire d’une infection et de mettre en place
les procédures pour y remédier [16]. La mise ereldune méthode de typage dans un hépital
américain a permis de réduire, en moins de quatse d&e 23% le taux d’infections nosocomiales
désignant ainsi le typage bactérien comme un réélpréventif de santé publique [17].

Dans une situation épidémique, il permet de trceropagation et le suivi d’'infections microbiesne
en identifiant les modes et vecteurs de diffusiamerhumain (transmission manuportée) ou par
contact avec un réservoir ou un véhicule contanfgighon d’évier, matériel médicochirurgical,
solutés médicamenteux ou antiseptiques, etc.).sbesces peuvent étre multiples (environnement
médical, environnement urbain, produit alimentaéte, ...), une investigation analytique préliminaire

doit donc orienter les recherches.
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b. Tracabilité en agro-alimentaire

Les industries agro-alimentaires ont I'obligatiom contréler et de maitriser les différentes
étapes du processus de fabrication de leurs psodDéns le cadre de I'application de mesures de
tracabilité, I'identification rapide et certaine the source d’'une contamination microbienne offre la
possibilité d’'un confinement rapide. La caractéiisa au-dela de I'espéce de la flore microbienne
contaminante apporte des informations sur les pitéantiels de la contamination et les vecteursade
dissémination dans l'usine de production. Ces méions sont de puissants outils d’aide a la
décision implémentables dans des procédures demets risques du type HACCH4rd Analysis
Critical Control Poin). Certaines bactéries, commacillus cereusou Clostridium botulinium sont
des contaminants récurrents des chaines de prodwditinentaire ; I'origine du souillage par ce type
de bactéries endémiques doit étre déterminée paecniminer les matieres premieres. Ainsi,
Scheinbach et Hong ont montré que des génotyp&aldeonella entericat Escherichia coliétaient
persistants sur de longues périodes dans les usimesalimentaires [18]. L'endémicité & aureus
dans une usine de traitement de la volaille e&ragihe de la contamination des carcasses dont la
flore enS. aureusa été modifiée [19]. L'évaluation de points critgg relatifs aux sites d’entrée
putatifs du contaminant ainsi qu’aux process faani les contaminations croisées, a été validée par
des méthodes de typage [20]. Les techniques dgéaypant donc des outils puissants applicables a la

tracabilité bactérienne en agro-alimentaire damsitie de 'HACCP [21].

C. Tracabilité des agents bioterroristes

La crainte du bioterrorisme, diffusion délibérémgénts biologiques susceptibles de provoquer
une maladie mortelle, pousse également a rechedelseoutils performants pour identifier les germes
dispersés dans I'environnement, retrouver l'origiles souches et comprendre les éventuels trafics de
ces armes biologiques [22]. Heureusement de té&lsednents sont rares, puisque I'on cite toujours le
siege de la ville de Caffa en Crimée [22]. Cologémoise d'importance commerciale majeure, Caffa
fut assiégée en 1346 par les Tatars alors quest ge déclarait dans leurs rangs. Décimés par la
maladie et sur le point de battre en retraite £leégal mongol Djanildedonna l'ordre de catapulter les
soldats morts par-dessus les remparts de la ctépdste éclata a Caffa et les Tatars réussirent a
s'emparer de la ville. La diaspora génoise a véhileupeste sur tout le pourtour méditerranéen en
1347 et la deuxieme épidémie de peste noire, eantoplus d'un tiers de la population de I'Europe
occidentale en cent ans, est déclarée en 134801 Décle, I'utilisation des armes biologiques est
étroitement liée a la guerre, notamment a partiladgéeconde Guerre Mondiale pendant laquelle les
Japonais sont suspectés d’avoir largué des pucgeupes de I'agent de la peste sur des villes
chinoises. Les armes biologiques sont davantageeptisles d'étre utilisées aujourd’hui comme
menaces terroristes mises en application lorsetitts. La secte Rajneesh a, en 1984, cultivé une

BN

souche de salmonelle et dispersé le pathogene ldanbars a salades de I'Oregon provoguant
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I'intoxication alimentaire de 750 personnes [23gt @cte fut considéré comme le premier attentat
terroriste bactériologique aux Etats-Unis. L’end@nveloppes piégées a l'anthexx2001 représente

le premier attentat bioterroriste ayant eu un imhpéanétaire majeur en dépit du nombre relativement
modeste de victimes [23]. La souche utilis&mes est issue d'une lignée rare aux Etats-Unis ét éta
utilisée par un certain nombre de laboratoires eepays [24,25]. Lidentification de la souche

incriminée par typage a été décisive dans l'oriemtale I'enquéte criminelle.
d. Tracabilité industrielle

Le génotypage des bactéries d'intérét industriélogine de la thématique épidémiologique
mais représente un enjeu majeur. Certaines solawsériennes sont utilisées comme probiotiques,
d’autres comme agents de vaccination et d'autresrersont de véritables usines a production de
métabolites industriels. L'étude de la diversitédet la variabilité génétique des souches d’intérét
permet une meilleure connaissance des espécespmumdantes et peut guider dans la recherche de
souches ayant des propriétés nouvelles. Le génpdyfoairnit des outils commodes pour la tracabilité
de ces souches industrielles dans le cadre d'utr@enqualité ou pour certifier une propriété
industrielle. Ainsi, le suivi de la chaine de protion par échantillonnage raisonné de différents lo
est une mesure de contrdle qualité qui permet detemir I'intégrité des produits et de déterminer s
des changements génotypiques ont eu lieu pendpradaction, le conditionnement ou le stockage de

ces produits biologiques.
2.3.  Biosurveillance des agents pathogénes
a. Définition

La surveillance épidémiologiqgue comprend la colle€analyse et la diffusion systématique
des données sanitaires pour la planification, Eexén et I'évaluation des programmes de santé
publique [8]. Les méthodes de typage contribuenteraichir les enquétes de surveillance
épidémiologique des maladies infectieuses en a#tnbun profil génotypique et/ou phénotypique a
tous les isolats cliniques et environnementauxectdls et typés. Ce recensement permet d’évaluer la
distribution environnementale des différents typassein d’une espéce bactérienne qui pourra alors
étre corrélée avec la distribution des isolatsiguies. La diversité des isolats cliniques est souve
réduite par rapport a celle des isolats d'origimeirennementale. Les souches responsables de
pathologie humaine sont généralement peu retrowdeiesla nature et ont développé des mécanismes
de survie, de colonisation et de résistance ad’li@6]. La surveillance épidémiologique prend en
charge le suivi des maladies zoonotiques et notarnhes modalités de transfert de souches de
'animal & 'lhomme. La spécificité d’héte de centas souches ajoutée au typage peut permettre de

déterminer 'origine d’'une contamination microbienn
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b. Un outil d’aide a la décision

La surveillance des agents pathogénes est unhiéritatil d’aide a la décision qui permet de
révéler 'émergence de certains clones ou de leéleo avec un pouvoir pathogene particulier.

A linstar d’'une épidémie, I'émergence correspond’apparition soudaine, localisée et
imprévue d’un nouveau clone dont le profil atypicst décelé par typage bactérien. Par exemple, la
souche Lorraine de. pneumophilan’avait jamais été identifiée avant 1995 et émetgpuis 2001
[27]. Initialement identifiée dans l'est de la Fecan elle est présente a I'échelle européenne. A
I'inverse des clones épidémiques, les clones émesg®nt persistants et parviennent a s’établis dan
une niche écologique. La détection et la surveailades clones émergents nécessitent de disposer de
bases de données fournies, robustes, internatoadile de justifier la nouveauté du type suspecté
émergent et de suivre sa dissémination. L'émergesterendue possible par I'acquisition d'une
nouvelle fonction exploitée par la bactérie powraitre sa capacité adaptative, fdiness dans une
niche particuliére. La plasticité génomique baetd@me favorise I'émergence [28]. L'émergence est
ainsi souvent décrite comme un signal d’alerte. dffiet, les souches ou clones émergents ont
potentiellement un nouveau bagage génétique irtflgan la pathogénicité ou la résistance aux
antibiotiques. Par exemple, la souche Lorraine aesable de 10 et 25% des cas de légionelloses
diagnostiqués en France et au Royaume-Uni respeatint est qualifiée d’hyper-virulente.

Le pouvoir pathogéne ou pathogénicité est I'ensentl@ls mécanismes conditionnant une
maladie induite par un agent infectieux [8]. Cetfgtitude est fonction de plusieurs parametres
principalement liés aux facteurs de I'h6te, auxditions environnementales et a la dose, au pouvoir
invasif et a la virulence de I'agent biologique. ldaulence bactérienne est liée a la synthése de
macromolécules appelées facteurs de virulencefénset avec des fonctions physiologiques de
I'organisme infecté, aux niveaux moléculaire, deihe et tissulaire. Corréler génotype et virulence
s’avere donc, au premier abord, une démarche guésél Cependant, les épidémiologistes observent
pour la majorité des especes bactériennes suividiem entre génotype et virulence. Par exemple,
Jaureguy et collaborateurs ont montré que I'ensenbifacteurs de virulencekd’ coli était différent
selon les complexes clonaux [28h diversité limitée des souches cliniques estaatefur important
pour corréler le génotype avec une capacité a mgude une pathologie. Le génotype est de toute
évidence, dans certains cas du moins, corrélélawgmlence mais ne peut suffire a la prédire @it f

par exemple de I'hnétérogenéité génétique de I'hbte.
3. Structure des populations et épidémiologie
La notion d'espece bactérienne permet de rendrgpteodfune certaine réalité biologique qui

s'exprime dans une structure de population. Larsiiéeintra-espece est tres variable selon I'espéce

considérée. L'épidémiologiste doit appréhenderpagticularités génétiques et les considérer lors de
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ses investigations : quel est le moteur de la ditéerbactérienne, comment sont structurées les
populations bactériennes, en quoi les considématida génétique des populations sont-elles

essentielles a I'épidémiologie des maladies indesies ?
3.1. Le modele clonal remis en question

Les populations bactériennes doivent satisfairex ggacessus nécessaires pour assurer leur
survie : conserver l'information génétique tout £adaptant a des environnements changeants. La
conception clonale a longtemps permis de comprerdrament se conservait et se pérennisait
I'information génétique en I'absence de reprodutsexuée [30]. Les bactéries sont des organismes
asexués qui se reproduisent par scissiparité dt ldioformation génétique est priori, transmise
intégralement a la descendance, aux mutatidesnovo pres. La découverte des mécanismes
horizontaux de transfert génétique a fait vacileiconception d’une évolution strictement clonale.
Des évenements génomiques extrinséques contritiuelat plasticité génomique bactérienne et
favorisent l'adaptation rapide a de nouvelles rscleologiqgues. Chez de nombreuses espéces
bactériennes, les génomes sont des mosaiques iagarporé du matériel génétique étranger par
transfert horizontal. Par opposition au transfertigal, héritage du matériel génétique par scisii
le transfert horizontal est caractérisé par l'inddign, dans un génome bactérien, de matériel
génétique libre, provenant d'éléments mobiles $viampérés) ou d’autres bactéries. La transmission
horizontale de I'information génétique est réalisén trois mécanismes connus : la transformation
qui permet l'internalisation d’'une molécule d’ADNbde, la transduction faisant intervenir un
bactériophage pour véhiculer '’ADN transformant/aetonjugaison nécessitant le contact entre deux
micro-organismes. Le transfert horizontal appaa#iti étre un facteur majeur de I'évolution des
bactéries a méme de contribuer a l'adaptabilité. fitess bactérien dans une nouvelle niche
écologique peut par exemple étre amélioré par listtipn de matériel génétique issu de bactéries

déja adaptées a cet écosystéme (acquisition de gémésistance aux antibiotiques).
3.2.  Structures des populations bactériennes

Les populations bactériennes ne sont pas homogglnsgurs structures pouvant coexister au
sein d’'une espéce (Figure 1). Le généticien britareaJohn Maynard Smith a défini les structures de
populations bactériennes fondamentales en carsemérirois structures possibles, de strictement
clonale & panmictique, selon l'importance des featrsshorizontaux et la nature de leur écosysteme
[31]. Plusieurs méthodes déterminent la structuteed population bactérienne, la plus utilisée
consistant a évaluer l'indice de déséquilibre disdin entre les alléles des marqueurs étudiés C22].
indice estime le degré d’association non aléatdies alléles a différents loci. En I'absence de
recombinaison chromosomique, les loci étudiés me¢ pas distribués aléatoirement au sein de la

population : un déséquilibre de liaison est obsemnée les marqueurs suggeérant alors la clonadité d
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I'échantillon étudié. L’absence de recombinaisotmeedes populations résulte de barriéres biologique
empéchant tout échange génétique ou tient a liisede géographique ou écologique de ces

populations.
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Figure 1. Modeéles de structures de populationsbacines (extrait de [31])

Population clonale, aucune recombinaison entrantisidus asexués (exS. aureusE. coli)
Population a structure mixte, des évenements demngioaison ont lieu entre les individus apparte@dalat
méme lignée (ex.L. pneumophila
Population panmictique, représentation en résedal ddation de parenté entre les individus sexjugs
échangent du matériel génétique (eR. aeruginosaH. pylori)

a. Clonalité

L'asexualité apparente des bactéries, 'endémast&ertains complexes clonaux ainsi que la
relation étroite entre génotypes et pathogéniditéiraérét apporté a I'étude des microorganismes
pathogénes ont conduit & surestimer limportanceladeclonalité bactérienne [30]. Certaines
populations bactériennes sont caractérisées gpaésence d'un nombre limité de génotypes ou clones
largement répandus et de nombreux génotypes maees les populations a structure clonale, ces
clones prédominants appartiennent a des compldseaux dont la divergence radiale a été initiée a
partir d’'un génotype fondateur. Les bactéries dEsmaont structurées exclusivement en complexes
clonaux qui ont divergé par dérive génétigeepar accumulation de mutations neutres, stochasiqu
et héritées [33]. Les événements de transfertzdmaux sont supposés quasi inexistants chez ee typ

de population bactérienne au fort déséquilibreiaedn. Cependant, des traces de transfert hodakont
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ont été mises en évidence par analyse de séqueheeg. coli [34] et Salmonella[35], bactéries
considérées clonales. La fréquence de ces éverememtermet pas de supprimer le déséquilibre de
liaison et ne modifie pas considérablement la &irecclonale de leurs populations. Les régions
génomiques d’'un individu membre d’'une populatioonele partagent une méme histoire évolutive ;
les relations phylogénétiques inférées a partirddférents génes sont donc congruentes. Cette
corrélation évolutive, un des arguments de I'hypsth clonale d'une population, est cependant a
nuancer car elle n'est valable que pour les gememénage peu mutables et dont la stabilité est
maintenue par sélection naturelle [36].

Ces populations clonales sont donc structuréesarpgs stables bien caractérisés permettant
le suivi épidémiologique global. La diversité ainsde ces complexes clonaux résulte essentiellement
de I'apparition de mutatiorde novo L'épidémiologiste devra adapter son outil de ggaour que les

individus de ces complexes puissent étre distingués

b. Panmixie

Certaines espéces de bactéries, telles Nattseria gonorrhoeaet Helicobacter pylori
évoluent principalement par transfert horizontaleebmbinaison [37,38]. Les échanges génétiques au
sein de ces populations, dites panmictiques, soinéguents que les loci sont tous a I'équilibre de
liasison. La panmixie est trés élevée chézpylori. Les recombinaisons sont 200 a 300 fois plus
fréquentes que les mutations ponctuelles, 50% dworgé dH. pylori ayant pu étre remplacés par
recombinaison homologue durant son évolution [§faque isolat typé représente un génotype
unique. L’histoire évolutive et I'établissement delations de parenté au sein de populations
panmictiques ne peuvent étre déduits selon un raadassique.e. clonal [30]. Une phylogénie des
génomes n’est pas concevable pour ce type de lesctéune représentation en réseau, mettant en
évidence les réticulations phylogénétiques dues teansferts horizontaux, est préférée. Le suivi
global et & long terme de ce type de pathogenempessible. Les déterminants qui qualifient chaque
souche bactérienne mutent de maniére permanentécheng ainsi I'étude de sa distribution et
répartition. Néanmoins, les vitesses de mutationadgent raisonnables pour que l'isolat incriminé
puisse étre tracé localement, lors d’'une investigagpidémique par exemple.

L'acquisition de nouveaux alleles par transfertizuntal peut conférer un pouvoir adaptatif et
conduire a I'émergence d'un clone épidémique. Wpelption a structure panmictique pourra générer,
en situation épidémique, des clones particulierapts a leurs hétes: on parlera de structure
panmictiqgue épidémique. Ces clones épidémiquesepeipersister dans le temps. L'observation de
cette apparente clonalité caractéristique d’'uneuladipon épidémique peut induire en erreur sur la
structure de cette population. Le clone particahéent adapté a un hoéte profitera de son pouvoir

adaptatif pour disséminer rapidement conduisams @défactuellement a un déséquilibre de liaison.
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C. Structure mixte

La dichotomie clonale/panmictique n’est pas la r@rmpour comprendre les structures de
populations bactériennes. Un modéle intermédiaimeespondrait vraisemblablement a une réalité
biologique plus adaptée pour la plupart des espémet®riennes. En effet, la structure de la majorit
des espéces bactériennes ne rentre pas dans tes ogitles de la clonalité ou de la panmixie : on
parle alors de structure mixte. Ainsi, les bacgmoluent classiquement par expansion clonale
entrecoupée d’événements de recombinaison. Un aiébéegl de liaison sera alors observé dans une
population constituée de plusieurs branches indépdas au sein desquelles des évenements de
recombinaison ont lieu. La divergence des diff@snbranches résulte d’'une séparation clonale
médiée par sélection naturelle ou dérive généti@eigure 2). L'expansion clonale résulte
généralement de I'adaptation d’'un mutant a une elieiniche écologique ou a un nouvel héte [40].
Ce mutant adapté fonde alors un complexe clonakyde cas échéant, un nouvel écotypge un
groupe de microorganismes génétiquement similaideptés a une niche écologique. Ces différents
écotypes a structure clonale persistent et ne pealeac étre confondus avec des clones épidémiques
éphémeres [40,41L. pneumophilaest une espéce caractéristique de cette struvinte, une dizaine
de complexes clonaux s'apparentant a des écotigratscéairement identifiés [42,43,44]. Par ailleurs
des écotypes adaptés a une nouvelle niche écolgiguvent ensuite diverger et conduire a la
définition de nouvelles espéces [45]. Ainsi, le ptere M. tuberculosigoourrait avoir émergé dd.
canetti selon le modéle de I'écotype, ce qui se tradait yne apparence de réduction génétique
postérieure a un goulot d’étranglement [46]. Ceamglexes clonaux émergés a partir d’'une population
recombinante sont biologiquement difféerenEdward J. Feilsuggéere d’affiner cette notion en
remplacant le concept de génome noyau amre genome sur lequel s'appuient certaines
caractérisations génétiques de I'espece bactériganeelui declonal corei.e. 'ensemble des génes
communs a chaque complexe clonal [40].

L’épidémiologie des pathogénes a structure mixte phss problématique. A linstar des
bactéries panmictiques, I'investigation locale fesilitée par la diversité des isolats. Cependians,
de I'émergence récente d'une lignée a expansiomaldo la diversité peut étre limitée:
I'épidémiologiste sera alors dans une situationclbmalité. Lorsque les lignées sont établies, ses
membres auront pu diverger par recombinaison id&mpiologiste sera alors dans une situation de
panmixie. Dans ce cadre particulier mais finalemganéralisable a la majorité des especes
bactériennes, I'épidémiologiste doit ajouter umiét de complexité a son enquéte. Pour conclure,
I'épidémiologie des maladies infectieuses est utiense complexe largement influencée par la
génétique des populations bactériennes et néadsgita bonne connaissance de celles-ci avant toute

investigation.
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Figure 2._ Emergence de complexes clonaux au seirediopulation panmictigue (extrait de [40] avec

la permission de Nature Publishing Group, divigierMacmillan Publishers)

II) Polymorphisme chez les bactéries

Les principaux enjeux de I'’épidémiologie des madadnfectieuses ont précédemment été mis
en lumiére et 'importance du typage bactérien censmpport de I'investigation épidémiologique a
été soulignée. Typer les isolats bactériens vigeu&oir les distinguer s'il y a lieu. L'identificgah de
sources de variabilité ou polymorphismes permaégendre a ce besoin. Quelles sont les différentes
sources de polymorphisme ? Comment sont-elleségi par les méthodes de typage ? Les objets
polymorphes doivent-ils étre adaptés a la questjpidémiologique ? Je ne discuterai ici que des
polymorphismes génétiques qui sont a la base deSsodes de génotypage. Faute de mieux, les
premiéeres techniques de typage tiraient parti dgnmmrphismes phénotypiques et permettaient la
distinction d'un type défini au sein d'une espe@xtbrienne. Ainsi plusieurs familles de types
pouvaient étre définies selon les caractéres égilisbiotypes (caracteres biochimiques), sérotypes
(caracteres antigéniques), pathotypes (caracterpattiogenicité), zymotypes (profils enzymatiques),
antibiotypes (sensibilité aux antibiotiques) ou olypes (sensibilité aux bactériophages). Ces
méthodes de typage ne sont pratiguement pluséadi®n général pour des raisons de colts et de
manque de pouvoir discriminant. L'utilisation dehaiques moléculaires permettant la production

d’empreintes génétiques a augmenté considérabldepuoissance des méthodes de typage bactérien.
1. Les objets génétiques polymorphes
L’essor de la génomique a permis de révéler I'eris¢ de structures génétiques dynamiques

et/ou mobiles dans les génomes procaryotes. Cestistes mutatrices représentent des sources de

polymorphisme entre les individus bactériens.lésd,principaux objets génétiques polymorphes seront
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brievement décrits. Cing grandes familles d’élémeanterviennent dans la plasticité génomique et
constituent I'essentiel des sources de polymorphisnies transferts latéraux d’éléments
extrachromosomiquedes réarrangements chromosomiques, les mutationstyelles, les séquences

répétées dispersées et les séquences répétéesem ta

1.1. Eléments extrachromosomiques transférés latéralemén

Tous les éléments transférés latéralement sonepgtilsies de représenter une source de
polymorphisme intéressante. Dans la pratique, ésgirce/absence de deux familles d’éléments est
particulierement recherchée : les cassettes desgimeésistance aux antibiotiques et les plasmides.
Lorsque la résistance aux antibiotiques est acquaséransfert horizontal, elle peut se propageisda
la population. En considérant plusieurs antibiatguune population bactérienne représentera donc
une véritable mosaique dont les spectres de nésistux antibiotiques sont trés variables. De méme,
la présence d’'un plasmide, transmis par mécanism@gatif, au sein d'une espéce bactérienne est un
mode de discrimination utilisé mais de faible valélies plasmides sont d’ailleurs, souvent, porteurs

de genes de virulence ou de résistance aux aintinést

1.2. Réarrangements chromosomiques

Les réarrangements chromosomiques sont des mugatiodifiant la structure et I'organisation
des génomes. Seuls les réarrangements suscepmtéle®er du polymorphisme observable au sein

d’'une espece bactérienne seront ici détaillésratsposition, les délétions et les insertions.

a. Transposition

Décrits dans la théorie du gene égoiste, propoaédrighard Dawkins en 1976 [47], les
éléments mobiles sont des structures génétiqued Eyéaculté de produire des copies identiques de
leur séquence et de les disperser dans leur géhdétaeassurant ainsi leur pérennité. Les principaux
éléments mobiles caractérisés sont les élémentspwaables ou transposonsadd). Plusieurs
familles de Tpn ONt €té recensées et varient autant dans leuraniséees transpositionnels que dans
leurs structures et leurs choix des séquencesscidar l'insertion. Les séquences d’insertion ou IS
sont les transposons les plus simples et les ptgernent retrouvés chez les bactéries. Les |Sdssnt
€léments transposables de petite taille (de 75808 pb) présentant une organisation trés compacte.
Elles sont universellement retrouvées dans le phyocaryote. Une IS présente a ses extrémités de
courtes séquences inversées répétées (de 10 3, 4@ghbences d’ADN actives en recombinaison, qui
encadrent une phase ouverte de lecture codantlpowansposase (TnpA) de I'élément [48]. La
réaction de transposition constitue le cceur deéfdication et de la propagation des séquences
d'insertion. La dynamique de ces éléments mobdigslite donc en un polymorphisme de nombre et de

position d’'insertion. Une particularité importamtes 1S est qu’elles peuvent collaborer entre éless
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de leur transposition. Cette propriété permet dbiliser toute séquence d’ADN comprise entre deux
copies d’'une méme IS, en orientation directe oernsw. La structure déplacée est appelée transposon
composite, les plus connus étant Tn5 (1IS50), T&L)(let Tn10 (IS10) auxquels sont associés des
génes de résistance a un antibiotique. La colléboraentre deux copies d’'une méme IS peut
provoquer des remaniements multiples et complexes génomes en fonction des extrémités
impliquées et de la localisation du site cible [42¢s transposons peuvent ainsi conduire a lilosert

et a la délétion de larges portions génomiquegrdresposition est divisée en deux grandes catégjorie
réplicative ou conservative. Durant la transpositionservative, I'élément mobile ne se réplique:pas
c'est le principe du couper-coller [49]. Ce typetdmsposition conduit a des évenements de délétion
Au cours de la transposition réplicative, I'élémardbile subit une étape de réplication selon leenod

du copier-coller. La duplication de segments d’Ap&ut résulter de ce type d’événements [49].
b. Délétions et duplications

Les événements de délétion et de duplication deeety d’ADN sont des éléments essentiels
de la plasticité génomique. lls constituent égalgnume source de polymorphisme importante ; 10%
des mutations neutres sont des délétions et le dspparition de ces événements est dé par
génération [50]. Les régions de délétion sont ld'aik des marqueurs de polymorphisme importants
notamment utilisés pour inférer des phylogéniess hmutations par délétion et duplication sont
principalement dues aux évenements de transpasit{h et transposons composites) et a la
dynamique des prophages [51]. D’autres mécanise@gept expliquer ces macrolésions génomiques.
Lors de la réplication, un mécanisme de recomhimaiségale recA-dépendant peut conduire a la
délétion ou la duplication de régions bornées gmricourtes séquences répétées. Par ailleurs, des
mécanismes de type recA-indépendants impliquanedesirs réplicatives causées par un bégaiement
de la polymérase, des cassures double-brin résphredes exonucléases ou des erreurs introduites

lors de I'enroulement de I’ADN ont été proposés|[50

1.3. Mutations ponctuelles

Les mutations ponctuelles désignent I'ensemblendedifications qui affectent de maniéere
spécifique un point particulier du génome bactéri@as mutations conduisent alors a I'observation
d’un polymorphisme nucléotidique ou SN&ir{gle Nucleotide Polymorphignstricto sensuun SNP
se rapporte au changement d’'un nucléotide par tre awn parle de transversion lorsqu’une purine
est substituée en pyrimidine et inversement, dralesition lorsque la substitution maintient legyp
nucléotidique. Par extension, le polymorphisme éntiflique est également caractérisé lorsque des
evenements d’insertion ou délétion d’'un seul nuadép communément nommeés indels, ont lieu. La
modification pourra éventuellement altérer le sigereconnaissance d’'une enzyme de restriction : on

parlera alors de polymorphisme de restriction, ephacentral des techniques de génotypage de
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premiére génération. Selon la zone génomique au deilaquelle se produit la mutation, on
distinguera trois familles de SNPs : les SNPs géndques synonymes, non synonymes, et les SNPs
intergéniques. Les SNPs intergéniques affectererdass intergéniques non-codantes du génome. Ces
polymorphismes n’ont, en général, pas de répemsitiirectes sur le phénotype bactérien et subissent
en cela, une pression sélective faible. Ces muistiteutres sont plus fréquentes que celles qui
affectent directement la séquence nucléotidique déne. A l'inverse, les SNPs situés au sein des
régions codantes alterent la structure du codomcasspouvant éventuellement par voie de
conséquence modifier I'acide aminé codé. Cependartpde génétique est redondant et, selon la
modification du codon, les deux classes de SNPartpdynonymes et non synonymes, ont été
définis. Les SNPs non-synonymes résultent en dasgements d’acides aminés ou en I'introduction
de codons-stop pouvant provoquer un changemerti@®opype. A I'opposé, les SNP synonymes sont
caractérisés par un changement redondant de cledm@&me acide aminé est donc codé n'altérant pas

la séquence de la protéine.
1.4. Séquences répétées dispersées

Les séquences répétées peuvent étre définies calmmeones génomiques présentant une
forte similarité de ségquences avec d'autres zoiheies sur le méme génome. Les séquences répétées
dispersées sont ubiquitaires chez les procarydtesractérisées par une grande diversité strutgurel
et fonctionnelle. Leur polymorphisme résulte d'waiation du nombre d’unités répétées et de leur
position dans le génome. Quatre grandes famillest lé polymorphisme est beaucoup étudié, seront
ici détaillées : les transposons, les MITEs, lePREt les CRISPRs. Ces quatre types de structures
n‘ont pas d’histoire commune, de propriétés stmethes identiques ou de fonctions biologiques
similaires mais sont ici regroupées en raison dedaractére répété dispersé.

Par définition, les éléments transposables sontétiesents répétés dispersés. lls possedent
également les caractéristiqgues d’objets polymorgdasréarrangement chromosomique et ont donc
fait 'objet d’'une description ci-avant. La transi&tion de ces structures leur confére une grande
capacité d’envahissement génomique : certains gosefs sont trés grands et peuvent contenir
plusieurs génes altérant de maniére significatiae synthénie de Il'espece. Les transferts et
réarrangements des transposons ont un impact ditgcta pathogénicité bactérienne lorsque la
transposition impliqgue par exemple des genes distaése aux antibiotiques ou des flots de
pathogénicité.

La deuxieme famille d'éléments répétés dispersésegpond aux séquences MITEs
(Miniature Inverted repeat Transposable Elemgntseur formation résulte d'une défaillance du
systéme de transposition. Lors du mécanisme traitgpmel réplicatif, un défaut des systémes de
réparation de '’ADN peut mener a la fusion des é@nités du Tpn conduisant & la formation de

structures de type MITESs. Le lien supposé entreViBEs et les Fpn a été suggéré en premier lieu
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par la mise en évidence de deux séquences invaégieees a I'extrémité des MITEs encadrant une
région, d’environ 100pb, présentant une similadé séquences avec I'IS630 chHemevibacterium
lactofermentuni52], Neisseria[53] et Streptococcus pneumonig#d]. Les MITEs sont des structures
multifacettes dont plusieurs familles ont été cenasées chez les bactéries : EREhterobacterial
Repetition Intergenic Consen3uRUP Repeat Unit of Pneumococ¢uBIEMIS (Neisseria Miniature
Insertion Sequencgsou BOX. lls sont impliqués dans de nombreusesctfons métaboliques :
régulation transcriptionnelle, modification postftscriptionnelle, interaction avec I'héte.

La troisieme famille d’éléments répétés dispersignporphes est composée des séquences
REP Repetitive Extragenic Palindronjiclnitialement identifiées chek. coli [55], les séquences
REP, dont le motif répété est d’environ 35 pb, steg séquences palindromiques présentes en tant
gu’unité seule et indépendante ou structuréeslustersnommés BIME pouBacterial Interspaced
Mosaic Elementd56]. La bactérieE. coli posséde pres de 1000 copies de ces éléments REP,
constituant plus de 1% de son génome. Leur caemetéragénique et leur propriété a former des
structures de type tige-boucle aménent a évoqumplication des REPs dans des mécanismes
régulateurs divers [57,58].

A l'inverse des MITEs et des REPs, les répétitidbosmant la quatrieme famille sont
regroupées edustersappelés CRISPRC(ustered Regularly Interspaced Short Palindromép&at$.
L’organisation des loci CRISPR a été décrite : séguencdeader est suivie de répétitions directes
conserveées courtes dlirect repeatde 24-48 pb séparées par des séquences uniquespsspacer
de 26-72 pb. Le polymorphisme des CRISPRs repoge lsudiversité de leur structure
(présence/absence des différents spadeas3imilarité de séquence entre les spacers etétpgences
phagiques ou plasmidiques a conduit a penser gaesgstéemes pourraient intervenir comme
mécanisme de résistance contre 'ADN étranger.eQgtpothése a été validée expérimentalement en
testant la réponse @&reptococcus thermophildsune attaque virale [59], le polymorphisme des lo
CRISPR influant sur le phénotype de résistance QRKSPRS constitueraient ainsi un élément majeur
de réponse immunitaire adaptée de la bactérie et Udecentrale de la compréhension de la

coévolution phages/bactéries.
1.5. Séquences répétées en tandem
a. Les VNTRSs, des structures répétées en tandem paighes

Par opposition aux séquences répétées dispersErsépétitions en tandem sont, par
définition, constituées par la répétition en tandeen adjacentes et dans un méme sens, d'un motif
d’ADN. Initialement décrite chez les eucaryotess Bequences répétées en tandem forment des
familles de répétitions souvent distinguées en dgrandes classes: les microsatellites et les
minisatellites. Les séquences répétées, intra tea-geniques sont différenciées par la taille duifmo

répété, de 1 a 9pb pour les microsatellites et gauSpb pour les minisatellites. Les microsatedlite
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sont parfois également nommés STFh@rt Tandem Repgdbrsque le motif répété est inférieur a
4pb. Les raisons de cette classification strudeirebposent dans une certaine mesure sur
I'hétérogénéité des mécanismes d’instabilité sacents. Certaines séquences répétées en tandem
présentent un polymorphisme de répétitions intpes. Ces séquences polymorphes, qu’elles soient
de type micro ou minisatellites, sont appelées VBITRurVariable Number of Tandem Repeats
Selon les génomes bactériens, les VNTRs peuvemégepter de 2 a 10% de I'ensemble des

répétitions en tandem [60].
b. Identification du polymorphisme des VNTRs

Alors que Wyman et White recherchaient des lodisatbles en cartographie génétique, ils
identifierent un fragment chromosomique qui préasiéntn polymorphisme de longueur dans la
population humaine [61]. Cing ans plus tard, cgrfrant a été caractérisé et a révélé la présenoe d'u
locus minisatellite nommé MS32 [62].

Ces derniéres années, la disponibilité des doraegenomes complets couplée a I'utilisation
d'outils de bioinformatique a permis lidentificati systématique et exhaustivie, silico, des
structures répétées en tandem. Le logiciel TRFr pandem Repeats Finderréé par Gary Benson
en 1999 [63] assure le traitement de longues ségsenucléotidiques et la détection de structures
répétées en tandem. La détection des VNTRs implifpligatoirement la comparaison des structures
répétées identifiées dans plusieurs souches d'é@menespéce afin de savoir si le locus considéré est
polymorphe. Lorsque plusieurs génomes de diffésespeiches d'une méme espéce ont été séquences,
cette recherche comparative peut étre effeciuédico grace par exemple a l'utilisation de bases de
données. L'Institut de Génétique et Microbiologie développé la base minisatellites.u-psud
(http://minisatellites.u-psud.ffGPMS/) [64]. Cettease de données utilise le logiciel TRF pour
I'analyse préalable des génomes et facilite leséteg de répétitions en tandem dans les séqueaces d
génomes en acces libre. Cette base propose uealéistaractéristiques des répétitions qui peuvent
étre interrogées par l'utilisateur (longueur dedpétition en tandem, taille de I'unité répétéenbce
de répétitions, conservation des motifs par rapportmotif consensus, position sur le génome,
pourcentage de G/C). Elaborée en 2001, la basé anétliorée trois ans plus tard par I'ajout d’'une
nouvelle fonctionnalité : la recherche comparafs@®@. Ce module permet de comparer deux a deux
des génomes séquenceés de la méme espece afirtitidédéss répétitions en tandem polymorphes. Le
polymorphisme d’une répétition en tandem doit néainmtoujours étre vérifié expérimentalement,
I'utilisation des nouvelles techniques de séqueagdgnt source d’erreur dans I'évaluation du nombre

de copies.
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2. Diversité des méthodes de génotypage

Ces sources de polymorphisme constituent le comuteddniques de génotypage. Compte
tenu de la diversité des polymorphismes exploitghl@ nombre important de méthodes a été décrit.
Cependant, a I'image des techniques phénotypigeeaines techniques de génotypage développées
ces derniéres années sont aujourd’hui obsolététe @eltiplicité technologique crée de la confusion
et ne contribue pas a la standardisation et I'égphate données entre laboratoires. Quelles sont ces

méthodes ? Quels sont les critéres de sélection ?
2.1. Profils de bandes

Avant I'ére du séquencage en masse des génomesibast les techniques moléculaires de
génotypage reposaient sur la génération et la caigpa de profils génétiques. Ces techniques de
génotypage de premiére génération sont séparédsuergrandes familles. Durant les années 80, des
méthodes fondées sur la restriction d’ADN ont ét@ppsées ; la révolution apportée par la PCR en
1985 a permis, dans les années 90, le développedennéthodes basées sur I'amplification

génétique.
a. Profils produits par restriction d’ADN

Ces méthodes reposent essentiellement sur I'andilypelymorphisme des fragments générés
par digestion enzymatique et détectés par hybodate séquences spécifiques (RFLPRastriction
Fragment Length Polymorphignou par différences a des sites de macrorestictévélée par
électrophorese en champ pulsé (PFGPolsed Field Gel Electrophoresis

La technique RFLP consiste en une digestion de NAG&¢nomique total par des enzymes de
restriction & nombre élevé de sites de coupuremigeation par électrophorese des fragments d’ADN
digérés suivi d'un transfert sur membrane, puidinerune hybridation spécifique d’un fragment
génomique ciblé par une sonde complémentaire dségaence [65]. La technique RFLP est en
mesure de détecter a la fois un polymorphisme steicton résultant d’'une mutation ponctuelle et un
polymorphisme de répétitions et/ou de distributilenla séquence ciblée. Le pouvoir discriminant de
cette technique dépend principalement de la séegueiliiée par la sonde, déterminant ainsi la
variabilité des fragments détectés. Deux types ibeesc sont généralement détectées : IS-RFLP
(ciblage des séquences d'insertion, exemple duggd&6110 deM. tuberculosiy ou ribotypage
(ciblage du locus de 'ADNr 16S-23S, automatisapan le RiboPrinter).

Décrite en 1984 par les généticiens Charles Cattbavid Schwartz, la technique PFGE ou
Pulsed Field Gel Electrophoresgermet I'analyse des profils de macrorestrictied’ADN total par
électrophorése en champ pulsé. Le résultat estrafil ple restriction définissant un pulsotype

caractérisant l'isolat bactérien étudié. Des esdaistandardisation et d’interprétation des pratfiis
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été réalisés afin de déterminer la relation dergarentre les isolats étudiés [66]. Malgré la téztén
demandée et le défaut de reproductibilité, sadesiprotocoles parfaitement standardisés ont &é mi
en place (PulseNet), la PFGE demeure la techniguiymhge standard pour de nombreuses especes
bactériennes bénéficiant de son pouvoir discrinmiredevé et du réseau de laboratoires référents,

PulseNet, utilisant cette méthode.
b. Profils produits par amplification génétique

La seconde famille de méthodes de génotypage aigxjh puissance apportée par la PCR.
Ces méthodes produisent des profils génétiqueamplification PCR au hasard (RAPD Bandom
Amplified Length Polymorphigmamplification PCR spécifique directe (REP-PCR)BPCR, ERIC-
PCR) ou apres restriction d’ADN (AFLP éunplified Fragment Length Polymorphism

Proposée simultanément en 1990 par Welsh et Me@kI[67] et Williams [68], la RAPD
repose sur l'amplification aléatoire de différentesrtions du génome permise par ['utilisation
d’amorces aléatoires courtes s’hybridant a faitdenpérature et permettant, le cas échéant,
I'amplification d’'un fragment d’ADN. Le polymorphise résulte du nombre et de la localisation des
sites d’hybridation des amorces, variables par timtgoonctuelle, distinguant plusieurs alléles ein s
de la méme espece. Le manque de reproductibilitdeestandardisation ainsi que I'hybridation
partielle des amorces formant desears ininterprétables sur gel d'agarose, ont conduit au
développement de méthodes dérivées, utilisant mescas spécifigues. Ces méthodes s’appuient sur
le polymorphisme de répétitions des séquenceséeépélispersées qui constituent des marqueurs de
choix. Des amorces correctement définies cibleatséguences répétées, dont la nature differe selon
I'espéce analysée (REP, BOX, ERIC, ...), et autotifSamplification de fragments. Le nombre et la
taille des amplicons sont fonction de la positib® nombre de séquences répétées dispersées sur le
génome. Malgré les efforts de standardisation prigre(diversilab de Biomérieux utilisant la
technigue de REP-PCR), ces méthodes, quoique rdisantes, sont peu utilisées principalement en
raison de leur faible reproductibilité inter-labimige.

Méthode de référence pour la cartographie génétijee les plantes et la localisation des loci
intervenant dans l'expression des caracteres tatifatiou QTL Quantitative Trait Lodi, 'AFLP a
été adaptée au typage bactérien par Lin et cobddars [69] selon la suggestion de Vos et
collaborateurs [70]. Les empreintes génétiques rgésé par AFLP sont reproductibles et
discriminantes. L’AFLP implique la digestion enzyimae de I'ADN génomique, la ligation
d’adaptateurs aux fragments générés et I'amplifinatélective de ces fragments par I'utilisation
d’amorces au niveau des adaptateurs du site dictiest Anciennement méthode de référence pour
le typage de nombreuses bactéries, 'AFLP demeurtease, fastidieuse et peu standardisée.

Contrairement aux méthodes basées sur la restrigéinomique, celles faisant appel a la PCR

ne sont pas versatilé®. un protocole particulier doit étre adapté pourqgeieaespece bactérienne.
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Cependant, elles bénéficient de la sensibilitéedadspécificité de la technique de PCR qui petmet
traitement de petites quantités de matériel génétiga réaction de polymérisation en chaine confére
également l'avantage de pouvoir analyser 'ADN dégr issu d'une extraction brute d’ADN

d’échantillons biologiques, ou d’ADN ancien, pertaat des études de paléogénétique.

2.2. ldentification individuelle d’'alleles a plusieurs loci

Les résultats obtenus par ces précédents procédéssalogiques et se présentent sous la
forme de profils oupatterns qui rendent difficiles la standardisation et larmalisation de ces
technologies. Au cours de la derniere décennidjdponibilité croissante de séquences génomiques
complétes de nombreuses bactéries pathogenes & phrrdévelopper de nouvelles techniques. Au

contraire des précédentes, les techniques de hewériération sont de type numérique.
a. Le MLVA

Le généticien britannique Alec Jeffreys découvre, 1884, I'hypervariabilité de séquences
répétées en tandem chez I'Homme. Cette découvedegire I'ére de I'empreinte génétique.
Initialement identifiés par RFLP, les VNTRs sontsdmarqueurs de choix pour discriminer les
individus et définir des cartes d'identité génétigRapidement, cette méthodologie va compléter la
technique des empreintes digitales en médecindelég@tude des minisatellites humains par RFLP
permet pour la premiére fois, en 1986, de confotelndgoleur et meurtrier de deux jeunes filles de
Narborough dans le Leicestershire. Cette techni@uautionnaire présentait cependant une limitation
majeure : la construction du profil génétique p&LR nécessite l'accés a une grande quantité d’ADN
initial de bonne qualité, prérequis difficilemertisfait lorsque 'ADN est prélevé sur une scene de
crime. La standardisation des techniques de PC&areanvisageable I'utilisation des traces d’ADN
et de nouveaux marqueurs polymorphes ont été mtsoghour remplacer les grandes répétitions
minisatellites d’Alec Jeffreys. En 1989, D. Tautémbntre le polymorphisme des répétitions en
tandem a court motif et suggére leur utilisatiomrpa cartographie génétique [71]. Durant les asnée
90, Peter Gill du Forensic Science Service, piandies analyses génétiques modernes, identifie
differents STRs d'intérét et développe la PCR-STRBchnique d’analyse concomitante du
polymorphisme des STRs par PCR multiplexe [72]. gtde en 1997 comme méthode de référence
par le FBI, cette technique est actuellement puétgen routine par tous les laboratoires d’analyse
mandates.

L'équipe de Craig Venter au TIGRTlfe Institute for Genomic Researgbublie, pour la
premiére fois, en 1995, le génome séquencé duman@me vivant, la bactériélaemophilus
influenzae L'équipe dirigée par Alex van Belkum en tire pgdur identifier les STRs polymorphes
chezH. influenzaeet propose leur utilisation comme marqueurs moéis [73]. Paul Keim définit

le terme MLVA Multiple Loci VNTR Analysjspour désigner cette méthode d’analyse [24]. Depui
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des protocoles de typage par MLVA ont été publiésrplusieurs dizaines d’espéces bactériennes
(parmi les études pionnieres, [64,74,75,76,77,78,79e génotypage par MLVA repose sur
I'amplification par PCR de plusieurs VNTRs disparséir le génome bactérien, a 'aide d’amorces
spécifiques des régions flanquantes, et sur larmdétation des tailles des amplicons par
électrophorése permettant d’évaluer le nombre piétitéons a un locus donné. La longueur des unités
répétées étant connue, ces tailles refletent lebrerd'unités répétées dans les régions amplifiées.
Cette méthode de détermination d’empreintes gamiqugmente considérablement, pour certaines
especes, l'efficacité du génotypage bactérienékeltat du typage est un code numeérique incluant le
nombre de motifs a chaque locus. Le processus MlegAillustré dans la Figure 3 ci-dessous.

L'intérét et les limitations de cette méthodolog@ont décrits en fin d'introduction.

1) Amplification spécifique par PCR d’'un VNTR pour trois souches bactériennes

Souche A (R,=3) Souche B (Rg=4) Souche C (R.=5)
SIS T~ o [T T T+
F RoX N F F Rgx N F F Rcx N F”

Produit PCR A(Xz = Rax N +F) Produit PCR A (Xg=Rgx N +F) Produit PCR A (X =Rc¢x N + F)

2) Migration électrophorétique des produits PCRA, BetC

PM A B C
mmm [« X, ondéduitR.

— lj«— Xz, 0on déduit Rg
— [<—— X, on déduitR,

3) Evaluation du nombre de répétitions pour ce locus et par souche

4) Analyse de plusieurs loci

VNTR 1 VNTR 2 VNTR 3 VNTR 4
Souche A, MVA code : 4-1-2-9 — S I —— i ——
VNTR 1 VNTR 2 VNTR 3 VNTR 4
Souche B, MLVA code : 2-1-1-4 NI 1 1 T+

Figure 3. Processus MLVA

b. Le MLST

L'analyse MLST ouMulti Loci Sequence Typingepose sur le séquencage d'une portion de
sept génes de ménage [80]. Chaque allele rencestr@ommeé. La combinaison de ces différents
alleles permet l'attribution d'un ST o8equence Typsous forme d'un code numérique de sept
chiffres. Le MLST est actuellement une méthode redmt pour les analyses phylogénétiques
bénéficiant de la disponibilité de nombreuses bakegionnées. Cependant, I'étude de genes de
ménage, a I'évolution lente, n'est pas adaptédnaestigation épidémiologique et des techniques
complémentaires ont émergé. Ainsi, le SBT,Smguence Base Typingésormais préconisé comme
méthode de référence pour le typagéd deneumophilaest I'hnomologue du MLST a la différence que

les genes étudiés sont impliqués dans la virulencelans I'expression membranaire [81,82]. Ces
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génes davantage soumis aux processus évolutifsanida sélection naturelle et la dérive génétique
ont des taux de mutation plus élevés et procurenpauvoir de discrimination augmenté. Par
réciprocité, le SBT a une valeur moindre pour dades phylogénétiques. Aussi bien le MLST que le
SBT sont fondés sur la comparaison de séquencesoetiori 'analyse de SNPs. Ces changements
nucléotidiques stables transmis a la descendangeepe étre détectés de maniére spécifique et
individuelle par utilisation de sondes d’hybridatiale puces a ADN ou de séquencage localisé. Le
bouleversement majeur est annoncé dans la déceneigir avec la recherche exhaustive de SNPs par
séquencage complet. Les NGS ont dores et déjalutemané notre facon d’appréhender
I'épidémiologie bactérienne ; le récent cas épidgimicausé par une souch& dcoli ultra-virulente le
montre. Le séquencage du génome de la souche inéem non seulement contribué a identifier la
source de contamination mais également a compresdne pouvoir pathogéne. Cette souche
résulterait d’'une hybridation lui conférant la Veoce d'une souche E: coli enterohémorragique
toxinogene et la capacité d’'adhésion aux cellukedadmuqueuse intestinale d’'une souchg. aoli
enteroaggregative [83]. En théorie, une carte diitie génétique d’un isolat bactérien est strictetme
révélée par la séquence totale de son génomeguleijp de discrimination d'une telle méthode est
alors parfait [84]. Cependant, les génomes sontsttestures souples, flexibles, modulables et des
changements génétiques peuvent intervenir enttatgsissus du méme clone épidémique. Outre les
problématiques techniques liées a la difficultésdéier certains contigs, l'interprétation des d@n

de NGS doit étre effectuée avec précaution poueedes erreurs d'analyse. Les épidémiologistes
réfléchissent a des méthodologies de type MLST-gjféxjuencage et comparaison de plusieurs
centaines de genes) pour bénéficier de I'apport &S en effectuant une fouille de données

pertinente.

3. Des méthodes adaptées au besoin épidémiologique

Le positionnement d’une problématique initiale @&tisif pour entreprendre avec pertinence

une étude épidémiologique. L’échelle de I'étudeagygg déterminera le choix de la méthode.
3.1. Epidémiologie d’intervention et épidémiologie desdptive

L'investigation épidémiologique est déclinée enspurs facettes. Les buts de I'enquéte
épidémiologique sont doubles : tracabilité et biesillance. Selon I'échelle d’analyse considérée,
I'épidémiologie sera caractérisée comme d’intefeent ou descriptive. L’épidémiologie
d’intervention relévestricto sensude I'enquéte épidémiologiques. la définition de la relation entre
isolats suspectés de faire partie de la méme chd@néransmission, la confirmation de ['état
épidémique ou la validation des hypotheses surésarvoirs, sources et modes de transmission. Des

systémes de typage comparatifs et résolutifs samsidération de référence extérieure, comme ceux
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fondés sur la comparaison de profils de bandesignewalors étre adoptés dans ce contexte de micro-
épidémiologie [85]. L'épidémiologie descriptive tendavantage dans le cadre de la biosurveillance
et du suivi épidémiologiquée. I'étude de la distribution des clones ou la mise évidence de
I'émergence. Des systemes de typage définitifs awee nomenclature standardisée des types
identifiés et stockés dans une base de donnéepsifatés [85]. Le développement et I'utilisation

croissante de méthodes comme le MLVA ou le MLSTs0es a plusieurs bases de données,

s'expliquent par leur versatilité : ces deux métsosgont a la fois comparatives et descriptives.
3.2.  Vitesse d'évolution des marqueurs

Les marqueurs génétiques sur lesquels reposertedbsiques de typage présentent des
caractéristiques trés diverses, décrites plus adis cce chapitre. Certains sont stables et évoluent
lentement, d’autres au contraire sont hypermutaPlasallelement, les premiers exhibent logiguement
un faible pouvoir de discrimination contrairemenk deconds. La vitesse de mutation des marqueurs
est donc une composante principale a considérer eddapter au besoin épidémiologique.
L'investigation épidémiologique se concoit sur éifnts niveaux de I'échelle spatio-temporelle. €ett
notion de spatio-temporalité est directement céeéhvec celle de la vitesse de mutation des
marqueurs et de leur pouvoir discriminant (FiguyeAinsi, les marqueurs a évolution rapide sont
utilisés, en raison de leur discrimination éleyimyr des études épidémiologiques d’intervention, pa
exemple dans des situations épidémiqéesontrarig les marqueurs a évolution lente, comme les
SNPs identifiés dans les genes de ménage, soirtguest pour I'épidémiologie descriptive. définir
des complexes clonaux et les suivre a I'échellegthire [86]. Cette derniére phrase est a nuaraer ¢
les SNPs considérés a I'échelle du génome comgeierthent collectivement un marqueur a
évolution rapide, les nouvelles techniques de s&gpge permettant I'analyse exhaustive de ces SNPs.
Enfin, le taux de mutation des marqueurs est fonctie la diversité génétique de I'espéce étudiee.
Des marqueurs pourront se montrer peu résolutég ane espece et trés discriminants pour une autre
[87].
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Epidémiologie descriptive

COMPLEXE CLONAL = biosurveillance
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- Investigation épidémique
GENOTYPE > Tracabilité

Figure 4. Vitesse d'évolution des marqueurs etalixede résolution

Selon le niveau de résolution voulu et la queséipidémiologique, le choix du marqueur sera déteamin
L’'analyse simple locus d’un géne universel trésseowé comme I'’ADNr 16S permettra d’identifier lenge
bactérien et parfois I'espéce. Afin d'identifiesleomplexes clonaux au sein d’une espéce bactérides
marqueurs de typage d’évolution lente seront pééféex. : génes de ménage du MLST). Pour affiasalyse
génotypique, des techniques reposant sur la détedti polymorphisme de régions instables seroliégis

(ex. : profil de macrorestriction de la PFGE anaftdes génomes complets).

3.3.  Synthese

L’épidémiologiste dispose donc d’'une multitude détmodes de typage qui exploitent des
sources de polymorphisme différentes, présentestcdéres de qualité variables et doivent étre
adaptées a la problématique épidémiologique. Lede@abl résume la diversité des méthodes de
génotypage. Les méthodes produisant des profilsbaledes analysent le génome de maniéere
exhaustive et sont donc sensibles a I'ensemblesdesces de polymorphisme. A linverse, les
procédés identifiant de maniére individuelle les rgqnaurs ciblés sont indépendants de
polymorphismes secondaires. En théorie, le séggenganomique complet investigue toutes sortes
de polymorphismes. Cependant, les techniques deeségge les plus récentes ne sont pas encore

adaptées pour la recherche des séquences régdédasnts mobiles inclus.
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Msthodes d Eléments transférés Réarrangements M; i Séq répété Séq) rép
ethodes de typage horizontalement chromosomiques ponctuelles dispersées en tandem
Z RFLP v v W Ve v
=
; PFGE VvV vvv v vvv vV
7
= RAPD v v Y v v
£ |5
H REP/BOX/ERIC-PCR v v vvv v
Z
< AFLP v v vy v v
N MLVA vy
E
- MLST vy
8
E
[ J=1
E
=z Séquencage complet vy vv'v

Tableau 1. Sources de polymorphisme exploitéeepanéthodes de génotypage

(v'v'v : polymorphisme spécifiguement recherché:; polymorphisme secondaire)
*ce polymorphisme est utilisé par la méthode RFRBdue les séquences ciblées sont de type répétées
dispersées (IS) ou présentes en multi-copies (ATHSR)

L’épidémiologie des maladies infectieuses est wnse complexe avec son vocabulaire, sa
méthodologie et ses concepts. Le typage bactésemre des piliers de cette science, des critéres
d’évaluation et des méthodes de référence sont gamposés afin de le standardiser. Le groupe
d’étude sur les marqueurs épidémiologiques, 'ESGEMropean Study Group on Epidemiological
Markerg, pose les fondamentaux qui régissent le choir@'méthode de typage. Ce comité d’experts
évoque deux catégories de criteres pour défimuidité d’'une méthode de typage : les critéresddits
performance et ceux dits de commodité [88]. La qremnce d’une technique est évaluée, entre
autres, par la stabilité des marqueurs utiliségdevoir de discrimination du typage ainsi que sa
reproductibilité. La rapidité, le colt ou la famdlid'utilisation sont des criteres déterminant la
commodité d’'une technique de typage. Certains deitres ont été énuméreés lors de la description
des méthodes et sont rassemblés dans le Tabledua@parait distinctement que les méthodes
produisant des profils de bandes sont globalement gpmmodes et peu performantes malgré la
discrimination élevée de certaines, en particuléePFGE et I'AFLP. Celles-ci demeurent donc
employées pour de l'investigation d’interventioricdement comparative. Les techniques d’évaluation
individuelle du polymorphisme de loci sont beaucqips performantes. Le MLST souffre d'un
manque de discrimination et est donc davantageéutin épidémiologie descriptive. Le MLVA a les
atouts pour faire consensus en prouvant son utiditér les deux facettes de [linvestigation

épidémiologique. Le séquencage complet n'est pagrerapproprié pour I'analyse épidémiologique.
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Cette voie n’est empruntée que dans de rares capt@nnels comme celui de I'enquéte menée pour
I'étude de la souche ultra-virulenteed’coli responsable d’une épidémie européenne, en 20d4amta
126 déces et des centaines de millions d’euroséjedices. Des avancées technologiques importantes
sont a venir, mais, actuellement, l'utilisation skquencage complet est encore du domaine de la

recherche et ne peut étre proposé comme analyseltiee.

Critéres de performance Critéres de commodite
Meéthodes de Stabilité Typabilité Reproductibitice | L ouvoir de Concordance Rapidité Facilité Cout* Portabilité
typage discr gig d’utilisation
RFLP * * %k * * % >k >k * % * %%k *
PFGE * N * ok hk *x * * *x *
RAPD * * %k * * % >k >k k > e * %%k *
mm:égmlc >k k * %k >k * % >k >k k > e * %%k *
AFLP *hk *kk ke N *hk *x * * % *x *
MLVA *kkk *kk ke *kk ke ok hk *kk ok *kk ke ok hk *kk ok ok hk ke
MLST * % ek ke * %k * %k * * % ek >k k S >k oAk A
Sequencage ) ek ke 9 o3k Ak ke 9 * * * 9
complet

Tableau 2. Criteres de validation des méthodesdetgpage

(* : trés faible % % : faible ; % % % : moyen ;% % %k %k : éleve ;% k k k% : tres élevé ;
? : parameétres difficiles a estimer pour le ségqagagcomplet, ils dépendent des technologies miseswre, de
la gestion des données et des marqueurs analysékipeestigation
*pour le colt la symbolique est inversée)

III) Les VNTRs, des outils épidémiologiques

Le MLVA est la technique qui & ce jour semble carivau génotypage du plus grand nombre
d’espéces bactériennes a un colt suffisammenttrngdur pouvoir envisager sa large utilisation dans
les laboratoires de microbiologie. Toutefois, algue son concept est validé et admis pour certaines
especes, sa généralisation n’est pas acquise. Quntepliquer ? Les caractéristiques biologiques
des VNTRs sont-elles un frein & la propagation duvi ? Cependant, le MLVA s'impose ces

derniéres années comme méthode de référence psigyk pathogénes. Quels sont alors ses atouts ?
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1. Les VNTRs, des structures génomiques complexes

1.1. Instabilité des répétitions en tandem

L'instabilité des répétitions en tandem est le motdu polymorphisme de ces loci. Celle-ci
est la conséquence de mécanismes mutationnelyantart a plusieurs étapes de modification de
I'ADN : la réplication, la transcription, la reconmaison et la réparation. Nous verrons quels
mécanismes ont été proposés pour expliquer letahitis® et dévoilerons les facteurs génétiques ou
environnementaux supposément impliqués. La compséte de ces aspects est primordiale pour la

prédiction du polymorphisme des VNTRs ou leur apiattéon en tant qu’outils épidémiologiques.
a. Mécanismes d'instabilité : réplication, recombinais et transcription

i) La réplication

Le modéle de glissement et mésappariement ou SSpéd-Strand Mispairingest le
mécanisme général évoqué pour expliquer l'instébilies répétitions en tandem courtes [89]. Ce
phénomene, se produisant lors de la réplicatiomglgiv & I'augmentation ou a la réduction du nombre
de copies selon le brin subissant le mésapparief@entnodéle suppose que lors de la polymérisation
du néo-brin d'ADN, I'enzyme polymérase effectuemisses. Durant ces pauses, le brin nouvellement
synthétisé peut se désapparier et se réapparierad&re décalée, laissant une boucle non appariée.
Selon le décalage produit, la fin de la réplicatponduit une addition ou une perte d'unité de la
répétition. La formation d’'une boucle sur le bri@orsynthétisé conduit a I'addition d’'un motif alors
que la formation d’'une boucle sur le brin matricpligue la perte de motifs. Le modéle SSM est
illustré sur la Figure 5. Les propriétés structesatles répétitions en tandem contribuent forterment
bégaiement de la polymérase. En effet, les répésiten tandem sont a méme de former des structures
secondaires, caractérisées par des conformatiotypedige/boucle, des S-ADN ou des brins d’ADN
dénoués, qui sont susceptibles de provoquer I'deéa polymérase. Des étudewitro montrent que

ce phénoméne est observable pour la plupart dgmpahses [90].
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Figure 5. Modele SSM (extrait de [91] avec la pasitin de American Society of Microbiology)

i) La recombinaison

Le modele SSM est communément accepté par la comut@urscientifique pour expliquer
l'instabilité des répétitions en tandem chez lescaryotes. D’autres mécanismes ont cependant été
mis en avant. Si la conversion génique semble rmémmpliquée dans I'évolution des répétitions en
tandem, des mécanismes de conversion par recomstndomologue ont été décrits chez les
bactéries [92]. La recombinaison homologue, praceste diversification génétique, ne semble pas
avoir d'impact sur I'instabilité des microsatelitmais parait avoir un role prépondérant dans dele
minisatellites [93]. Trés peu d'études décrivent lien entre la recombinaison homologue et
I'instabilité des répétitions en tandem chez lestdrées. La détection d’une cassure au niveau d’'une
répétition en tandem fera intervenir le recrutenimséquences homologues a la zone endommagée
via la mise en place de la machinerie recombiratdsi la cassure arrive au niveau de la boucle
réplicative, RecA créera un hétéroduplex entrebliss homologues. Si 'ADN est endommagé en
dehors du processus de réplication, RecA assenitiétéaroduplex au niveau de la structure répétée
en tandem au sein de laquelle l'identification dguences homologues est facilitée : on parle de
recombinaison intra-répétition. Une longueur miriamantre les séquences homologues échangées a
été suggérée. Les évenements de recombinaisontérmtémontrés possibles entre des séquences
séparées d'au moins 25pb chBz coli [94]. La fréquence de recombinaison homologue est
considérablement augmentée pour les séquencespiieeilus [95]. De méme, deux séquences
séparées par plus de 1kb sur le chromosome ornibgnent moins la capacité de recombiner [96].
Enfin, la fréquence de la recombinaison homologteaecrue par la similarité partagée par les deux
séquences. Chez.coli, une divergence de 10% entre les deux répétitiédsit les évenements de

recombinaison d'un facteur 40 [94].
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iii) La transcription

Le mécanisme transcriptionnel a été mis en évidecmmme source d'instabilité des
microsatellites chez de nombreux organismes mod@#@sCette hypothése a été également avanceée,
chez S. cerevisiagpar la mise en exergue de l'augmentation de téinitté de la répétition du
dinucléotide (CG) lors de I'activation de sa traion [98]. Un modele a été proposé pour explique
I'influence des mécanismes transcriptionnels. Lagsla formation du complexe de transcription, la
séparation puis la réassociation des brins compitaimes d’ADN est susceptible de créer des
structures secondaires de type épingles a chevelpoucles déstabilisant les répétitions en tandem.
Ce mécanisme n’affecte que les microsatellitesstndts et susceptibles d'adopter des structures
secondaires. La transcription n'est donc impligwe marginalement dans la dynamique des

structures répétées en tandem.
b. Facteurs de stabilité des répétitions en tandem

)] Facteurs trans : la réparation de 'ADN

Des systéemes multiples assurent la sauvegarde stalbdité de I'information génétique en
limitant la fixation des mutations [99]. Le systén correction des mésappariements ou MMR, pour
MisMatch Repair participe au maintien de l'intégrité du génomeztes organismes vivants. Ce
systéme de réparation post-réplicatif reconnaitcatige les mésappariements résultant d'une
mauvaise incorporation nucléotidique ou d'un dégepale la polymérase ayant échappé au
proofreadingou fonction de relecture. Ainsi, la boucle non ajge est la cible des enzymes de
réparation des mésappariements. Les protéines Maysteme MMR ont été initialement identifiées
chezE. coli[100]. La mutation d'un gene codant pour une deeoggmes entraine une augmentation
des fréquences d'instabilité des répétitions etetand'un facteur 20 po#.coli (geénesmutSou mutl)
[101]. La stabilité des microsatellites représatdnc un enjeu majeur pour la physiologie bactégenn
qui déploie les mécanismes de réparation adéquigsda limiter les événements de mutation.
Cependant les minisatellites ne semblent pas éH#eptar les dysfonctionnements du systéeme de
réparation des mésappariements Pezerevisia¢102,103] ete. coli[104].

Les enzymes impliquées dans les systemes de riépapar excision de nucléotide ou NER
pour Nucleotide Excision Repair font partie des ptaxes uvrABC [105]. Cependant, le complexe
uvrABC n’intervient pas dans la stabilité des réméts en tandem via sa fonction NER. La sous-unité
uvrA de uvrABC se lie aux structures en épinglehaveux, intermédiaires structuraux du modele
SSM, et bloque le bégaiement de la polymérase [10€$ exonucléases simple brin, enzymes
catalysant I'hydrolyse séquentielle des nucléotilas ADN double brin dans le sens=®’, sont
supposées participer au maintien de la structusentiaisatellites par dégradation de la séquence

répétée mésappariée. Feschenko et collaboratquress avoir étudié I'instabilité d’'un minisatellite
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plasmidique, ont conclu que 90% des évenementlfiah potentiels étaient inhibés par I'action

conjointe de trois exonucléases simple brin dhezoli [107].

i) Facteurs cis : caractéristiques structurelles dépétitions

Les répétitions en tandem forment des structuggscates dont le taux d’instabilité est affecté
par plusieurs caractéristiques inhérentes : ladeng et le nombre d'unités répétées , la tailléaet
composition du motif répété , le degré de simiktwhtre les motifs. Chez la levusaccharomyces
cerevisiae l'instabilité du microsatellite dinucléotidiqueT@roit avec la taille totale de la répétition
[98]. Cependant, F. Denoeud et G. Vergnaud n'or#t més en évidence de corrélation positive
significative entre le polymorphisme des répétsiaan tandem et leur longueur totale chez quatre
espéeces bactériennds €oli, S. aureusS. typhietS. pyogengg460]. Une analyse fine du locus VNTR
0157-10 cheE. Colia montré que le taux de mutation était corrélétipement au nombre d'unités
répétées portées par ce microsatellite [104]. Cmiteclation a été généralisée pour plusieurs loci
VNTR chezE. colietY. pestig104,108,109]. Le glissement lors de la réplicaturviendrait donc
plus fréquemment si le microsatellite compte daagetd'unités répétées. L'occurrence élevée des
mécanismes de type SSM explique la forte instahiliis microsatellites par rapport aux minisatsllite
Par extension, la fréquence de dérapage de I'ADhpErase dans les mononucléotides est d’autant
plus élevée que la répétition est longue [110].2ZChecerevisiaeun microsatellite de 14 adénines est
par exemple 400 fois plus instable que son hom@agutenant 4 adénines [111]. Des expériences de
stabilité ont montré, che&. coli, que les microsatellites polymorphes dont le mesif composé de
moins de six nucléotides sont soumis a davantagstdbilité et arborent un taux de mutation trois a
soixante-dix fois plus élevé que les grands midedidas ou les minisatellites [104]. Une étude zhe
E. colia montré que l'instabilité d’un microsatellite daifongueur donnée dépend de son orientation
par rapport au sens de la réplication, l'instabititun poly(TG) étant deux fois plus élevée quéecel
d’un poly(AC) de méme longueur [112]. Enfin, lepéétions imparfaiteg,e. dont le motif répété est
faiblement conservé, se révélent tres stablessRetenllaborateurs ont mis en exergue la staliése
microsatellites dont les motifs répétés avaientemje par mutation ponctuelle [113]. L’étude
comparativen silico menée par F. Denoeud et G. Vergnhaud entre quatexes bactériennes. (coli,
S. aureusS. typhiet S. pyogengscorrobore cette observation : moins le motif tépgst conservé,
plus la répétition en tandem s’avérera monomorplg [Cette observation avait été décrite quelques
années plus tét par Le Fleche et collaborateursagaient observé que le nombre d'alleles des
répétitions en tandem identifiées chézpestisétait corrélé a la conservation du motif répét€].[6
L'imperfection de ces structures désavantagerajtqlement les mécanismes de recombinaison

homologue et diminue les propriétés structuralégayorisent le glissement de la polymérase.
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iii) Facteurs environnementaux

Les bactéries sont constamment soumises a des stng@gonnementaux qui induisent des
mécanismes de réponse au stress dont le facteua sgt la clé de voute. La mise en place de ce
systéme contribue a I'augmentation du pouvoir eaddples bactéries par 'augmentation du taux de
mutation. Cette plasticité des génomes procaryetss un élément essentiel de leur capacité
d’adaptation. La littérature ne distingue qu’uneulseétude décrivant l'influence des stress
environnementaux sur l'instabilité des répétitienstandem chez ces bactéries [114]. La température
est un facteur important d’instabilité des VNTRmois fois plus de mutations sont observées quand |
bactérie se développe a 43°C au lieu de 10°C. Daemmsurprenante, I'exposition a la lumiere ou
aux rayons UV ne change pas significativementle tde mutation observé. Cette absence d'effet a
également été observée pour les minisatellited..dpneumophila[115]. La bactérie, placée en
situation de carence nutritive, présente un taumdetion trois fois plus important. La déficieroes
mécanismes de réparation d’ADN, et notamment deesys MMR, induite lors de situations de
carence a été décrite mais son effet sur la dynammitps répétitions en tandem n’est pas encore
correctement caractérisé. De longues périodesréaaainduisent un changement de la conformation

de I'ADN superenroulé favorisant le phénomeéne iesgiment de la polymérase [116,117].

1.2. Des loci impliqués dans lditnessbactérien

Les VNTRs sont des régions génomiques instablesldanutation est médiée par plusieurs
facteurs. La réponse a des stress environnemerngaugssence imprévisibles, est une des raisons de
promouvoir cette forme de variabilité. Ainsi, chéz coli, les genes impliqués dans la réponse aux
stress environnementaux, garants de l'intégritéogeégue, sont riches en microsatellites [118]. Une
hypothése évolutive suggére que la fonction de moesosatellites serait d’induire, chez certains
individus, un phénotype mutateur en modulant I'esgion de ces génes. Ces individus subiraient
alors une diminution détnessdans des conditions optimales de croissance, seagent capables,
lors de changements environnementaux, d’explore@is plapidement I'espace des phénotypes
possibles. Lditnessbactérien ou degré de compétition dans un envinmemt est un concept central
en théorie de I'évolution. Mesure de la sélectiaturelle, cette valeur adaptative décrit la capacit
d'un génotype particulier a se reproduire et arasssa pérennité. La théorie de la contingence
génétique a été popularisée par R. Moxon en 1984 Ctte théorie avance I'existence de loci dis d
contingence, régions génomiques hypermutables qadulant I'expression génétique. Cette
possibilité deswitch génotypique contribue a la plasticité génomiquredes éléments générateurs du
fitness bactérien. Certains VNTRs ont un rble physiologiquour les bactéries comme loci de
contingence. Certaines familles ou classes de iti&pét sont-elles davantage impliquées dans le

fitness bactérien ? Par quels mécanismes cesltecviennent-ils dans la plasticité génomique ?
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a. Variation de phase

La variation de phase est un évenement génétiqueehgui résulte d’altérations génétiques
ou épigénétiques [119]. Cette variation cause aldge du cadre de lecture du géne affecté. Un
changement du cadre de lecture peut survenir patatimm ponctuelle ou par une indel
(insertion/délétion) non multiple de trois. Uneiatiopn de phase induit donc un changement sévere de
I'expression des génes pouvant aller jusqu'a dohiiction d’'un codon-stop et I'arrét prématuré de la
transcription. La variation de phase permet alesslthsculements génétiques de type « marche/arrét »
fréquents, stochastiques, héritables et réversjil#8]. Ce processus d’adaptation des populations
bactériennes aux changements de I'environnementilmaldnc I'expression génétique. Cette stratégie
adaptative conduit a I'apparition simultanée etaatd fréquence de plusieurs phénotypes nouveaux
dans une population bactérienne, générant unesiti#donctionnelle intra-espece. L'implication de |
variation de phase, générée par une répétitioramaetn, dans un systeme régulateur complet a été
décrite pour la premiere fois pour le géaned Codant pour une méthyltransférase composante d’'un
systéme de restriction-modification d’ADN, ce gé@oenporte un locus de contingence, une répétition
du tétranucléotide AGTC. Ce gene fait partie d'eascade de régulation qui induit un changement
phénotypique du pathogene lors de son changemesitedde colonisation. La variation de phase du
genemod régule ainsi I'expression de seize géenes codauat poe grande diversité de protéines
(transporteurs de fer, protéines membranaireséimes de choc thermique). L'instabilité du locus de
contingence est si élevée gu’elle génére du maesaécphénotypique observable sur boitesitro
[120] ; les individus dont le gémaodest éteint s’averent plus compétitifs en condgide stress chez
Neisseria[121]. La variation de phase de ce géne est @ifer d'effets pléiotropiques. En effet, le
basculement en position « arrét » du gémel chezN. gonorrhoeaeonsolide le biofilm formé par
cette espéce augmentant son adhésioa,fettiori sa survie, sur les cellules cervicales épithdiale

humaines [121].

b. Variation antigénique

La variation antigénique est un mécanisme origidal survie de certaines bactéries
extracellulaires. Elle traduit une induction delieersité antigénique caractérisée par la capduitge
bactérie a modifier de facon itérative certainggemes majeurs exposés a sa surface au cours du
processus infectieux [119]. Les exemples de vanatintigénique décrivent classiquement une
fonction d’échappement au systéme immunitaire e¢ d@wnction d’adaptation aux récepteurs
endothéliaux de I'h6te. Dans le cadre des intavasthbtes/parasites ou les pressions sélectivde sur
parasite sont fortes, la variation phénotypiqueejaun réle central dans le succes de l'infection.
L'instabilité locale des répétitions en tandem, tdermotif est congru a trois, appartenant a deseé
ouvertes de lecture, génere des polymorphismesgiquats caractérisés par une variation antigénique

des protéines membranaires susceptibles d’'étrexmees par le systéme immunitaire de I'h6te. En
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effet, le séquencage complet des génomes a peenmiwdtrer que la quasi-exclusivité de ces loci de
contingence est associée aux genes codant popratéges membranaires [122,123]. Ces protéines
jouent un réle déterminant dans la spécificitég@mtique des bactéries et contribuent a leur viogen
L'objet n’est pas de lister les différents cas idf@é¥s mais simplement d'illustrer le role des réféns

en tandem dans les mécanismes d’échappement & l'&dtc quelques exemples. Chez les
streptocoques du groupe B, le géxwa comporte un minisatellite tres polymorphe. Ce geéode pour

la protéine Alpha C, une protéine membranaire parteur de polysaccharide et un puissant antigéne
de surface qui s’avére trés peu immunogéne lorkménisatellite porté par le géheaprésente peu
d’'unités répétées. Ce changement de conformatisrépiéopes permettrait a la bactérie d’échapper a
la réponse immunitaire de I'hdte [124,125]. Cettgpdthese a été confirmém vivo par la
démonstration de la relation de proportionnalitéreetta réponse immunitaire de rats soumis a la
protéine Alpha C et le nombre de motifs répétésmiisatellite étudié. Ce mécanisme de survie
adaptative est bien documenté et décrit dans geelqutres cas. Par exemple, cMyroplasma
hyorhinis les protéines de surface du systéme VIp confen@ntactéries, par leur variation de taille,

une résistance contre les anticorps produits péatd’'[126].
C. Variation fonctionnelle

De maniere plus anecdotique, certains exemplesvdatil’impact de linstabilité de certains
satellites sur la fonction protéique. Ainsi, ctiezcoli, I'insertion d’'un motif supplémentaire du triplet
répétée TCT dans le géabpCmodifie la fonction de la protéine codée : d’'udgegxidase, la protéine
devient une disulfide réductase par I'addition @yhénylalanine [127]. Cewitchfonctionnel a été
observé lors de conditions de stress, durant Idsegua capacité a former des ponts disulfuresémenf

un avantage sélectif.
d. Régulation de la transcription

i) Contréle du promoteur et mise sous silence de cergenes

Les répétitions en tandem insérées dans les régamentes sont a I'origine de basculements
génétiques de type « marche/arrét ». Les micrdisasehon codants peuvent également induire ce
type de changements génétiques drastiques losgailt présents dans les séquences promotrices.
Les promoteurs bactériens sont courts, environ d48edy et sont constitués de deux motifs
caractéristiques appelés boites : une séquenceséiop -10 appelée boite de Pribnow (TATAAT) et
une séquence en -35 (TGTTGACA). La distance erggeedeux séquences représente un seul tour
d’hélice permettant aux deux motifs d’interagir m@niére concomitante avec le facteur sigma de
I’ARN polymérase. Les microsatellites instablesiéit dans cette région intercalée induisent alogs un
modification de la région promotrice. Ces loci ¢lent par conséquent I'expression ou le silence de

certains genes. Chexeisseriaspp, Yersiniaet H. influenzae la répétition du dinucléotide TA est
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localisée dans un promoteur dual qui contrdle FFegpion de deux génes codants pour les sous-unités
du pilus, hifA et hifB [128]. Cette répétition est un locus de contingegai modifie la structure

promotrice entre les boites -35 et -10. Selon lmbre de répétitions, le site de reconnaissance de
I'’ARN polymérase sera intact ou altéré. Ainsi ualas possédant 9 unités répétées sera déficient en

pilus contrairement aux isolats possédant 10, 112ouépétitions.

i) Interaction avec les facteurs de transcription

La régulation de la transcription fait intervenilugieurs protéines appelées facteurs de
transcription ditsransrégulateurs. Ces protéines se lient sur 'ADN &eau de sites de fixation
spécifiques, situés en amont des promoteurs, appéentgisrégulateurs. Cette interaction entre
les élémentscis et trans permet alors la régulation de [l'activit¢ de I'ARpolymérase. La
conformation adoptée par I'élémeanans conduira a I'activation ou a I'inhibition de laatrscription.
Certains VNTRs ont été impliqués dans la modulaties élémentsis, inhibant alors la fonction des
facteurstransrégulateurs. La transcription du gemedAchezN. meningitidisest le modéle d’étude.
Ce geéne exhibe une répétition du motif tétranuadénpie TAAA situé en amont de la région
promotrice -35 [129]. La transcription de ce geseréprimée par I'élémentansrégulateur NadR
dont le site de reconnaissance se situe a proxduitdicrosatellite. La fixation de NadR sur le rhoti
cis est dépendante du nombre d'unités répétées dwsaiellite. La dynamique de cette répétition en
tandem régule ainsi I'expression de NadA, une imeasmpliguée dans l'adhésion cellulaire et
déterminante dans la virulence bactérienne. Chlleztuberculosis le VNTR3690 est supposé
intervenir dans la régulation du gdpdA. Ce géne code pour la protéine IpdA, un facteuridgence
pléiotropique du bacille tuberculeux. Cette protéest un antigéne majeur caractérisé comme un
membre de la famille des flavoprotéines disulfidductase assurant la réponse au stress oxydatif et
catalysant la production d’ATP en conditions anbé&® Le géndpdA s’avere douze fois plus
exprimé lorsque VNTR3690 présente quatre motifsétép contre une unité seule [130]. Le
mécanisme régulateur n'est pas élucidé mais lesueutont mis en évidence une séquence
palindromique dans le minisatellite. Cette séquersiesusceptible de former des structures de type

tige-boucle, conformation classique de fixatiorpdatéines régulatrices [131].

2. Le MLVA, une méthode parfois contestée

2.1. Concordance épidémiologique et homoplasie

L'interrogation majeure du MLVA décrit dans la ma§é des revues sur le MLVA concerne
la concordance épidémiologique [88,132]. La prolaiégue du rble biologique des VNTRs souléve
de nombreuses interrogations. Bien que la majdggmutations affectant les séquences répétées en

tandem semblent neutres et n’engendrent pas ddicatidins phénotypiques, certaines sont associées
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a d'importantes fonctions biologiques. En effett@ieas VNTRs sont impliqués dans des mécanismes
de variations de phase ou de modifications antigéys. Le role fonctionnel de l'instabilité de ces
séquences est supposé jouer un rble dans I'adaptsila bactérie a une nouvelle niche écologitue e
notamment & un nouvel héte par l'altération deélgonse immunitaire. Dans le cadre de contextes
particuliers (épidémie, invasion de I'héte, colatisn d’une nouvelle niche écologique), un alléle
particulier pourra étre sélectionné positivemensestépandra au sein de la population. Deux clones
identiques pourront artéfactuellement étre difféiesm par un marqueur soumis a sélection et dont la
mutation confere un pouvoir adaptatif [132]. Ainkits d’'un contexte épidémique, la transmission
d'un clone d’hétes en hétes peut étre favorisédgarodulation d’'un nombre d’unités répétées d'une
séquence répétée en tandem situé sur un gene quuanan facteur antigénique, le génotype de ce
méme clone dans son réservoir environnemental powlars étre différent. Cet exemple illustre la
faible pertinence de ce type de VNTRs dans un gtatépidémiologique. La difficulté réside dans
l'identification de ces VNTRs impliqués dans un mg@ment phénotypique. Treés peu d'études se sont
penchées sur ces aspects mais certains paramedégifs peuvent étre évalués : présence du VNTR
dans une phase ouverte de lecture codant pour natéine de surface ou un facteur de virulence,
VNTR situé dans une zone codante et dont le mattaine est congru a trois, VNTR situé au niveau
d’un promoteur, présence d’'une séquence régulaticée VNTR, révélation d’une structure en tige-
boucle ou épingle a cheveux au niveau d'un VNTRs Qgelques paramétres permettent de suspecter
un réle fonctionnel mais, en aucun cas, ne le @ouyla réalisation d’expériences de pathogénigité
vivo pourrait démontrer cette corrélation entre génotgp phénotype. Des tests d’évaluation de la
concordance épidémiologique, par comparaison gpitptg d’isolats corrélés épidémiologiquement,
permettent de garantir que le marqueur concernéadmpté aux études épidémiologiques le
marqueur doit étre polymorphe mais assez stable gui puisse étre invariable dans un contexte
géographique et temporel localisé. Seul ce typeval&lation justifie le critére de concordance
épidémiologique et valide I'utilisation du VNTR.

L'apparition indépendante du méme état transforinéz cdifférentes clades est appelé
convergence, ou par extension, si les clades soches, parallélismeA contrarig la réversion est
l'apparition d'un caractére ayant l'apparence demtaphologie ancestrale. Ces trois notions,
convergence, parallélisme et réversion, définisspat opposition a I'homologie, des caracteres
similaires non hérités d’'un ancétre commun. Cesligiales qui ne traduisent pas les relations
évolutives entre taxons ont été originellement ephgalisées en 1870 par le zoologue britannique
Edwin Ray Lankester qui les a qualifiées d’homapl§$33]. L'instabilité des répétitions en tandem
et leur évolution sélective sont responsables oihdirente homoplasie de certains VNTRs. Ces
mutations convergentes rendent inenvisageablelidation de ces marqueurs pour inférer des
phylogénies. L’homoplasie peut mettre en causeofeardance épidémiologique lorsque par erreur
deux isolats sont considérés identiques en raidonrdarqueur convergent. Cependant, I'analyse de

plusieurs loci par MLVA permet de compenser I'homaspe individuelle de certains VNTRs [134].
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Ainsi, deux isolats identiques par MLVA, récoltéand un contexte géographique et temporel
restreint, sont issus d’'une méme chaine clonalpe@ant, la clonalité n'empéche pas 'homoplasie
[36]. Des mutations convergentes sont ainsi suddteptd’apparaitre au sein d’'un complexe clonal.
Cet effet homoplasique pourrait conduire a I'assigm erronée d’une souche a un complexe clonal
aboutissant a des inexactitudes lors d’études pobisps de biosurveillance. L'utilisation de pluste

loci VNTRs évite également ce type de désagrémenhomoplasie des VNTRs doit étre rapportée

mais a peu de conseéquences sur leur utilisatioapatémiologie compte tenu de la méthodologie
mutiple locidu MLVA.

2.2. Un défaut de standardisation

Le MLVA souffre d'un défaut de standardisation é@nt L'exemple le plus frappant est
'absence compléte de nomenclature des VNTRs. Aipsur un marqueur, il est courant de le
retrouver dans plusieurs publications différentegsnsous des noms distincts. Par exemple, STTR5
[135], Sall6 [75], SE-5 [136] et SENTR5 [137] sdes déclinaisons nominatives du méme
microsatellite. Certains auteurs déclarent l'aot@é de la découverte d'un locus et justifient le
changement de nom par I'harmonisation de leur gropmenclature. D'autres, en revanche, omettent
de rappeler que le marqueur utilisé a précédemmEnidécrit sous un nom différent ou ne s'en
apercoivent pas. L'instauration d'une nomenclatstandardisée favoriserait la démocratisation du
MLVA et sa promotion en tant que méthode de réfgelne nomenclature formalisée n’entraverait
nullement le développement de nouveaux protocdNmsus proposons de définir un nom qui
comprendrait les informations essentielles carmstigues du VNTR en question. Les VNTRs sont, de
maniére constante, caractérisés par une taille até omitaire. Ensuite, ils peuvent étre, pour une
souche considérée comme référence, qualifiés parpesition dans le génome et un nombre de
motifs. Puis selon les amorces utilisées, 'amplipourra étre de taille différent. Enfin, le VNTRte
défini par un nom, qui, selon toute logique, devcairrespondre & celui donné lors de sa premiére
description. Ainsi, une nomenclature standardisé@mative serait :

X_P_Apb_Bpb_NU avec X le nom originel du VNTR, Ppgsition dans le génome de référence, A la
taille de I'amplicon pour un couple d’amorces domitiésé sur le génome de référence, B la taille du
motif unitaire répété et N le nombre d’unités réeétsur le génome de référence.

La convention de désignation des alléles est mar@$ponsable de mauvaises assignations
engendrant des incompatibilités entre protocolesmi@e recommandé par Gilles Vergnaud et
Christine Pourcel, une souche de référence do@ étilisée pour signaler explicitement quelle
convention est utilisée [134]. De plus, les résslthes analysda silico, obtenues par le logiciel TRF,
montrent rarement des alleéles avec des nombresremtiunités répétées. Par exemple, le VNTR
Sa0266 dé&. aureusest indiqué a 5.6U pour la souche Mu50. Cet allels’apparente pas a un demi-

motif rare car il est décliné dans toutes les sesidéquencées sous cette forme tronquée. Plusieurs
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convention de codage sont possibles : a) 'allé®)%st maintenu, ce choix est le moins pertinént e
le moins commode car les demi-motifs seront la g@ité pour le VNTR étudié ; b) l'alléle est
nommeé 5U, ce choix est inapproprié car il risquecdaduire a l'identification d'alleles nuls ; c)
I'alléle est arrondi & 6U. La majorité des prot@sopubliés propose un arrondi au supérieur desslle
identifiés par TRF, cependant d’autres utiliseninkthode de la troncature conduisant a un désaccord
de une unité répétée selon la nomenclature adoptée.

Aucune convention ne régit les modalités de codige alleles MLVA. Certains auteurs
répertoriaient les alleles selon la taille de I'diogn obtenu. Ce principe a rapidement été abanglonn
car les données différaient en fonction des amauntibsées rendant alors complexe I'harmonisation
des données. Les protocoles classiques de MLVAeptést les données sous forme de nombre de
motifs répétés, issus de la conversion de la tdéke amplicons. Quel que soit le protocole utilisg,
alleles seront communs et compréhensibles pardiehke des utilisateurs. Cependant, la conversion
entre l'allele brut (la taille de I'amplicon) etaliéle final (nombre d'unités répétées) doit resprec
certaines regles établies. Méme si le modéle é¥elua dynamique des VNTRs restent méconnus, la
désignation du nombre d’'unités répétées révelesigmfication biologique. La valeur biologique
apportée par les données MLVA est masquée lorsqeddage sous forme de lettres est défini [138].
Cette nomenclature alphabétique est trés reseietiypeut porter & confusion ; elle n'est d'aikegue

trés peu utilisée.

3. Le MLVA, une méthode adaptée

Malgré linterrogation sur la concordance épidémgidue et le probléme de standardisation
de la méthodologie, le MLVA s'impose comme méthddaéférence pour le génotypage de plusieurs
espéces bactériennes. En criminalistique microleiefmicrobial forensicy la tracabilité des
principaux agents de bioterrorisni®, anthracis Y. pestiset F. tularensis est assurée par MLVA et
typage SNPs limité ou génome complet. En microlgielcagro-alimentaire, le réseau PulseNet de
surveillance américain des toxi-infections alim@et propose, comme méthode alternative a la
PFGE, I'utilisation de protocoles MLVA standardiggsur le génotypage d®. entericaet E. coli.
Pourquoi les VNTRs sont-il des marqueurs d'inteérée MLVA s'imposera-t-il en tant que méthode

de référence ?

3.1. Les VNTRs, des marqueurs de choix

Les loci VNTRs sont considérés comme stables avetaux de mutation classiquement
compris entre 1 et 10°. La stabilité des VNTRs est trés variable selanltei : elle dépend des
mécanismes évolutifs et des différents facteurstdkilité décrits précédemment. Cette stabilitét peu

étre évaluéén vitro par la méthode PSPP4rallel Serial Passage Experimeni39]. La PSPE est
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dérivée de la SPE (Serial Passage Experiment),oaétljui, comme son nom le laisse entendre,
consiste a effectuer plusieurs passages de regguagsérie d’une culture bactérienne afin de suivr
les changements génotypiques et/ou phénotypiquestdGet collaborateurs ont repris et décliné le
procédé en le répétant plusieurs fois en parall2des la pratique, la PSPE permet de générer x fois
plus de générations que la SPE, x étant le nombmepktitions expérimentales paralléles. La PSPE
conjugue la robustesse du SPE et la puissanceegpélimentation paralléle. De plus, certaines
collections de référence intégrent des panels diitstabilité, constitués par des intermédiaires de
repiquage successifs d'une souche en laboratairé&valuent la stabilité des VNTRs. Par ailleuess d
étudesin vivo de suivi longitudinal d’'une population bactériendans un environnement limité
permettent de suivre les changements génétiquksstimer la stabilité des marqueurs utilisés.

Quelle que soit la nature de I'espéce bactérielaseprotocoles de génotypage par MLVA
montrent un pouvoir de discrimination élevé voiestélevé. La puissance du MLVA repose sur le
choix et le nombre de VNTRs utilisés. L'utilisatidfoutils efficaces pour la sélection de répétision
en tandem polymorphes et la validation sur uneectitin de référence permettent de définir un panel
de marqueurs pertinents. La combinaison des aldéasdifférents VNTRs rend presque infini le
nombre théorique de profils MLVA identifiables. pnotocole MLVA comprend I'analyse de 8 a 15
VNTRSs, ceux-ci ayant en moyenne, et empiriguemérdlleles. En dehors de toute considération
théorique, l'indice de discrimination, selon lindele Simpson, vérifie les recommandations de
'ESGEM, et, de surcroit, est souvent supériecewdx des méthodes dites de référence.

Le génotypage par MLVA présente I'avantage de repaosiquement sur la technique de
PCR. La méthode bénéficie donc de la puissance éa dobustesse de ce procédé garantissant sa
haute reproductibilité. Les VNTRs choisis comme aqoaurs moléculaires sont conservés parmi
I'ensemble des génomes séquencés d’'une méme ekp8CéNTRs font donc partie drore genome
ou génome commun de l'espéce considérée. L'absdice locus dans une souche est rarement
répertoriée dans la littérature, une donnée manguest le plus fréquemment la conséquence d'un
mésappariement des amorces utilisées pour I'amglifin du locus. Les régions flanquantes de la
répétition en tandem sont généralement conservégsendant certaines espéces trés diverses
génétiqguement commie pneumophilaouP. aeruginosgeuvent poser des difficultés d’amplification.
Le concepteur du protocole devra donc adapternesaes quitte a les générer au niveau de zones
codantes davantage conservées. Les résultats duAM&dANt produits sous forme d'un code
numérique échangeable et facilement stockable desdases de données : le MLVA est donc, par

essence, une méthode portable.
3.2.  Un protocole modulaire

Le MLVA, a l'instar du MLST, examine le polymorphie de plusieurs loci ciblés de maniere

individuelle. Les protocoles de typage peuvent détne adaptés selon la question biologique posée :
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on parle de protocole modulaire. Le MLVA peut secliér selon une démarche progressive
appliguée de maniére hiérarchique par la congiitutie panels de marqueurs. Plusieurs panels,
sous-ensembles de VNTRs, sont élaborés selon kdépnatique épidémiologique. Un premier panel
de loci composé essentiellement de minisatelliespgolymorphes, trés stables, signatureslakters
phylogénétiques est pertinent pour affiner lestieia de parentés entre isolats et définir des
complexes clonaux afin d’établir un suivi épidéragijue en biosurveillance. Cet ensemble traduit la
réalité structurelle de la population et, de ce, fddit étre concordant avec des méthodes de type
MLST. Ensuite, un deuxieme panel élaboré a pagtimitrosatellites polymorphes, plus instables, ne
reflétant pas la structure de la population étydiffene la distinction entre les isolats et établors la
puissance résolutive du MLVA. Ce panel, utilisélseia aucun sens phylogénétique et ne témoignera
d’aucune valeur delustering Cependant, si la question est micro-épidémiolagjigqt I'objectif la
caractérisation fine et aboutie des isolats résdibdés d’'un cas épidémique, alors ce panel dit de
discrimination sera choisi pour déterminer la slagté de ces isolats. En somme, le premier panel
permet la caractérisation de la population analys@est I'épidémiologie descriptive. Le deuxiéme
garantit la résolution des différents individus sein de cette population: c’est I'épidémiologie
d’intervention. La combinaison des deux conféreMitWA une modularité unique en son genre.
L’instabilité et la discrimination différentielledes VNTRs sont souvent discutées dans les articles
décrivant des protocoles MLVA mais trés peu d’atgeegroupent les loci selon ces caractéristiques.
Des essais de distinction de panels adaptés oatéténplis pour le typage drucellaspp.[140] et

M. tuberculosiq141].

3.3. Des bases de données disponibles

L'accés a des bases de données est essentielgantigla qualité d'une méthode de typage.
Historiqguement, la premiére base de données MLVieldppée et rendue publigue fut celle de
I'Institut de Génétique et Microbiologie [64]. Mign ligne en 2002, cette ba3de Orsay bacterial
genotyping page était un prototype de la base actuelle MLVA bamécessible via I'URL
http://minisatellites.u-psud.fr/MLVAnet/ [142]. Qet base de données comporte deux volets
d’accessibilité public databaset private databasesLa version publique de la base MLVAbank
permet d'accéder aux résultats de typage MLVA dhHiso de quatorze espéces bactériennes
différentes ; MLVAbank est d'ailleurs la base dendées MLVA la plus généraliste aujourd’hui
disponible. Apres avoir choisi son espece de pétilin, la base permet de sélectionner un ensemble
de VNTRs parmi ceux proposés dans une liste. Céxobst inhérent & I'aspect modulaire des
protocoles de génotypage par MLVA. L'utilisateudioue alors le génotype MLVA d’un isolat typé
et la base donne les isolats les plus prochesigéegtent pour les loci considérés. La version grivé
de la base est unique en son genre et offre didateur une certaine confidentialité de ses donnée

MLVAbank fournit tous les outils nécessaires a ¢mparaison des génotypes et a la production de
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dendrogrammes selon différents algorithmes. Sar@me modéle, plusieurs bases de données MLVA
ont été développées et ont vu le jour entre 20@D#0. Trois grandes bases généralistes ont dési €
créées et mises en ligne par de grandes institutibH.l.A. Robert Picqué (www.mlva.eu) Iiistitut
Pasteur (www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8)métaRIVM (http://www.mlva.net/default.asp).
Parmi ces bases, celle du RIVM semble étre lagjynamique et la plus riche en profils MLVA (plus
de 3000 pouS. aureuset plus de 1000 po8. pneumoniapar exemple). La multiplicité de ces bases
de données peut constituer un frein a I'utilisatioensive du génotypage par MLVA. La formation
d’'un consensus regroupant I'ensemble des donnéesests apporterait sans aucun doute un avantage
concurrentiel face au MLST, principale techniquieralative. Peu de bases de données spécialistes,
i.e. spécifiqgues d'une bactérie en particulier, existeMLVA for Enterococcus faeciunde
I'Université d’Utrecht [143] et MIRU-VNTRplus hébgée par I'Université de Munster en Allemagne
[144]. MIRU-VNTRplus, base polyphasique intégraes Idonnées de plusieurs méthodologies de
typage, est considérée comme référence pour laarampn de profils MLVA pouMycobacterium
tuberculosig144].
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Positionnement du travail expérimental







L’analyse génomique a eu un impact considérabldastiacon de mener les investigations
épidémiologiques et d’appréhender la structurepopsilations bactériennes. Ces analyses détectent le
polymorphisme de certaines régions génomiquesceode variabilité au sein d'une méme espéce
bactérienne. L’exploitation de ces différents palyphismes a des fins de discrimination est
communément nommeée typage ou, par extension, geageylorsque les objets polymorphes étudiés
sont de nature génétique. La question pour I'épid@giste est de savoir parmi les nombreuses
méthodes existantes laquelle utiliser. Pour ceftérdnts critéres ont été élaborés ; la distincties
différentes méthodes selon ces parameétres a &énpéé dans l'introduction. Ensuite le choix de la
méthode de typage pourra étre orienté selon lddgpode I'investigation épidémiologique, qu'elle
soit d’intervention ou descriptive. Le MLVA, méthedirant profit du polymorphisme de répétitions
des VNTRs, combine la majorité des criteres reddésplus, cette technique semble appropriée aux
différentes facettes de I'analyse épidémiologiogNéanmoins, cette méthode est souvent négligée.
Comment rendre la méthodologie accessible ? L'aatisation et la standardisation du MLVA sont
des éléments essentiels pour que les laboratdiaegés du suivi épidémiologique puissent changer
leurs habitudes. La conception d’'un outil clé erirmsous forme d’un kit de génotypage par exemple,
dont les résultats sont facilement exportablestaiiegtre envisagée. La manipulation d’un tel ool
doit dépendre d’aucune expertise technique paidieylun manuel d'utilisateur détaillé suffiraityso
gue le manipulateur puisse réaliser les différeétapes du procédé.

Au cours de cette thése, des protocoles de gérg#ypatomatisés et standardisés ont été
développés pour trois espéces pathogénesgjionella pneumophilaPseudomonas aeruginosst
Staphylococcus aureu€es trois especes n’'ont pas été choisies parchdsachoix de ces bactéries a
principalement été orienté par la connaissancdejlaboratoire GPMS avait sur leur diversité et leu
structure. La plupart des VNTRs avaient préalabiend¢e identifiés et des études épidémiologiques
ont montré l'intérét du MLVA. Un accés public ddasbase de données MLVAbank permet de faire
des requétes sur les génotypes intégrés, d'étuidier distribution et de comparer leurs
caractéristiques. Sous I'égide du processus CIFR@&\{ention Industrielle de Formation par la
Recherche en Entreprise), les travaux entrepiissetiechnologies développées dans le cadre de cette
thése devaient également étre en adéquation avexctizités de I'entreprise. La société Ceeram, au
sein de laquelle j'ai effectué en partie ma théseun laboratoire privé d’analyse génétique, sfliééi
dans la détection, l'identification et la caractétion d’agents microbiens et dont I'activité emtteée
autour de trois secteurs : santé, agro-alimenttirenvironnement. Le développement d'outils de
génotypage pour les trois pathogenes cités s'iatélpgnc parfaitement aux secteurs d’activité de
I'entreprise. Enfin, ces trois espéces bactériermoed des modeles représentatifs des structures de
populations décrites dans I'introductioh.:pneumophilgprésente une structure mixt, aeruginosa
est fortement panmictique 8t aureugst une bactérie clonale.

A la lumiere des différentes problématiques avasidéms I'avant-propos et du contexte défini

dans lintroduction, j'ai initi€ ma thése avec p&uss interrogations. Quelles sont les contraintes
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technigues limitantes du MLVA et par quels procédéshniques les contourner ? Un kit de
génotypage est-il concevable ? Si oui, commenitsemnditionné et quels seraient ses éléments de
validation ? L’objectif initial était donc de medta disposition un outil a moindre colt permettant
génotypage de routine et de le valider sur deeaidns de souches pertinentes. Enfin, les études
épidémiologiques menées, a la fois prospectivesétebspectives, descriptives et d’intervention,
permettent d’évaluer la capacité du MLVA a défilarstructure de populations bactériennes aussi

diverses que celles de pneumophilaP. aeruginosatS. aureus
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Articles







1. Technologie développée

1.1. Etat de l'art

Pour plusieurs raisons invoquées en introduct®MILVA posséde tous les atouts nécessaires
pour répondre aux différentes exigences de I'épididgie des maladies infectieuses. Cependant, la
diffusion du MLVA est limitée par plusieurs coninggs techniques. Les VNTRs analysés doivent étre
amplifiés de maniére indépendante. Pour des prig®abassiques qui comprennent I'analyse de 8 a
16 marqueurs, le génotypage d’'une dizaine d'isalétsessitera, de maniére laborieuse, une centaine
de réactions PCR. De plus, I'analyse des tailleslo@ est classiquement réalisée par électrophores
sur gel d’agarose. Il parait difficile d’envisagBentreprendre le typage systématique par MLVA des
nouveaux isolats identifiés dans un contexte dei ggidémiologique en utilisant le méme support.
L’optimisation du procédé et le développement dapplages dédiés doivent alors obligatoirement
étre envisagés. Enfin, la conversion des taillesnglicons en nombre d’unités répétées s’effectue pa
I'expertise des bandes sur gel d’agarose. La ptmmuces génotypes MLVA est donc soumise a
subjectivité. En conclusion, il existe un réel hasdans le développement d’'un procédé MLVA
permettant un typage rapide, au pouvoir de disadtion élevé, reproductible et a haut-débit des
bactéries pathogenes dans le cadre d’'une applicatiotypage de routine. Cette demande avait été
considérée et quelques tentatives de développederprotocoles automatisés ont été réalisées
[74,137,145,146,147,148,149,150]. J'ai bénéficierdaul apporté par ces différents travaux pour

définir la méthodologie la plus pertinente afinud@matiser et de standardiser les protocoles MLVA.

1.2. Développement technologique

Afin de pallier aux contraintes techniques, les \R¢Tidentifiés sont amplifiés simultanément
par PCR multiplexe afin de limiter le caracteretithsux du MLVA. Le premier avantage de cette
adaptation technique est la réduction du codt efifdanution du temps d’obtention et d'analyse des
résultats. La réalisation d’'une PCR multiplexe memiant de nombreux obstacles, notre procédé a
résulté de plusieurs étapes d’optimisation danshiex des amorces et la conception du protocole
PCR. Les différents critéres sont détaillés danbréet « Method for genotypin8taphylococcus
aureus» (WO/2011/151586). Il est exclu d’analyser leutted de la PCR multiplexe sous forme d’'un
profil de bandes, souvent peu reproductibles et tostandardisation est hasardeuse. Le procédé a
donc été congu pour une application du typage aamealyse des fragments amplifiés par
électrophorese capillaire. Une amorce sens estmanguée avec un fluorophore défini par un spectre
d’excitation unique et permet alors d’associer U4TR donné a une gamme de couleur lors de la
visualisation des profils électrophorétiques. Desples amorces ont été élaborées de telle sogte qu

chaque VNTR soit associé a une gamme de tailleumniinsi, un plan de multiplexage calibré par
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les deux dimensions, spectrale, assurée par leuageqdes amplicons, et spatiale, garantie par le
choix pertinent des amorces, permet d’identifiarn@ maniere unique chaque VNTR. Les amorces
utilisées ont donc la triple particularité i) deraatir l'unicité d’'un VNTR sur un profil
électrophorétique par la caractérisation du vedtlie/couleur, ii) de permettre leur associatitzms
une seule réaction de PCR (la formation de strasten dimeres olbairpin entre les amorces a été
évitée) et iii) de s’hybrider au niveau de zonesisewmvées chez l'espece étudiée. Le profil
électrophorétique obtenu peut étre analysé avesiepirs logiciels différents disponibles en libreés
(Peak Scanner, CLC Sequence Viewer,...). Cependamtaitement des données électrophorétiques
ainsi que l'automatisation des résultats de typagesont possibles que par I'utilisation du logiciel
Genemapper (Applied Biosystems). Ce logiciel aralies profil électrophorétique, interprete les
données brutes et attribue une taille a chaqueieanpmarqué par un fluorochrome. Un utilisateur
non initié peut alors obtenir simplement le codeWWLde la souche typée avec pour chaque locus un
indice de qualité indiquant le degré de confianitgbaé a la valeur numérique associée, reflet du
nombre de motifs répétés pour le VNTR considéré. différentes contraintes ainsi que les actions

menées pour les contourner sont schématisées Bigiulee 6 ci-dessous.

Bémols Nombre de PCR Support de Collecte manuelle
important migration agarose des données
Méthode Typage a haut-débit Typage de routine
Impacts fastidieuse impossible impossible
(" N S N .
Acti Multiplexage des ] Migration p:ar _ Tralte_ment
cuons réactions PCR électrophorése informatique des
L D capillaire AN données )

Figure 6._ Automatisation et standardisation du MLVA

Cette méthodologie a été appliquée aux espegaseumophilaP. aeruginosa et S. aureuet
a donné lieu a la conception de kits de génotypaagpectivement typlegio@ceeramTools™,
typpseudo@ceeramTools™ et typstaph@ceeramTools8kiGesont des trousses complétes prétes a
'emploi pour génotyper les isolats des espécesidérées a partir d’échantillons d’ADN extraits et
purifiés. lls contiennent les réactifs nécessairdamplification des VNTRs au sein de protocoles
développés et validés. Les kits comprennent un eux dnélanges réactionnels permettant la
coamplification de I'ensemble des VNTRs, un mixrdfdification ainsi que les témoins négatifs et
positifs indispensables. Ces kits sont une premééape vers l'industrialisation du génotypage et sa

généralisation dans les laboratoires de microbielog
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2. Validations et applications épidémiologiques

2.1. L. pneumophilaet écotype

a. Résumé

L. pneumophilaest I'agent étiologique de la Iégionellose, madadispiratoire dont la forme la
plus grave se traduit par une pneumopathie aigd®ipanortelle et de la fievre de Pontiac. Cette
bactérie hydro-tellurique thermophile présente &atipularité de coloniser aussi bien les eaux
naturelles que les milieux hydriques artificielsrooe les circuits des tours aéroréfrigérantes ou les
réseaux d'eaux chaudes sanitaires. L’extraordina@pacité d’adaptation développée par
pneumophilaainsi que la multiplicité des milieux colonisés dent difficile I'identification de la
source de la contamination ainsi que le suivi dilhggene incriminé. Un protocole de typage haut-
débit permettant le suivi épidémiologique doit détre envisagé.

Le systeme MLVA développé, le MLVA-12., repose sur lanalyse de 12 VNTRs
coamplifiés simultanément en une seule réactioRCIR. La procédure employée permet d’obtenir, a
partir d’'un ADN d’'une souche bactérienne, un codmérique unique et reproductible en moins de
quatre heures. Le MLVA-LZ. a été valide sur une collection de référence deo@@hes cliniques.
Les criteres de performance obéissent aux reconatiand établies par 'TESGEM. Ainsi, I'indice de
discrimination calculé est similaire a celui obtgyau le SBT, la méthode de référence. Le panealalit
concordance épidémiologique confirme la pertinedoe MLVA-124,,, lors d’une investigation
épidémique. La congruence avec le SBT et I'assigmates souches typées a différents complexes
clonaux suggerent que I'homoplasie des VNTRs d@8haée ; le MLVA est une alternative au SBT
pour I'épidémiologie descriptive.

Cette procédure a été appliquée a I'étude de Atssenvironnementaux dans le cadre du
suivi de populations dé. pneumophilaentre 2000 et 2009 dans la ville de Rennes. Noosisav
montré la prépondérance d’'un clone non impliquésddes cas épidémiques rennais. En effet, ce
clone, bien que responsable de plus de 10% dedecigjionellose en Europe, colonise de maniéere
exclusive et persistante les réseaux d'eaux rersaas étre lié aux épidémies ou aux cas sporadiques
détectés dans la région. Cette observation confilexéstence d'écotypes dans la populationlde
pneumophiladont la pathogénicité semble étre modulée pafatgsurs environnementaux. De plus,
la mise en évidence de la colonisation exclusivepbus de huit ans d’'un méme génotype est un
argument pour la stabilité des VNTRs choisis. Enfiet article justifie I'emploi du MLVA1Zsay
comme oultil de tracabilité et d’évaluation du risqua source des épidémies déclarées de légisrello
en 2000 et 2006, une tour aéroréfrigérante d'utreemmmercial, est révélée ; la présence de ssuche
endémiques virulentes dans les tours aéroréfriggsatindustriels ou d’hbpitaux est signalée afie q

des mesures sanitaires soient rapidement engagées.
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b. Article 1 (publié par Applied and Environmental Microbiology)

High-throughput typing method to identify a non-outbreak-
involved Legionella pneumophilastrain colonizing the entire water

supply system in the town of Rennes, France.

Sobral D' Le Cann P, Gerard A%, Jarraud 3, Lebeau B, Loisy-Hamon F, Vergnaud G’,
Pourcel C
Université Paris-Sud, Institut de Génétique et bliaologie, Orsay, F-91405, France; CNRS, Orsay,
F-91405, France
Ceeram (Centre Européen d'Expertise et de Rechsuches Agents Microbiens), Allée de la Filée,
44244 L a Chapelle sur Erdre, Frahce
LERES (Laboratoire d'Etude et de Recherche en &mvement et Santé), EHESP (Ecole des Hautes
Etudes en Santé Publique), Avenue du Professeur-Bémard, 35043 Rennes, Frahce
Centre National de Référence des Legionella, Usitede Lyon, INSERM U851, Faculté de
Médecine, IFR 128, Lyon, Frarfce
DGA/MRIS- Mission pour la Recherche et I'lnnovatiSnientifique, 92221 Bagneux, Frahce

ABSTRACT

Two legionellosis outbreaks occurred in the cityRennes, France, during the past decade,
requiring in-depth monitoring dfegionella pneumophilan the water network and the cooling towers
in the city. In order to characterize the resultiagge collection of isolates, an automated lowt-cos
typing method was developed. The multiplex capilaased variable-number tandem repeat (VNTR)
(multiple-locus VNTR analysis [MLVA]) assay requig only one PCR amplification per isolate
ensures a high level of discrimination and redd@asls-on and time requirements. In less than 2 days
and using one 4-capillary apparatus, 217 envirotahésolates collected between 2000 and 2009 and
5 clinical isolates obtained during outbreaks i@@nd 2006 in Rennes were analyzed, and 15
different genotypes were identified. A large clusté isolates with closely related genotypes and
representing 77% of the population was composedusixely of environmental isolates extracted
from hot water supply systems. It was not respdadir the known Rennes epidemic cases, although
strains showing a similar MLVA profile have regljabeen involved in European outbreaks. The
clinical isolates in Rennes had the same genotgpeadates contaminating a mall's cooling tower.
This study further demonstrates that unknown enwivental or genetic factors contribute to the
pathogenicity of some strains. This work illusteatke potential of the high-throughput MLVA typing
method to investigate the origin of legionellosises by allowing the systematic typing of any new

isolate and inclusion of data in shared databases.
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INTRODUCTION

Legionella pneumophilaan aerobic, non-spore-forming, Gram-negativellbaciis the main
etiologic agent of legionellosis, a severe respisatdisease transmitted by inhalation of aqueous
aerosolsL. pneumophilacan be found in freshwater sources, such as rilakss, or ponds, where it
multiplies in free-living amoebae and ciliated pmta. The bacteria also have a widespread
distribution in human-made environments (1). Mesfidnellosis outbreaks are linked to contaminated
hot water systems or cooling towers (16). The bactean persist in these artificial aquatic
environments through the formation of biofilms tipadtect Legionella populations from temperature
changes and biocide treatment (25). Protozoa sereereservoir for legionellae, and it is thoudat t
growth within amoebae enhances pathogenicity (B, 34

L. pneumophilais a very diverse and heterogeneous species whiativided into three
subspeciesl( pneumophilasubsp. pneumophild, pneumophilasubsp. fraseri, and. pneumophila
subsp. pasculleil.. pneumophilacan be differentiated into 17 serogroups (sg),ksgjhg responsible
for more than 98% of the reported legionellosisesa$l?2). TheL. pneumophilapopulation is
considered clonal, and the adaptation of clonalmeres (CC) to a specific ecological niche was
suggested (14). Studies reported thapneumophilas capable of plasmid-mediated recombination
exchange of DNA material (13) and demonstratedtneirrence of horizontal genetic transfer (9, 10,
14). Conclusions about tHe pneumophilapopulation structure might be biased since thairsr
investigated are usually recovered from clinicakesa or human-made environments. The
pneumophilapopulation is supposed to be much more diverse,the observed clonal complexes
may be a nonrandom set that represents specifiades adapted to human habitats (32).

Due to widespreat. pneumophilaoccurrence in both natural and artificial aquagistems, it
is essential, in order to allow the implementatimn prevention measures, to identify potential
environmental sources of infection by comparingichl and environmental isolates (31, 35). The
investigation and characterization of large coltet require low-cost typing procedures. The curren
typing method recommended by the European EWGLIsGrium is a multilocus sequence typing
(MLST)-like protocol called sequence-based typiS8T) (18, 30). This approach is highly portable
and widely used to perform epidemiological survaysl outbreak investigation (27) owing to the
existence of databases accessible over the inteHwvever, SBT remains tedious and time-
consuming, as it requires the sequencing of botinds of seven gene fragments. For this reason, its
use as a first-line assay for large-scale invetitiga seems precluded. Multiple-locus variable-nemb
tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA) is a PCR-basgiing method that relies on the variability
found in some tandemly repeated DNA sequences wiijgtesent sources of genetic polymorphism
(37). Ten VNTRs suitable fdr. pneumophilaMLVA genotyping were previously reported (29), and
selection of 8 loci comprising Lpms01, Lpms03, LA®sLpms17, Lpms19, Lpms33, Lpms34, and
Lpms35 and compatible with low-resolution DNA sgimquipment (such as agarose gels) was

proposed. The MLVA protocol based on these eighTRBl and called MLVA-8,say Was useful for
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both epidemiological studies and analysis of pdprastructure (28, 29). Indeed, recent work showed
that a majority of clinical strains were distribdteto a limited number of CCs defined by MLVA,
called VNTR analysis CC (VACC) and characterizeddpydemic strains such as Paris (VACC1),
Philadelphia-1 (VACC2), and Corby (VACC9) (38).

In the city of Rennes, one of the largest citiedhe west of France, with a population of
200,000 inhabitants, two legionellosis outbreaksuo®d in the past 10 years. The first outbreak
happened in autumn 2000 and caused 22 legionelt@siss, including 4 deaths. Public health
authorities adopted a plan in March 2001 to asamdsprevent Legionella-associated risks. Despite
the implementation of this plan, a second outbreedurred in January 2006 and led to 2 deaths
among the 8 diagnosed cases (4). In the contexatdr networks and cooling towers monitoring for
the presence df. pneumophilaisolates are regularly collected from multipleesirepresentative of
the whole water supply system in Rennes. Here wetgped 217 isolates collected in Rennes
between 2000 and 2009, revealing that strains we¢bin the two outbreaks were not related to the
few clones which colonize the whole water supplgtesm in this city. For this, we automated the
MLVA procedure by coamplifying 12 VNTRs (MLVA-L&,) in a single PCR and performed
fluorescent capillary electrophoresis. CompareMId/A-8 osay the new protocol provides increased

informativity.

MATERIALS AND METHODS

Strains. A total of 320 isolates were used, including 98lates from the EWGLI reference
collection. This collection contains clinical andveonmental isolates originating from 10 countries
and is composed of one epidemiologically unrelafshel of 74 isolates (panel 1), one
epidemiologically related panel of 16 isolates @&t), and one stability panel of 5 isolates (pa)el
(17). All isolates from this collection belong teregroup 1 (sgl) and have been characterized
extensively by other genotypic and phenotypic mashdn addition, three reference strains for which
the genome has been sequenced (Philadelphia-k, Bad Lens) were used as controls. The type
strain ofL. pneumophilaPhiladelphia-1 (NCTC 11192), was obtained from lttational Collection of
Type Cultures, London, United Kingdom. The Lens Badis reference strains have been deposited by
the French National Reference Center for Legionallayon, France, in the EWGLI collection (EUL
160 and EUL146, respectively). Five clinical iselattame from two epidemic cases that occurred in
autumn 2000 and winter 2006 in Rennes. Two hundnedseventeen environmental isolates collected
from human-made sources (cooling towers and wastriltition systems) in Rennes between 2000
and 2009 were selected from the collection maiethiby the Laboratoire d'étude et de Recherche en
Environnement et Santé (LERES) in Rennes, FrameeTable S1 in the supplemental material).

DNA extraction. Strains were cultured at least 2 days at 36 +@7@®@uffered charcoal-yeast

extract (BCYE) with I-cysteine. Genomic DNA was rdted using the DNeasy blood and tissue kit
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(Qiagen, Courtaboeuf, France). DNA concentration s waneasured using an ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop; Labtech, Palaiseande) and adjusted to 3 pgwith water.

Selection of VNTRs.The typing procedure is based on the analysiofNTRs, 8 of which
were published by Pourcel and colleagues (29). Bdditional VNTRs (Table 1) were selected from
the four availablé.. pneumophilayenomes using the Microorganisms Tandem Repedéb&se (20):
Lpms38 (8-bp repeat unit), Lpms39 (6-bp repeat)ubpgms40 (6-bp repeat unit), and Lpms44 (6-bp
repeat unit). They were selected among the 10 satedlites with a 6- to 8-bp repeat unit and astlea
a 60% average internal conservation and showintpadt two different alleles among the four
sequenced genomes and were tested on panel 1 HoBWGLI collection. Lpms17 was excluded
from the present MLVA scheme because of its lowrimfativity, whereas Lpms31, which is difficult
to type on agarose gel, was incorporated. As dtrabe extended MLVA scheme, MLVA-32ay
includes 12 VNTRs: eight are minisatellites (LpmsDAms03, Lpms13, Lpms19, Lpms31, Lpms33,
Lpms34, and Lpms35) and 4 are microsatellites (l38nkpms39, Lpms40, and Lpms44).
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Expected size (bp) (no. of

VNTR ) Repeat size )
Primer name Sequence (5" - 3) repeats) for strain
name (bp) : .
Philadelphia-1
Lpms01 Lpms01R GCATATGACAAAGCCTTGGC
45 494 (8)
LpmsO1F NED-TGAATTTCTCCCTCTTGCTTG
Lpms03 LpmsO3R TGATGGTCTCAATGGTTCCG
96 942 (8)
LpmsO3F VIC-GGACAAACAACCAATGAAGC
Lpms13 Lpms13R GCATCGGACTGAGCAAAGTA
24 793 (11)
Lpms13F NED-CTCACCAGGATGCTTTGTCG
Lpms19 Lpms19R TCCAGAGGCTCTGGATTATC
21 128 (4)
Lpms19F VIC-GAACTATCAGAAGGAGGCGA
Lpms31 Lpms31R ATCGCCTAATTGCCGCCTA
45 1043 (17)
Lpms31F 6FAM-CCTCGCAAGCCTATGTGG
Lpms33 Lpms33R CGAGGAAATCTTCTTCAGCC
125 317 (1)
Lpms33F VIC-GACACCACAGCAGTTTGAAC
Lpms34 Lpms34R ATGCAGGATGTTTGCGCATG
125 265 (1)
Lpms34F 6FAM-AAGGAATAAGGCGCAGCAC
Lpms35 Lpms35R TATCAACCTCATCATCCCTG
18 205 (3)
Lpms35F PET-GAATCTGAAACAGTTGAGGATG
Lpms38 Lpms38R GGATTGCCTTGGGCATTAAT 6 264 (3)
Lpms38F NED-CCTATCAACAGATGACGCTT
Lpms39 Lpms39R CCAACTCCTCAACGCAACAA 5 79 (6)
Lpms39F PET-CTTGACGAAGTAGGTGTGGG
Lpms40 Lpms40R TTACCCAAGCCCTTATTGCG 5 198 (4)
Lpms40F 6FAM-TAGATCTCTTGCCGAGCTTC
Lpms44R TTATGCGAGAGTTTCATGA
Lpms44 6 173 (9)
Lpms44F NED-GCTACTGCAGCAACATCC

Table 1.0ligonucleotide primers used and VNTRs analysadisistudy
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MLVA typing. Primers were designed to be able to simultaneamllify all 12 loci, taking
into account the allele size range of each locesipusly evaluated by agarose gel electrophoresis
(Table 2). The 12 VNTR loci were amplified in a gné multiplex PCR using the genotyping kit
Typlegio ceeramTools (Ceeram, Nantes, France)flfrighis kit includes forward primers labeled at
the 3 end with either 6-carboxyfluorescein (6-FAM), -chloro-7-phenyl-1,4-dichloro-6-
carboxyfluorescein (VIC), 'Zhloro-8-fluoro-7,8-fused phenyl-1,4-dichloro-6-carboxyfluorescein
(NED), or PET (Applied Biosystems, Courtaboeuf, fe&). Reverse primers were synthesized
unlabeled and tailed (Applied Biosystems, CourtafioErance). The use of reverse-tailed primers,
which promotes the addition of a nontemplated Aht product, efficiently avoided the so-called +A
peak artifact (3). The multiplex PCR was performada 154l final volume using the Qiagen
multiplex PCR kit (Qiagen, Courtaboeuf, France)e Teaction mixture containedu® template DNA
(3 nghul), 7.5 ul of 2x multiplex PCR mastermix, and 5ub of primer mix. The PCR was run on a
Veriti thermal cycler (Applied Biosystems, Courtald, France) using the following conditions:
initial denaturation cycle for 15 min at 95°C, Meles of touchdown PCR (30 s at 95°C; 60 s at 82°C,
with a 1.2°C drop in temperature each next cydles at 72°C); and 15 cycles of long-range PCR (30
s at 95°C; 60 s at 64°C; 70 s at 72°C, with a Beseiase in time each next cycle), with a final i m
at 72°C. PCR fragments were purified using QiaggeHX plates (Qiagen, Courtaboeuf, France).
Then, 2l of purified PCR product was combined with 7.4b HiDi formamide and 0.25ul
GS1200LIZ (Applied Biosystems, Courtaboeuf, FranCH)e samples were run on the ABI3130
capillary sequencer (Applied Biosystems, Courtabdetance). Electrophoresis was performed using
a 50-cm capillary filled with performance-optimizedlymer 7 (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) at 60°C for 6,200 s with a running voltagel2 kV and an injection time of 10 s at an
injection voltage of 1.6 kV.

Automated binning was performed with the GeneMappéware (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France). Each bin is characterized by the allelamwze plus or minus 10% of the unit size length.
Insertion or deletion mutations sometimes aris#lainking regions or directly in tandem repeats and
affect the amplicon size. Therefore, we assessadndidence interval (Cl) to overcome these

sequence polymorphisms.
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Allele min Allele max

Allele Standard
VNTR (number of repeats, (number of repeats, HGDI
number deviation
expected size in bp) expected size in bp)
Lpms01 6, 404 10, 584 6 0.6501  {0.5821,0.7181}
Lpms03 7,846 8, 942 2 0.5054  {0.4928,0.5179}
Lpms13 3,601 17,937 10 0.7790 {0.7152,0.8428}
Lpms19 4,128 5, 149 2 0.2936  {0.1788,0.4084}
Lpms31 6, 548 20, 1178 12 0.8563 {0.8061,0.9066}
Lpms33 1,317 5, 817 6 0.7020 {0.6196,0.7844}
Lpms34 1, 265 3,515 4 0.6649  {0.6203,0.7096}
Lpms35 3, 205 32,727 17 0.8815 {0.8416,0.9215}
Lpms38 3, 264 19, 392 4 0.2710  {0.1389,0.4031}
Lpms39 6, 79 26, 199 12 0.8301 {0.7699,0.8902}
Lpms40 4,198 5, 204 2 0.5054  {0.4928,0.5179}
Lpms44 6, 155 18, 227 6 0.5391 {0.4512,0.6269}
Genotype 95% confidence
HGDI*
number interval
MLVA-12 orsay 39 0.9534  {0.9234,0.9833}

Table 2 Range and HGDI for individual or combined VNTRilo

& calculated from typing results obtained with tde_7 pneumophilastrains included in the panel 1 of
the EWGLI collection
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Data analysis. Each VNTR locus was identified according to cobmd automatically
assigned a size by the GeneMapper software (Ap@iedystems, Courtaboeuf, France). This size
was then converted into an allele designation assutwith a quality index. Intermediate-size atel
(which may result from intermediate-size repeattaurar from small deletions in the flanking
sequence) were reported as half size (0.5). Thiagygatum file was imported into BioNumerics
version 6.5 (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, ddem).

A complete strain allele string expressed as iddi@lprofile corresponding to the number of regest
each VNTR was constructed in the order Lpms01, 18népms13, Lpms19, Lpms31, Lpms33,
Lpms34, Lpms35, Lpms38, Lpms39, Lpms40, and Lpm$#44é. genotype of the Philadelphia-1 strain
deduced from its genomic sequence NC_002942 i48-8-17-1-1 3-3-6-4-9 and that of strain Paris
NC_006368 is 7-7-10-4-9.5-4-2-17-3-13-5-6.

Repeatability of the multiplex PCR and of the simeasurement by the capillary electrophoresis
device was tested in two ways. The 98 isolateb@f/alidation group were typed twice independently
using the same DNA samples. In addition, the theésrence strains Lens (EUL160), Paris (EUL146),
and Philadelphia (NCTC11192) were typed eight timdependently using the same DNA samples.
The Hunter-Gaston diversity index (HGDI) (23), goplcation of Simpson's index of diversity (33),
was used as a polymorphism index for individualcombined VNTR loci. CI were calculated as
described previously (21). The unweighted pair growethod with the arithmetic mean (UPGMA)
clustering method was run using the categoricdlficoent (also called Hamming's distance). A cutoff
value of 60% similarity was applied to define cirst The minimum spanning tree was produced in
BioNumerics, allowing the creation of missing linkad scaling with member count. The logarithm

scale was used when drawing branches.
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RESULTS
Automated multiplex capillary-based MLVA assay devéopment. The new optimized
primers and the high-stringency PCR protocol yiéldiean electrophoretic profiles without artifadtua
peaks, such as stutter, spike, or shoulder peags {J- Half-size alleles were observed for Lpms01,
Lpms31, and Lpms39. In previous reports, corresigasnent of unit repeats was not simple for
Lpms31 because of the high frequency of these diedf-alleles, and therefore, use of the higher-

precision capillary electrophoresis equipment isdadory for this locus.
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Fig. 1. Electrophoregram showing PCR amplicons of all teealye-colored coamplified VNTR loci
separated by size and color with capillary eledtorpsis.

|
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The Study Group on Epidemiological Markers (ESGE®fgrs to two categories of criteria to
define the quality of a typing method: performameel convenience criteria (36). The performance
criteria include marker stability, typeabilityT (value), discriminatory power combined with
epidemiological concordance, and reproducibilitpcliding repeatability). These criteria were
evaluated and tested on 98 strains of the EWGEreeice collection, of which 74 are unrelated (panel
1) (17). The dendrogram in Fig. 2 displays the MLWata and the clustering of strains, allowing an

assessment of the different criteria.

76



- . P E ERC = 3 % & E sirain MLYACT ST SET Panel Ol
73 70 95 4C 2D 180 310 130 S0 6O Bl AL - e Lieriare
70 10 a5 40 2D 180 0 0 50 60 FAlies e Twre Rermnre
0 95 40 20 180 30 B 50 60 FOIAES ey : Furd Flon:
70 70 100 a8 4f 20 1RO A6 1N &0 G EJLME wmgo . Hiral 1
7370 W0 85 40 2D 180 30 @O S0 6O BB whG Ban

73 70 100 EJLG Ao Pt mfornen srain

]
=
—1 ]
u
n
70 70 100 85 4C 20 170 3¢ we 50 s M BT wacor B el 1 Suleelaind
73 10 100 95 40 20 170 30 @0 so o M BJLmI O wacl) ! Harel 1 Suilzetznd
30 W0 85 40 20 w0 v woe so o W EAE? o aeny ?
THOT0 100 85 4¢ 20 W0 ¢ @ 50 oo W COLIA uacoy i
i 75 70 100 08 4 20 470 2¢ 1o &0 a0 W EJMD O wACO) .
7y 70 100 85 40 20 170 3¢ 1o 50 60 MM Eousa WAL
T3 70 00 85 4¢ 2b To 3¢ Bo s0 oo W) ENOSI wAcoy .
70 70 1.0 96 4C 20 170 3¢ as &0 eo W Fam ALY S
7810 L1 170 a0 o 50 g0 M FJGED ey '
73 70 100 95 40 20 170 30 w0 50 6o M cousr BT .
73 10 100 98 4¢ 2p im0 e e so o M Eons weso 4 Fwibin
7H 70 160 @6 4 20 170 ¢ 1an 6o eo W Fuva AT B Gy
—— 7Th 70 60 a5 4t 20 170 a0 nn &0 s W Rove wacor & Gemr
o o T s 4L 20 1o au 6.0 . LJaLvy WACLY " LETRT AT
73 70 100 85 4L 2O iTO so o M EMD3 el L eohand
73 70 180 a8 40 20 170 s0 o Wl CAra wacct 5
73 70 100 95 40 2D 17D 50 o B Eaos uneed =
T T 100 85 4L 2D ITO a0 oo B EJDIF whced : Lezrnae Wy
—_— 72 0 1 [T 180 so oo W FUmF  waco % FAAEIRTIE Frarei
73 70 120 155 20 20 20 50 60 Flnn £1 210315 UK
70 70 120 155 2 2D 10 50 9.0 EJLird Lo ERLERERENN LK
7o 70 120 155 0 20 220 50 8.0 ELi? 5t ERE NIRRT UK
70 70 130 155 20 20 220 50 00 ELD&E & ERUERERENT Swant
75 70 10 40 1D 180 50 90 [SNALE] WALLE a1 ERIFEERN TR H UK
75 70 1n0 40 1D 160 S0 90 FApes  eagon e 5170561015 Rermnre
75 70 120 200 4L 10 160 B0 0.0 F 1 uRre R, ar ERUEHE LERT Fravee
75 70 170 MO 40 10 &N &0 an EJLDND wACCE ar ERURIRUES I Lk,
75 10 To AL 1D 120 50 80 EJL1d  wALlh ag G0 R g el
TAOTO IR0 AL 1D ITO 50 8.0 EJLDg WACTE 41 3IEIFEADIZ Spum
75 70 120 30 10 170 50 0.4 F IR UATCR an SIEPITRANIT Paeel Epar
Ah IO M0 4D ITE  4f AD /O 190 M0 &0 40 EJLST  WACCE " ERIEREFET] Aarel 1 Suilzetlind
)70 10 4D Is5 50 3D MO W0 WO 50 60 R a1
ax 70 10 40 135 4.0 ap o LS T S0 8.0 CLis AT a1 17
83 70 10 4D 136 40 3D WO L0 WO S0 60 EaLing  whild b3 X g
8) 70 110 4D 135 40 3D @O 30 ®Wd S0 00 Eovisn AL 24 3 PR
B3 7O %0 4D 133 4L 3D 0 A0 BI 30 90 E L0 wACCd e 2.1
83 70 9.0 D 166 3L 3D 180 30 0 50 150 Fms #
A IO TH 4D 136 S0 AD B0 A0 MO &0 1R E.LG9 % PPAERAE
8) 70 TH D 135 50 3D X0 0 M) 50 180 B 2 rrwmanzia
| ab . 4L 80 180 89 0.0 ELizig " [ERTRUNEIRERS
LT ; e 80 16c 60 0.0 Fnia? B ITTHIRT G vy
B) 70 40 4D 135 20 3D 230 100 W0 40 60 ELTa s 1101l e sl Farze
90 HU  ED o o1ss s 30 240 s wne 4 vo [ ocoeen DS L1 BAUZLAZSAN e 1 Dierare
_|:| 8y a0 8o 155 3¢ 25 240 ¢ 20 40 oo W Enw: weeds 1 LA IRE RN N L Dlarears
)y a0 8o 140 2c 30 w0 0 20 4o oo J EAM waccs 5 [RUREREERFE Dienriar
a) a0 90 125 40 10 M0 a0 120 40 90 M coun uRLLY N BITEM b UK
) an W 125 40 10 20 a0 2o a0 so  Cos wecs 3 GMALE AT g
a) a0 80 125 46 15 M0 ac w20 40 a0 | v wanca 3 BTG LK
an a0 en 125 4t 10 w0 oan o an an [ ENVE uaccy 5 [RLRER EXET 13
91 &0 90 125 40 10 20 30 2o a0 oo M Earry weccw & AL e un,
I 83 &0 100 125 50 30 =0 o 1o 40 oo [ Easy weeds s DAREREREE) e
83 &0 100 126 §¢ 32 20 o @ 4o oo [ EADG wacce a3 [RLEERERT Gusece
73 &0 &0 1610 110 20 @) 40 100 EL1 £1 46312221511 Dotk
70 &0 160 55 50 ZD 140 A0 120 40 90 Ll “ IRILERL IS
70 a0 180 85 3L 20 140 30 120 40 94 F it 4 [EERRRAN
73 AN &0 55 Xf 20 140 A0 @A 40 a0 EJL12 4 12d. 125
71 A0 16D 55 A0 2D 140 30 20 40 90 Bl - TEALEEI2E
92 80 160 83 0 2D 160 150 20 40 9.0 EJLDas 4 LEMAEE I
8y a0 a0 140 e 20 o0 3¢ m@o 40 oo M FumE o uanes z [RUEERRITE ol
’_,_: An A0 a0 140 sc 20 170 a0 a0 an an M eawr o wecc k] [RIRERE'ER |
95 40 B0 1o zc 2o wo do w0 4o so M Fam? waees ™ Feadnsen
e G380 100 120 20 2D 180 AC 83 40 84 E.LGS EH ERUSTEE-TAS
83 40 1.0 150 40 18 130 3¢ oo 4o oo [ ESW VAT [ AL
_|_—: 82 a0 1.0 150 40 10 130 30 90 40 oo WM EoLw: AT S FELIATIM
PRI RN ] WU 4L 1 1su av we o su uy o coma WACTD i} LW LI
75 00 a0 150 8¢ 15 120 e 53 40 a0 I Eoves vaces A PR PN RENS S
75 A0 an 180 %0 10 120 w0 63 a0 oo @ FATF wAcod 7 [ERARRES Gemary
71 a0 so 150 30 1D 120 30 B55 40 oo M Eas wARTd |1 SIS Grmi
T3 a0 w0 10 3¢ 156 1z0 3¢ s 4o aso [ E wAGC a RINNLREN Sy
73 80 80 160 3¢ 15 120 3¢ 65 4o oo W Fon i a1 ERIRRRRES Tarmany
73 A0 %0 125 30 10 120 a0 155 40 oo [ ENME A 41 LPEF1L1ZE Swileilire
73 80 9.0 125 30 10 120 30 155 40 o0 W eoew Rt EH EERIENER R
LA T 125 3 10 120 3¢ 55 40 oo [ Foe warcs 4 LE ML AE
75 &0 an 125 %0 10 120 w0 65 a0 oo M EAS waood a1 EERIRNEREE
— 7h a0 90 125 30 10 120 3¢ o 40 oo H couws waLLa al EERUEAR R ] Fruwne
—: a1 a0 60 155 S50 10 B0 40 &0 40 1.0 Coti 4 whgdne g EXEIREREN AL fiotang
03 a0 100 155 A0 1D &0 A0 00 S0 84 Ealrd w2t £ iy
A1 80 110 170 16 10 30 150 &o an oo [ BN usccE kL] FERRENTERL] Frarze
_| I 83 &0 10 1o 10 10 30 150 60 a0 oo M cawery weec as EERRINEEAY]
8y a0 1ip o 16 10 30 8¢ 6p 40 so [ coen waecs a EAUARNELA]
1 ) 80 110 120 16 12 30 3¢ &3 4o oo [ CAm waccE a EERRRTE 1]
8y a0 1.0 120 16 10 30 30 &b 40 oo N ELD ALLE E unen
81 &0 1.0 120 1o 1 30 a0 eo ao so [ Eawers waccr B EERRRLAAY
) &0 1.0 120 10 10 30 A0 60 40 80 . L] LACTT ar ERRRREIRAL]
83 a0 1.0 o 16 156 30 36 &5 a0 oo O EJLE LACLE 1 ERUERNELNR] el 1 Sran
81 a0 1o 170 16 10 30 3¢ 60 40 9o H Eam WALLE EAELALR Farm 1 S
. ar a0 1.0 e 16 10 30 a0 e0 40 oo  ocva WALLE EERRRIXS] el 1 Ceemarry
as a0 1.0 170 1. 10 a0 3 8.0 40 0.0 . MTTE 97 WACLE 12111851 Pk pl il i e wF a0 HERA
A) AN 1r0 1TH O AC 18 A0 A6 AN 4N W Eouw? [0 v 4100814011 Swoten
8) a0 1o 10 16 10 30 3¢ 60 40 oo [ Foama e Ao a S
83 a0 100 wo 16 15 30 ac oo 40 so L B [ERARIRA 13
a3 an 110 1w 16 1n 30 30 es a0 oo M NALCE % ERUNRNELNE B TR Sealand

Fig. 2. Dendrogram deduced from the clustering analyste@B8 strains from the panel 1 of the
EWGLI collection using MLVA-123say
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Performance criteria. (i) Stability.The stability panel composed of ®l&es of the Corby
strain (EUL135 to EUL139) showed the same MLVA latlgrofile.

(i) T value.Out of 1,176 expected datum values, 21 wessing and are shown as an absent value in
the dendrogram shown in Fig. 2, corresponding tigpaability, orT value, of 98.22%. Two isolates
(EUL040 and EUL047) accounted for 10 of these mgglata. Excluding these two isolates, The
value of MLVA-125sayis 99.3%.

(iii) Discriminatory power (HGDI).Indices of disenination (HGDI value) were calculated for the
panel of 74 unrelated strains for each VNTR andffertwo combinations of loci (MLVA-Igs.yand
MLVA-8 orsay (Table 2). The MLVA-13,s,y index is 0.9534, a significant increase over thevipus
MLVA-8 orsay SCheme (HGDI = 0.9189). The new protocol distisgad 7 additional genotypes (39
versus 32). This improved resolution was providedharily by Lpms38, which generated 4 new
genotypes.

(iv) Epidemiological concordance.The epidemiolotiicaelated panel included 16 isolates divided
into 6 groups comprising isolates with an establiskbpidemiological link. Members of each group
had the same unique MLVA code.

(v) Repeatability.The 98 isolates of the validatigroup were typed twice and showed the same
genotypic profile. The observed sizes at each lboughe eight trials are listed in Tables S2, &

S4 in the supplemental material. All values arduded in their respective confidence interval,
showing that the described typing protocol wasadpcible.

Clustering was performed, and a cutoff value of 6@&sresponding to a maximum of 5 differences
out of 12 VNTRs, was applied, defining 10 clustemsresponding to MLVA clonal complexes
(VACC) observed with MLVA-8s.y in a previous work (38). Nine additional genotypssre
observed with the EWGLI collection (Fig. 2). Thelypnorphism provided by the new markers of
MLVA-12 5say (Lpms31, Lpms38, Lpms39, Lpms40, and Lpms44) ieduminor changes in the
clusters. EUL029, EUL036, and EUL049 were not ideld in VACC3; EUL071, EULO76, EULO77,
and EULO54 formed a group dissociated from VACCWLB25 and EULO51 were not included in
VACCS.

Long-term epidemiological monitoring of L. pneumophila population in Rennes.The
MLVA-12 5 assay was used to type 217 environmental isotaibected from anthropic sources
(cooling towers and water distribution systemsweetn 2000 and 2009 in Rennes and 5 clinical
isolates from two epidemic cases that occurreduitoran 2000 and winter 2006 in the same city. The
222 isolates were resolved into 14 MLVA types atstributed into 4 clusters, VACC1, VACC2,
VACCS6, and VACCS8 (see Fig. S1 in the supplementatemal). All the tested isolates of VACCL1
(22/34), VACC2 (13/16), and VACCG6 (128/170) werd sghe two isolates of VACC8 were non-sgl.
Surprisingly, a low diversity (HGDI = 0.5372) wabserved, due largely to the high prevalence of
VACCEG isolates (77% of all the isolates) in thidset and particularly of genotype 9 (87% of the
VACCE6 isolates and 67% of all the isolates).
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Members of VACCL1 (34 isolates) with 4 MLVA genotygwere frequent in cooling towers
(Fig. 3). Genotype 2 represented the largest paWVACC1 (80%) and included ST1 isolates
(sequence-based type [SBT] 1,4,3,1,1,1,1 [witHeallembers separated by commas]), among which
was the endemic Paris strain. Genotype 2 isolaggs harvested predominantly in cooling towers (24
isolates out of 31, 77%) and in hot water systelng. (3). This genotype was detected profusely in
hospital A's cooling tower and had an extensiv@mialng period (from 2001 to 2009). Moreover,
genotype 1, also present in hospital A's coolingeto was likely to have derived from genotype Zaby
change at VNTR Lpms35. No other genotype was faartis cooling tower. Two other variants of
genotype 2, each represented by a single isolates feund in the water supplies of two gymnasiums:
genotype 3, an Lpms39 variant, and genotype 4, mmsBl and Lpms34 variant. None of the
genotypes grouped in VACC1 were reported as outlstains in Rennes.

VACC2 with three MLVA genotypes (12, 13, and 14)mwised all 5 clinical isolates and 11
environmental isolates, of which 9 (81%) came froomling towers (Fig. 3). Genotype 13 is the
genotype of reference strain NCTC11192 Philadelph(&T36, 3,4,1,1,14,9,1). The 5 clinical isolates
were previously typed by other methods (unpublisitestd) and were assigned to the same pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) type and to three @iffeEBT sequence types (ST439, 3,4,1,28,14,11,11;
ST626, 3,4,1,28,14,11,1; and ST628, 3,4,1, 1,130)3ST439 isolates with MLVA genotype 12 were
responsible for two legionellosis cases that oexliduring the two outbreaks in 2000 and 2006. The
ST626 and ST628 isolates with MLVA genotype 13 weémngolved in the 2000 outbreak.
Epidemiological studies revealed that these isslatere associated with the two cooling towers msid
mall A and likely represent a long-term contamioatof the mall with the same strain. The main mall
cooling tower was colonized by genotype 12 and tg@o 13 isolates, whereas only genotype 13
isolates were recovered from the cooling towerighiclub A, located inside the mall.

VACCE is represented here essentially by genotyf&dsingle-locus variants are observed,
with genotype 9* differing from 9 by the absencedafta at Lpms13 (Fig. 3). All VACCE6 isolates
were harvested exclusively in hot water systentiviarse facilities, such as schools, swimming pools
spas, hotels, gymnasiums, and malls (Fig. 3), tfivout the study period from 2000 to 2009.
Genotype 9 was found during each annual samplingpa@n. It was sampled from swimming pool A
in March 2000 and October 2010 and also from gymmasA in May 2003 and February 2005.
EUL102, a Swedish isolate from the EWGLI collecti@iso exhibited MLVA genotype 9. Both
L0794, an MLVA genotype 9 isolate, and EUL 102 w8is9 (7,6,17,3,13,11,11), which confirmed
their genetic relatedness. The six single-locugawss of genotype 9 (shown as 6, 7, 8, 9%, 10, Hhd
in Fig. 3) differed at loci Lpms13, Lpms35, and Lg8i (3, 2, and 1 genotypes, respectively). One of
the Lpmsl3 variants, genotype 8, presented the shth¥A profile as EUL101 (ST6O;
7,6,17,3,13,11,9), a strain closely related to ggre 9 strain EUL102, according to SBT typing,

illustrating good congruence between MLVA and SBT.

79



Isolates L1201 and L1202 belonged to VACCS, whildo ancludes the Lorraine strain. They
differed from Lorraine type strain EULO70 (ST4716,22,15,6,2,6) at two markers (Lpms19 and
Lpms31), for which PCR amplification failed. L120das typed by SBT and was assigned to ST74
(5,1,22,30,6,10,6). This ST has four alleles in wam with ST47 and differs by 12, 2, and 9
nucleotide mutations @ilE, mip, andproA, respectively.

Hot water supplies
Cooling towers

Clinical cases VACCS8

Fig. 3. Minimum spanning tree of the 222 pneumophildsolates of the Rennes study using MLVA-
12-.cram(distribution according to equipment name). Edctierepresents a MLVA genotype (the
genotype number is indicated, genotype 9* corredpon genotype 9 with a missing value at
Lpms13). The VACC assignment is represented in.bold

DISCUSSION

Automated capillary-based MLVA system, a powerful g@notyping tool. Nederbragt and
collaborators described an automated method bgsed the MLVA-&,s,y loci. The products of 8
individual PCRs were analyzed by capillary electranesis runs (26). We describe here an MLVA-
12,sayassay optimized for capillary electrophoresis wsia) which can be performed in a single PCR.
This is, to our knowledge, the first report of a liplex-based MLVA assay that involves the
coamplification of more than nine loci. Taking adtege of the higher sizing precision provided by
capillary electrophoresis, we added Lpms31 and foewly identified loci (Lpms38, Lpms39,
Lpms40, and Lpms44) to the previous MLVA:g, selection of loci. Lpms17 was excluded because
of its lack of informativity.
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The clonal complex assignment was realized accgridirVisca and colleagues (38) in order to allow
the distinction of the 10 highlighted CCs. Thus;uhoff of 60%, which groups in the same CC any
isolates that exhibit at least 7 identical markeras applied. Due to the supplementary information
brought with the added markers, some previously ZAdSsociated isolates were outgrouped with
MLVA-12 orsay

The new VNTRSs possess shorter repeat units. Lpnasite its low apparent discrimination
value (HGDI value = 0.2710) due to the prepondezawicthe 3-repeat unit (3U) allele (83% of the
isolates from EWGLI panel 1 have this allele), akothe differentiation of 2 extra genotypes in
VACC2 and 1 extra genotype in VACC1 and VACCS8 ldtgye allele range (from 3 to 19 repeat units)
suggests that new alleles could be discovered vgtedying otherL. pneumophilapopulations.
Lpms39 has 12 alleles and a high HGDI value (0.BBins40 presents only 2 alleles, with VACC1,
VACC3, and VACCS8 sharing the 5U allele and VACC22GLC4, VACC5, VACCS6, and VACC10
sharing allele 4U. Finally, Lpms44 offers no adeayet for discrimination, at least in the population
investigated here, but shows six alleles from 608, suggesting the existence of additional alele
in L. pneumophila

MLVA-125say shows excellent reproducibility and typeabilityivéd= markers (LpmsO01,
Lpms31, Lpms35, Lpms38, and Lpms39) could not bplified in EUL040 and EULO47. Their ST
(ST12; 11,14,16,1,15,13,6) is related to that derence strains Los Angeles-1 ATCC 33156
(11,14,16,25,7,13,F) and Dallas-1E ATCC 33216 (414,18,15,13,F) belonging to pneumophila
subsp. fraseri, suggesting that the PCR primersndb perfectly match their genome. Weak
amplification for these two isolates was previoustported by Pourcel and colleagues using the
primers designed for MLVA-8§say (29).
The VNTR markers proved to be stable and epidemiocddly concordant. The discrimination power
of MLVA-12¢sayis 0.9534, compared to 0.9189 for MLVA:8, Dendrogram topologies obtained
for MLVA-12,ssyand SBT were very congruent. The ESGEM recommératshe diversity value of
a genotyping scheme should be at least 0.95. TiveMieVA protocol is beyond this prerequisite,
even if it still remains less discriminatory thdretSBT protocol (HGDI = 0.9608). However, some
studies report the difficulty in amplifying the ta&S8BT markerneuA Removing this marker, the SBT
is significantly less discriminatory (HGDI = 0.9256

The described technical improvements are a majearece toward a routine and easy use of
Legionella genotyping. The four steps of the MLVAogedure (DNA extraction, specific
coamplification of the 12 VNTRs in a single mulégl PCR, fragment analysis by capillary
electrophoresis, and strain code assignment) waralardized to be usable and understandable by
nonexpert users. Finally, MLVA-LZ,, results are delivered as an easily sharable amchbde

numeric code (http://mlva.u-psud.fr).
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Epidemiological monitoring of L. pneumophila population in Rennes.We investigated
strains collected as part of a large-scale epidegical study to better understand the terms of
epidemic outbreaks that occurred in Rennes anddesa thé.. pneumophiladiversity in Rennes'
water supply. It represents the largest time-skHI¥A analysis ofL. pneumophilasolates harvested
in a local area. Twenty-three percent of the isslavere clustered with VACC1 (Paris lineage, 34
isolates), VACC2 (Philadelphia-1 lineage, 16 iseddtand VACCS8 (Lorraine lineage, 2 isolates). All
the others gather in the previously defined VACQ6ster (Fig. 3). VACCL1 Paris isolates were
harvested mostly in cooling towers (70% of the VACBolates; see Fig. S1 in the supplemental
material), in agreement with a recent investigationJapan suggesting that the Paris strain is
particularly well adapted to cooling towers (2).iSlklone, assigned to ST1 and variants, has been
shown to be very persistent in the environment é24) to be responsible for sporadic cases as well a
for outbreaks reported since 1981 in several camill over the world (5). Although this CC is
colonizing the Rennes' hospital cooling tower, ds mot generated reported legionellosis outbreaks.
All 5 clinical cases are found in VACC2 (Philadalpii lineage), two with genotype 12 (ST439) and
three with genotype 13 (ST626 and ST628). Thesev&Te reported only for the Rennes outbreaks,
but they are highly related to the type strain &telphia-1. Isolates of the VACCS8 Lorraine cluster
were harvested twice in a single place, the hoemsystem of a nursing home. The Lorraine strain
itself (ST47) is a highly virulent emerging strdrequently found in Europe (19). It was responsible
for 10% of diagnosed cases of Legionnaires' disea8609, but it is found rarely in the environment
The two Rennes VACCS isolates were non-sgl, wheheakorraine strains involved in clinical cases
were always sg1l.

More surprisingly, we observed the large reparitaf a unique MLVA clone (VACCE6)
recovered exclusively from hot water systems. listribution was not restricted to a specific
neighborhood of the city, as 93% of hot water systare colonized by VACCS6 isolates (Fig. 3). This
is, to our knowledge, the first report of such cigation by a single clone in anthropic habitatise T
level of contamination of the network is highly iednle, since it ranged from 50 to 200,000 CFU/liter
(mean, 800) for VACCS isolates. Moreover, we shhet the contamination of the water network is
very persistent and presumably resilient to treatmesed for decontamination of the networks (50
mg/liter chloride treatment or heat shock), as diesd by Cooper and Hanlon (8) and Farhat et al.
(15). One MLVA genotype 9 isolate from Rennes wasalywed by SBT and assigned to ST59
(7,6,17,3,13,11,11), a ST that has regularly bdmeiwved during epidemiological surveys (22, 31) and
was responsible for several clinical cases in GBeitin, France, and Canada. Interestingly, theyst
by Reimer and collaborators showed that ST59 ieslaind one-locus-variant ST670 isolates
(7,6,17,3,11,11,11) were recovered in Calgary, AtheCanada, from water over a period of 17 years
but were not involved in clinical cases in that toiw the same period. Moreover, in the presentystud
all the tested VACCS6 isolates were sgl, suggeshagthe clone is potentially pathogenic. In spite

the abundance of this clone in Rennes' water segppld the pathogenicity of highly similar isolates
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it did not trigger the reported outbreaks which evénked to the contamination of cooling towers.
Thus, in Rennes, isolates of VACC6, which seemiqdarly well adapted to water supply facilities,
might be less prone to express their pathogeniceptian in other niches, a potential illustratidn o
the ecotype theory (7). However, VACC6 may havenbewolved in sporadic clinical cases not
investigated in the present study. During the syrtlee number of sporadic cases of legionellosis
diagnosed in Rennes was very low (a few cases gaeln). Whole-genome sequencing and
comparison between VACCS6 isolates from Rennes amh butbreak-associated strains may shed
light on this question (11).

The developed MLVA genotyping assay may represatdgcision-making tool to help define
targeted and priority risk facilities at which éems important to act quickly. The present invesiog
suggests that a major treatment plan of Rennesrwapply is not to be advised since it might resul
in the recolonization of a different strain witthigiher resilience and pathogenic potential.

Evolution of the strains involved in clinical casesMLVA typing confirms the likely sources
of the two outbreaks as cooling towers in a simgldl in Rennes. The 5 isolates are members of a
single CC with two MLVA genotypes and 3 STs. ST&28 ST629 isolates, both of MLVA genotype
13, differ at themip, proA, andneuAmarkers at 5, 16, and 2 nucleotides, respectivigdg. ST 439
isolate with MLVA genotype 12 presents the samip andproA alleles as ST626. Although these
SBT loci are supposed to be prone to selectionspressuch a high divergence between alleles at a
unique geographical location and during a shoribdesf time could be explained only by horizontal
transfer, given the sequence identity observedhatadther loci. Thus, it is possible that ST626
diverged from ST628 through acquisition of DNA mi&tkefrom an ST439 isolate.

Conclusion. We discovered the massive colonization of Renregemsupplies essentially by
strains of a singld.. pneumophilaclonal complex, VACC6. The presence of the majoais
(genotype 9) and its variants, identified over aqueof 10 years, was not associated with an oatbre
of clinical cases. These observations were thdtrestigh-resolution genotyping of more than 200
strains with a fast, efficient, automated, multipbapillary-based MLVA method. The genotype in the
form of a code which facilitates datum transfer antkrlaboratory comparison was produced
automatically. Such a method will allow the follays- of a very large population of isolates, opening
the way to relevant epidemiological studies as aslinvestigation of the. pneumophilgopulation

structure.
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2.2.  P. aeruginoseet suivi longitudinal

a. Résumé

P. aeruginosa également connue sous le nom de bacille pyocyenigst une bactérie
pathogene opportuniste, particulierement virulenkes de la contamination de sujets
immunodéprimés. Ce germe ubiquitaire vit a I'é@aprephyte dans I'eau et les sols humides, les
réservoirs d’eau constituant alors la principaleirse de contamination &. aeruginosa Les
pathologies induites par une infectiof? aaeruginosaont tres diverses, allant de la conjonctivite a la
septicémie. En particulieR,. aeruginosast un agent pathogéne majeur responsable degestions
pulmonaires dans la mucoviscidose. La dégradatola donction pulmonaire est accélérée lorsque la
bactérie passe sous la forme mucoide. La populatidonisatrice se rassemble alors au sein d’'un
biofilm, véritable rempart contre les défenses’tété et I'action des antibiotiques. L’identificati
précoce de la souche colonisatrice permettra diétabfoyer initial de l'infection disséminée eed
tracer la propagation de la bactérie. Aussi, I'gsalsystématique des isolats récoltés est un piéala
pour un suivi épidémiologique complet, lui seulrpettant de différencier récidive et réinfection ou
de mettre en évidence une contamination interquatid.e génotypage est la réponse adaptée a ces
desiderata. Nous avons envisagé le développemamipdocédé automatisé de génotypage par MLVA
afin de permettre le typage systématique, haut-@¢lein temps réel.

Le protocole développé, le MLVA-3f., assure I'analyse de 16 loci VNTRs coamplifiés en
deux réactions de PCR multiplexe. Le développenmrété mené dans le cadre d'une étude
comparative avec une autre technique de typadef-@GE, sur une collection d’isolats cliniques issus
de patients atteints de mucoviscidose soignés am dein hopital parisien. Sur le plan
épidémiologique les deux méthodes sont parfaitercentordantes, néanmoins le MLVA bénéficie
d’une discrimination légerement supérieure. De ,plegésultat numérique obtenu par MLVA et la
mise a disposition d’'une base de données richentffa possibilité d’étudier la distribution desl&ats
typés au niveau mondial. Les principaux clones @pidques, comme PA14 ou Lesb, ne sont pas
retrouvés. Néanmoins, nos observations suggeremtlepl isolats typés appartiennent a un petit
nombre de clones adaptés a la colonisation pulm®eacirculant en France.

Par ailleurs, I'outil a permis de suivre longitngiement les populations d& aeruginosa
colonisant les poumons de patients atteints de wigmdose. Les résultats montrent qu’un patient
pouvait étre infecté par le méme génotype pendargiqurs années et que ce génotype lui était
spécifique. La colonisation est donc persistantaatérant, par la méme, la stabilité des VNTRs
utilisés. Les mutants observés résultent de I'mbté d'un seul VNTR, ms61 dont le taux de mutatio
in vivo a été évalué a 1al0° mutations par génération. Enfin, la comparaisonotyrique des
populations colonisatrices des différents patigmigjue I'absence de contamination croisée ense le

patients.
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b. Article 2 (Publié par European Journal of Clinical Microbiolgy & Infectious Diseases)

A new highly discriminatory multiplex capillary-based MLVA
assay as a tool for epidemiological survey éfseudomonas

aeruginosain cystic fibrosis patients.
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Laboratoire de Microbiologie, Hbépital Robert Debdiiversité Paris 7, Assistance Publique-
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Robert Debré, Assistance Publique-Hépitaux de RAR$P), 75019, Paris, Frarfce
DGA/MRIS- Mission pour la Recherche et I'lnnovatiSnientifique, 92221 Bagneux, Frahce

ABSTRACT

Multiple Locus Variable Number of Tandem RepeatdNTR) analysis (MLVA) has been
shown to provide a high level of information foridgmiological investigations and the follow-up of
Pseudomonas aeruginoshronic infection. In the present study an autdaredt MLVA assay has
been developed for the analysis of 16 VNTRs in twaltiplex PCRs followed by capillary
electrophoresis. The result in the form of a coslairectly usable for clustering analyses. This
MLVA-16osay SCheme was applied to the genotyping of 83 isslfétem 8 cystic fibrosis patients,
demonstrating that the same genotype persistedgiBriyears of chronic infection in the majority of
cases. Comparison with pulse-field gel electrop$isranalysis showed that both methods were
congruent, MLVA providing in some cases additiomébrmativity. Evolution of strains during long-

term infection was revealed by the presence of VNafants.

INTRODUCTION
Pseudomonas aeruginogs an ubiquitous environmental species widely agra soil and
natural water, and an opportunistic human pathagsponsible for severe infections in immune-

compromised patients. The bacteria infect the pobng tract, urinary tract, burns, wounds, and also
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cause blood infections. Due to its large occurrendespital water systems and its capacity toigers
on medical devices?. aeruginosas a leading cause of hospital-acquired pneumdniaddition,P.
aeruginosais the major pathogen in cystic fibrosis (CF) lupathology [1,2]. CF is caused by a
mutation in the cftr gene affecting the salt andtewabalance in the lung cells. The induced
physiological disorder leads to the production d¢iiiak mucus in lungs, a conducive environment for
P. aeruginosaolonization. The persistence of chroRicaeruginosdung infections in CF patients is
due to the production of a polymer matrix by mucstdains growing inside biofilms leading to
increased tolerance to antibiotics and phagocy{8si$.

The population structure d?. aeruginosahas been investigated revealing the existence of
some clonal complexes inside a panmictic populatn6]. Worldwide successful lineages such as
clones C, PA14 or Les [7-9], were reported in Chegpas even if cross-infection . aeruginosds
believed to be uncommon [10]. The most probablecswof colonization is environmental [11,7].
Longitudinal survey of young CF patients from prignéao chronic infection revealed that both the
bacterial clone and the disease stage influencettoeme of the infection [8].

To track the primary source of infection and theead ofP. aeruginosabetween patients,
several typing methods have been developed. Maedyping methods such as pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), restriction fragment lengttymorphism (RFLP) or amplified fragment
length polymorphism (AFLP) are currently used bubilev these techniques are robust and
discriminatory, they rely on the analysis of mudiilol patterns which reduces their reproducibilitgt an
portability. Yet, PFGE is still considered the galhndard technique as it demonstrates the highest
discriminatory power [12]. Multi locus sequence ityp (MLST) is an emerging method fd?.
aeruginosagenotyping and currently the database at httfffpst.org/paeruginosa/ holds 1095
sequence types (ST) [13]. However it has been dstraied that inside a single ST, PFGE shows a
wide diversity which suggests that MLST informatyvmight not be sufficient for epidemiological
studies [14]. Multi Locus Variable Number TandempBat (VNTR) Analysis (MLVA) is a PCR
based typing method that relies on the inhereritbiity found in some regions of repetitive DNA
[15]. Previous studies reported the usefulness diteriminatory MLVA protocol forP. aeruginosa
genotyping [16-19,8]. However, in spite of its maagvantages, MLVA requires a relatively high
hands-on time when monoplex PCR products are ruagarose gels.

In the present study, we extended and automategdreurously described MLVA scheme by
amplifying 16 loci in two multiplex PCRs followedybcapillary electrophoresis. The new high-
throughput MLVA protocol was applied to the longitnal survey ofP. aeruginosacolonization in
CF patients for eight years. The presence of aigformative VNTR locus in the assay gave some

insight into the strain evolution during long-tecolonization.

89



MATERIALS AND METHODS

Patients. Eight CF patients attended the CRCM (Centre deoreses et de compétences de la
mucoviscidose) in the “Robert Debré” hospital imif.eStrains were collected from sputum specimens
as part of the patients’ usual care, without angitmtal sampling. All the patients’ data were
anonymously reported, without offering any possipib trace back the actual patients.

Microbiology. P. aeruginosaisolates were identified by colony morphology, refederistic
pigment production, and by using the biochemicafifgr index procedure APl NE (bioMérieux,
Grenoble, France). Different isolates from a singgient sample were investigated when showing
different phenotypes (mucoid/non-mucoid), or sgues; or when more than one difference on the
antimicrobial susceptibility pattern (22 antibiafjavas observed (Table S1). The studied patients we
selected based on the long historyPofaeruginosasampling in their airways. Eighty three isolates
from the eight studied patients were genotyped m@ilnlbby MLVA-154.,, [8] and using the new
automated protocol. From 6 to 14 different isolatese analysed for each patient. In addition eleven
isolates from a single patient, recovered over ogeof three years in the “Armand Trousseau”
hospital, and previously manually analysed wereedymith the new automated protocol [8].
Reference strains PAOl1 and PA14 were purchased fhaminstitut Pasteur culture collection
(CRBIP). Strains C50 and SG17, belonging to clorvee@ generously provided by Utte Romling.

PFGE. Chromosomal DNA was prepared as previously desdrdnd digested overnight at
37 °C with 40 units of Xbal in a 250 uL reactiorlwoe [20]. Electrophoresis was performed in a 1%
agarose gel for 19 h at 14°C, using a CHEF DRIpaaptus (Bio-Rad, France) with the following
parameters: 220 volts, 120° angle, 5 to 20 seceptitse [21]. Chromosomal DNA restriction
fragments were stained with ethidium bromide, amlalised by UV transillumination. Isolates
showing no more than three restriction fragmentetdinces were considered to be subtypes of a
common strain [20,22].

DNA purification. DNA was purified with a DNeasy tissue kit (Qiagegbourtaboeuf,
France). The quality and the concentration of DNétavestimated by measuring UV absorbance with
a ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop, Labtechaifedu, France). Diluted samples of 1Quhg/
in water were used as DNA template for PCR amjlifon.

Selection of VNTRs and MLVA typing. The MLVA-15,s, assay was performed as
described by Vu Thien et al. [8]. The new MLVA sofee MLVA-165say COMprises 16 previously
described VNTRSs [16,8] present in the three culygmiblished MLVA protocols: MLVA-15,,,[8],
MLVA-9 | ondon [17] and MLVA-Qjuecnt [19]. The constitution of the different MLVA sches is
described in Table 1. New primers were designetthabthe allele ranges of VNTRs labeled with the
same dye do not overlap. The 16 VNTR loci were &gl in two multiplex PCRs using the
genotyping kit TYPPSEUDO ceeramTools® (Ceeram, bapelle Sur Erdre, France). Briefly, PCR
reaction 1 amplifies ten VNTR loci (ms61, ms77, 881ms172, ms212, ms214, ms216, ms217,
ms222 and ms223) and PCR reaction 2 amplifies $i¥R loci (ms142, ms207, ms209, ms211,
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ms213 and ms215). The primers are listed in Tableh2 PCR reaction was run on a Veriti® Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Courtaboeuf, Francangishe following conditions: initial denaturation

cycle for 15 min at 95°C, 15 cycles touchdown PGR¢ at 95 °C; 60 s at 74 °C, with 0.8 °C drop in
temperature each next cycle; 70 s at 72 °C]; 1%eesylong range PCR [30 s at 95 °C; 60 s at 62 €C; 7
s at 72 °C with 5 s increase in time each nextejyelith a final 10 min at 72 °C. PCR fragments
purification, capillary electrophoresis and anaysif electrophoretic profiles were performed as

previously described [23].

Repeat unit Multiplex MVLVA - MVLVA- MLVA- MLVA-
VNTR

size (in bp) PCR 160rsay 150rsay 9 ondon utrecht
ms77 39 PCR1 X X X
ms127 15 PCR1 X X X
ms142 115 PCR2 X X X
ms172 54 PCR1 X X X
ms211 101 PCR2 X X X X
ms212 40 PCR1 X X
ms213 103 PCR2 X X X X
ms214 115 PCR1 X X X
ms215 129 PCR2 X X X
ms216 113 PCR1 X X X
ms217 109 PCR1 X X X X
ms222 101 PCR1 X X X
ms223 106 PCR1 X X X
ms61 6 PCR1 X X
ms207 6 PCR2 X X X
ms209 6 PCR2 X X X

Table 1.Constitution of the different MLVA schemes
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Expected size

VNTR name Forward primer sequence Reverse primer sequence Repeat size (bp) (no of Allele size range (bp)
5" >3) 5"2>3) (bp) repeats) for (no of repeat units)
strain PAO1

ms77 NED-GGAACAGCAGGTGGCAGT ACTGGACCGGCCTGTTCC 39 1074 (4) 957-1152 (1U-6U)
ms127 6FAM-CCAGATCCAGCTTGGTCG CAGGAGGATGCGCTGGAC 15 1120 (8) 1105-1142 (7U-9.5U)
ms142 PET-GTGCCTGCGGAGCTGTTG CGTTGGAGACGGAGGAGG 115 879 (7) 132-1109 (0.5U-9U)
ms172 PET-CTGCTCAACCTGCAGGTG GTACGTGACCTGACGTTGG 54 1142 (12) 764-1196 (5U-13U)
ms211 6FAM-GACAAGCGCCAGCCGAAC GCTGGAACTTCGAACAGG 101 671 (5) 368-1075 (2U-9U)
ms212 6FAM-CGTCGCTGCTCTGATCTG CAACTGCGCTGAAGTACC 40 340 (9) 100-580 (3U-15U)
ms213 NED-GCTCGGCTACTACATCCTC GCAAGTGTTGGTGGATCAAC 103 671 (5) 208-1083 (0.5U-9U)
ms214 NED-CTACCTGCTGGCGTTCTG CCTCCATCATCCTCCTACTGG 115 356 (3) 241-701 (2U-6V)
ms215 VIC-CTAAGGGCCACGGACTTC CCTCGGCAGCAGGACAGC 129 870 (4) 418-1128 (0.5U-6U)
ms216 VIC-CCACGGTCGTCGACATGCG GCTACCGGCGGGACAAGC 113 1000 (3) 774-1226 (1U-5U)
ms217 NED-TGCCGTTTGCGTTGTAGG CTCGAAATGTGGGTGAGC 109 321 (2) 212-757 (1U-6U)
ms222 6FAM-CACTGCTGCGGCTTCGCC GATGGTGGCGTTGGCCTG 101 696 (2) 546-1100 (0.5U-6U)
ms223 PET-TGAGCTGATCGCCTACTGG TGGCAATATGCCGGTTCG 106 453 (4) 188-877 (1.5U-8U)
ms61 NED-GATCCGGACGGCGACACT ACGCCTCTCGCCGACCAG 6 173 (12) 125-203 (4U-17V)
ms207 6FAM-GTTGCCGAAACGGGTGAT CCCGTCTTCGTCCCGTCC 6 279 (7) 255-333 (3U-16U)
ms209 6FAM-GCTGTTCGGCGACAAGGC GGTAATGGGCGTGGATATCG 6 110 (6) 80-128 (1U-9UV)

Table 2.0ligonucleotide primers used and VNTRs analysetlimystudy

Data analysis. The typing data file was imported into BioNumeriasrsion 6.6 (Applied-
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Allele desigoa for the VNTRs described in previous work
[8] was used as published. A complete genotypeessad as the number of repeats at each VNTR
was constructed in the order ms77, ms127, ms14272nans211, ms212, ms213, ms214, ms215,
ms216, ms217, ms222, ms223, ms61, ms207, ms20%:oblieg convention used assigns genotype 4-
8-7-12-5-9-5-3-4-3-2-2-4-12-7-6 to the PAO1l genomaguence NC 002516 [24]. The UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic meaalustering method was run within
BioNumerics using the categorical coefficient (alsalled Hamming's distance). The minimum
spanning tree was produced in BioNumerics and dgarithm scale was applied when drawing
branches. An MLVA type (MT) is a genotype produtsdMLVA typing. An MLVA clone (MC) is
defined by the grouping of MTs that differ at oméwo VNTRS.

Calculation of the predicted in vivo mutation rate. The in vivo mutation rate calculation
was based on the time between the first samplirgMi.VA genotype and that of its variant. Growth
rates ofP. aeruginosan CF lungs were estimated by Yang and colleagisasy bacterial ribosome
contents in cells isolated from fresh sputum sampib]. The experimentally observed in vivo
doubling time was between 100 and 200 min. Thussidering a mean generation time of 150 min,

the sampling time was converted into a number ofegaions (number of generations = sampling
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time (in min) / 150). Finally, the in vivo mutatiorate was obtained by dividing the number of
observed genetic events and the calculated nunilgEnerations needed to introduce this event. As
only single locus mutations were observed, theivp mutation rate equals 1 / number of generations
between a MLVA type and its variant.

RESULTS

Automated multiplex capillary-based MLVA assay devéopment. VNTR ms61 was added
to the previously described MLVA-32,, scheme to improve the discriminatory power of dssay.
With 6bp repeats, ms61, together with ms207 andd®sBelongs to the category of microsatellites
and shows more instability and a larger numberllefes than VNTRs with longer repeats. Using a
high precision capillary electrophoresis equipméntmandatory for accurate measurement of
microsatellites alleles. To be able to multipleg 1CRs in the MLVA-1§..y assay, new primer pairs
were designed that allow concomitant analysis af markers labeled with the same dye. The new
optimized primers and the high stringency PCR poltgielded clean electrophoretic profiles without
artifactual peaks such as stutter, spike or shoytdeks. The use of reverse tailed primers which
promotes the addition of a non-templated “A” to greduct presumably help to avoid the so-called
+A peak artifact [26]. Figure 1 shows a typical ilapy electrophoresis pattern of the two multiplex
PCRs (Figure la, PCR1; Figure 1b, PCR2). Half-saeles were observed for ms77, ms127 and
ms213.
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Figure 1. Electrophoregrams showing multiplex PCR amplic@s®lved by capillary electrophoresis
a. PCR1 ten dye-colored coamplified VNTR loci. BR2 six dye-colored coamplified VNTR loci.
Each peak corresponding to a VNTR amplicon is aiedt
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In order to compare the assays, 98 isolates weedtysing the MLVA-1§.,, agarose gel
electrophoresis-based method and using the newlglaiged automatized protocol. This includes 15
previously described isolates and 83 new isolatas patients in the “R. Debré” hospital (Table S1).
Very few discrepancies between the assays werawa@uséTable S2). The agarose-based assay was
sometimes less accurate which explains the exifssizad units observed in some alleles compared
to the capillary-based assay. The new set of pamserrectly amplified a few previously missing
alleles. The genotype of reference strains PA14 RAD1 were as expected from their genome
sequence. The calculated typeability of MLVAGLR was 98%, as missing values occurred for
msl142, ms214 and ms223. The absence of amplificatiold be due to mismatches in the target
region of primers or to complete or partial deletad the locus, but this was not confirmed. Themefo
absent data were not considered as a characthe inldstering analysis. The genotype number for
MLVA-15 osay and MLVA-165say Were respectively 20 and 23 showing that ms61ribarte to 13%
of the observed diversity. In a collection of 1alédes from a patient in the “A. Trousseau” hodpita
previously studied by MLVA-1§s., one variant at ms61 could be observed (Table FR)VA-
160rsay inCludes all the VNTRs analyzed in MLVA-45,y MLVA-9 ondon and MLVA-Qyecre The
MLVA-9 | ongon SCheme yielded 22 MLVA genotypes due to the msBtrichinatory power. The
MLVA-9 yyecht method, which excludes the microsatellites ms6420% and ms209, distinguished 19
MLVA genotypes. These schemes allow the distincobthe same MLVA clones and MLVA types
(as shown on the dendrogram in Figure S1 for MLVGyd,), but the inferred phylogenic trees differ

when using the different protocols as revealed famralysis of congruence (Figure 2).

[ MLVA15_Orsay
MLVA16_Orsay ELRER)
MLVA9_Utrecht EINIRA AR

MLVA9_London NANAR:7&} 35.1 ]y

Figure 2. Congruence of MLVA schemes (MLVA-38., MLVA-15 gsay, MLVA-9 | ;ngon@ndMLVA-
9Utrech9

Longitudinal survey of P. aeruginosacolonization of eight CF patientsThe 83 isolates from
eight CF patients followed during eight years &t ‘tR. Debré” hospital were resolved into 17 MLVA
genotypes (MTs) among which 8 were clustered inGsMas shown on the minimum spanning tree in
Figure 3. We performed the comparison of the idiedtiMLVA types with a database that includes
nearly 1400 isolates [16,8] and found that nondhef clones could be associated to well known
lineages. However MT3, MT11 and MT16 isolates wsampled in other French CF centers (Merens
et al. manuscript in preparation). MT11 is an endedf clone found in Paris, Caen, Lille and Nantes
CF centers. The other MTs were not distributed stely: MT3 and MT16 were present in Paris and
Montpellier, MC1 was described in Paris and BesangdT13 was exclusively recovered from

Parisian CF patients followed in three differenttees.
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Among the eight CF patients, four were colonizgdvo or more strains (Figure 3 and Figure
S1): RDO1 (MT16, followed by MT11), RD02 (MT12 folved by MC2), RDO5 (MT3, MT8 and
MT17) and RDO6 (MT13 followed by MC1). Patient RD@fitially acquired MT16 in 1999, and
MT11 only seven years later. Patient RD02 acquildd 2 in 1999, then MC2 in 2002. MT13 was the
first colonizing strain of patient RDO6 in 2002 tsgarting in 2006 MC1 isolates were recovered. MT8
was the first strain to persist in patient RDO5L899, although MT17 and MT3 isolates were found
once in 2003 and 2007. The remaining patients welenized by a unique MT (Figure 3), and no
common MT was shared by the studied patients.

As previously observed, in all patients at least strain was repeatedly isolated during the
study period (Figure 3 and Figure S1). In CF p&tiedD02, RD0O7 and RDO08 the colonizing strain
evolved during the years as shown by the observati@mne-locus variants. MT1 was persistent from
2002 to 2006 in patient RD02 and the ms61 variai2Mvas isolated once in 2007. Similarly in
patient RD08 an MT15 strain was found 13 times ketw1999 and 2006, and the ms61 variant MT14
was isolated twice in 2006. MT6 and MT7 isolataffedng at ms61 were both identified in 2006.
Mucoid and non mucoid isolates respectively of ggo® MT4 and MT5, differing at ms142 were

simultaneously found in patient RDO7 from 1999 602
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Figure 3. Minimum spanning tree deduced from the clustermajysis of the 83 isolates sampled
from eight CF patients for eight years using MLVBck,, (distribution according to patient). Each
circle represents an MLVA type (the MT is indicgtethe MCs are surrounded.
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Comparison of MLVA and PFGE. PFGE is still the reference method for genotypihg
aeruginosain many laboratories and is routinely used in‘@tRebert Debré” hospital. On Figure 4 a
comparison between the two typing methods is shimv®3 isolates for which high quality images
were available. Clustering was performed accorthnilLVA-164.sayand eaclPFGE profile is shown
on the side for comparison. In this subgroup, MLWélded 13 MLVA types where PFGE identified
14 pulsotypes. The two methods were extremely e@miras the MTs corresponded exactly to their
associated pulsotypes except for one MT9 isolae, 18334 (pointed by an arrow in Figure 4). This
isolate was grouped in MT9 together with 4 othetates from the same patient (RD03) whereas it
exhibits a different PFGE pattern. RD_13334 is fingt isolate from patient RD03 in 2003. The
observation of a different PFGE profile suggestt thexperienced some rearrangements during the
early period of colonization.

Deep branching dendrogram topologies obtained by Miand PFGE were not congruent (data not

shown) which is not surprising given that nonehefse two methods is well-suited for this purpose.

MLVA16_Orsay PFGE
8.8 8 8882 838§ Strain-ID Clone MLVA MLVA Type Phenotype Patient Date
» " ‘W W P YIE R 0w M RD 415 MLVA Clone 3 4 psm RDO7 07.04.1999
" WIS R 80 IR ® . M RD 2943 MLVA Clone 3 4 psm RDO7 04.01.2000
» B aee e e assee - B Rp 10952 MLVA Clone 3 4 psm RDO7 17.05.2002
M RD 18325  MLVA Clone 3 4 psm RDO7 08.10.2003
M RD_13380  MLVA Clone 3 4 psm RDO7 27.03.2003
M RD 15136 MLVA Clone 3 4 psm RDO7 18.10.2003
B RD 414 MLVA Clone 3 5 psa RDO7 07.04.1999
M RD 2944  MLVA Clone 3 5 psa RDO7 04.01.2001
M RD 8020  MLVA Clone 3 5 psa RDO7 13.06.2001
B RD_10951  MLVA Clone 3 5 psa RDO7 17.05.2002
B RD_15129  MLVA Clone 3 5 ps6 RDO7 18.10.2003
—— B RD_18326  MLVA Clone 3 5 psa RDO7 08.10.2003
= M RD 13371  MLVA Clone 3 5 psa RDO7 27.03.2003
B RD 12290  MLVA Clone 2 1 psa RDO2 28.10.2002
i M RD_14075  MLVA Clone 2 1 psa RDO2 24.06.2003
M RD_16900  MLVA Clone 2 1 psa RDO2 05.05.2004
M RD 22892  MLVA Clone 2 1 psa RDO2 15.05.2006
| B RD 14076  MLVA Clone 2 1 ps6 RDO2 24.06.2003
ﬁ’ B RD 20599 MLVA Clone 1 7 psaa RDO6 26.07.2005
. A M RD 22933  MLVA Clone 1 7 psm RDO6  22.05.2006
RD_1238 8 psm RDO5 24.06.1999
i 2 RD_6616 8 psm RDO5  24.01.2001
| g™ # RD_12463 8 psm RDO5  20.11.2002
RD_17784 8 psm RD05 11.08.2004
r £ RD_22821 8 psm RDO5  06.05.2006
g R ~ ERD_13334 €— 9 ps6 RDO3  24.03.2003
e M RD_16285 9 psa RDO3 27.02.2004
* a 3 M RD_19586 9 psm RDO3 03.03.2005
‘ _ P M RD_22114 9 psm RDO3  30.01.2006
o M-‘ B RD_17159 9 psm RDO3 03.06.2004
- RD_3115 10 psm RD04 21.01.2000
T AT m—— pD 6601 10 psm RDO4 19.01.2001
RD_10185 10 psm RDO4 20.02.2002
RD_13849 10 psm RDO4 26.05.2003
RD_15552 10 psm RDO4 05.12.2003
-l = e 35 e I W W W RD 22034 11 psm RDO1  22.05.2006
B I RD_2913 12 ps11 RD02 28.12.2002
E RD_11021 13 psa RDO6  30.05.2002
1 | | Bl = B RD_1296  MLVA Clone 4 15 psm RDO8 01.07.1999
e . enNEer 8 v B RD_7311  MLVA Clone 4 15 psm RDO8  05.04.2001
T A 1 ! B RD_14463  MLVA Clone 4 15 psm RDO08 07.08.2003
" f 4 : HNs i M RD_18549  MLVA Clone 4 15 psm RDO08 04.11.2004
1 ¢ N i B RD_21105  MLVA Clone 4 15 psm RDO8 06.10.2005
at ' ] 'm ' 281 8 1 B  WRD 22702 MLVAClone4 15 psm RDO08 19.04.2006
“ 4 M RD_12738  MLVA Clone 4 15 psm RDO8  27.12.2002
S % WYWWWS W W¥sww % ™  ERD 1295  MLVA Clone 4 15 ps6 RD08 01.07.1999
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| B J UWWET § ¥ ¥ ® I ™ @b 12736 MLVAClone 4 15 psa RDO8  27.12.2002
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Figure 4. Dendrogram deduced from the clustering analys&3abolates using MLVA-1&s.yand
comparison with PFGE profiles. Branches were cdl@ecording to the pulsotypes defined by PFGE

typing.
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In vivo mutation rate. Genetic mutations involving ms61 and ms142 werented leading to
the appearance of variants. In the case of msEl2uh variants were contemporary, but for ms61, the
less stable VNTR, a time interval could be obsemdmving the rough evaluation of a mutation rate.
MT2, MT6, and MT14 are most likely ms61-variantdwfl, MT7, and MT15 with interval sampling
times of 343, 1555 and 2604 days, respectively.s(@ening a mean generation time of 150 min, the
calculated bacterial generation for the intervahggling times mentioned above are 3293, 14928 and
24999, respectively. The mutation rate based osetimeimbers would be approximately 3.04 ¥,10

6.70 x 10° and 4.00 x 1® ms61-mutation per generation.

DISCUSSION

Automated capillary-based MLVA system, a powerful gnotyping tool. The proposed
automated multiplex capillary-based MLVA schemewl the coamplification of 16 markers in two
PCRs multiplex and the automatic MLVA code assigntrfer the typed isolate. Rare discrepancies
were observed between the agarose-based ML\iz}8nd MLVA-165s5y Which may be due to the
use of new primers pairs and to the electrophordsisce. They have little effect on the typing
analysis showing that the two methods can be usedapt to local settings. The addition of ms61, a
very polymorphic microsatellite included in MLVA-Q4on t0 the MLVA-15%s,y scheme increases the
discriminatory power of the assay as previouslygested by the studies of Turton and coworkers
[17]. Ms61 is present in an ORF predicted to cateafmember of the translocation protein in type Il
secretion family [27]. If it is under selective pserre it might not be suitable for phylogenetiadsts
but rather to compare potentially epidemiologicalblated isolates. In the present work which
investigates the evolution of strains over timea ilimited number of patients, MLVA-1f,,does not
provide an important increase of discrimination rothee other schemes. However the possibility to
type a large number of VNTRs with different chaegistics increases the chance to subtype some
clones. An interesting example is provided by thecoid and non-mucoid isolates of patients RD0O7
which differ at ms142, whereas ms61 remains unaciger a period of 5 years.
Using the commercially available typing kit (ceeflanls®, Ceeram, La Chapelle Sur Erdre, France)
almost one hundred isolates could be genotypeesmthan four days, starting from bacterial colenie
and using a single four-capillaries equipment. MLV8Aincreasingly used fdP. aeruginosayping
showing that this method is suitable for invesiigaiarge and diverse populationskfaeruginosa
Considering its performance and convenience aiiteaind the ongoing emergence of draft whole
genome sequencing, MLVA could become the first fissay for large-scafe aeruginosayping and
identification of most interesting strains. The adsed technical improvements are a major
breakthrough towards a routine and easy use of MIMAP. aeruginosagenotyping. Resulting data
can be queried against existing internet MLVA dat#s such as the ones maintained at http://mlva.u-

psud.fr.
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CF patients harbor host-specific genotypesie investigated the dynamic Bf aeruginosa
infection in eight CF patients over an eight-yeéudg period. In these patients, host-specific
genotypes were observed implying that no patieqatitient transmission occurred in the “Robert
Debré” hospital and that the primary acquisitioriPoBeruginosalid not arise from a common source.
Hygiene guidelines were strictly followed in thespdal, limiting the spread of organisms via
handling processes. Hospital environment or hoewaystems did not constitute a reservoir Ror
aeruginosaduring the study period.

The persistence of one MLVA type in each patiens waserved throughout the study as
previously described [11,8], even if few temporahrges in genotype patterns occurred, largely due
to ms61 variability. The colonizing genotype apjelavery adapted to the CF lung niche resulting in a
chronic establishment although multiple extra-comiteations occasionally occurred from different
sources. The temporal hierarchical acquisition e different genotypes was easily observed by
focusing on sampling date. In patient RDO1 in whi¢h1l and MT16 persisted together, a different
genetic background did not provide any competitfiteess and the two genotypes coexisted
suggesting that they might even cooperate. In paiRD02, genotype MT12 was sampled twice in
1999 and 2002 and could be serotyped (the primalgnaization strain), whereas later on it was
replaced by MC2 isolates probably showing a speg#inetic background for CF lung colonization. It
may also be the case for patient RDO6 in whichMfid3 isolate was sampled once in 2002 and later
replaced by MC1 isolates.

The existence of widespread clonal complexes sacblane C, Les or PA14 shown to be
highly successful colonizers of CF patients’ airaay established. These clusters were not found in
the present study but only a small part of theepasi followed in the “R. Debré” CRCM were
included. In any case one must be careful whematiag to relate an MLVA genotype to an existing
clone, particularly when epidemiological observasicare missing. MLST might be a necessary
complementary method for this purpose and partitutar long term epidemiological studies.

MLVA typing/PFGE. Several schemes fé. aeruginosatyping were proposed during the
last few years but PFGE remains the reference mialetyping techniques fd?. aeruginosan many
laboratories as it guarantees a high level of blignation. In the present work we performed the
comparison of the MLVA-1§s.y and PFGE on 53 selected isolates. We highlightedl the two
methods were very congruent. MLVA-J&,was able to separate PFGE types mostly because of
polymorphism added by VNTR ms61 as previously olesdf17].

VNTR as evolutionary markers? VNTR stability has been largely tested in vitro by
successive serial passage and the mutation ratestiaszated by parallel serial passages experiments
(PSPE) [28]. In this study, we analyzed VNTR sigbih vivo by studying MLVA pattern changes on
different samples from the same patient. We obsktivat the same MLVA type could be recovered
over an eight years period suggesting that VNTRkerarare very stable. VNTR ms61 was the most

unstable marker. We roughly estimated its in viugtattion rate between 3.04 x 10-4 and 4.00 x 10-5
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mutation per generation. This mutation rate iselwsthose estimated in vitro for soMepestid28],

E. coli [29] andB. pseudomalle[30] microsatellites and is well suited for perfong short term
epidemiological investigations to track the sounod the spread of the pathogen during outbreaks or
to assess cross-infections frequencies in a Clecdraw level of congruence between MLVAdLG,
MLVA-15 orsay MLVA-9 5ngon and MLVA-Qech indicates that the MLVA method which is affected
by homoplasia is not suitable to infer clustering ewolutionary relationships, at least with the

currently available data sets and considering tpaijation structure of this species.
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2.3. S. aureuset source de contamination alimentaire

a. Résumé

S. aureusest une bactérie commensale retrouvée dans déveisiees écologiques comme la
peau ou les mugqueuses des mammiféres a sang €teml'hommeS. aureuse loge principalement
au niveau des fosses nasales; prés de 25 % deplaapion comprendrait des porteurs sains.
CependanB. aureusest une bactérie opportuniste pouvant deveniroggtie. La virulence de cette
bactérie couplée a sa multirésistance aux antipie assure &. aureusle deuxiéme rang des
pathogénes nosocomiaux avec plus de 30 % desiorfeatosocomiales recenséBs.aureuest une
bactérie ubiquitaire qui persiste et se dévelopges ctertains produits alimentaires. Lorsque qu’un
aliment souillé est ingéré, le pouvoir pathogene Sle aureuss’exprime par la production
d’entérotoxines alors responsables d'intoxinatialimentaires caractérisées par des troubles digesti
gravesS. aureuseprésente donc un enjeu majeur pour de nombreteuss : clinique, vétérinaire et
agro-alimentaire. Les professionnels des secteoingernés doivent mettre en place les mesures
adéquates afin d'identifier les sources, les madss vecteurs de contamination. Pour répondre a
cette problématique un protocole de génotypagaraatieé par MLVA a été développé.

Le protocole MLVA-1Gsay COmprenant l'analyse de 16 marqueurs amplifi€sdenx
réactions de PCR multiplexe, a été validé sur wheation de référence de 89 souches cliniques. Les
différents critéres définis par TESGEM sont satisf et la méthode s’avére plus discriminante que |
PFGE, la meéethode standard. De plus, le MLVAzJH est congruent avec le MLST suggeérant la
pertinence du MLVA comme outil de structuration gespulations deS. aureus Les complexes
clonaux, ou CCs, de la collection de référence soist en évidence et le calcul de l'indice de
déséquilibre de liaison sur cet échantillon condifa clonalité de la population.

La méthodologie a été appliquée dans le cadre ddtunde rétrospective évaluant la diversité
de la population d&. aureusdans le monde animal. Cette étude démontre laté@esdu protocole,
adapté aussi bien aux souches humaines qu’anin@é¢t® étude montre un panorama de la diversité
et des particularités de la population 8e aureuschez les animaux. Plusieurs CCs sont quasi-
exclusivement issus du réservoir animal et certdi@stre eux ont une étroite spécificité d’hote€eC
pour le cochon, CC133 pour les petits ruminantguides CCs ont un spectre d’hétes élargi illugtran
la facette zooanthroponotique du pathogene : atilapteécente du CC5 a la volaille ou circulation
favorisée des CC8 ou CC45 par la proximité enteeHemains et les animaux domestiques. Ces
derniers CCs exhibent une dichotomie tres marqiléesont majoritaires chez 'Homme (entre 20 et
60 % des isolats cliniques) et quasi-absents cbegzahimaux de ferme (moins de 2% des isolats
récoltés). La connaissance de ce fond génétiquermip de mettre en exergue que les souches
impliguées dans des intoxications alimentaires dppaient a des CCs humains suggérant une origine

de contamination exogéne, et a fortiori humainies, ttu traitement du produit transformeé.
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ABSTRACT
Staphylococcus aureuss a major human pathogen, a relevant pathogeweterinary

medicine, and a major cause of food poisoning. &pidlogical investigation tools are needed to
establish surveillance &. aureusstrains in humans, animals and food. In this stwdy investigated
145 S. aureudsolates recovered from various animal speciegatdie conditions, food products and
food poisoning events. Multiple Locus Variable Nwembof Tandem Repeat (VNTR) analysis
(MLVA), known to be highly efficient for the gengiing of humarS. aureussolates, was used and
shown to be equally well suited for the typing afmaal S. aureudsolates. MLVA was improved by
using sixteen VNTR loci amplified in two multipléXCRs and analyzed by capillary electrophoresis
ensuring a high throughput and high discriminatpower. The isolates were assigned to twelve
known clonal complexes (CCs) and a few singletéfaf of the test collection belonged to four CCs
(CC9, CC97, CC133, CC398) previously described astlmassociated with animals. The remaining
eight CCs (CC1, CC5, CC8, CC15, CC25, CC30, CC4E51], representing 46% of the animal

isolates, are common in humans. Interestingly,atesl responsible for food poisoning show a CC
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distribution signature typical of human isolatesd astrikingly different from animal isolates,

suggesting a predominantly human origin.

INTRODUCTION

Staphylococcus aureus a common commensal and frequent colonizer ofdms and many
animal species including companion animals as \aslifood-producing animals. In humans, the
epithelium of the anterior nares is the primarylegical niche.S. aureuds also a major pathogen
involved in a wide variety of diseases such as lpatiskin and subcutaneous infections, pneumonia,
endocarditis, abscesses and bacteremia. More®vegureusis an emerging issue in veterinary
medicine and a cause of food poisoning by its tgttii produce heat-stable enterotoxins [1].
The transfer ofS. aureussolates between humans and animals, especiallyeircase of livestock-
associated MRSA ST398, has recently gained paaticaitention [2]. However, relatively little is
known about the more global diversity ofS. aureus isolates of animal origin
[3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17]. This lgriur ability to identify for example the origin of
strains responsible for food poisoning. In ordemplement control measures targeted at reservoirs
and transmission routes, it is necessary to fuithprove current knowledge about animal-associated
S. aureus

Essentially three techniques are currently usethitarge-scale analysis of the diversitySof
aureusisolates, namely multi locus sequence typing (ML Spa typing, and multiple locus variable
number of tandem repeats (VNTR) analysis (MLVA).dddition, pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) is still widely used and considered the géthdard for typiné. aureussolates. It has a high
discriminatory power and it can be used for mangtdrgal pathogens. It is however not appropriate
for routine interlaboratory comparisons [18]. MLSiudies allowed the description of major clonal
complexes (CC) underlying th&. aureuspopulation structure [19,20]. MLST suffers frons it
relatively high costs and has a moderate discritoiggoower. The spa typing is a widely used method
in which variations in a highly variable tandem eapare characterized by sequencing. The Ridom
Spaserver http://spaserver.ridom.de allows thegdation of spa types [21,22]. The spa typing is a
very powerful tool, and is currently the most conmiyoused first line assay. However it may fail to
identify new lineages due to inherent homoplasid @ariable evolutionary rate of spa alleles and
clustering based on spa data is complex. MLVA wasetbped more recently. Homoplasia at
individual VNTR loci and potentially low variabijitof specific alleles are compensated at leastypart
by the use of multiple loci. An assay comprisindittle as 8 VNTR loci (called MLVA-8inoven in the
present report) was highly congruent with MLST albtke to assign a new isolate to the correct CC for
much lower costs [23]. The 8 loci were amplifiedtwo multiplex PCRs and analyzed by capillary
electrophoresis. A MLVA assay with 14 loci (MLVA-34,) providing higher discriminatory power
was used in a survey of 309 isolates includingicdinMRSA isolates, nasal carriage isolates and

representatives of the main CCs present in humads Both schemes can be adapted to low
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resolution DNA sizing equipment (such as agaro$s) gs well as to higher throughput systems (such
as capillary electrophoresis-based devices). ML\&adcan be accessed via internet (a list of such
databases is maintained on http://minisatellitpsud.fr). These databases can be queried even if a
subset of loci is used although the discriminapoywer and typing assignment precision might then
be decreased.

In the present study, we have used MLVA as a liimst assay, complemented when necessary
by spa typing and MLST data. We have selected &bftw the MLVA assay, subsequently called
MLVA-160rsay, which essentially merges MLVA-8Bilthen and MLVA-140rsay and we have
automated this assay. The products of two multif©R amplifications were resolved by capillary
electrophoresis, and the alleles from each of théatgeted loci were automatically identified. This
expanded MLVA assay was used for the typing of 35hureussolates: the present retrospective
investigation included 106 previously typed humbnical isolates, 98 isolates collected from vagou
animal sources and mostly associated with a vaoietiiseases in these animals, 34 isolates recthvere

from food products, and 13 enterotoxigeBicaureugrom cases of food poisoning.

MATERIALS AND METHODS

Strains. Two hundred and fifty-one isolates were includedhe study. One hundred and six
are human clinical isolates: ninety isolates frdra HARMONY project reference collection kindly
provided by Alex van Belkum were used to perforra ttevelopment and initial validation of the
automated MLVA protocol [25]; sixteen isolates wegelected among two previously described
collections to represent the diversity of clini@l aureusstrains from humans [24,26]. Ninety-eight
isolates were previously collected from differemsegise conditions in farm and domestic animals
[27,28,29]. Thirty-four isolates were recoverednfréiood [30]. Thirteen isolates were associated with

food poisoning (Table 1 and Table S1).

Sample origin Anim8  Food  Food poisonint’ Totaf
Companion animals 17 (1) NA NA° 17 (1)
Poultry 30(0) 33(33) 1(0) 64 (33)
Small ruminants 11 (0) 1(0) 7(0) 19 (0)
Swine 32 (5) 0 1(0) 33 (5)
Rodent 2 (0) 0 0 2 (0)
Horse 5(0) 0 0 5(0)
Cattle 1(0) 0 3 (0) 4 (0)
Total 98 (5) 34 (33) 12 (0) 144 (39)

Table 1.Overview of the origins of the animal and food &ebk
#the number of MRSA isolates is indicated betwegen (
® the origin of one of the 13 food poisoning assieciasolates is unknown
°NA : not applicable
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DNA extraction. Strains were cultured overnight at 37°C in BraieaH Infusion (BHI) or
Luria Bertani broth. Genomic DNA was extracted gsninenol-chloroform extraction or the DNeasy
tissue kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) afterttneat with lysostaphin (100 mg/l) (Ambi products
LLC, USA). Nucleic acid quality and concentrationen estimated with an ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop, Labtech, PalaiseancE). Samples diluted in water at Suhgiere
used as DNA template for PCR amplification.

Selection of VNTRs and MLVA typing. Twelve loci previously investigated by Pouretl
al. and all eight loci used by Schowsal.[23,24] were merged in a single assay compristhpti.
The 16 VNTR loci were amplified in two multiplex IRS using the ceeramTools® Staphylococcus
typing kit (Ceeram, La Chapelle sur Erdre, Fran€}R reaction 1 amplifies the ten VNTR loci
Sa0122, Sa0311, Sa0387, Sa0550, Sa0684, Sa0969,/58h1194, Sal729, Sal866. PCR reaction 2
amplifies the six VNTR loci Sa0266, Sa0704, Salls821291, Sa2039, Saz2511 (Tables 2 and 3).
VNTRs Sa0122 and Sa0266 are located in the gepasind coa respectively. VNTRs Sa0311,
Sal729 and Sal866 are members of the family ofgetéc repeated elements called “STAR” &r
aureusrepeats [31]. Briefly, the kit includes two primatixes, one for each multiplex reaction.
Forward primers were fluorescently labeled at thensl, reverse primers were synthesized unlabeled
and tailed (Applied Biosystems, Courtaboeuf, Frarase previously described [32]. Both multiplex
PCRs were performed in a final volume of 15 pl gsthe Qiagen multiplex PCR kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). The reactions contained 2mplate DNA (5 ng/ul), 7.5 pl of 2X multiplex
PCR mastermix and 5.5 pl of primer mix. The PCRctieas were run on a Veriti® thermal cycler
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) usingftlewing conditions: initial denaturation cycle
for 15 min at 95 °C, 15 cycles touchdown PCR (3 85 °C; 60 s at 75 °C, with 1.0 °C drop in
temperature each next cycle, 70 s at 72 °C), 1esyong range PCR (30 s at 95 °C, 60 s at 600C, 7
s at 72 °C with 5 s increase in time each nexteyyelith a final 10 min step at 72 °C. PCR fragment
were purified using Qiagen DyeEXx plates (Qiagenyr@oeuf, France). For each multiplex reaction,
2 pul of purified PCR product were combined with57{¥1 HiDi formamide and 0.25 pul GS1200LIZ
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Samplese loaded onto the ABI3130 capillary
sequencer using a 50 cm capillary filled with perfance-optimized polymer 7 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) at 60 °C for 6200 s with aninngp voltage of 12 kV, and an injection time of 10

s at an injection voltage of 1.6 kV.
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VNTR? | Unit Alias® MLVA-16 orsay | MVLVA-14 orsay? | MLVA-100rsay” | MLVA-8 githoven |
size

Sa0122| 24 |Spa, SIRU21°% VNTR24_01° X X X X

Sa0266| 81 Coa, VNTR81_01° X X X

Sa0311| 55 X

Sa0387| 55 SIRU1® X

Sa0550| 21 VNTR21_01° X X

Sa0684| 61 VNTR61_02° X X

Sa0704| 67 VNTR67_017 X X X X

Sa0906 | 56 X

Sa0964 | 43 SAV0920-0921° X

Sal097 | 9 Sspa’, VNTR09_01° X X

Sal132| 63 VNTR63_01° X X X X

Sall94| 67 X X X

Sal1213| 56 X

Sal291| 64 SIRU13° X X X

Sal425| 58 X

Sal729| 56 X X X

Sal756| 131 SIRU15° X

Sal866 | 129 X X X

Sa2039| 56 X X X

Sa2511| 61 VNTR61_017 X X

Table 2.Constitution of the different MLVA schemes.
a the VNTR locus name reflects genome localisgimRib) in strain Mu50 refseq NC_002758
b alternative names given in the literature
¢ from [52]
d from [23]
e from [53]
f from [54]
g MLVA14qsaycorresponds to the 14 panel 1 + panel 2 loci4j [2
h MLVA10qsay coOrresponds to the 10 panel 1 loci in [24]
i MLVAS gimoven COrresponds to the 8 loci used by [23].
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VNTR PCR? Forward primer sequence Reverse primer sequence Mu50 Allele size range ° HGDI* [95%
name 5"2>3) (5" 2>3) size® confidence
Sa0122 1 NED-CAGCAGTAGTGCCGTTTG GCACCAAAAGAGGAAGAC 331 (10) 115-475 (1-16) 0.80 [0.759,0.847]
Sa0266 2 PET-TTGGATATGAAGCGAGACCA CTTCCGATTGTTCGATGCTT 630 (6) 387-954 (3-10) 0.67 [0.632,0.705]
Sa0311 1 VIC-GTATCAACAAGTGATAGCATCA  AAATGATATTTTCGCAAAATTTATT 316 (3) 206-426 (1-5) 0.64 [0.585,0.691]
Sa0387 1 6FAM-CAAAGTAATAGGCACTACAA CATTCCAAACATACCATCAC 255 (2) 179-420 (0.5-5) 0.73[0.685,0.767]
Sa0550 1 PET-GTGACAGATGTAAGACTTAGA AACTTGATCGACACCAGAGC 847 (5) 784-847,1183-1246 (2-5,21-24)  0.37 [0.257,0.490]
Sa0684 1 6FAM-AGGTATTGGAAGTGAAACAGC CAACAAGTTGTTCAGCCTGC 1000 (2) 939-1183 (1-5) 0.52[0.420,0.616]
Sa0704 2 VIC-AAGAGTGTGTAGGGAATGGC CGATCGCACGATATGGTGG 307 (4) 173-709 (2-10) 0.76 [0.710,0.801]
Sa0964 1 PET-ATCCCAGATTATCCAATACAA CCAACCTGTTAATCCGATGT 597 (6) 382-769 (1-10) 0.61[0.539,0.676]
Sa1097 1 PET-GAATTATTGTTATCGCCATTGTC ~ GCAACTTCTTAAAACAAAATATTG 196 (15) 124-241, 286 (7-20,25) 0.65 [0.558,0.751]
Sall32 2 6FAM-CTAGTTCAAGCTAGATCAGG TGGGAGGAATTAATCATGTC 884 (7) 569-1262 (2-13) 0.67 [0.611,0.720]
Sa1194 1 NED-CTGTGTCGGTAGGTTACATT GGTGCTAAAGTCGATGTAAT 874 (7) 539-1008 (2-9) 0.59[0.506,0.673]
Sal291 2 NED-GTCAAGACACAGATATTGCT GTGTTGCTCTTGAATCATC 870 (4) 678-1254 (1-10) 0.55 [0.442,0.657]
Sal1729 1 6FAM-GTCTCGAATCACTTAACAACG GACCATGCACTACGTGTTAC 797 (5) 573-853 (1-6) 0.59 [0.522,0.669]
Sa1866 1 VIC-GCTTTACGTGTAATAACACC GCTTGTTGGTTCAGCTTTAGG 933 (3) 522-1092 (0.5-4) 0.49 [0.400,0.587]
Sa2039 2 6FAM-TATTTCGTTCTACCCCAACT CATAAATTCAATGTCCTAGGC 275 (3) 163-443 (1-6) 0.65[0.565,0.726]
Sa2511 2 NED-GGCAAAATGCACATGAAACACT  AAGTCAAGAATATTTAAAATCAATT 370 (3) 248-675 (1-8) 0.82[0.781,0.860]

Table 3.0Oligonucleotide primers used and VNTRs analysatimstudy.
(*HGDI calculated on the 90 isolates from the HARM® collection)
a Multiplex PCR reaction
b Expected amplicon size for strain Mu50 RefSeq 002758 (by convention, corresponding number of
repeated units for strain Mu50)
¢ Observed allele size range: amplicons length fraurof repeated units)

MLVA data analysis. Each VNTR locus was identified according to caad automatically
assigned a size by the GeneMapper software (Ap@iedystems, Courtaboeuf, France). This size
was then converted into an allele designation assuatwith a quality index. Rare intermediate-sized
alleles were reported as half-size (.5, Figure d Bigure S1) as previously described [24]. New
alleles of unexpected size were sequenced. Thagypata file was imported into BioNumerics
version 6.6 (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, d@ein). Allele designations and allele calling
conventions for the VNTRs described in previouskwsere used as published [24]. The MLVA code
is provided in the order corresponding to the gemawosition in reference strain Mu50 (refseq
accession humber NC_002758): Sa0122, Sa0266, SabBa0387, Sa0550, Sa0684, Sa0704, Sa0964,
Sal097, Sall32, Sall94, Sal29l, Sal729, Sal866395ala2511 [33].
conventions, the genotype of the reference straiBO0teduced from its genomic sequence is 10-6-3-
2-5-2-4-6-15-7-7-4-5-3-3-3 (Table 3).

The diversity (D) index and confidence intervald) (@ere calculated as previously described

Following these

[32]. The UPGMA (unweighted pair group method wattithmetic mean) clustering method was run
using the categorical distance coefficient. A cifitv@alue of 45% similarity was applied to define

clusters [24].
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Analysis of linkage disequilibrium, bootstrapping axd congruence between different
methods. Linkage disequilibrium was measured by using LIANr. 3.5 software accessed at
http://guanine.evolbio.mpg.de/ [34]. The Monte-Gasgimulation was run with 100000 iterations.
Bootstrap analyses were run with 500 simulations.

Comparison of animal, human and food poisoning isates.Fischer’s exact test was applied
to compare the proportions of human-related CQhrige different populations: isolates from animals,
isolates from humans and isolates involved in fopdisoning. Data from the literature
[3,4,5,6,7,8,9,17] and from the present study wanalysed to build the population of animal-
associated isolates. We combined our results wibse described by Wattinger et al. including 20
isolates from food poisoning events, to form theyation of 33 isolates involved in food poisoning
[35].

DNA sequencing. PCR amplicons were purified using the QIAquick P@Rrification
(Qiagen, Courtaboeuf, France) and sequenced (CmgdoK or Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Germany). Sequence data were managed with BioNameérhe primers and conditions used for the
MLST or spa tandem repeat amplification were asritlesd by Enright et al. and Harmsen et al.
respectively [21,22]. Alleles and sequence typeBs)Svere identified using the MLST database
(http://www.mist.net). The spa repeat nomenclatwes that of Shopsin et al., and spa types were

retrieved from the Ridom SpaServer http://spaserdem.de [36].

RESULTS
Automated multiplex capillary-based MLVA assay devéopment. MLVA-16 osay integrates
the two most recently published MLVA assays, eag$peiated with large databases accessible via
internet [23,24] (Table 2). The resulting data tencompared to both data sets. Figure 2 shows a
typical capillary electrophoresis pattern of the tmultiplex PCRs (Figure 2a PCR1, 10 loci; Figure
2b, PCR2, 6 loci). It preserves the convenient Ztiplax PCR assay developed by Schouls et al.
while including 8 additional VNTR loci [23].
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ST NONH OO KOO O O HBOOODOOD Strain ID CcC ST spa type spa Geographic origin
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 5 4 5 3 3 35 Harm21_43 CC5 ST228 t001 TO2MBMDMGMK Germany
7 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 3 35 Harm36_43  CC5 ST228 1201 TO202MGMK Slovenia
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm41_50 CC5 ST228 t001 TO2MBMDMGMK Germany
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm16_43  CC5 ST228 1001 TO2MBMDMGMK Germany
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm20_43 CC5 ST228 t001 TO2MBMDMGMK Germany
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm31_43 CC5 ST228 1001 TO2MBMDMGMK Slovenia
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm33_43 CC5 ST228 t001 TO2MBMDMGMK Slovenia
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm34_43 CC5 8T228 t001 TO2MBMDMGMK Slovenia
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 35 Harm40_43  CC5 ST228 001 TO2MBMDMGMK Slovenia
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 4 3 4 35 Harm35_43 CC5 ST222 t001 TO2MBMDMGMK Slovenia
7 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 4 5 3 4 45 Harm38_43  CC5 ST228 1188 TO2MBGMK Slovenia
10 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 3 5 3 5 45 Harm40_50 CC5 ST228 1001 TO2MBMDMGMK Germany
92 0 4 3 2 4 2 4 6 17 7 7 3 5 3 5 45 Harm15_43 CC5 ST228 t001 TO2MBMDMGMK Germany
10 6 3 2 4 2 2 6 15 7 7 3 5 3 3 35 Harm21_50 CC5 ST5 t001 TO2MBMDMGMK UK
7 6 3 2 3 24 6 15 7 7 4 5 3 2 3 Harm29_50 CC5 ST5 t045 TMDMGMK Belgium
7 6 3 2 3 24 6 15 7 7 4 5 3 2 3 Harm34_50 CC5 ST5 1045 TMDMGMK Belgium
10 6 3 2 3 2 4 6 15 7 7 4 5 3 3 3 Harm10_50 CC5 ST5 1002 TJMBMDMGMK Finland
2 6 3 2 20 2 4 6 17 5 7 4 5 3 3 3 Harm37_43 CC5 ST5 178 TO2MBMDMGMMMK Slovenia
6 6 3 2 2 4 2 6 19 2 5 5 2 3 5 65 Harm49_50 CC22 8T22 1032 TJJEINF2ZMNF2ZMOMOKR  Sweden
% 6 3 2 2 4 2 6 19 155 3 2 3 5 65 Harm28_43  CC22 ST22 1032 TJJEINF2ZMNF2MOMOKR UK
15 6 3 2 2 4 2 6 19 2 5052 3 4 65 Harm23_50 CC22 ST22 1022 TJEJNF2MNF2MOMOKR UK
83 5 6 3 2 2 4 2 6 19 5 056 2 3 4 65 Harm26_43  CC22 ST22 1022 TJEINFZMNF2MOMOKR UK
%5 6 1 2 2 4 2 6 19 7 5 5 2 3 5 65 Harm22_50 CC22 ST22 1022 TJEINFZMNF2MOMOKR UK
10 6 3 2 4 2 6 19 5 5 1 3 3 65 Harm27_43 CC22  ST22 t1275  TJJEJOMOKR UK
1 4 3 2 2 3 3 4 20 3 3 2 5 2 4 | Harm15_50 CC30 ST36 t018 WGKAKAOMQQQ Finland
M1 4 3 2 2 33 4 20 3 3 2 5 2 4 M Harm24_ 50 CC30  ST36 t018 WGKAKAOMQQQ UK
78 M1 4 3 2 2 3 3 4 20 3 3 2 5 2 4 | Harm30_43  CC30 ST36 t018 WGKAKAOMQQQ UK
1M1 4 3 2 2 3 3 4 16 3 3 2 5 2 4 W Harm25_50 CC30  ST36 t018 WGKAKAOMQQQ UK
9 6 2 2 2 3 3 4 13 3 5 2 5 2 4 | Harm25_43  CC30 ST30 1021 WGKAKAOMQ Sweden
6 7 2 2 2 33 10 9 3 5 2 4 2 2 3 Harm12_50 ST156 172 ZDMA3KB Finland
1 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm30_50 CC8 ST247 1054 YHFFMBQBLO Belgium
1 5 2 4 2 46 2 1 3 3 1 1 4 3 5 Harm22_43  CC8 ST247 1008 YHGFMBQBLO Germany
10 5 2 4 2 4.6 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm24_43 CC8 ST247 1052 YFGFMBQBLO Sweden
" 5 2 4 2 4.6 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm05_50 CC8 8T247 1051 YHFGFMBQBLO France
M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm08_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Finland
M1 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm09_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Finland
"M 5 2 4 2 4 6 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm11_50 CC8 8T247 1051 YHFGFMBQBLO Finland
M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm13_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Finland
M1 5 2 4 2 4 6 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm35_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Germany
1 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm37_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Germany
"M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm03_43 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO France
1M1 5 2 4 2 46 2 18 3 3 1 1 4 3 5 Harm07_43 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO France
1M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm08_43 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO France
M 5 2 4 2 4 6 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm10_43 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Belgium
" 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm17_43 CC8 8T247 1051 YHFGFMBQBLO Germany
M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm42_43  CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Slovenia
M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm43_43 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Germany
2 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm31_50 CC8 ST247 1303 YHHFGFMBQBLO Belgium
"M 5 2 4 2 46 2 13 3 3 1 1 3 3 5 Harm44_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Sweden
M 5 2 421 4 6 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm18_43  CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Germany
" 5 2 4 2 4 4 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm41_43 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO Slovenia
13 5 2 5 2 46 2 13 3 3 1 1 4 3 5 Harm26_50 CC8 ST247 1200 YHFGFMBQBQBLO Spain
1 5 2 38 2 4 10 2 18 3 3 1 1 4 3 4 Harm50_50 CC8 ST247 1051 YHFGFMBQBLO
10 5 2 3 2 46 2 13 2 3 1 1 3 3 4 Harm03_50 CC8 ST8 t008 YHGFMBQBLO France
10 5 2 3 2 46 2 18 2 3 1 1 3 3 4 Harm02_43 CC8 8T8 1008 YHGFMBQBLO France
10 5 2 3 2 46 2 1B 3 3 1 1 3 3 4 Harm02_50 CC8 ST8 1008 YHGFMBQBLO France
10 5 2 3 2 46 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm04_50 CC8 ST8 t008 YHGFMBQBLO France
1 5 2 3 2 46 2 1 3 3 1 1 3 3 4 Harm04_43 CC8 ST8 1008 YHGFMBQBLO France
9 5 2 3 2 46 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm05_43  CC8 ST8 t024 YGFMBQBLO France
10 4 2 3 2 46 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm06_43  CC8 ST8 t008 YHGFMBQBLO France
0 5 2 3 2 4.6 2 13 3 3 1 1 3 4 4 Harm19_43 CC8 ST155 t113 YGGBLQBLPO Germany
10 5 2 3 2 46 2 13 2 3 1 1 2 3 4 Harm01_43  CC8 ST8 t008 YHGFMBQBLO France
0 5 2 3 2 44 2 18 2 3 1 1 3 1 4 Harm01_50 CC8 8T8 NK France
13 5 2 4 2 4.6 2 13 2 3 1 1 3 4 4 Harm36_50 CC8 ST254 t009 YGFMBQBLQBLPO Germany
13 5 1 4 2 4 6 2 13 2 3 1 1 3 4 4 Harm14_43 CC8 8T254 t009 YGFMBQBLQBLPO Germany
13 4 1 4 2 46 2 13 2 3 1 1 2 4 4 Harm42_50 CC8 ST254 t009 YGFMBQBLQBLPO Germany
70 6 6 3 3 2 4 2 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm48_50 CC8 ST246 1030 WGKAQQ Sweden
6 6 3 3 2 4 2 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm39_43 CC8 8T239 1030 WGKAQQ Slovenia
7 6 3 3 2 42 2 1 3 3 1 1 3 3 4 Harm19_50 CC8 ST241 t037 WGKAOMQ Finland
7 6 3 3 2 4 2 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm20_50 CC8 ST239 037 WGKAOMQ UK
7 6 3 3 2 4 2 2 13 3 3 1 1 3 3 4 Harm47_50 CC8 8T239 t037 WGKAOMQ Sweden
6 6 3 2 2 4 2 2 18 3 3 1 1 3 3 4 Harm14_50 CC8 ST239 t030 WGKAQQ Finland
7 6 3 4 2 4 2 2 13 2 3 1 1 3 3 4 Harm17_50 CC8 ST239 1037 WGKAOMQ Finland
7 6 3 4 2 42 2 13 2 3 1 1 3 3 4 Harm18_50  CC8 ST241 1037 WGKAOMQ Finland
7 6 3 4 2 4 2 2 13 2 3 1 1 3 3 4 Harm27_50 CC8 ST239 1037 WGKAOMQ Greece
7 6 3 4 2 4 2 2 13 2 3 1 1 3 3 4 Harm28_50 CC8 S§T239 1037 WGKAOMQ Greece
7 6 3 4 2 42 2 13 2 3 1 1 3 3 4 Harm09_43  CC8 ST239 1037 WGKAOMQ Greece
9 6 3 4 2 4 2 2 13 3 3 1 1 3 2 4 Harm07_50 CC8 ST239 1234 WGKAOMOMQ Finland
7 5 4 2 3 6 4 13 5 4 4 3 3 4 25 Harm43_50  ST80 8T80 1044 UJGBBPB Sweden
10 6 2 052 45 4 12 2 8 1 5 3 1 35 @l Harm16_50 CC45  ST45 t015 XKAKBEMBKB Finland
1 10 6 5 052 4 5 4 122 2 8 1 5 3 1 35 [ll Harm23_43 CC45 ST45 1050 XKAKBBMBKB Sweden
9 6 5 052 4 5 4 12 2 8 1 5 3 1 3 M Harm32.50 CC45 ST45 038 XE3BBEMBKB Belgium
9 6 5 052 4 5 4 12 2 8 1 5 3 1 3 M Harm33_50 CC45 ST45 1038 XE3BBEMBKB Belgium
96 10 6 5 052 4 3 4 12 2 7 1 5 3 1 35 M Harm46_ 50 CC45 ST45 1015 XKAKBEMBKB Sweden
9 6 5 052 35 4 122 2 7 1 2 3 1 1 [l Harm38_50 CC45 ST45 1004 A2AKEEMBKB Germany
9 6 5 052 35 4 122 2 7 1 2 3 1 1 [ Ham39_50 CC45 ST45 1004 A2AKEEMBKB Germany
9 6 5 052 3 5 4 12 2 7 1 2 3 1 1 [H Ham11_43 CC45 ST45 t004 A2AKEEMBKB Germany
9 6 5 052 35 4 12 2 7 1 2 3 1 1 M Ham12_43 CC45 ST45 t004 A2AKEEMBKB Germany
9 6 5 052 3 5 4 12 2 7 1 2 3 1 1 [l Harm13 43 CC45 ST45 t004 A2AKEEMBKB Germany
9 9 1 2 2 5 2 2 2 7 2 1 3 135 Harm32 43  CC51 ST425 1435 12Z2EMMMJH2M Slovenia

Figure 1. Dendrogram of the HARMONY collection usirg MLVA-16 osay. Color coding is
according to MLST clonal complex assignment wheastering is done according to the displayed
MLVA data. Strain Id, clonal complex, sequence tygm type, spa code and geographic origin are
indicated. MLVA cluster bootstrap values are shdarthe main clusters.

111



Fluorescence (in RFU)
70 270 470 670 870 1070

3200
Sa0550
2800
2400
2000 “
Sa0122 ‘
~1sa1097 Sa0397 |Sa0964 | sat1g4 Sa0684
Sa1729 | A
400
l | J
Length (in bp)
b _
Fluorescence (in RFU)
70 270 470 670 870 1070
2800
24001 Sa2039
Sa0266
2000
1600
1200
800 Sa2511
” ] SalZQlJ Sal1132
| | |

Length (in bp)
Figure 2. Electrophoregrams showing multiplex PCR amplicas®ived by capillary electrophoresis
a. PCR1 ten dye-colored coamplified VNTR loci. BR2 six dye-colored coamplified VNTR loci.

Efficiency of the MLVA-16say Protocol. The MLVA-160,say SCheme was first tested on 90
well-described isolates of the HARMONY referencélestiion (Figure 1). These isolates represent
epidemic or major nosocomial MRSA clones from thal-980s to 1998 and were previously
investigated by MLVA-14,s.,[24]. Nine missing values were observed in the@né study among the
expected 1440 values. Sa2511 was not amplifiedvéndiosely related isolates. Thus, MLVA4&G,
provided high typeability (T value = 99.4%). Thesaiminatory index D was 0.9625, compared to
0.9531 for subset MLVA-§moven FOrty-nine types were identified when using tleldci, compared
to 41 with the 8 loci assay.

Congruence between MLVA-16s,, and MLST. Direct comparison between MLST and
MLVA clustering based on the 90 isolates of the HABNY collection showed a strong correlation
between these two genotyping methods (Figure 1Faguare 3), in agreement with previous reports
[23,24]. For instance, the congruence between MiB&W MLVA-165s,y Was 79.3% and MLVA
correctly assigned isolates to their MLST defined. €C nodes were supported by high bootstrap
values demonstrating the reliability of MLVA-160yseclustering for S. aureus population
investigation (Figure 1). MLVA-1§say Was much more discriminatory than MLST (MLST
distinguishes 17 STs compared to the 49 MLVA-16@types and the discriminatory index D for
MLST is 0.8856). The standardized index of linkagsociation for MLST was 0.349. In comparison
the standardized index of linkage association farVi-16osay Was 0.242. The detected linkage
disequilibrium was highly significant in both cag€s<10-5). The lower linkage detected by MLVA
was previously observed inegionella pneumophiland might be a consequence of homoplasy at
VNTR loci [37].
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Figure 3. Congruence of MLVA and MLST. Congruence of MLVA schemes (MLVA-3@a,
MLVA-10 orsay aNdMLVA-8 ginoven) @and MLST using a Pearson correlation coefficient.

Diversity among S. aureusisolates collected from animalsThe MLVA-160s.y assay was
used to type 98 animal isolates. A full data sed wlatained with one exception: VNTR Sa1291 could
not be amplified in isolate sa263. The 98 isolatese resolved into 59 MLVA-1&,, types (MTs)
distributed in 12 clusters and 4 singletons as show the minimum spanning tree of Figure 4.
MLVA-8 giihoven resolves 47 MTs (D = 0.9571). In terms of diversituman-associated (106 isolates)
and animal-associated (98 isolates) isolates weriéas, with MLVA-160,sa D values of 0.9727 and
0.9788, respectively.

CC distribution of the animal-associated isolates elduced from previously published or
de novo MLST data. The tentative identification of the clusters irethnimal and food-product
isolates was done by comparison with previoushiipbied data [23,24,26]. The spa typing was used
to confirm some of the assignments. The largesteta were CC398 and CC5, which comprised 27%
(26 isolates) and 17% (17 isolates) of the typedhiss, respectively (Figure S1). Eleven MLVA-
160rsay genotypes were observed in CC398. Three ML&6s.y clusters comprising 12, 9 and 2
isolates could be assigned to CC9, CC133 and CESjectively (Figure S1). Figure 4 shows the
distribution of animal strains among the differ€@@s. The 32 porcine isolates clustered into 5 CCs,
CC398 (12 isolates, 38%), CC9 (12 isolates, 38%)3@(5 isolates, 15%), CC1 (2 isolates, 6%) and
CC97 (1 isolate, 3%). All porcine MRSA isolatesdrgled to CC398. The 30 isolates from poultry
were exclusively MSSA and clustered mainly in 2 CC£398 (13 isolates, 43%) and CC5 (15
isolates, 50%). The 17 isolates from dogs and wate all MSSA, except for one MRSA CC398
isolate. They were distributed into 4 CCs, CC4&s@ates, 35.3%), CC8 (4 isolates, 23.5%), CC15 (3
isolates, 17.6%), CC5 (2 isolates) and a singl€¢sa?263). The 11 isolates from small ruminants
comprised nine CC133 isolates (these MSSA isolatrs obtained from sheep of the same German
flock suggesting the presence of an epidemic $teaid two non-grouped isolates from mastitis. The
five isolates from horses, all MSSA, belonged toe¢hclusters, CC1 (two isolates), CC30 (two
isolates) and CC25 (one isolate). Notably, both @Dlates shared the same MLVAgLG, profile
although they were collected in two different coig®t and 16 years apart. Similarly, the two rodent
isolates belonged to the same rare lineage (CAtibugh they were collected in two different places

and from different disease conditions.
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CC distribution among the food-associated isolatesf the test collection.Two groups of
isolates were recovered from food: 13 isolatesimaigd from cases of food-poisoning and 34 MRSA
isolates originated from food not related to poisgnevents (food isolates are exclusively MRSA
because of the screening procedure [30]). Sevetheofl3 food-poisoning associated isolates were
collected from dairy products, five were recovefi@in meat products, and the precise food origin of
one isolate was unknown (Figure 4, Table 1 and& &dl). Altogether, 6 isolates belonged to CC8,
and single isolates to CC1, CC5, CC25, CC45, C®83d,isolates were not assigned to CCs. The
second group was almost exclusively composed of98@sblates from poultry meat or poultry meat
products (29 of 34 isolates). The remaining fivadtes belonged to CC5, CC9 or CC133. Figure S2
shows a minimum spanning tree of all 55 CC398 tseslffom animal or food investigated. Figure S3
shows a minimum spanning tree of all isolates bagssh MLVA-16y.y data. Animal and food
samples are colored (green for MSSA samples, redRSA samples, poultry samples are cross-
hatched).

Meta-analysis of human-relatedS. aureusCCs prevalence in food products involved in
staphylococcal intoxications.We searched the literature for reports investigats. aureusin
animals. We identified 836 farm animal isolates fathich a CC assignment is known
[3,4,5,6,7,8,9,17]. Ten (1.2 %) and four (0.5%)obegled to CC8 and CCA45, respectively. In contrast
CC8 and CC45 represent 10-40 % and 10-20% of husoéates respectively [24,26,38,39,40]. Thirty
percent (10/33) and twenty one percent (7/33) efttirty-three isolates involved in food poisoning
investigated in this study or by Wattingetr al. [35], belonged to CC8 and CC45 respectively. The
difference between the proportion of CC8/CC45 i éimimal-associated isolates population and the
food poisoning isolates is highly significant aatiog to Fisher's exact test (P<0.05). In sharpresht
the proportion of CC8/CC45 among food poisonindat®s is highly similar to the proportion of
CCB8/CC45 isolates among human isolates. This oaserv strongly suggested that the isolates
associated with food poisoning were mainly of huroggin.

High discriminatory power of MLVA-160rsay in CC398. MLVA-16 g4y distinguished 19
genotypes with a diversity index of 0.8728 (Fig®B2 part A). In comparison, 9 genotypes are
resolved when using the MLV Agoven SUbset, with a much lower diversity index of 0.8{Eigure
S2 part B). This difference is largely due to lo&es1291 (Figure S1) which is not otherwise an

exceptionally variable locus (Table 3).
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Figure 4. Minimum spanning tree of the 253. aureusisolates using MLVA-1§s,, Minimum
spanning tree of the 253%. aureusisolates (106 human-associated isolates, 98 afsssiciated
isolates and 47 isolates from food products amohighvl3 were related with food-poisoning) using
MLVA-16 s Each circle represents a MLVA genotype. The eizeach circle indicates the number
of isolates within this MLVA genotype. The diffetenlusters are annotated. The host origin is
indicated with a specific color. Human and foodlases are highlighted with two different hatch
patterns.
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DISCUSSION

The trace-back analysis of food-borne infectionquies the availability of appropriate
genotyping toolsi.e. highly cost-efficient, and fast methods for hidineughput analysis, backed up
by relevant and easily accessible typing databaBes.present investigation further illustrates the
relevance of MLVA for large scale population invgations ofS. aureusa major pathogen and
source of food intoxications.

Automated capillary-based 16 loci MLVA assay.In the commercially available typing kit
(ceeramTools®, Ceeram, La Chapelle sur Erdre, E)adé loci are amplified in two multiplex PCRs.
These 16 loci were chosen in order to provide datectly comparable with previously developed
databases based upon the typing of 2 subsetss# thei [23,24]. The assay is able to correctlyguss
S. aureusisolates to defined MLST clonal complexes andhrtdifferentiate within these CCs.
Homoplasy associated with VNTR loci is presumabffjciently compensated by the analysis of
multiple loci. MLVA is equally well adapted for siying S. aureusepidemiology regardless of the
sample origin (animal or human). The four stepstltdé MLVA procedure (DNA extraction,
amplification of the 16 VNTRs in 2 multiplex PCRsagment analysis by capillary electrophoresis,
MLVA code assignment) were standardized to be @sabtl understandable by non-expert users. The
resulting data can be queried against freely alesaternet MLVA databases such as http://mlva.u-
psud.fr.

MLVA-based diversity analysis of animal-associated. aureus Ninety-six percent of the
isolates were clustered within twelve known CCssdghon MLVA results, the studied animal-
associated isolates were globally as diverse asahtassociated ones suggesting that, as a rule, the
occurrence o8. aureusamong animals is not a recent event. Approximdtalof the animal isolates
belonged to eight well-known human CCs in agreemetft previous studies showing the wide host
range of some CCs [3,4,5]. However, recent hosptatian, sporadic contamination or the presence
of widespread lineages must also be taken intowstcas possible explanations. Evidence for recent
host adaptation is provided by the well-describ&eb@solates in poultry [41]. In the present study,
companion animal-associated isolates are almostigxely found in three main clinical-associated
CCs (CC8, CC15 and CC45). This illustrates theapf S. aureussolates from humans to animals
[42].

Animal-adapted clonal complexes.In contrast, the other half of the animal isolaies
assigned to CCs not found or uncommon in humanQ{@T97, CC133 and CC398) [16]. This
observation confirms previous studies suggesting txistence of animal-specific lineages
[4,5,6,10,13,14,43]. Recently, Guinaekal. have provided evidence that CC133 which is a featu
colonizer of small ruminants, evolved as a host@gwirom human to ruminant followed by adaptive
genome diversification [43]. MSSA-CC9 isolates hdeen reported in pig farmers and also from
infections of swine in France and Germany showhag CC9 is able to change hosts and colonize
humans [44,45]. Two MRSA-CC9 from chicken meat weatentified [30]. This lineage is very
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uncommon and recently emerged from its porcinervesein Asia [46,47,48,49]. Clinical human
cases due to MRSA-CC9 appeared in the same pe@d [

The emerging CC398In this study, CC398 was found equally in isolateected from pigs
or poultry. Half of the poultry-associated isolateslonged to CC398 whereas CCS5, rather than
CC398, was previously shown to be the dominanttyeein poultry. This is, to our knowledge, the
second report of MSSA CC398 isolates from pouliilyis observation might suggest that the lineage
was already present among poultry as MSSA anduizseguently evolved as MRSA by independent
acquisition of different SCCmec elements. MSSA C&88uld have disseminated from pigs to other
food-producing animals, perhaps via farm workensd ahe SCCmec cassette could have been
acquired in other hosts. Alternatively strains rspgntaneously excise part or all of the SCCmec and
thus reverse to MSSA [50,51]. Within CC398, variealssely related spa types have been described
(i.e. 1011, t034, t108, t539 and t1793). Schould eslleagues investigated 216 isolates belonging to
CC398, among which 100 were pig-related [23]. Thegerved little diversity within this complex
using MLVA-8giioven (D = 0.721). A similar results was obtained herghwWMLVA-8 gitnoven (9
genotypes in 55 isolates, D = 0.6728). In contrés® 16-loci MLVA assay discriminates 19
genotypes (D = 0.8728), suggesting that it mightobdigh interest to further differentiate CC398
isolates. Due to the higher multiplexing achievedthe MLVA-16,s. assay as described here
compared to MLVA-8imoven the typing of 16 loci instead of 8 does not digantly increase the cost
and workload.

MLVA typing as a microbial source tracking tool. The present investigation suggested that
S. aureusisolates involved in food poisoning are mainlyasts found in humans rather than in
animals. Among the 33 isolates sampled from fooddpcts involved in food poisoning and
investigated in this study and by Wattingeral. [35], 10 and 7 belonged to the predominantly human
clusters CC8 and CC45, respectively. Given the higiman host specificity of CC8 and CC45, this
finding provided evidence for the role of humansaasnajor source of contamination. In sharp
contrast, food isolates not associated with foadgring were almost exclusively assigned to animal-
specific clones (CC398, CC9 and CC133) and no CC8@H5 isolates were found. In the present
study, the CC97 isolate 363F is the only isolatplicated in a food intoxication event with a most
likely animal origin. Although these observatioreed to be substantiated by the analysis of a larger
test population, they point towards the role of hom in the contamination of food with
enterotoxigenicS. aureus

In conclusion, we merged in this work previous ML\s&hemes in a rapid and efficient
automated multiplex capillary-based MLVA assay fbe high-resolution genotyping &. aureus
isolates. The numeric MLVA code is produced autéca#ly and a quality score can be defined
facilitating the development of quality controllethtabases. The described MLVAQLG, assay
ensures the same clustering as MLST, assignindasiynS. aureudsolates to MLST defined clonal

complexesS. aureusMLVA typing data from the 16 loci or any conveniesubset can be queried via
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http://mlva.u-psud.fr. MLVA is well-suited and coatible for genotyping of animal-associat&d
aureusas well as human isolates. The present molecypang analysis provided further insights into
the diversity of animal-associat&l aureusWe highlighted that the animal-associated popaaits

very diverse suggesting that animal colonizatiorSbgpureuss globally ancient. In the present study,
the S. aureudsolates from animals were divided into humanteglaand animal-specific CCs. Some
CCs are able to switch between a great varietyostsh(i.e. CC5, CC45), whereas others seem to be
strongly specific to particular human or animal tso§.e. CC9, CC133, CC8). The presented data

indicates tha$S. aureussolates from cases of food poisoning were méstyliof human origin.
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2.4. S. aureuset adaptation a un écosysteme
a. Résumé

S. aureusest un pathogéne majeur de nombreux mammiferdaamneent des animaux
d’élevage, bovins, ovins et caprins. Une relatiamree I'n6te et I'expression clinique de la
contamination a été mise en évidence ; ainsi itéaabservé qués. aureusétait responsable de
pneumonie, infection musculaire, ostéomyélite @tisémie chez les volailles, abcés sous-cutanés,
mastite et pododermatite chez le lapin, dermatiteediulite chez le cheval et septicémie chez les
porcs. Cependant, la principale manifestation gliai reste I'infection intramammaire, ou mammite,
chez les bovins et les petits ruminants. En Fra®caureusest 'une des principales causes de ce type
d’infection avec prés de 30% des mammites diagmastis. Cette pathologie, dont I'enjeu est majeur
en élevage laitier, touche prés d’'un quart desmants allaitants et se manifeste par une rédudgon
la quantité et de la qualité du lait et dans les les plus graves par une nécrose de la glande
mammaire. Quelles sont les particularités des @ojonis bactériennes déclenchant cette pathologie ?

Dans ce manuscrit, nous deécrivons l'analyse gémpigp realisée par le MLVA-IR,y
automatisé, de 152 isolats issus de mammites dimanis d’élevage. Nous mettons en évidence que
prés de 20% des isolats appartiennent a des C@st&asés par un tropisme exacerbé pour les
glandes mammaires des ruminants. Ces organes ea@@sdonc un écosysteme particulier colonisé
par une population d8. aureusspécifique et notamment par certains clones démergence semble
récente. En effet, et au biais d’échantillonnagespces CCs ont une diversité réduite et un nombre
d’'unités répétées moindre. Méme si le modele évales VNTRs reste a définir, certains auteurs,
considerent que la perte de motifs répétés estamuaur d’évolution. Cette hypothése a été validée
statistiquement sur I'espedé tuberculosisLa prudence est cependant de mise lorsque didives

phylogénétiques sont réalisées a partir de doroe®NTRS.
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b. Article 4 (en préparation)

Emergence and evolution of methicillin-susceptibland
methicillin-resistant Staphylococcus aureuineages from cases of

bovine, ovine and caprine mastitis
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ABSTRACT

Staphylococcus aurelis one of the main etiological agents of mastitiguminants. In the
present retrospective study, we determined thetigedi®ersity of individualS. aureudsolates from
cases of clinical and subclinical mastitis in dagsttle (n = 118, of which 16 were methicillin-
resistant), sheep (n = 18) and goats (n = 16).dJaipreviously described automated multiple loci
variable number of tandem repeats (VNTR) assay (K V¥he 152 isolates were subdivided into 115
genotypes. This corresponds to a discriminatoryexng) value of 0.9936. Comparison with
published MLVA data of isolates from diverse hunzem animal origins revealed the low prevalence
(8.5%) of human-related genotypes among the presgiaiction. Eighteen percent of the population
belonged to clusters predominantly recovered froammary gland tissue. MLVA was able to
uncover highly specialized lineages some of whictpldyed a relatively low level of diversity
suggesting that they may be of recent emergence.

These findings provide valuable arguments to sugted specificS. aureudineages have

emerged as pathogens particularly adapted to rumhinammary glands.
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INTRODUCTION

Although several bacterial pathogens can causeitraaStaphylococcus aureus one of the
most important etiologic agents of this diseaseows [1], and the most important in goats and sheep
[2,3,4]. MoreoverS. aureusnfections are chronic, localized deeply in thenmaary parenchyma and
the bacteria are frequently in an intracellular iff@s. As a consequence the infection may be
extremely difficult to cure. Methicillin resistar®. aureus(MRSA) isolates are rarely involved in
bovine mastitis [5,6]. Most mastitis-associated MRBere reported to be human contaminants or
divergent mecA isolates [6,7,8,9].

During the past decade, the epidemiolog®yofureusnastitis in dairy cattle has been studied
using various molecular typing methods. Techniqtles rely on comparison of electrophoretic
patterns, such as PFGE [4,10,11], RAPD analysif fibtyping [11,13] and MLEE [14] proved to
be highly discriminatory but interlaboratory comigans are difficult. Sequence-based typing systems
such as MLST or spa typing overcome these probleynproducing sharable and storable results
[6,15,16,17]. However MLST has a low discriminatgygwer for a relatively high cost, and the
clustering of spa typing results is complex so thase two methods are often combined. These last
few years, MLVA schemes taking advantage of tandepeat polymorphisms were developed Sor
aureus subtyping [18,19,20] and represent a promisingradttive. Recently, we developed an
automated capillary-based MLVA assay fraureuggenotyping using 16 loci and demonstrated its
suitability for animal-associate8. aureugsolates genotyping (Sobral et al., PlosOne, 28)&ess).
We previously demonstrated that MLVA, in additianthe much higher discriminatory power, was
able to correctly predict clonal complex (CC) assignt and consequently benefit from the strong
phylogenetic content provided by MLST analysis [19]

In recent years several MLST-based studies inwe#tigg mastitis [4,17,21] have shown the
existence of significant host-specificity f aureusnfection and the existence of CCs associated with
mammary gland infections. However, in most studdy MRSA strains were analyzed which did
not provide a complete view of strains infecting thammary gland.

The aim of the present study was to further ingesdé the diversity among mastitis-associated
MRSA and MSSA from cows, goats and sheep. The iadditinformation provided by MLVA and

the analysis of VNTR patterns allowed to bettentig the evolution and emergence of clones.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and DNA preparation. The 152 isolates investigated in this study were
obtained from cases of bovine (n=118), ovine (n=&BY caprine (n=16) clinical or subclinical
mastitis (Table S1). Among the bovine isolatesw8e collected all over Germany between 2006 and
2009, 19 in Southern Brazil in 1992 and 1993, ahdn5Western France in 2008 and 2009. Sixteen

among the German isolates were previously descaBddRSA ST398 [5]. The 19 brazilian isolates
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were described by Lange and colleagues [11]. Theecand caprine isolates were collected in France
between 1978 and 2010 (Table S1)

DNA extraction. Strains were cultured overnight at 37°C in LuriartBei broth. Genomic
DNA was extracted by phenol-chloroform extractionby using the DNeasy tissue kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France) with lysostaphin (100 mg/LinA products LLC, USA). Nucleic acid quality
and concentration were analyzed using an ND-100€ctsgphotometer (NanoDrop; Labtech;
Palaiseau, France). Diluted samples of 5Sulngi water were used as DNA template for PCR
amplification.

Data production and analysis. The 16 VNTR loci included in MLVA-16Orsay were
amplified in two multiplex PCRs using the ceerami§@o Staphylococcus typing kit (Ceeram, La
Chapelle sur Erdre, France) as previously desciiBedral et al., PlosOne, 2012 in press). The typin
data file was imported into BioNumerics version @\@plied-Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
The UPGMA (unweighted pair group method with arigtim mean) clustering method was run using
the categorical coefficient. A cut-off value of 458milarity was applied to define clusters. Boaptr
analyses were run using BioNumerics 6.6 with 5@@utations.

The primers and condition used for the spa tandgreat amplification were as described by Harmsen
and colleagues [22]. The amplicons were purifiecthgighe QIAquick PCR purification (Qiagen,
Courtaboeuf, France) and sequenced (Eurofins MWE&r@y). The repeat nomenclature was that of
Shopsin and colleagues [16], and spa types wergevetl from the Ridom SpaServer
http://spaserver.ridom.de.

The primers and conditions used for PCR were asritbes at http://saureus.mist.net/ [15]. PCR
products were purified using a QIAquick PCR pusfion kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), as
recommended by the manufacturer, and sequencedkr{BecCoulter Genomics). Alleles and

sequence types (STs) were identified using the Md&&base (http://www.mist.net).

RESULTS

Diversity of mastitis-associatedS. aureusisolates.Using MLVA-16q.say the 152 ruminant
isolates from cases of clinical and subclinical titiagswvere resolved into 115 MLVA genotypes with
an overall diversity index of 0.9936. The 118 bevyii8 ovine and 16 caprine isolates belonged
respectively to 90, 14 and 15 MLVA genotypes. Oaerdred and thirty four isolates fell into ten main
clusters comprising more than 3 isolates each (Big) The clusters were assigned to known MLST
defined clonal complexes (CCs) by comparison witkvipus MLVA data,spatyping and MLST
analysis of selected strains (Figure 1 and Figdie SC97 and CC133 represented the major CCs as
they accounted for 22% (34 isolates) and 21% (8katss) of the studied collection, respectively.
CC1, CC9, CC20, CC130, CC151, CC398 and CC479hegeepresent another 45% of the isolates.
The 16 ST398 isolates are all MRSA collected in@260m different locations in Germany and are

distributed into 8 MLVA genotypes andspatypes.
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CC8 and CC30, frequently associated with hurSanaureusinfections (Figure 2), were
represented by two isolates each, and CC5, CC72@8a& CC25 were represented by single isolates
(Figure S1). The four remaining singletons wepatyped (Figure S1).

Figure 1 shows the distribution of isolates acawgydio host. The two closely related MLVA
clusters associated to CC130 comprised exclusisegll ruminant-associated isolates. One cluster
included sheep-associated isolates and the otmtained goat-associated isolates collected from six
different herds in 2004. CC1, CC9, CC20, CC97, CCXEC398 and CC479 included only bovine
isolates. CC133 was the only cluster showing cotaghest diversity; 13 bovine isolates originating
from different collection sites (11% of the boviisolates), 11 sheep isolates (61% of the ovine
isolates) and 8 goat isolates (50% of the capsgptaies) belonged to this CC. The remaining small

ruminant-associated isolates were singletons dustared.

[IIID Subclinical mastitis B Bovine mastitis isolates

E= Clinical mastitis mm Caprine mastitis isolates
B Ovine mastitis isolates

Figure 1. Minimum spanning tree of the 152 aureussolates using MLVA-16s., Each circle
represents a MLVA genotype. The different MLVA dkrrs are colored according to host. Major CCs
are indicated.
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In Figure 2,the population structure &. aureudsolates from mastitis was compared to a
more global population db. aureussolates for which MLVA data was available. Somesters such
as CC8, C22 and CC30 are remarkably highly humaeisp In contrast, CC133 is exclusively
represented by animal isolates, and CC130 by somalhants mastitis isolates.

[IIIT MSSA isolates I Bovine mastitis isolates

E= MRSA isolates pm Caprine mastitis isolates
B Ovine mastitis isolates

CC12 Animal and food isolates
Clinical isolates

Figure 2. Mastitis isolates superimposed on a backgrourgefiously published data from human
(grey) and animal (yellow) isolates.
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VNTR allele distribution analysis. In order to assess the genetic specificity, basedNTR
pattern analysis, of each lineage (human-predomif@@1, CC5, CC7, CC8, CC22, CC25, CC30,
CC45 and CCH1 animal-predominarfiCC9, CC20, CC97, CC133 and CC3a®d mammary gland-
predominanfCC130, CC151 and CC4]7§23,24,25,26], we calculated the allelic diversitfyeach
population within each host or tissue related fgmllelic diversity per locus was not significaytl
different between human-related and animal-spedificsters (Table S2). The observed allelic
diversity was considerably reduced in the poputatid the mammary gland-predominant clusters
(Table S2). We also measured the mean number efitieps per locus and per family. Similarly, no
significant difference was observed between the dmpredominant clusters and the animal-
predominant clusters (Figure S3) in terms of meamlyer of repetitions per locus. Remarkable
differences were noticed when focusing on mamméamdgadapted clusters. This population has a
significantly smaller number of repeat units footWNTRs (Sa0122 and Sa0387) and this observation
was most pronounced when considering CC151 (Sa®a&2387, Sa0684, Sa0964, Sal097, Sal729,
Sal866 and Sa2511 have smaller number of repdatin@C151) (Figure S2).

DISCUSSION

The mammary gland, a specialized tissue for infeains. In the present collection of
isolates, only 13 (8.5%) human-related isolatemf@ different lineages (6 CC1, 2 CC8, 2 CC30, 1
CC5, 1 CC22 and 1 CC25) were observed, thus confirtihat the ruminant mammary gland is a very
specific niche. Notably, the majority of isolatesldng to two major clonal complexes (CC97 and
CC133) which represent almost half of the studietfection. MLVA-160rsay is a very efficient
subtytping tool, as 29 and 26 genotypes were obdédiar a total of 34 CC97 isolates and 31 CC133
isolates respectively. CC133 is commonly sampledhfmilk produced by small ruminants [23,24]
and by cows (15/33 bovine isolates in CC133) [2]rskBfering from mastitis. CC97 is a widespread
bovine lineage largely responsible for bovine nmiastases in Chile, Brazil, Japan and the United
States [17,25], and recently also isolated from d&urf29] and porcine hosts [30]. Our observations
corroborate previous findings by Guinane and cglies who further demonstrated that these lineages
shared the pathogenicity island SaPlov2 conferttiregability to coagulate plasma from ruminants in
contrast with the tested human or poultry stra8iq.[It suggested that these spec8icaureusstrains
were strongly adapted to their host environment.

We identified three additional clusters putativelhowing strong preference and adapted to the
mammary gland tissue: CC151 (11 isolates), CC13Dig¢blates) and CC479 (6 isolates) which
represent 18 % of the present collection. Thesalies have almost never been isolated from human
beings and, moreover, were exclusively sampled fiatramammary infections [28,31,32,33].
Interestingly, whole genome analysis demonstratett €C130 and CC151 are closely related [31].

This phylogenetic relationship is also detectedhWALVA typing. Several studies revealed that only a
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few specialized clones are responsible for mosnastitis cases and that these clones have a broad
geographical distribution [4,12,14]. In the presemdy, the CC151-MLVA genotype 2-3-1-2-2-1-9-7-
1-0.5-5-2-3-0.5-3-1 was shown to be shared byteslaampled in Germany and France. Devriese and
colleagues had observed specific phenotypic cleniatts associated with anim8l aureusstrains

and subsequently emphasized the existence of exadapted to particular host species [34]. Several
genetic studies have identified the existence ofureusgenotypes that are associated with cows,
sheep, and goats but rarely isolated from humarggesting that they are specialized for ruminant
hosts [12,14,24,28]. Conversely, a humber of CGavslimited host specificity. van Leeuwen and
colleagues hypothesized that the specific traiisdoto be common in bovine strains were relateal to
tissue rather than to host specificity [35].

Representatives from some animal-predominant chistave spread recently with apparently
neither strong host nor geographical barriershis $tudy, we reported 36 isolates belonging tgehe
well-known CCs (16 isolates from CC398, 11 isoldtesn CC9 and 9 isolates from CC20). ST398
and ST9 are believed to have emerged from thetip®reservoirs and subsequently spread to other
hosts. CC20 isolates are frequently described fionan carriage [36,37] and infection [38] but are
also often sampled from cow mastitic milk [26,39,40

VNTRs as genetic markers to infer lineage emergencé has been proposed that a low
level of VNTR genetic diversity inside a lineageymaflect recent emergence, and that there exists a
tendency toward shortening of tandem repeats auwayg evolution [41]. Interestingly, we noticed
that the mammary gland-predominant lineages (CCC3®%1 and CC479) exhibit a smaller repeat
unit number per locus and a lower diversity indexcampared to other lineages. These observations
are most striking in the case of CC151. Modificasian industrial livestock husbandry of dairy
ruminants could have led to modified access of ofi@ flora to mammary glands leading to
emergence of some clones such as CC151. AnalysRFaP2 strain (ST151) genome sequence
provided evidence that this mammary-gland-adaptiednshad recently diversified from an ancestor
with a supposed human origin through acquisitiomobile genetic elements and gene decay [42,43].
We did not reveal notable differences in VNTR dsigr between human and animal lineages arguing
for simultaneous colonization of humans and anintddsvever, because tandem repeat mutation rates
have been shown to vary within different lineades ifistance in M. tuberculosis [44], whole genome
sequence analysis of well-chosen strains will beesgary to correlate tandem repeats diversity and

more neutral genome diversity and evolutioSiraureus

The improvement of our knowledge of mastitis-asstecl S. aureusepidemiology in dairy
herds will contribute to the identification of soas and dynamics of spread and transmission of the
bacteria. This in turn might help formulate stragsgand implement control measures targeted at

reservoirs and transmission routes.
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3. Conclusion

Les trois premiers articles décrivent le développenet la validation de procédés automatisés
de génotypage par MLVA. La comparaison avec leseaumnéthodes de référence, la PFGE et le
MLST, atteste de la puissance du MLVA. Les effaig¢sstandardisation et d’automatisation entrepris
permettent de répondre aux nouvelles exigencegpidémiologistes. Le typage entre dans I'ére du
haut-débit avec les nouveaux produits développésaaus de cette thése. Ces articles détaillent
I'analyse de petites collections de souches maipicétait de I'ordre de I'inenvisageable devieora
désormais possible : génotyper restrospectivement stbuchiers entiers de plusieurs milliers de
souches est ainsi concevable dans un délai raismranfin, ces études explorent la diversité des
populations bactériennes et modélisent leur stratitun. Il apparait que, quelle que soit la struetde
'espece, l'adaptation a un nouvel environnemerdtghanimal, niche écologique, organe) est
l'occasion d'expansions clonales. Ce point serutdiglus tard. Enfin, le quatrieme article s'dtac
davantage a apprécier les VNTRs en tant qu'outiiglqgénétiques. L’homoplasie de certains
marqueurs est avérée. L'émergence d’'un complexsatlest proposée sur la base des analyses de
données de VNTRs.
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1. Vers le génotypage de routine

1.1. Automatisation et standardisation des protocoles MVA

Avec les protocoles développés au cours de meauxade thése, la technologie du MLVA a
passé un cap pour trois espéces bactériennes.nispdes kits de génotypage sont disponibles et
permettent de réaliser des analyses génotypiquesatiele ampleur. L'utilisateur n'a plus a jongler
avec plusieurs dizaines d’amorces, a multiplieréaxtions PCR et couler des dizaines de gelsitLe k
est un outil clé en main : le typage d’'une centalaesouches, de I'extrait d’ADN au code MLVA,
nécessite moins d’une heure de temps de manipulatipas plus de 48 heures de temps machine
selon le type de séquenceur utilisé (quelques Besureune machine a 96 capillaires). La manipuiatio
du kit en laboratoire ne nécessite aucune expepi#séculiere, seule I'analyse des données et
I'obtention des codes numeériques requiérent undaicer expertise. Cependant, un guide de
I'utilisateur accompagne le kit et a été rédigdeadie sorte que I'utilisateur puisse obtenir, deniaee
automatique, les codes numériques en suivant dpsstiétaillées pas a pas. Un guide de dépannage
sous forme d’arbres décisionnels facilite l'intétation des données manquantes ou artéfactuelles et
guide l'utilisateur vers I'action adéquate a entegyalre.

Un effort de standardisation conséquent a étéségalies VNTRs ont été nommés selon la
nomenclature définie dans lintroduction ; cettepeafation rassemble toutes les informations
nécessaires pour l'identification et la caractéidsadu marqueur utilisé. Puis, le codage desesllébt
défini selon les recommandations avancées par Ggndad et C. Pourcel [134]. Pour chaque
protocole développé, le panel d’alleéles a été caitsh partir d’'une collection représentative de la
diversité de I'espéce d’intérét et enrichi avecriesiveaux alléles identifiés lors des analysesitéécr
dans les articles. L'ensemble des alléles répésodans la littérature et les différentes bases de
données ont été pris en compte pour I'élaboratesyghnels de multiplexage, autorisant, de surcroit,
une marge de manceuvre d’'au moins trois allélesprengon décrits. Afin de contourner I'effet
éventuel de modifications de type indel au niveasi zbnes flanquantes, chaque alléle est assoaié a u
intervalle de confiance empiriquement fixé & 10% laleaille du motif répété. Enfin, le logiciel
d’assignation des alléles attribue un indice defianoe a chaque alléle et un score global de @ualit
est attribué au code numérique final. Cette déneacontribue a la standardisation de la méthodologie
afin que l'utilisateur puisse apprécier la validié typage.

L’automatisation et la standardisation du MLVA sd@$ prérequis pour son utilisation en
routine. Dans le cadre d'études rétrospectivegypage de souchiers archivant plusieurs milliers
disolats est dorénavant possible. La connaissastcée suivi de la diversité des populations
bactériennes dans plusieurs niches (différenteeszgiographiques, réservoir, et/ou organes) et sur
plusieurs années sont de véritables indicateurgollifion et de puissants outils de prédiction

épidémiologiques. La distribution et la prévalemt certains complexes clonaux sont évaluées et

139



orientent I'épidémiologiste dans son diagnostiéndliistrialisation du MLVA et la mise a disposition
de kits ouvrent la voie vers le typage haut-délgtsnsont également le moyen de réduire les codts de
maniére drastique. L'objectif de cette these npest de justifier ni de définir un colt exact des Kie
typage ceeramTools, cependant la diminution d'wtefar 10 de celui-ci par rapport au MLST est
notable et correspond au prix actuellement propaséda société Ceeram. De nouvelles optimisations
et la production de kits & grande échelle permattsans aucun doute et dans les prochains mois, de
réduire ces colts.

Cette avancée technologique n’est valable qu'esonadle I'informativité des VNTRs et de la
puissance du MLVA comme outil épidémiologique. Dé¢rét avait préalablement été démontré dans

différentes études [64,76,78,140] et nos travawotdirment.
1.2. Le MLVA, un outil épidémiologique puissant

Pour les trois espéces étudiées, le panel de masjohoisi confere une discrimination au
moins aussi élevée que celle apportée par la métiedéférence, la PFGE. La stabilité des locéa ét
évaluéein vivo pour deux protocoles : un méme génotypePdaeruginosaest persistant dans les
bronches d'un patient atteint de mucoviscidose aengdrés de huit ans, et, le méme génotypk.de
pneumophilacolonise les réseaux d’'eau de la ville de Renmeslgnt neuf ans. La discrimination
élevée ajoutée a la stabilité des VNTRs expliguantoncordance épidémiologique observée par
MLVA. Méme si linstabilité des séquences répétéastandem et leur réle dans la physiologie
bactérienne sont méconnus, il s’avére qu’expériatemtent les VNTRs sélectionnés sont d’excellents
marqueurs épidémiologiques : ils sont polymorphasme varient pas trop vite. La révélation de leur
polymorphisme par simple PCR contribue a la repctbilité et a la robustesse du MLVA.

Quelques éléments de discussion plus fondamentauXasstructuration des populations
bactériennes seront abordés dans les parties tesy@ependant il est temps de noter d’ores etl@éja
pertinence du MLVA comme outil de structuration. &fet, le MLVA permet de classer les isolats et
de les assigner a des complexes clonaux bien géfde maniére remarquable, ces groupes sont
identifiés par des profils caractéristiques quadifie signatures. Ainsi, quelques VNTRs permettent
branchement profond des principaux complexes chowiams le cas d’espéces a structure clonale, et
les caractérisent de maniére tres spécifique. Ghemureusle VNTR Sal097 permet presque a lui
seul d’éclater une population en ses différentsptexes clonaux : I'allele 12U est propre au CC45,
l'allele 13U est quasi-exclusivement identifié clheZC8 et l'allele 15U est spécifique du CC398. De
méme la spécificité et I'exclusivité de certainklak ont été mises en avant clztuberculosis
[151,152]. Cependant, I'utilisation d’'un seul maegu pour prédire I'assignation a un clone n’est pas
envisageable en raison de 'hnomoplasie propre épgtitions en tandem. La définition des différentes
lignées d'une espece peut étre réalisée avec edmgspar la combinaison de plusieurs marqueurs

d’ancrage rassemblés en un panel minimal. Par deer@ combinaison de dix VNTRs parmi les
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seize utilisés che3. aureussuffit pour démontrer la diversité clonale d’ur@pplation. Cette faculté
de sous-classification fait du MLVA un puissant ibafagrégation ouclustering c’est-a-dire de

constitution de groupes homogénes au sein d’unelgimn.

2. MLVA et agrégation

2.1. L’agrégation

Les études réalisées au cours de cette thése reentliimportance de la maitrise d’outils
d’agrégation en épidémiologie. Dans chaque étudeles objectifs importants a été de regrouper les
génotypes et d'identifier des sous-populationsestc’l’agrégation. Contrairement a la phylogénie,
I'agrégation ne vise pas a hiérarchiser une pojpunlaiu & établir une relation de parenté entre ses
membres, mais tente d’organiser ou partitionneeqeipulation en sous-ensembles homogenes. Cette
classification en grappes reléve de la méthodolpb@&nétique dont le postulat de base stipule que le
degré de ressemblance est corrélé au degré ddégaCemtrairement a I'école cladistique partisaee d
la hiérarchisation des populations selon I'ideaéfion de caractéres et le regroupement sur la base
d'un état de caractére dérivé, la phénétique s@pplesquantifier la ressemblance entre les étres
vivants a classer. L'agrégation par MLVA découlediement de ce procédé et permet la constitution
de grappes selon la similitude des codes MLMA le nombre de VNTRs communs. L’agrégation
n'est par définition possible que lorsque des gesug'isolats apparentés existent et par extension
lorsque la population est clonale ou mixte. Lacttree d'une population peut étre déterminée par le
calcul de lindice de déséquilibre de liaison dearegueurs disponibles au sein de la population
étudiée. Cet indice a été calculé a partir de desiMLVA sur quelques bactéries pathogénes dont la
structure clonale avait été précédemment démopaé®dLEE ou MLST :M. tuberculosid153], X.
citri [154], B. hyodysenteriafl55], F. noatunensi$156] etV. parahaemolyticugl57]. Les VNTRs
analysés sont dans ces cas en déséquilibre denlie@mfirmant ainsi la clonalité des espéces testée
Cependant, compte tenu de I'hétérogénéité des marsjwitilisés et des populations étudiées, il
apparait périlleux de comparer les indices obteM&sanmoins, excepté I'étude concerndht
hyodysenteriagI®, = 0.038), l'ordre de grandeur de cet indice estargmablement conservé (de
0.1345 & 0.59) alors qu'il varie davantage a paigirdonnées MLEE ou MLST [153]. Les VNTRs
s’averent des marqueurs structurants et permeli@sgignation des différents génotypes a des

complexes clonaux connus.
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2.2. Méthodes d'agrégation
a. Méthodes de distances : UPGMA et Neighbor-Joining

Le résultat du MLVA est un code numérique compdréartant de nombres que de marqueurs
étudiés. Dans une premiere approche, chaque VNTRoesléré également et tous les alleles d’'un
méme marqueur sont équidistants les uns des adthelisation de méthodes permettant la
construction d’arbres & partir de ressemblancebatgs est donc préférée. Le calcul des distances
entre les différents génotypes MLVA s’effectue dopar la comparaison et I'évaluation des
similitudes et différences observées pour chaquactaei.e. le locus VNTR. La distance la plus
communément utilisée est la distance de Hamminggcaigégorique. La similarité S entre deux
génotypes est égale au nombre de VNTRs portanéhaarallele (M) divisé par le nombre total de
marqueurs étudiés (L). Par extension, la distabserwée D entre ces deux génotypes comparés est D
=1 - S avec S = M/L. Apres calcul de la matricedifgance entre les différents génotypes, les
programmes de construction d’arbre proceédent paroupements successifs depuis la paire des
séquences les plus proches aux plus éloighéephénogramme produit est un arbre dans lequel la
longueur des branches est corrélée a la distanmzsigée et représente donc le degré de pareni entr
les taxons étudiés. Les extrémités des branchassdéht des Unités Taxonomiques Opérationnelles
(UTO), groupes d'individus indifférenciés avec leractéres considérés. Les principales méthodes
d’agrégation fondées sur des données de distamtd’'d®GMA (Unweighted Pair Group Method
using Averageset leNeighbor Joining La méthode agglomérative UPGMA impose que lemaies
soient ultra-paramétriques et présuppose donc tpwldtion suive le postulat de I'horloge
moléculaire [158]. La méthode additiXeighbor Joiningdéfinit des longueurs des branches telles que
les distances déduites de l'arbre soient les pioshes de distances mesurées entre les génotypes
[159]. Le Neighbor Joininga la différence de la méthode UPGMA autorise wx tde mutation
différent sur les branches. Selon la méthode ééligarbre tracé a partir d'un méme jeu de données
peut avoir des topologies trés différentes. Aingis méthodes statistiques existent pour vérifier la
robustesse des arbres. Une approche tres répanduenpsurer la solidité d’'une phylogénie consiste
a mesurer celle de chacun de ses nceuds par lageeltite de bootstrap [160]. Ce test permet de ré-
échantillonner les caracteres initiaux, selon uaggé au sort avec remise, introduit dans les
programmes de calcul en construisant autant d'aurdue le nombre de ré-échantillonnages demandés.
Un arbre consensus est alors calculé indiquantisamue nceud de branches le pourcentage d’arbre

pour lequel ce méme noeud est retrouvé.
b. Arbre de recouvrement minimal et principe de par@mie

Concept introduit par Edwards et Cavalli-Sforza E963, I'application du principe de

parcimonie a la phylogénie est a I'origine de ligéition duMinimum Spanning Tre@MST) ou arbre
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de recouvrement minimal. Ainsi, selon Edwards evallaSforza, «'arbre évolutif a préférer est
celui qui invoque la quantité minimum d’évolutione. celui qui implique le moins d’évenements
évolutifs. En pratique, I'arbre de recouvrementoesdtii dont la somme des longueurs des branches est
minimale. Ces arbres réticulés définissent destgpes qualifiés de fondateurs a partir desquels des
variants auraient divergé. De plus, cette méthaddusteringest beaucoup plus robuste et stable que
celles fondées sur 'TUPGMA ou IBleighbor Joining Selon la taille de la population, certains
génotypes vont étre assignés a un agrégat plutbtuguautre. L'arbre de recouvrement minimal n’est
pas influencé par la taille de la population arédysu par I'ajout incrémentiel de nouveaux
génotypes : le principe de parcimonie sous-jacennpt la conservation des points de branchements
des différents clusters. Les arbres de recouvrematitmal sont graphiquement tres informatifs ;st e

possible de prédire le fondateur a partir duquatamplexe clonal aurait diverge.
2.3. ldentification des complexes clonaux

Les méthodes de distance sont excellentes pouctafie des analyses d'agrégatioles
génotypes similaires sont regroupés et peuventeiodrs complexes clonaux pertinents. Comment
ceux-ci sont-ils identifiés ? Dans mon étude sudilarsité de I'espéc8. aureushez les animaux, la
majorité des profils MLVA étaient nouveaux. J'aindodd génotyper quelques membres de ces
groupes avec d'autres méthodes comme le typpgeu le MLST pour assigner certains isolats a un
complexe clonal. De prime abord, le MLVA seul neifpétre utilisé pour définir les agrégats au sein
d’une population. La concordance avec une autfentque telle que le MLST, technique de référence
pour la définition de complexes clonaux, est essimtpour la mise au point et la calibration ialé
du MLVA (sélection des marqueurs et de la méthdagrégation).

Les complexes clonaux sont définis par I'établissetrd’un seuil de similarité oaut-off
permettant de rassembler au sein d'un méme grooipedene des génotypes similaires. Ces groupes
sont alors qualifiés de clonaux car les allelesrdasueurs étudiés ne sont pas distribués de neanier
aléatoire au sein de la population et définissem entité homogéne. Le MLST regroupe en
complexes clonaux les génotypes qui présententalatps en commun sur les sept génes analysés.
Selon I'espece étudiée et le nombre de VNTRs ésie seuil de similarité permettant de défingr le
complexes clonaux par MLVA peut varier de 45 a 60&ette variabilité s’explique par
I'hétérogénéité de la vitesse de mutation des itép¥et en tandem et par la diversité génétique de
I'espéce considérée. La pertinence du MLVA seraotdr@e si les agrégats observés sont semblables
a ceux identifiés par MLST. Malgré une nécessaitgerau point des parametres d'agrégation pour
chaque nouveau protocole développé, le MLVA s’avare excellent outil d’identification de
complexes clonaux, par exemple grace aux VNTRsasiges qui se sont maintenus dans les
différentes lignées au cours de I'évolution. La po@hmension des mécanismes d’évolution des

VNTRSs pourrait permettre de trouver une regle d@dinisse le seuil de similarité a utiliser en foot
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des marqueurs et de leur nombre. Je m'intérestanai dans la partie suivante aux différents aspects

concernant I'évolution des VNTRSs.

3. Evolution des VNTRs et intérét en épidémiologie

3.1.  Problématique

Les méthodes de distance et de parcimonie perrheftetégrer des modéles de changements
évolutifs des marqueurs utilisés. La connaissamcéadynamique d’évolution des VNTRs pourrait
ainsi étre un atout puissant pour affiner les i@t de parentés entre isolats et mieux définir les
complexes clonaux. Aujourd’hui, ces données sa@itéees comme une chaine alpha-numérique, les
caracteres homologués. les alleles d’'un méme VNTR ont le méme poids et guidistants. En
somme, la distance de Hamming donne le méme pdalperte d'un motif répété ou a l'acquisition de
neuf. Les mécanismes et probabilités sous-jacesuas sans aucun doute, bien différents selon
I'événement mutationnel. L'étude de I'évolution d48TRs apparait donc comme un enjeu majeur en
épidémiologie d’intervention : le nombre d'événetsede mutation ne sera plus le seul a pouvoir
différencier les génotypes, la probabilité de cgnéments interviendra également.

Dans I'étude de suivi des populationsldgpneumophiladans les réseaux d’eau rennais, j'ai analysé
les profils MLVA des différents variants des forglats identifiés par MST et j'ai observé que, parmi
les dix variants, neuf résultent d’'une mutation sar seul marqueur dont sept caractérisés par
I'acquisition ou la perte d’'un seul motif répétat k8% de mutation simple pas. Cette observadion
posteriori suggére que les évenements de mutation eux-méamtspencipalement de ce type.
Traduit-elle une réalité biologique ? Si oui aleddté testée expérimentalement ? Afin de validdec
observation, jai initié une étude PSPE afin diéea l'instabilité des VNTRs che8. aureusCette
espéce a été choisie en raison de sa facilité ilereuSur pres de 100.000 générations obtenues, |
n'ai observé qu’un seul éveénement de mutation :déiétion d’'un seul motif répété pour le Sa0122.
Cette observation corroboee priori le modéle prédit mais ne peut en aucun cas leleralNous
verrons que plusieurs modeéles ont été proposésrement ils sont utilisés en épidémiologie. Ces
modeéles n'ont pas été considérés dans le cadre efetravaux de these mais constituent une

perspective majeure de I'utilisation des donnéesIbeA.
3.2.  Modele évolutif
a. Polarisation

L’évolution des VNTRs est-elle polarisée ? Les aons du nombre de copies répétées des
loci VNTRs résultent de mutations de type indekéiions/délétions) traduisant I'acquisition ou la

perte d’'une ou plusieurs unités. L’évaluatianvivo des taux de mutation de mini et microsatellites
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suggere que les acquisitions et délétions survignaefréquence égale [104,161]. L'évolution des
VNTRs n’est donc pas polarisée. Si je considérguement les mutations simple pas, I'apolarité de
I'évolution des VNTRs est confirmée chéz pneumophilapar le suivi des VACC1, VACC2 et
VACCS6 (trois acquisitions et quatre délétions).drédiction du sens d’évolution d’'une répétition en
tandem n’est pas envisageahl@riori, seule I'identification du brin mésapparié perd&valuer le
décalage produi posteriori: le mésappariement du brin néo-synthétisé coaiuirl’addition d’un
motif alors que la formation d’'une boucle sur lsbnatrice engendrerait la perte de motifs [163j. U
autre modele d’'évolution directionnelle suggére lgugosition du site de décrochage de la polymérase
détermine l'acquisition ou la perte de motifs :décrochage en position 3’ de la structure répétée
induit un mésappariement du brin néo-synthétiséagrant une délétion, et inversement un saut de la
polymérase en position 5’ de la séquence satplidmouvrait les phénomenes d’expansions [163]. En
termes mécaniques, les événements d’insertion etdaétion apparaissent donc de maniere

équiprobable.
b. Proposition de modéles mathématiques

)] Modele probabiliste par GSMM

Les mutations génétiques sont des évenements oEhastiques et suivent de fait une
distribution de Poisson, ou loi des petites proitébi La loi de Poisson donne la fréquence
d'apparition au hasard d'une mutatioe, la probabilité de distribution d’événements al#aty dans
une période donnée. L'occurrence d’évenements el'snpour les loci VNTRSs suit une loi de Poisson.
Soit A la fréquence d’apparition d’'un évenement de momatians un laps de temps alors la

probabilité qu'il existe exactemdnévenements est pour tout entier naturel k :

G A . .
p(k) =€ ”E avech = A . r (r étant le taux de mutation pour un intevalé temps)

Le taux de mutation par génération étant connugsaetudes PSPE, la distribution des évéenements
d’'indels pour les loci VNTR est donc statistiquemeesurable [139]. L'évaluation expérimentale des
taux de mutation couplée a I'approche probabilgsietribue a renforcer les phylogénies inférées a
partir de données VNTR et a augmenter leur robsistes terme d’évolution. Cependant, ce modéle
ne se fonde que sur une hypothese simpliste : MM5$Single Stepwise Mutation Modledjui
considére I'évolution des VNTRs par simple pas acquisition ou perte d’'un seul motif. De
nombreux travaux rapportent que les indels d’'undesenité sont les plus fréquentes aux loci de type
microsatellite mais ne sont pas exclusives [164]. difet, lors du suivi de populations d&
aeruginosadans les poumons de patients atteints de mucduiseg,| j'ai constaté que le microsatellite
ms61 avait muté quatre fois. Sur ces événementaudation, deux résultent d’'une indel de quatre
motifs répétés suggérant I'implication de mécansmnde recombinaison dans I'évolution de ce

microsatellite. Cette proposition a été validéeéexpentalement : le microsatellite (GAATT Qe E.
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coli est instable lorsque le génecA est délété, ce microsatellite est donc soumissysiemes de
recombinaisons recA-dépendant [165].

Vogler et collaborateurs ont proposé un modele aygae d’évolutions des VNTRSs selon un
GSMM (General Stepwise Mutation Mojlejui considere les évolutions multiples [104]. tude in
vitro de linstabilité des VNTRs montre que, approximatent, 80% des événements de mutation
sont des indels simples, les événements d’insertetnde délétions étant équiprobables. Les 20%
restants sont des évenements multiples pouvanaésss bien des insertions que des délétions. Méme
si les 12 VNTRs utilisés pour le génotypagd.dpneumophilane sont pas tous de type microsatellite,
'analyse des variants correle les précédentesraditsans : 78% d'indels simple, 22 d’événements
multiples (une délétion de trois unités et une datig). Ces évenements multiples suivent une loi de
distribution géométrique, les indels de deux unétat plus fréquentes que ceux de trois, etc. Le
modéle proposé par Vogler et collaborateurs s'agpara celui admis pour I'évaluation de la
dynamique des VNTRs chez 'Homme [166]. Soit n #&s e mutation, entier naturel supérieur ou

égal a 2, et P la probabilité de mutation par umple indel, alors la probabilité pour qu’'un VNTR

mute d’un pas n est égale (X =n) =(1- P)"™. La variable aléatoire X, pas de mutation, sué un
distribution géometrique (g de variancecszg. Ce modéle théorique a été vérifie et validé
expérimentalement pour plusieurs especes bactégdaaiies qué&. coli, Y. pestisou B. pseudomallei
[41,104,109,161]. Ce modele est en adéquation levewde évolutif par SMM ou bégaiement de la
polymérase. La distribution géométrique proposédasc principalement adaptée a la dynamique des
microsatellites, et, par extension, aux petits gatgllites faiblement répétés. Paradoxalement,ders
mes différentes études, les microsatellites neagiiv pas ce modele (Lpms39 ldepneumophilaet
ms61 deP. aeruginosavoluent quasi-exclusivement par indels multipksys que les minisatellites
de petite taille le corroborent (mutations par dempas de Lpms35 et Lpms13 depneumophilaet
ms127 deP. aeruginosa Les mutations au niveau d’'un grand minisateltitent été observées que
deux fois (Lpms31 deé.. pneumophilaet ms142 deP. aeruginosa et impliquent un événement
multiple (deux délétions de trois unités). Le medB&ISMM est donc & nuancer, de nouvelles analyses
in vitro etin vivo doivent le confirmer. La diversité des structur@setées en tandem, notamment des
microsatellites, pourrait expliquer la difficultéedtrapoler un seul et méme modele évolutif pousto

ces loci.

i) Modele de I'alléle infini

Le modele de lallele infini décrit chaque alleldgféent comme issu d’'un seul évenement
d’acquisition ou de perte d’une ou plusieurs rédjpgis. Ce modele de l'alléle infini, dont découe |
théorie neutraliste de I'Evolution proposée par Blimura, stipule que chaque alléle, produit par
mutation, est nouveau dans la population étudiées @wtations sont sélectivement neutres,

apparaissent de maniére stochastique et sont émipar dérive génétique. Ainsi, un équilibre entre
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taux de mutation et vitesse de dérive génétiquengiede balancer la perte d’alléles par dérive

génétique avec le gain d’alleles par mutation sdtofiormule n=4N_u+1 avec n le nombre

d’alléles stabilisés dans la population, |&ltaille de la population et u le taux de mutatibes alléles
sont donc vraisemblablement fixés lors de I'émecgede I'espece, au moment ou I'espéce compte
peu d'individus, comme lors du processus de sp@ciabu apres un phénomene de goulot
d’étranglement. Ce modeéle est montré comme inapigrgour I'étude de la dynamique des VNTRs
notamment en raison de I’homoplasie de ces lod,[l&B]. De plus, ce modele a été appliqué pour les
MIRU-VNTRs de M. tuberculosiset estime un taux de mutation en désaccord aviec calculé
expérimentalement [169], lui-méme concordant agembdele GSMM [170,171]. J'ai évalué le taux
de mutation de ms61 de. aeruginosacompris entre 3.10et 4.1C événements par génération.
L’observation d’'un événement de délétion lors ééuklle PSPE menée sur plus de 28000 générations
deS. aureusne permet d’estimer le taux de mutation de Sa@125.10 événements par génération.
Ces taux sont équivalents a ceux mesurés pourre&lbci chez d’autres espéces bactériennes
[104,108,109,161] et a ceux identifiés par [169%I|de I'application du modele de I'allele infinieC
dernier modéle serait-il donc plus adapté ? Rely&amaka ont calculé le taux de mutation sur deis lo
VNTRs hypervariables exclus des protocoles classigle génotypage dé. tuberculosisle choix

des marqueurs est donc biaisé. De plus, les autetiient la véracité de leur taux de mutation en
relevant la similarité avec ceux identifiés cheautifes espéces (et donc avec ceux que j'ai idesiifi
Cependant, la comparaison avec d’autres espéafauttes marqueurs est hasardeuse : les VNTRs
étudiés entreM. tuberculosis E. coli, Y. pestis P. aeruginosaou S. aureussont différents
structurellement. De plus, ces espéces ont degirbistévolutives distinctes et n’évoluent pas a la
méme vitesse. Tenter de rapprocher les taux detiotde VNTRs hypervariables dé. tuberculosis

a ceux de VNTRs utilisés en épidémiologie pour tiesi especes n'est donc pas justifié. La

modélisation de la dynamique des VNTRs selon laligfinie reste marginale
3.3.  Utilisation du modele évolutif a des fins épidémialgiques

La détermination d’'un modéle biologique d’évolutides répétitions en tandem marquera un
tournant dans l'utilisation des données de typagie NBLVA. L'épidémiologie deY. pestisest un
modéle unique : les seules tentatives de condaifiatintre évolution des VNTRs et épidémiologie ont
été invoquées pour ce pathogene [109,139,172,1é3Modéle SSMM suivant une loi de Poisson a
été appliqué a I'étude d'un cas épidémique de it une population de chiens de prairies [139].
Plus récemment, en suivant le modéele GSMM, l'oggide la contraction de peste par un couple
d’américains a été identifiée dans leur zone dtatéibn (Figure 7). L'application du modéle GSMM
aux données MLVA traitées par des méthodes dendistpermet de prédire les topologies les plus
probables en termes d’évolution [109]. L'arbre méféuggere que la puce identifiée dans le jardin es

plus susceptible d’avoir été le vecteur de la mal§t72]. Ainsi, I'utilisation de ce type de modeéle
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peut conduire a d’apparentes incongruités : un tggeoidentifié lors d'une épidémie de peste dans
une population de chiens de prairie a été confrantée base de données composée de 1565 profils
MLVA et apparait plus proche génétiquement d’unecke différant & sept loci qu’une autre différant

a six [109].

M34:1 M25:1 ORP=7.9x 1079
| |
® | | s
Human Yard (genotype B)
M34:1 M25:2 ORP=1.0x 109
| |
® | | . ‘
Human Trail (genotype C, scenario 1)
M34:1  M25:11  M25:1 ORP =76 x 10-13
| | |
| | | . .
Human Trail (genotype C, scenario 2)

Figure 7. Application du modéele GSSM a I'épidémiio(extrait de Colman et al., 2009)

Cing isolats de¥. pestint été analysés pour I'enquéte : un isolat hurdaigénotype A, trois isolats trouvés

dans le jardin de la maison des patients de géad@yprésentant deux polymorphismes de simple-tépétt

un isolat récolté sur un sentier proche de la zbingbitation des malades de génotype C présengadm@ent
deux polymorphismes, un de simple et un de dowdgétition. Alors que 'UPGMA avec une distance de

Hamming aurait considéré les génotypes B et C é&jaitts du génotype A, le modéle GSMM les distingne

considérant que la mutation de deux motifs est g@tes que celle de un motif. L’hypothése évolutieepassage
d’'un génotype a un autre la plus probable est éeghar I'établissement d’un rapport de probabdit®dd

ratio.

Ces travaux démontrent que l'intégration d’'un med&olutif est importante pour conduire
des investigations épidémiologiques. Ce type dehou&tlogie constitue une avancée majeure dans
l'utilisation des données de MLVA mais reste polinstant cantonnée a l'analyse des VNTRs
hypervariables de type microsatellite utiles erestigation épidémique. En effet, 'utilisation st
modéles en macro-épidémiologie n'est pas enviségeaimpte tenu de I'homoplasie inhérente aux

loci VNTR.

4, L’homoplasie et les VNTRs

4.1. Démonstration des phénoménes homoplasiques

Pendant mes travaux de these, jai pu évalueretefifomoplasique auquel était soumise
I'évolution des VNTRs en utilisant trois outils ) Bincongruence, b) l'indice de déséquilibre de

liaison et c¢) le séquencage d’alléles.
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a. L'incongruence

La congruence entre la topologie d’arbres obtenpsiréir de combinaisons différentes de
VNTRs permet rapidement de mettre a jour des phénem homoplasiques. Si I'évolution des
VNTRs suivait celle de I'espece considérée, alqiglle que soit la combinaison des marqueurs
utilisés, les arbres inférés devraient étre panfiaéint congruents. Or, poB: aureusla congruence
entre le MLVA-16say et le MLVA-8gimnoen N€ dépasse pas les 90% bien que les huit VNTRsS
marqueurs du MLVA-8imowen Soient compris dans le MLVA-3G., Lorsque les panels comprennent
des marqueurs différents, cette incongruence est fohppante : pouP. aeruginosales MLVA-

Autrecht eEIMLVA-9 | ondonN€ Sont congruents qu'a seulement 35%.
b. Indice de déséquilibre de liaison

Les VNTRs ont été démontrés comme constituant élexats outils de structuration des
populations. L’analyse du déséquilibre de liaismtree ces marqueurs a confirmé la clonalité de
plusieurs especes bactériennes. Au cours de mesuxiaj’ai €galement calculé cet indice au sein
d’'une population trés diverse & aureusavec les données MLVA et MLST. Les deux indicest so
significativement non nuls et prouvent la clonadigél'espéce mais le déséquilibre est moins pralonc
pour le MLVA (1%, = 0.1003 pour le MLVA et% = 0.1915 pour le MLST). Bien qu’atténuée, cette
observation suggére I'homoplasie des VNTRs. En naesd’impact de chaque VNTR sur cet indice,
jai pu mettre en évidence les marqueurs qui neridmraient pas au déséquilibre de liaison. En
considérant le postulat de la clonalitéSileaureusil est possible de proposer que les loci conanithu
négativement a l'indice de déséquilibre de liaismment sujets a homoplasie. En retirant ces huit
marqueurs du protocole initial, la nouvelle comisoa s’est avérée beaucoup plus congruente avec le
MLST (89.3% de congruence contre 79.3 avec le MLMBr.) et davantage en déséquilibre de
liaison (P, = 0.1345). Cette méthodologie constitue un premidae pour identifier les VNTRS les
plus soumis aux phénoménes homoplasiques. Elleainsi la voie au développement d’un procédé
permettant de choisir, au sein d’'un ensemble de llex VNTRS les plus pertinents pour inférer des

structures de population et identifier des compestenaux.
C. Séquencage d’alléles

Le séquencage des différents alleles d’'un VNTR paetutilisé pour détecter les phénoménes
homoplasiques. Cette méthode n'est cependant f[gosgie pour les VNTRs qui contiennent une
hétérogénéité interne significative. Le séquencdge alleles montrant un nombre de répétions
identiques indique si ces alléles ont une histéirelutive commune ou si ils sont le résultant d’'un
événement de convergence. Au cours de mes trayaiixanalysé plusieurs données issues du

séquencage du gesea (VNTR Sa0122) des. aureusLe résultat du séquencage est standardisé et
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associé a une nomenclature : chaque motif répétidiqué par une lettre selon sa séquence et la
combinaison des différentes lettres caractéridedes. Le séquencage de ce marqueur montre que
I'évolution par mutation du nombre de répétitioss fertement homoplasique. Ainsi par exemple, les
isolats sa573 et sa639 présentent des profils MlcéAespondant respectivement aux complexes
clonaux CC45 et CC5 alors que leur locus Sa012Zoam le méme alléle avec 10 unités répétées.
Cependant, I'analyse des séquences des allélesarmuitls ne sont pas identiques : l'isolat sa573
montre un spa type XKAKBEMBKB alors que lisolat63® présente un allele trés différent
TIMBMDMGMK. Alors que 'analyse du polymorphisme dombre de répétition peut étre brouillée
par 'homoplasie, I'étude de la séquence allélighle des informations pertinentes. Le spa type es
congruent avec le MLST et permet le plus souverssignation des différents complexes clonaux. De
plus, I'analyse de diversité intra-alléligue, m&upar la comparaison par alignement des différents
motifs, pourrait permettre de donner quelques desompréhension de la dynamique des VNTRs
[44].

4.2. Causes de I'homoplasie

Le taux de mutation élevé, l'important polymorphésnet I'apolarité des mécanismes
mutationnels de certains VNTRs sont autant de taniatiques qui rendent ces marqueurs sujets aux
effets d’homoplasie [151,174,175,176]. Les VNTRs&t soumis a des pressions de sélection ; leur
évolution ne serait donc pas neutre expliqguantsador partie ’homoplasie observée. Par exemple,
chezL. pneumophilaau sein des ORFs annotés, 26 minisatellites nidéntifiés ; leurs motifs
répétés étaient exclusivement des multiples de saggérant ainsi la forte pression de sélection
assurant le maintien du cadre de lecture [115]mP#&s loci utilisés dans le protocole MLVA
développé, onze sont intragéniques, dont troisi€uaar [115] et qui pourraient étre impliqués dans
des phénoménes de variation de phase ou de varati@ménique. A l'inverse, parmi les 16 VNTRs
du MLVA-16qsa pour le typage dé&. aureusseuls quatre sont situés dans une phase ouwerte d
lecture. Nous avons initié une étude préliminafie dévaluer le réle des VNTRSs intergéniques dans
la transcription. La diversité d& aureusest grande, chaque complexe clonal présente wbolime
ou une physiologie propre. Il ne semblait donc @agisageable de comparer les transcriptomes de
deux isolats différents génétiquement. L'enjeutétanc d'identifier des isolats appartenant au méme
complexe clonal et montrant un polymorphisme détigépns élevé pour un VNTR. Le comportement
de six VNTRs a donc été mesuré. Le niveau de trgatien des génes amont et/ou aval a été évalué
par PCR en temps réel et standardisé par rapppitisteurs genes de référence. Certains VNTRs
(Sa0397, Sa0906, Sal291) paraissent étre implidads la transcription, d’autres non (Sa0964,
Sal729, Sa2039). Quelques résultats de ces expeEsigméliminaires sont illustrés sur la Figure 8.
Ces données ne donnent qu’'un apercu du role pdedifVNTRS, des expériences complémentaires

doivent étre réalisées pour confirmer ces obsemsti
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Figure 8. Rble des VNTRs dans la transcription Geaureus

Niveau d’expression par isolat normalisé par rappdisolat comportant I'alléle le plus petit peomplexe
clonal. Le nombre d'unités répétées du VNTR d'iétgrour chaque isolat est indiqué entre parenthéses
1) Impact du polymorphisme de Sa0387 sur la transorigites génes SAV0341 (codant pour une protéine
hypothétique) et SAV0342 (codant pour une protéim@somale). Le locus semble jouer un réle dans la
transcription au sein du CC8. SAV0341 est davangxgeimé lorsque Sa0387 comporte plusieurs unités
répétées. Le polymorphisme de Sa0387 est fortecagrélé avec le niveau de transcription de SAV0342
l'alléle 4U formerait une structure favorable aranscription de SAV0342.
2) Impact du polymorphisme de Sa0906 sur la transonmtu géne SAV0835 (codant pour une protéine
hypothétique). Pour les deux CCs testés, le noabreépétitions de Sa0906 influence la transcription
3) Impact du polymorphisme de Sal729 sur la transerigies genes SAV1620 (codant pour une protéine
hypothétique), SAV1621 (codant pour une thiouridgl&sRNA spécifique) et SAV0921 (codant pour une
protéine hypothétique). La transcription du gen&/8221 est utilisée comme témoin. Le polymorphisme d
locus Sal729 n'intervient pas sur le niveau delatigu de la transcription du géne situé en aval.

4) Impact du polymorphisme de Sal1291 sur la transorigtes genes SAV1231 (codant pour une 3-
oxoacyl réductase) et SAV1232 (codant pour uneépretde typecyl carrier). Le polymorphisme de Sa1291
influe sur la transcription du géne en aval. Cepenccette régulation est différentielle selon @ €sté : dans
le CC15, I'allele 4U contribue a activer la régidatalors que les autres la défavorisent ; po@0d22, plus le

locus comporte un grand nombre d’unités répétdes,|@ transcription est forte.
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4.3.  Atténuation de 'homoplasie

Empiriguement, les protocoles MLVA sont congrueatec les méthodes de type MLST et
permettent parfaitement d’assigner les différentaglexes clonaux. L'agrégation ne semble donc pas
étre affectée par I'effet homoplasique de certenasqueurs. Cet effet d’atténuation peut étre expgliq
par trois raisons : i) 'augmentation du nombrend&rqueurs utilisés permet d'atténuer le fort effet
homoplasique induit par certains [177], ii) un duseurs marqueurs caractérisent de maniere robuste
certains sous-lignages et permettent de les afté2] et iii) la présence de VNTRs hautement
polymorphes peu enclins, en termes de probaldlitgnverger [176,177]. Cependant, ces suggestions
ne sont que des hypothéses et certaines ne soépfiées dans tous les cas. Par exemple, jai
montré qu'en enlevant les marqueurs identifiés cerhmmoplasiques par la méthode de déséquilibre
de liaison, le protocole est globalement moins tsaje phénoméne de convergence réfutant ainsi
I'hypothese i). L'effet structurant de certains maeurs aux profils signatures peut étre masquéapar
convergence d’autres marqueurs ; I'hypothése @twraie que lorsque ces VNTRs sont majoritaires.
Enfin, I'étude de I'impact des différents VNTRs dde déséquilibre de la population 8eaureusa
révélé une forte corrélation positive entre le padyphisme et la contribution au déséquilibre. Les
marqueurs polymorphes seraient donc moins enclilascnvergence confirmant ainsi I’hypothése
ii). Cependant, le marqueur Sa0122 connu pouré&arution convergente est tres polymorphe et

n'avait pas été retenu parmi les VNTRs dits honsiglees.

5. Expansions clonales : causes et conséquences

La structure des espéces bactériennes cibléesgzatravaux de these est largement étudiée et
de nombreux travaux sont disponibles dans la dittée. Nous n’ambitionnons pas de révolutionner
les modéles établis ; cependant un point communitréensemble des résultats : quelle que soit

'espéce, de panmictique a clonale, il s’avere Hadaptation & un nouvel environnement (hote

animal, niche écologique, organe) est l'occasiexpdinsions clonales.

5.1. Complexes clonaux et adaptation

Dans les différentes études que j'ai menées, dapleres clonaux ont été identifies quelle
gue soit I'espéce analysée. Dans quelques casagrégatssont directement liés aux propriétés
spécifiques d'une niche écologique. Ch8z aureus I'adaptation est hoéte-spécifique : certains
complexes comme les CC133 et CC9 sont particuliénéemadaptés aux ho6tes animaux,
respectivement les petits ruminants et les cocliiaaires comme les CC8 ou CC45 sont spécifiques
de I'héte humain. Chelz. pneumophilala diversité limitée retrouvée pourrait étre éargnstration de

'adaptation de quelques complexes a I'environnénterdrique artificiel. De surcroit, quelques
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complexes clonaux comme le VACC8 exhibent une ialte adaptation aux réseaux d'eau. Le
VACCS colonise de maniere prédominante les résdaau rennais suggérant que ce complexe serait
particulierement adapté a cet écosysteme. (Rezaeruginosa la recombinaison empéche la
structuration clonale. Cependant, lorsqu’'un gérmtgfavere particulierement adapté & une niche
écologique, celui-ci fonde un complexe qui évolae @xpansion clonale. Plusieurs clones largement
distribués présentent une identité génétique ftrtont retrouvés exclusivement dans les bronobes d
patients atteints de mucoviscidose.

Cette colonisation sélective de quelques complexegere I'existence d'écotypes chez les
bactéries. Ces écotypes sont des groupes génormequémmogeénes composés d'individus adaptés a
une niche écologique spécifique. Certains autetwpgsent d'ailleurs de faire évoluer le concept
d’'espece bactérienne vers celui d’écotype. Comréamrgent les écotypes et comment est assurée

leur cohésion génomique ?
5.2.  L’écotype bactérien

« Everything is everywhere, btihe environment selects egt aphorismglus connu sous le
nom de I'hypothése Baas-Becking traduit I'imporendes facteurs écologiques dans I'évolution
bactérienne [178]. Ernst Mayr prébne une conceptenl’espece qui milite pour l'association du
concept d'espece écologique a la définition génoende I'espéce. L’espece écologique correspond a
un groupe d’individus, appartenant a la méme esgBolgique, ayant acquis une innovation
écologique favorable pour permettre son adaptatiome nouvelle niche écologique c’est-a-dire un
ensemble de paramétres physico-chimiques et beplegi caractérisant un milieu [179]. Le processus
de spéciation est fortement orienté, chez les bestépar I'acquisition de nouvelles innovations
écologiques adaptatives, par mutation ponctuells swartout par transfert horizontal, augmentant le
pouvoir adaptatif bactérien. Le développement denmivelles fonctionnalités métaboliques permet
I'adaptation de I'espece bactérienne & son nouabitdt, I'espéce devient alors un écotype [3]. La
notion d’écotypes proposée par Coheprend le concept d’especes écologiques et |dajpe[180].
Dans cette conception, la spéciation bactériennaésalte pas d'échanges génétigues mais est
étroitement liée a I'apparition de phénomenes égiglees particuliers.

L'émergence de nouveaux écotypes implique vraisabhdient des événements de sélection
périodique consécutive a l'adaptation d’'un mutanina nouvelle niche écologique. Cette sélection
périodique correspond a un phénoméne de balaydgetiE®u selective sweepc’est-a-dire une
réduction locale du polymorphisme moléculaire saitéa fixation d'une mutation favorable. Cette
mutation diffusera ensuite au sein de la populapan le phénomene dit d'effet fondateur. Une
mutation génétique peut, par ailleurs, favorisaptitude de Iisolat mutant au sein de sa nichesDa
ce contexte, ce mutant supplantera alors les astighes de ce méme écotype, mais sans compétition

avec un autre écotype. Ce mécanisme de sélectibodijpie purge régulierement la diversité de
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I'écotype (lors de la survenue d'une mutation aageise) et conduit au maintien d'une homogénéité
au sein d'un écotype. La diversité au sein d'wtyge n’est donc qu'éphémére, elle est régulierémen
et drastiguement diminuée par sélection périodiquie favorise un mutant adapté. La sélection
périodique a ainsi pour conséquences de limitdiviersité intraécotype et d’augmenter la divergence
entre écotypes qui forment avec le temps de réeléiges [3]. La recombinaison homologue entre
écotypes peut ralentir I'élimination de la diveésgénétique et le transfert latéral de génes peut
faciliter 'émergence continue de nouveaux écotypgec une concomitante extinction d'autres
écotypes concurrents [181]. L’évolution de la dbitgr des écotypes est modélisée sur la Figure9. Le
balayages sélectifs successifs au sein de chagtgéaugmentent les distances phylogénétiques qui
les relient. A terme, les différents écotypes sarifisamment divergents pour gu'il s’établisse entr
eux une barriere génétique donnant naissance aaunelle espéce. Ainsi, ce concept d’'écotype
permet a la fois d’appréhender les causes de Eagipd (les conditions écologiques), les forces de
cohésions garantes de l'intégrité de I'espece €laction périodique) et les conséquences de la
spéciation bactérienne (I'isolement sexuel).

Les complexes clonaux établis par MLST et MLVA espondent, de maniére remarquable, a
des groupes écologiques distincts [3,181,182,188)r S. aureuset N. meningitidis ces complexes
clonaux ont été apparentés a des écotypes [3,181[08ns le cas dd. meningitidigpar exemple, les
complexes sont autrement appeai@nocloudqd182]. L'effet de goulot d’étranglement géographequ
durant une expansion épidémique est a l'originéadauccession et de I'émergence continue de ces
genocloudsLa diversité interne de ces agrégats n’est cuesitioire et résulte de purges génétiques
associées aux différentes vagues d’expansion pagdémlLa migration et linstallation dans de
nouvelles zones géographiques sont un prérequisipsurvie de cet organisme. L’acquisition d’une
immunité par les hétes d’'une niche écologique derfa& perdre toutes les particularités adaptatives
du genoclouden place, qui sera remplacé par un nouvgauocloudadapté au nouveau contexte
créant ainsi un nouveau goulot d'étranglement.pplagait donc évident que lggenocloudssont
chacun liés a un écotype.

La limitation de recombinaison entre écotypes &t féguliers événements de sélection
périodique expliquent la corrélation des écotypedes complexes clonaux et la diversité limitée de
ces derniers. Cependant, les observations réabséesurs de mes travaux suggerent que les écotypes
sont exclusifs dans leur niche respective. Un enviement est constitué d'une multitude de
composantes physico-chimiques et biologiques demtdiverses combinaisons peuvent, en théorie,
permettre la caractérisation de plusieurs nichekgitjues. Les environnements hdéte animal, réseaux
d’eau rennais et bronches de patients mucoviscjdesisont don@ priori, ouverts a la colonisation
de plusieurs écotypes. Cependant, dans les trejda@olonisation est exclusive suggérant que des
évenements de compétition important inhibent lafiation d’autres écotypes. La disponibilité

minimale de ressources communes aux différentygestpeut expliquer cet effet compétiteur.

154



La mutation L'événement La conséquence

O o
8 © o f T~ 8 © o
p o o) Invasion p o o) A
O O O O
Ecotype 1 Ecotype 2 Ecotype 1 Ecotype 2
oo J© A A A ® @
8 O o Io) A AA Compétition @e @ extinction
o @ o A ®
Ecotype 1 Ecotype 2 Ecotype 1 Ecotype 2
(o }e) OO A A A ® o A A A
g © 6o A AA Selection périodique | @ © A AA
o o A A © A A
Ecotype 1 Ecotype 2 Ecotype 1 Ecotype 2
oo J© A A A I A A A
oo A AA Sélection périodique | © ® @ A AA
O o :ETH A A ® A A
Ecotype 1 Ecotype 2 Ecotype 1 Ecotype 2

Figure 9. Diversité de I'écotype (adapté de [181])

Les ronds et les triangles symbolisent deux écatgimincts dont la diversité est représentée’pacurrence
des couleurs.
* mutation adaptative
+ mutation adaptative exceptionnelle, le mutant esipetiteur et adapté a d’autres niches
La dynamique des écotypes est régulée par troiams¥oes principaux enclenchés par I'apparition @'un
mutation adaptative. Le mutant peut étre amenéiagdoutiliser de nouvelles ressources et a envater
nouvelle niche écologique créant alors un nouvetyge : c’est 'invasion. L'apparition d’'une mutaiti peut
favoriser de maniére exceptionnelle un génotypepquira alors supplanter les autres membres décutype
et causer I'extinction d’'un autre écotype si ceanut la capacité d’exploiter les mémes ressourcest la
compétition. Un événement de purge de la divefaitérise le mutant adapté mais n'a pas d’effetdesiautres
écotypes : c'est la sélection périodique. Lorsguelitation adaptative est conférée par transfeizdmtal (TH),
la sélection périodique a un impact moindre suéthiction génétique.
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6. Conclusion

L’avancée technologique du MLVA permise par mesdux de thése a convaincu quelques
laboratoires de référence majeurs dans le domaimggotypage. L'utilisation standardisée de kits de
génotypage rend désormais possible la caractérsdeé maniere systématique et en temps réel des
isolats récoltés. Avec ce nouveau procéde, I'étludpolymorphisme des VNTRs s'impose comme la
méthode de génotypage la plus adaptée. Le MLVA gedt fois un outil performant pour
I'investigation épidémiologique et une méthode aeifie d’analyse des structures de population. La
généralisation des protocoles automatisés et thissement des bases de données garantiront la
promotion du MLVA et sa plus large utilisation ddes laboratoires de microbiologie. Cependant, les
progres technologiques sont perpétuels et les méshqualifiées d’innovantes s’avérent désuetes peu
de temps apres. Au moment de I'écriture de ce nmaitue MLVA sort a peine de la phase de
recherche et commence a étre appliqué lors d'étdedsrrain. Il aura donc fallu pres de quinze ans
pour que les VNTRs s’imposent comme des marqueotéamlaires de premier choix. Ces loci sont
aujourd’hui les plus commodes et les plus pertmgour étudier la diversité bactérienne. Cependant,
ces dernieres années ont été marquées par unfacitiés aux nouvelles techniques de séquencage.
L'essor de la bioinformatique a ouvert de nouveflesspectives et I'analyse d’'immenses fichiers de
données devient concevable. A terme, le séquerdeg@énomes complets sera la panacée pour le
typage, I'épidémiologie et la phylogénie des baetérLes NGS remplaceront-ils les méthodes
classiques de typage et notamment le MLVA ? Vraidablement oui. Néanmoins, le colt d'un
séquencage complet reste encore prohibitif pour ameyse haut-débit et des cribles pertinents
permettant de filtrer la masse des données obtetnigsnt étre concus. Le MLVA sous sa forme
automatisée et standardisée a donc quelques asenas lui. Une connaissance plus approfondie de
la biologie des VNTRs et de leurs mécanismes diéiami contribueront & sélectionner de maniére

pertinente les loci d’'intérét et ainsi a augmefdaobustesse du MLVA
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Table S1.Characteristics df. pneumophilasolates used in this study.

Source

Figures et tableaux supplémentaires de l'article 1

Sampling
date

Equipment

Facility

SBT

ST

Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment

31_03_2000
26_02_2001
26_02_2001
26_02_2001
26_02_2001
26_03_2001
26_03_2001
07_06_2001
07_06_2001
07_06_2001
11_06_2001
21_06_2001
05_07_2001
19_07_2001
25_07_2001
06_08_2001
13_08_2001
13_08_2001
13_08_2001
13_08_2001
06_09_2001
06_09_2001
06_09_2001
10_09_2001
10_09_2001
10_09_2001
10_09_2001
24 09 2001
24 09 2001
26_09_2001
03_10_2001
08_10_2001
03_10_2001
03_10_2001
08_10_2001
08_10_2001
08_10_2001
03_10_2001
18_10 2001
18_10 2001
23_10_2001
23_10_2001
23_10_2001
23_10_2001

Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies

Swimming-pool A
Students house A
Students house A
Students house A
Students house A
Students house A
Students house A
Swimming-pool A
Swimming-pool B
Swimming-pool C
Swimming-pool D
Swimming-pool E
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Health facility A
Health facility A
Health facility A
Factory A
Factory A
Factory A
Factory A
Mall B
Mall B
NA
Factory A
Factory A
Geriatric center A
Geriatric center A
Factory B
Health facility B
Health facility C
Geriatric center A
Hotel A
Hotel B
Private A
Health facility D
Health facility E
Private B
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431,111



Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment

25_10_2001
25_10_2001
30_10_2001
14 11 2001
20 12 2001
10_01_2002
10_01_2002
14_01_2002
22 01_2002
15_01_2002
13_02_2002
13_02_2002
13_02_2002
13_02_2002
19_02_2002
19_02_2002
28_05_2002
02_06_2002
02_06_2002
11_06_2002
06_01_2003
06_01_2003
05_05_2003
14_05_2003
14_05_2003
14_05_2003
15_05_2003
15_05_2003
15_05_2003
15_09_2003
15_09_2003
15_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
17_09_2003
22 09 2003
28 10_2003
14 11 2003
15_12_ 2003
15_12_ 2003
15_12_ 2003
12_01_2004
12_01_2004
12_01_2004
12_01_2004
12_01_2004
12_01_2004
12_01_2004
26_01_2004

Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies

Health facility F
Health facility G
Health facility H
Private C
Swimming-pool A

Maintenance fachllity
Maintenance fachllity

Hotel C
Factory B
Hotel D
Nursing home A
Nursing home A
Nursing home A
Nursing home A
Gymnasium C
Private D
Factory B
Gymnasium D
Gymnasium D
Swimming-pool E
Students house B
Students house A
Factory B
School A
School A
Gymnasium E
Gymnasium F
School A
Gymnasium F
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium G
Swimming-pool F
Swimming-pool F
Gymnasium H
Gymnasium H
Gymnasium E
Gymnasium |
Gymnasium J
Gymnasium K
Students house A
Swimming-pool G
Swimming-pool G
Swimming-pool G
Swimming-pool G
Swimming-pool G
Students house C
Students house C
Students house C
Students house C
Students house C
Students house C
Students house C
Swimming-pool B

3,6,1,6,14,11,9

7@n3,11,11
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59



Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment

26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
26_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
28_01_2004
29 01_2004
29 01_2004
29 01_2004
29 01_2004
29 01_2004
18_02_2004
26_02_2004
23_03_2004
23_03_2004
23_03_2004
23_03_2004
23_03_2004
28_06_2004
28_06_2004
28_06_2004
28_06_2004
28_06_2004
12_07_2004
05_08_2004
05_08_2004
05_08_2004
05_08_2004
05_08_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004
27_09_2004

Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies

Gymnasium |
Gymnasium |
Gymnasium |
Gymnasium |
Gymnasium E
Gymnasium F
Gymnasium F
Gymnasium F
Gymnasium F
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium G
Gymnasium L
Gymnasium M
Gymnasium N
Gymnasium O
Gymnasium O
Gymnasium A
Gymnasium A
Gymnasium P
Gymnasium B
Gymnasium B
Military facility A
Private E
Association A
Association B
Association B
Association B
Association B
Swimming-pool A
Gymnasium L
Gymnasium L
Gymnasium M
Swimming-pool C
Swimming-pool F
Gymnasium L
Gymnasium L
Gymnasium M
Swimming-pool A
Swimming-pool A
Gymnasium F
Gymnasium F
Gymnasium F
Swimming-pool A
Swimming-pool C
Swimming-pool C
Gymnasium |
Gymnasium |
Gymnasium |
Gymnasium |
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Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment

27_09_2004
27_09_2004
20_10_2004
20_10_2004
20_10_2004
20_10_2004
21 10_2004
21 10_2004
21 10_2004
14_10_2004
28_10_2004
07_12_2004
02_02_2005
02_02_2005
02_02_2005
02_02_2005
02_02_2005
02_02_2005
02_02_2005
02_02_2005
07_03_2005
14_03_2005
14_03_2005
16_03_2005
16_03_2005
16_03_2005
03_10_2005
03_10_2005
28_02_2006
28_02_2006
23_02_2006
03_03_2006
03_04_2006
17_07_2006
24_07_2006
24_07_2006
16_08_2006
16_08_2006
30_08_2006
30_08_2006
13_09_2006
03_01_2007
03_01_2007
14_01_2008
16_04_2008
08_10_2008
08_10_2008
17_10_2008
17_10_2008
20_10_2008
29 10_2008
29 10_2008
29 10_2008
13_11 2008

Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies

Gymnasium N
Gymnasium L
Gymnasium Q
Gymnasium Q
Gymnasium Q
Gymnasium Q
Gymnasium F
Gymnasium R
Gymnasium R
Laboratory A
Swimming-pool A
Swimming-pool H
Swimming-pool B
Swimming-pool B
Swimming-pool B
Gymnasium S
Gymnasium S
Gymnasium S
Gymnasium A
Gymnasium A
Military facility A
Gymnasium F
Gymnasium F
Gymnasium T
Gymnasium T
Gymnasium U
Nursing home B
Nursing home B
Laboratory A
Laboratory A
Laboratory A
Laboratory A
Laboratory A
INSEE A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Hospital A
Students house A
Students house A
Military facility B
Military facility C
Military facility D
Military facility E
Military facility F
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5,3(28,10,6

1431111

1431111

74



Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Environment
Clinical
Clinical
Clinical
Clinical
Clinical
Environment
Environment
Environment

19_01_2009
25_02_2009
26_02_2009
02_03_2009
25_03_2009
30_03_2009

31_08_2000
15_11_2000
08_09_2000
31_10_2000
03_01_2006
22 12 2005
16_06_2009
16_06_2009

Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Hot water supplies
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers
Clinical case
Clinical case
Clinical case
Clinical case
Clinical case
Cooling towers
Cooling towers
Cooling towers

Swimming-pool |
Swimming-pool |
Swimming-pool |
Swimming-pool J
Swimming-pool J
Swimming-pool K

Mall A

Mall A

Mall A

Mall A

Mall A
Night club A
Night club A

Bank A

Bank A
Hospital A
Hospital A

3,4,1,28,14,11,11 439

3,4,128,14,11,1 266
3,4,1,28,14,11,11 439
3,41,11411,30 286
3,41,11411,30 286
3,4,1,28,14,11,11 439
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Table S2.Repeatability test on EUL146 using MLVA-d.Zay

EUL146

Trial 1

Trial 2

Trial 3

Trial 4

Trial 5

Trial 6

Trial 7

Trial 8

Standard
deviation 95%

Lpms01
Lpms03
Lpms13
Lpms19
Lpms31
Lpms33
Lpms34
Lpms35
Lpms38
Lpms39
Lpms40
Lpms44

456,37
837,05
762,95
122,71
695,14
688,42
383,86
451,26
260,47
128,74
202,41
157,76

456,44
836,86
763,06
122,74
695,07
688,29
384,16
451,37
260,47
128,86
202,39
157,7

456,37
837,05
763,21
122,87
695,65
688,5

384,28
451,22
260,64
128,47
202,5

157,78

457,01
837,1
763,08
122,83
695,36
688,44
384,19
451,62
260,58
128,6
202,42
157,87

456,75
837,3
763,34
124,09
696,28
688,78
384,39
451,9
260,79
128,64
202,56
157,9

457,13
837,03
763,03
123,03
696,34
688,55
384,55
451,8
260,8
128,68
202,61
157,62

457,32
837,2
763,27
122,7
696,43
688,6
384,57
451,21
260,46
128,5
202,63
157,58

457,03
837,22
763,3
124,05
695,09
688,62
383,84
451,3
260,52
128,52
202,41
157,93

{{455,76;457,85}
{836,72;837,49}
{762,75;763,56}
{121,47;124,78}
{694,01;697,33}
{688,11;688,94}
{383,45;385,01}
{450,69;452,23}
{260,2;260,98}
{128,26;129}
{202,22;202,76}
{157,41;158,13}

Table S3.Repeatability test on EUL160 using MLVA-3.Zay

EUL160

Trial 1

Trial 2

Trial 3

Trial 4

Trial 5

Trial 6

Trial 7

Trial 8

Standard
deviation 95%

LpmsO1
Lpms03
Lpms13
Lpms19
Lpms31
Lpms33
Lpms34
Lpms35
Lpms38
Lpms39
Lpms40
Lpms44

410,1
836,72
620,17
122,42
871,63
437,83
504,47
556,71
316,08
111,23
196,22
176,01

410,39
836,58
620,76
122,25
871,64
437,78
504,76
557,01
315,96
111,08
196,23
176,04

410,18
836,69
620,42
122,44
871,64
437,81
504,3

556,81
315,98
111,02
196,18
175,65

410,15
836,64
620,29
122,35
871,39
437,89
504,32
556,86
315,98
111,13
196,15
175,72

409,88
836,6
620,53
122,39
871,61
437,68
504,7
556,83
316,02
111,23
196,1
175,73

410,28
836,7
620,47
122,34
871,69
437,71
504,4
556,81
315,98
111,07
196,28
175,89

410,25
836,8
620,27
122,37
871,49
437,79
504,39
556,89
316
111,27
196,16
175,92

409,98
836,9
620,56
122,49
871,51
437,69
504,72
556,93
316,08
111,29
196,18
175,89

{409,69;410,61}
{836,41:837}
{619,9;620,96}
{122,18;122,58}
{871,29;871,86}
{437,57;437,98}
{503,98;505,04}
{556,6;557,11}
{315,88;316,14}
{110,88;111,45}
{196,03;196,34}
{175,46;176,25}

Table S4.Repeatability test on NCTC 11192 using MLVAGIZy

NCTC
11192

Trial 1

Trial 2 Trial 3 Trial 4

Trial 5

Trial 6

Trial 7

Trial 8

Standard deviation

95%

LpmsO01
Lpms03
Lpms13
Lpms19
Lpms31
Lpms33
Lpms34
Lpms35
Lpms38
Lpms39
Lpms40
Lpms44

503,09
931,65
785,67
123,82

503,34
931,99
785,38
123,92

503,6
931,34
785,57
123,74

503,23
931,74
785,74
123,76

503,01
931,55
785,47
123,89

503,39
931,89
785,48
123,92

503,4
931,34
785,57

123,7

503,53
931,64
785,78
123,79

{502,75;503,89}
{930,99;932,3}
{785,19;785,97}
{123,58;124,05}

1023,43 1023,83 1023,68 1023,55 1023,43 1023,88 1023,78 1023,65 {1023,17;1024,14}

313,65
258,19
203,37
260,47
80,53

196,25
175,86

313,76
258,2
203,54
260,53
80,54
196,03
175,89

313,65
258,36
203,28
260,53
80,54

196,25
175,82

313,71
258,24
203,35
260,72
80,46

196,29
175,8

313,66
258,18
203,39
260,49
80,53
196,35
175,7

313,76
258,29
203,54
260,54
80,59

196,13
175,65

313,55
258,38
203,29
260,59
80,59

196,27
175,99

313,73
258,14
203,45
260,79
80,36
196,22
175,92

{313,49;313,88}
{258;258,49}
{203,12;203,68}
{260,26;260,9}
{80,31;80,73}
{195,94;196,5}
{175,51;176,14}
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Fig. S1.Dendrogram deduced from the clustering analysih@f222 isolates from the Rennes’ study
using MLVA-12osay The colours used to shdWL_VA clusters (VACC) are the same as in Fig. 2.
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Figures et tableaux supplémentaires de l'article 2

Table Sl.Isolates useih this study.

Strain-ID Patient-ID Sampling date PFGE type Phenogpe
RD_367 RDO1 01/04/99 1-1 psaa
RD_22935 RDO1 22/05/06 1-5 pSm
RD_2467 RDO1 10/11/99 1-2 psm
RD 23118 RDO1 16/06/06 psa
RD_23119 RDO1 16/06/06 psm
RD_24912 RDO1 06/03/07 psm
RD_24913 RDO1 06/03/07 psm
RD_22934 RDO1 22/05/06 1-4 psm
RD_23119 RDO1 16/06/06 psm
RD_1857 RD02 09/09/03 2-1 p's5
RD_12290 RD02 28/10/02 2-3 psa
RD_14075 RD02 24/06/03 2-5 psa
RD_16900 RDO2 05/05/04 2-7 psa
RD_23261 RD02 30/06/06 psaa
RD_24799 RDO2 05/02/07 psa
RD_22892 RD02 15/05/06 2-10 psa
RD_14076 RDO2 24/06/03 2-6 ps6
RD_22892b RDO2 15/05/06 psa
RD_12290 RD02 28/10/02 psa
RD_16900 RDO2 05/05/04 psa
RD 2913 RDO2 28/12/02 2-2 pS1l
RD_13334 RDO3 24/03/03 3-6 ps6
RD_16285 RDO3 27102/04 3-7 psa
RD_19586 RDO3 03/03/05 3-10 psm
RD 22114 RDO3 30/01/06 3-13 psm
RD_17159 RDO3 03/06/04 3-8 psm
RD_23901 RDO3 25/09/06 psm
RD_1603 RDO04 13/08/99 psna
RD_3115 RDO04 21/01/00 4-2 psm
RD_6601 RDO04 19/01/01 4-4 psm
RD_10185 RD04 20/02/02 4-7 psm
RD_13849 RDO04 26/03/05 4-8 psm
RD_15552 RD04 05/12/03 4-9 psm
RD_1238 RDO05 24/06/99 5-1 psm
RD_6616 RDO5 24/01/01 5-3 psm
RD_12463 RDO5 20/11/02 5-4 psm
RD_17784 RDO5 11/08/04 5-6 psm
RD 21788 RDO5 20/12/05 psm
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RD_24800 RDO8 08/02/07 psa

RD_12738 RDO8 27/12/02 7-6 psm
RD_1295 RDO8 01/07/99 7-1 ps6
RD_14462 RDO8 07/08/03 7-7 psm
RD_12736 RDO8 27/12/02 7-4 psa
RD_12737 RDO8 27/12/02 7-5 psm
TR_S0702039 CFU24 25/06/07 psa
TR_S0801675 CFU24 09/06/08 psa
TR_S0502351 CFU24 05/10/05 psa
TR_S0502141 CFU24 14/09/05 Bs3
TR_S0502280 CFU24 28/09/05 ps6
TR_S0600710 CFU24 15/03/06 psa
TR_S0601347 CFU24 23/05/06 psa
TR_S0602589 CFU24 03/10/06 psa
TR_S0602733 CFU24 05/10/06 psa
TR_S0603715 CFU24 27/12/06 Bs1
TR_S0700480 CFU24 06/02/07 psa
PA14 CFU24
PAO1 CFU24
SW_C50 CFU24
SW_SG17M CFU24

psaa: autoagglutinable isolate
psm: mucoid isolate

psa: nonagglutinable isolate
psb5: serotype 5 isolate

ps6: serotype 6 isolate

ps1l: serotype 11 isolate
ps3: serotype 3 isolate

psl: serotype 1 isolate
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Table S2.Genotyping data * 8

Strain-ID ms77 ms127 msl42 msl72 ms211ms212 ms213 ms214 ms215 ms216 ms217 ms222 ms223 ms61l ms207 ms209
RD_23270 25/3 7 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 13 5 4
RD_23271 2513 7 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 13 5 4
RD_20599 2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_22933 2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24302 2.5/3 7.5/18 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24301 2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_23269 2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_23291  2.5/3 7.5/18 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24086 2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24724  2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24725 2.5/3 7.5/18 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24980 2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4
RD_24981  2.5/3 7.5/8 4 12 2 8 3 5 2 2 2 2 0/2 12 5 4/3
PAl4 2 9 1 12 2 4 1 5 2 1 5 2 4 12 5 6
PAO1 4 8 7 12 5 9 5 3 4 3 2 2 4 12 7 6
RD_12290 2.5/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 11 12 3
RD_14075 25/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 11 12 3
RD_16900 2.5/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 11 12 3
RD_22892 25/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 11 12 3
RD_14076 25/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 11 12 3
RD_23261 25/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 11 12 3
RD_24799 25/3 8 3 10 3 6 5 2 5 2 4 3 2 7 12 3
RD_24779 25/3 8 3 8.5 8 6 45 2 1 2 1 1 3 17 714 3
SW_C50 25/3 9 4 11 6 6 2 2 5 2 1 3 3 13 8 3
SW_SG17M 25/3 9 4 11 6 6 2 2 5 2 1 3 3 11 9 4
RD_415 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_2943 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_10952 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_18325 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_13380 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_15136 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_8021 25/3 9 4 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_414 253 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_2944 25/3 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_8020 25/3 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_10951 253 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_15129 25/3 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_18326 25/3 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_13371 25/3 9 7 10 5 9 2 2 2 2 1 2 2 13 8 3
RD_1238 25/3 8 1 11 6 9 9/0 0/0 3 1 3 3 3 12 7 3
RD_6616 253 8 1 11 6 9 9/0 0/0 3 1 3 3 3 12 7 3
RD_12463 25/3 8 1 11 6 9 9/0 0/0 3 1 3 3 3 12 7 3
RD_17784 25/3 8 1 11 6 9 9/0 0/0 3 1 3 3 3 12 7 3
RD_22821 25/3 8 1 11 6 9 9/0 0/0 3 1 3 3 3 12 7 3
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RD_21788  2.5/3
RD_23766  2.5/3
RD_23192  2.5/3
RD_24780 2.5/3
RD_13334 2.5/3
RD_16285 2.5/3
RD_19586  2.5/3
RD_22114  2.5/3
RD_17159  2.5/3
RD_23901 2.5/3
RD_3115 3
RD_6601 3
RD_10185 3
RD_13849 3
RD_15552 3
RD_1603 3
RD_2913 2.5/3
RD_1857 2.5/3
RD_22934  2.5/3
RD_23119 2.5/3
RD_24913  2.5/3
RD_11021  2.5/3
TR_S0702039 2.5/3
TR_S0801675 2.5/3
TR_S0502351 2.5/3
TR_S0502141 2.5/3
TR_S0502280 2.5/3
TR_S0600710 2.5/3
TR_S0601347 2.5/3
TR_S0602589 2.5/3
TR_S0602733 2.5/3
TR_S0603715 2.5/3
TR_S0700480 2.5/3
RD_15710-1 2
RD_367 2.5/3
RD_22935 2.5/3
RD_2467 2.5/3
RD_23118 2.5/3
RD_24912  2.5/3
RD_23604  1.5/2
RD_23605 1.5/2
RD_1296 1.5/2
RD_7311 1.5/2
RD_14463 1.5/2
RD_18549  1.5/2
RD_21105 1.5/2
RD_22702  1.5/2
RD_12738  1.5/2
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RD_1295 152 8 6 9 2 11 7.5/0 5 6 2 4 1 3 20 8
RD_14462 15/2 8 6 9 2 11 7.5/0 5 6 2 4 1 3 20 8
RD_12736 15/2 8 6 9 2 11 7.5/0 5 6 2 4 1 3 20 8
RD_12737 1572 8 6 9 2 11 7.5/0 5 6 2 4 1 3 20 8
RD_24179 15/2 8 6 9 2 11 7.5/0 5 6 2 4 1 3 20 8
RD_24800 1572 8 6 9 2 11 7.5/0 5 6 2 4 1 3 20 8

* When different data were observed for the twoagssthe capillary-based MLVA-3@,, data is
shown first followed by / agarose-based MLVAGLy,
8 A 0 allele indicates that no amplicon was obsgrve
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Figure S1.Dendrogram deduced from the clustering analys@8afolates using MLVA-1§say
Branches were colored according to the MLVA cloMC] or the MLVA type (MT) defined by
MLVA-16 orsay typing.

MLVA16_Orsay

W g @ o Y o g

G B F BB e e B N8 e. 2. 2.5  Strain-ID Alias MLVAtype Clone MLVA Phenotype Patient Date
PaRD6E9 8 L\VA Clone 1 psaa RDOB 04.07.2006
PaRD70 5 L\VA Clone 1 psaa RDO6 04.07.2006
PaRD24 7 LVA Clone 1 psaa RDO6 26.07.2005
PaRD67 7 LVVA Clone 1 psm RD0O6 22.05.2006
PaRD25 7 LVVA Clone 1 psa RDO6 22.11.2006
PaRD66 7 L\VA Clone 1 psa RD0O6 22.12.2006
PaRD68 7 L\VA Clone 1 psaa RD0O6 04.07.2006
PaRD71 7 LVA Clone 1 psm RD0OB 04.07.2006
PaRD72 7 L\VA Clone 1 psa RDO6 18.10.2006
PaRD73 7 LA Clone 1 psm RDOB 20.12.2006
PaRD74 7 LVVA Clone 1 psm RDO6 23.01.2007
PaRD75 7 LVA Clone 1 psm RDO6 21.03.2007
Bgl???ﬁ 7 LVA Clone 1 psa RD0O6 21.03.2007
. PAO1 PAO1
= RD_12290 PaRD04 1 LVA Clone 2 psa RDO2 28.10.2002
RD_14075 PaRD0S 1 L\VVA Clone 2 psa RDO2 24.06.2003
= RD”16900 PaRD06 1 L\VA Clone 2 psa RD0O2 05.05.2004
RD_22892 PaRD82 1 L\VA Clone 2 psa RDO2 15.05.2006
= RD”14076 PaRD83 1 L\VA Clone 2 psB RD0O2 24.06.2003
1 RD_23261 PaRD52 1 LVA Clone 2 psaa RDO2 30.06.2006
_| B RD"24799 PaRD53 2 LVA Clone 2 psa RDO2 05.02.2007
RD 24779 PaRD64 3 psm RDOS 01.02.2007
SW_C50 C50
SWTSG17M  SG17TM
RD_415 aRD30 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 07.04.1999
RD”2943 PaRD31 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 04.01.2000
RD”10952 PaRD36 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 17.05.2002
RD”18325 PaRD38 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 08.10.2003
RD_13380 PaRD78 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 27.03.2003
RD”15136 PaRD79 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 18.10.2003
RD_8021 PaRD34 4 MLVA Clone 3 psm RDO7 13.06.2001
RD_414 PaRD29 5 MLVA Clone 3 psa RDO7 07.04.1999
RD”2944 PaRD32 5 MLVA Clone 3 psa RDO7 04.01.2001
RD_8020 PaRD33 5 MLVA Clone 3  psa RDO7 13.06.2001
RD”10951 PaRD35 5 MLVA Clone 3 psa RDO7 17.05.2002
RD_15129 PaRD37 S MLVA Clone 3  psB RDO7 18.10.2003
RD”18326 PaRD39 5 MLVA Clone 3 psa RDO7 08.10.2003
RD_13371 PaRD77 S MLVA Clone 3 psa RDO7 27.03.2003
= RD_1238 PaRD17 8 psm RDO5 24.06.1999
b~ RD_6616 PaRD18 8 psm RDOS 24.01.2001
- RD_12463 PaRD19 8 psm RDO5 20.11.2002
- RD”17784 PaRD20 8 psm RDOS 11.08.2004
H RD_22821 PaRD62 8 psm RDQOS 06.05.2006
RD”21788 PaRD21 8 psm RDO5 20.12.2005
= RD_23766 PaRD22 8 psm RDOS 07.09.2006
| @ RD223192 PaRD63 8 psa RDO5
® RD74780 PaRD65 8 psa RDOS 01.02.2007
RD”13334 PaRD08 9 ps6 RDO3 24.03.2003
RD_16285 PaRD09 9 psa RDO2 27.02.2004
RD_19586 PaRD10 9 psm RDO3 03.03.2005
RD_22114 PaRD11 9 psm RDO2 30.01.2006
RD_17159 PaRD54 9 psm RDO3 03.06.2004
RD”23901 PaRD55 9 psm RDO3 26.09.2006
RD_3115 PaRD13 10 psm RD0O4 21.01.2000
RD”6601 PaRD14 10 psm RD0O4 19.01.2001
RD_10185 PaRD15 10 psm RD0O4 20.02.2002
RD”13849 PaRD16 10 psm RD0O4 26.05.2003
RD_15552 PaRDS56 10 psm RDO4 05.12.2003
RD_1603 PaRD12 10 psna RD0O4 13.08.1999
| @ RD2913 PaRD90 12 ps11 RDO2 28.12.2002
RD_1857 PaRD03 12 ps5 RD0O2 09.09.1999
RD_22934 PaRD80Q 11 psm RDO1 22.05.2006
RD_23119 PaRD49 11 psm RDO1 16.06.2006
m RD”24913 PaRD51 11 psm RDO1 06.03.2007
o RD_11021 PaRD23 13 psa RD 30.05.2002
n TR™S0702039 Tr226 psa FU24  25.06.2007
- TR”S0801675 Tr255 psa U24  08.06.2008
- TR”S0502351 Tr77 p3 CFU24  05.10.2005
m JR_$0502141 Tr78 p6 CFU24  14.09.2005
= TRTS0502280 Tr79 psa CFU2 28.09.2005
m TR_S0600710 Tr136 psa CFU24  15.03.2006
- TRZS0601347 Tr164 psa CFU24  23.05.2006
I TR”S0602589 Tr182 psa CFU24  03.10.2006
=1 TR_S0602733 Tr187 psa CFU24  05.10.2006
TRTS0603715 Tr188 pl CFU24  27.12.2006
= Tl 700480 Tr212 psa CFU24  06.02.2007
* RD_15710-1 PaRD60 17 psm RDO5 22.12.2003
7 PaRD0O1 8 psaa RDO1 01.04.1999
RD”22935 aRD02 6 psm RDO1 22.05.2006
RD_2467 PaRD47 6 psm RDO1 10.11.1999
RD”23118 PaRD48 6 psa RDO1 16.06.2006
RD_24912 PaRDS0 6 psm RDO1 06.03.2007
RD_23604 PaRD45 4 MLVA Clone 4 psa RD0O8 16.08.2006
RD”23605 PaRD46 4 MLVA Clone 4 psm RDO8 16.08.2006
RD_1296 PaRD40 5 MLVA Clone 4 psm D08 01.07.1999
RD_7311 PaRD41 5 MLVA Clone 4 psm RDO& 05.04.2001
RD_14463 PaRD42 5 MLVA Clone 4 psm RDO8 07.08.2003
RD”18549 PaRD43 5 MLVA Clone 4 psm RD0O8 04.11.2004
RD_21105 PaRD44 S MLVA Clone 4 psm RDQO8 06.10.2005
RD”22702 PaRD57 5 MLVA Clone 4 psm RD0O8 19.04.2006
RD_12738 PaRD8&1 S MLVA Clone 4  psm RDO8 27.12.2002
RD”1295 PaRD85 5 MLVA Clone 4 ps6 RD0O8 01.07.1999
RD_14462 PaRD8&6 5 MLVA Clone 4 psm RDQO8 07.08.2003
RD”12736 PaRD87 5 MLVA Clone 4 psa RD0O8 27.12.2002
RD_12737 PaRD91 S MLVA Clone 4  psm RDO8 27.12.2002
RD”24179 PaRD58 5 MLVA Clone 4 psa RD0O8 02.11.2006
RD_24800 PaRD59 5 MLVA Clone 4  psa RDO8 08.02.2007

183



Figures et tableaux supplémentaires de l'article 3

Table Sl.Isolates useih this study.

Strain ID Host Physiological origin Year spa Oxa Origin

7 Swine Skin infection 2004 tth?L(illg MSSA  Drewitz, Gany

19 Swine Skin infection 2004 t011 MSSA  Kissing, @any

495 Swine Skin infection 2004 t337 MSSA  Germany

582 Swine Skin infection 2004 11430 MSSA  MettingE&ermany

809 Swine Skin infection 2004 t2112 MSSA  HarrielmysGermany
825 Swine Skin infection 2004 t034 MRSA  Hodenhagggrmany

963 Swine Skin infection 2004 t034 MSSA  Obermutzk@e&rmany
1921 Swine Skin infection 2004 t011 MRSA  Nuthe-thsttal, Germany
119 Swine Skin infection 2004 t337 MSSA  Aldersbashrmany

1022 Swine Skin infection 2004 t337 MSSA  Solingéermany

FAL 226 Swine Skin infection 2005 t337 MSSA  Heeler@any

2567 Swine Skin infection 2005 1964 MSSA  Oscheestelisermany
2791 Swine Skin infection 2005 t034 MSSA  Nemsdodheendorf, Germany
124 Swine Genital tract infection 2004 11939 MSSA ondhershofe, Germany
296 Swine Genital tract infection 2004 t011 MRSA afrGermany

324 Swine Genital tract infection 2004 t011 MSSA h@&@wermark, Germany
528 Swine Genital tract infection 2004 t318 MSSA ldfeld, Germany

1061 Swine Genital tract infection 2004 t034 MSSA chisatzling, Germany
1213 Swine MMA-syndrome 2004 t318 MSSA  Bergen, Geryn

1231 Swine MMA-syndrome 2004 t127 MSSA  Armsen, Geyna

1251 Swine MMA-syndrome 2004 t021 MSSA  Westen, Gemyn

1295 Swine Urinary tract infection 2004 t011 MSSA an8beiendorf, Germany
2187 Swine MMA-syndrome 2005 t011 MRSA  Serbohlsd@drmany
2296 Swine Genital tract infection 2005 t011 MRSA raft, Germany

2594 Swine MMA-syndrome 2005 t337 MSSA  ScheelRelnaay

2171 Swine Genital tract infection 2005 t011 MSSA rtirigen, Germany

2533 Swine Genital tract infection 2005 t318 MSSA aiddfurt, Germany

2920 Swine MMA-syndrome 2005 t899 MSSA  Bad Falliogfiel, Germany
2926 Swine MMA-syndrome 2006 t337 MSSA  ReelRum, Geym

2962 Swine MMA-syndrome 2006 t337 MSSA  OppershauSenmany
3036 Swine MMA-syndrome 2006 t021 MSSA  OppershauGenmany
MT9186 Swine Cervical swab 2009 MSSA  Manche, Feanc

285 Chicken Septicaemia 2004 t002 MSSA  Rietbergm@any

287 Chicken Septicaemia 2004 t002 MSSA  Delbricknaey

298 Chicken Septicaemia 2004 t002 MSSA  Rietbergm@any

508 Chicken Septicaemia 2004 t002 MSSA  Mennewign@ny

604 Turkey Septicaemia 2004 t034 MSSA  Steinhagemn@ny

606 Chicken Septicaemia 2004 t9844  MSSA  Rheda-Wiedek, Germany
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609
923
1230
1465
1796
2020
2240
2241
2303
2695
3118
3119
3122
3639
3664
3665
3666
3667
3669
3670
5006
5008
D8-522-13
D8-484-02
138c
140a
141a
38539a
50836#
56327b
56417b
65341d
85893c
9A
7H
sa263
sa323
sa325
sa351
sa485
sa601
sa639
sa722
sa723
sal777
sa2745

Turkey
Chicken
Turkey
Chicken
Turkey
Chicken
Turkey
Turkey
Chicken
Turkey
Chicken
Turkey
Chicken
Turkey
Chicken
Turkey
Turkey
Turkey
Turkey
Turkey
Turkey
Chicken
Poultry
Turkey
Sheep
Sheep
Sheep
Sheep
Sheep
Sheep
Sheep
Sheep
Sheep

Sheep
Sheep

Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat
Cat

Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia
Septicaemia

Unknown

Unknown

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Skin colonizer

Mastitis

Mastitis

Respiratory tract infection
Respiratory tract infection
Skin infection

Skin infection

Otitis externa
Respiratory tract infection
Respiratory tract infection
Skin infection

Skin infection
Respiratory tract infection

Respiratory tract infection

2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
1972
1989
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
1995
1996
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2005

t034 MSSA
19844  MSSA
t034 MSSA
19844  MSSA
t034 MSSA
t002 MSSA
t002 MSSA
t034 MSSA
t002 MSSA
t034 MSSA
t2308  MSSA
t034 MSSA
t002 MSSA
t034 MSSA
t214 MSSA
1189 MSSA
t034 MSSA
1034 MSSA
t034 MSSA
t034 MSSA
t034 MSSA
2308  MSSA

MSSA

MSSA
t2678  MSSA
2678  MSSA
t2678  MSSA
t2678  MSSA
t2678  MSSA
2678  MSSA
t2678  MSSA
2678  MSSA
t2678  MSSA

MSSA

MSSA

Stadtlohmmaay
SprachlerijdBermany
Ebersda@fn@ny
Russem&wy

Lorup, Gesma
Fladdemn@ey
Détlingeern@any
WardenbBegmany
Rietbeagmany
Wadersl@mnmany
SimmedrguSermany
Rheda-Wiedmk, Germany
NieheimrBayisen, Germany
Recke, Geyma
Ostbev@emany

Reken GkafereGermany
SteinhaGemany
Rheda-Wiedsk, Germany
SteinhaGemany
Rheda-Wiedek, Germany
Verl, Geynan
Barnsteitmany

Unknown

Unknown

Neus@Geitmany
Neus@etthany
Neus@elimany
Netstatmany
Netis&etmany
NetisEetmany
Netis&etmany
NetisEetmany
Netis&etmany

Pyrénées-Atlantiqgiresnce

Pyrénées-AtlantigEesnce

1912 WSS Salzgitter, Germany
t094 WSS Borkwalde, Germany

t008 MSSA

11162 MSSA
t008 MSSA
t7200

Niedergorsdsermany
Berlinyréany
Minchemm@ay

SWS Berlin, Germany

t002 WSS Berlin, Germany

t031 MSSA
t589 MSSA

Loonig, rGany
Hamburgn@ey

MSSA amiBurg, Germany

t3041 R9A
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sa2805
sa2880
899#
1525#
1804#
1874#
MT8381
sa573
sal675
sa2367
sa2900
MT9232
D8-452-13
D8-484-03
PLM2
Tur-1
Tur-2
Tur-3
Tur-4
Tur-5
Tur-6
Tur-7
Tur-8
Tur-9
Tur-10

Tur-11
Tur-12
Tur-13
Tur-14
Tur-15
Tur-16
Tur-17
Tur-18
Tur-19
Tur-20
Tur-21
Tur-22
Chi-1
Chi-2
Chi-3
Chi-4
Chi-5
Chi-6
Chi-7
Chi-8
Chi-9

Cat

Cat

Horse
Horse
Horse
Horse
Horse

Dog

Dog

Dog

Dog

Cattle

Hare

Rabbit
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat

Turkey meat

Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Turkey meat
Chicken meat
Chicken meat
Chicken meat
Chicken meat
Chicken meat
Chicken meat
Chicken meat
Chicken meat

Chicken meat

Respiratory tract infection
Respiratory tract infection
Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Cervical swab

Otitis externa

Respiratory tract infection
Respiratory tract infection
Respiratory tract infection
Naso-pharyngeal swab
Lung

Mammary abscess

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample

Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample
Food sample

Food sample

2005
2008
1992
1992
1992
1992
2008
2004
2004
2005
2005
2009
1988
1989
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

Leitzkau, Germany

Geesthacht, Germany

Germany

Germany

Germany

Germany

Manche, Feanc
34329 Mjdgsermany

MS 22850 Norderstedt, Germany
MMS 22523 Hamburg, Germany
MS 22523 Hamburg, Germany

11644 SSA
19843 SSM
t127 MSSA
1318 MSSA
1021 MSSA
t078 MSSA
MSSA
t015 MSSA
t010
t008
t065
MSSA
MSSA
MSSA
t034 MRSA
t002 MRSA
t011 MRSA
t011 MRSA
t011 MRSA
t011 MRSA
t034 MRSA
t011 MRSA
t034 MRSA
2346  MRSA
t034 MRSA
t034 MRSA
t011 MRSA
t011 MRSA
t002 MRSA
t034 MRSA
t899 MRSA
t011 MRSA
t6574  MRSA
t011 MRSA
t034 MRSA
t011 MRSA
t034 MRSA
t011 MRSA
t011 MRSA
t034 MRSA
t011 MRSA
t011 MRSA
t1430 MRSA
t011 MRSA
t034 MRSA
t1430 MRSA
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ManErance
Puy de Déme, France
Verftéace
Raim#-Palatinate, Germany

Rhbim@{Palatinate, Germany
Rhim@{Palatinate, Germany
Rhbim@{Palatinate, Germany
Rhim@{Palatinate, Germany
Rhim&{Palatinate, Germany
Rhim@{Palatinate, Germany
Rhbim@{Palatinate, Germany
Rhim@{Palatinate, Germany
Ram:Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany

RamkPalatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
Ram:Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
Ram:Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
Bhimd-Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
Raitk Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
Raitk Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
&haimd-Palatinate, Germany
RamkPalatinate, Germany
Raitk Palatinate, Germany
&haid-Palatinate, Germany



Chi-10
428G
338E
419G
301E
353E
339E
363F
431G
372F
360F
384F
399F
402F
D9-774-06

Chicken meat
Goat milk
Cooked chicken
Sheep UMC*
Sheep UMC
Sheep UMC
Sheep UMC
Sheep UMC
Sheep UMC
Dessert cream
Cooked beef
Cooked beef
Roasted pork

Roasted lamb

Food sample

Food sample

2009
2002

Food sample (food poisoning) 8919

Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)
Food sample (food poisoning)

Food sample (food poisoning)

*UMC: Unpasteurized milk cheese

2001
1997
1981
1986
1998
2002
1200
1983
1983
2001
2001
1992

t011
MSSA
MSSA
MSSA
SSK
SSK
SSK
SSK
SSK
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
ND

MRSA  &himd-Palatinate, Germany

Sabne ekl éirance
Paris, France
Puy de Déme, France
Aveyron, France
Pyrénées-Atlantiques, France
Landes, France
Cantal, France
Pyrénées-Atlantiques, France
Val de Marne, France
Oise, France
Doubs, France
llle et Vilaine, France
Gironde, France

AUS
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Figure S1.Dendrogram deduced from the clustering of the 85aureusanimal-associated isolates
and human strains from the HARMONY collection usMbVA-16 orsay

MLVATSorcey NS 5B3335835288%
STl nenoRs3 2238380
coocococooocS 3T RBERIRERE s oomm W W@ ! . . .
R e B T v 7 I O v s B 7 v B Vo s s N R Vo R s N ] StrainID CC ST spatype spa Host Physiological origin  MetR
58 s 2 3 2 3 3 13 s 85 4t 2 15 Tr3al10 CC25 15781 ZGFGUZDMM Human
5 s 2 a 2 3 5 4 1@ i s 85 4 t 2 18 339E cCo5 Unpasteurized milk chesse Food sample (food poiscring) MSSA
o § 2 3 2 3 5 5 13 LI 11 o2 15 ML53 CC28 5T25 1087 ZFGU2DMGGMM Human
& + 2 3 2 3 5§ F 8 £ £ 4+ 2 + 2 15 1674 cC2s 1078 ZFGUZDMGEM Horse MSSA
5 1 5 1 2 3 2 v 3 6 3 4t 2 H 13576 ZHNMOM Shesp Mastitis M3SA
8 8 1 3 2 s Loz 31 2 43 D08-484-03 ccst Rabhit Mammary abscess MSSA
¢ F 1 3 2 5 o2 R 2 43 1 Dg-484-02 ccstl Turkey MSSA
5 1 13 2 Lozom 31 2 42 D8-452-13 ccst Hare Lung M3SA
@ & 1 2 2 5 2 2 1 z 13 Harm32_43 CCH ST425 1435 12E2EMMNMJIHZM Human MRSA
¢ 3 1 3 2 3 = ‘13 § 1 23 485 cce 579 1337 UKJIaG 128 Swine Skin infection MSSA
a 3 1 3 2 3 & 13 5 1 - R | 118 ccs 1337 UK JIAG AR SwWine Skin infection MSSA
& 3 1 3 2 3 & 13 501 R O | 1022 cce 1337 UK JIAG AR Swine Skin infection M3SA
@ 3 1 3 2 3 ¥ ‘13 § 1 23 FaL 226 ccg 1337 UK JIAG J 2B Swine Skin infection MSSA
¢ 3 1 3 2 3 = o3 5 1 203 2594 cce 1337 UK MAG AR Swine MMA-syncrome: MSSA
a 3 1 3 2 3 & 13 5 1 23 ¢ 2826 ccs 1337 UK JIAG AR Swine MMA-syncrome: M3SA
& 3 1 3 2 3 & 13 501 R O | 2962 cce 1337 UK JIAG AR Swine MMA-syncrome: M3SA
¢ 3 1 3 2 3 = o3 5 1 2 1 [ MTE186 cce Swine Cervical swak MSSA
¢ 3 1 3 2 3 & 13 5 1 - R | 124 ccs 11838 uJaB SwWine Genttal tract infection MSSA
58 3 1 3 2 3 & 13 [ 23 ¢ 582 ccs 1337 UK JIAG AR Swine Skin infection M3SA
F 03 01 3 2 3 0§ 4 43 4 1T 2 3 4 Chig cca 11430 UKJAGIAD Chicken mesat Food sample MREA
F 03 1 3 2 3 = o3 o1 203 Chi-g cce 11430 UKJIAG) AR Chicken mesat Food sample MRZA
T3 1 3 2 31 % 13 L R O | 7 cce 11418 UJAG)AE Swine Skin infection M3SA
§ 3 1 3 2 31 8 13 501 R O | 2920 cce 1699 UKJsB Swine MMA-syncrome: M3SA
s o2 3 E o3 £ 1 2 4 2 Traaldg cce Human
" b2 232 o8 81 s 3 3 2 8601 CC15 17200 UJGB[r84]GGIAG Cat Respirdory tract infedtion MSSA
" F 2 4+ 2 3 2 LN - T LT B R =&1777 CC15 Cat Respirdory tract infection M3SA
Mo§ 2 4 2 3 2 4 F 8 1 2 3 3 2 hL4G cCi1s 2T19 1084 UJGEBGGIAG) Human
F 0§ 2 4 2 3 2 o8 8T 85 3 3 2 8323 cCi19 1094 UJGBEGGS cat Respirdory tract infection MSSA
L 23 8 13 5 - B Harm43_50 STE0 1044 UJGBBPB Human MRSA
5 0§ 2 2 2 3 3 10 4 3 5 2 ER ] TrSad5 1216 ZDMDMMKE Human
L 2 22 31 3 M@ 2 3 5 2 4 2 2 Harm12_50 ST156 172 ZDMAIKE Human MRZA
# & 3 2 2 3 13 @ 308 285 2 4 1291 CC30 1021 WYGHAKAOMG SwWine MMA-SynCrome: MSSA
# 6 3 2 2 3 3 4@m 3 F 2 5 I 4 3036 cC30 1021 WIGK AKAOMG Swing MM&-syncrame: MSSA
o & 3 2 2 3 3 4@ 3 £ 2 5 2 4 528 cC30 136 WEKKAKADMO Swine Genital tract infection MESA
il 6 3 2 2 3 13 «om 3 s 2 s 2 1213 CC30 138 WYGHHAK AOMG Swine MMA-syncrome: MSSA
o & 3 2 2 3 13 L} 3085 25 2 4 2533 CC30 138 WYGHHAKAOMG Swine Genital tract infection M3SA
6 2 2 2 3 3 4 33 F 2 5 I 4 Harm25_43  CC30 ST30 1021 WIGK AKAOMG Human MREA
1 L3 2 2 3 3 «om 303 2 s 2 Harm15_50 CC30 ST36 1o WGEKAKAOMQQQ Human MRZA
" b3z 2 3 3 @ 303 2 85 2 4 Harm24_s0 CC30 ST36 1o WGEKAKAOMQQQ Human MRSA
" b3z 2 03 3 L} 3031 2 5 2 4 Harm30_43 CC30 ST36 s WWEKAKAOMQQQ Human MRSA
M43 o2 2 3 03 4 3 3 2 5 2 4 Harm25_50  CC30 2736 1016 WGEKAKAOMOOG Human MREA
a + 3 2 2 3 3 «om 3 s 2 s 2 1804 CC30 1021 WYGH AKAOMQ Horse MSSA
M6 3 2 2 4 3 4@m 3 5 2 B I 4 1525# cC30 136 WGKHAK ADME Harse MSSA
¥ 6 5 D5 2 4 5 4 2 2 ®F 1 5 3 1 BLS cCas Human
8 & 5 05 2 4 s o1z 2 8 1 5 3 1 Harm32_s0 cCag ST4S 1038 XE 3EBEMBKB Human MRZA
# 6 5 052 4 5 4 12 2 F 1 5 3 1 Harm33_50  CC4% ET45 1038 ¥E 3BBEMEKE Human MREA
M 6 5 D52 2 § 4 2 2 ®F 1 5 3 1 =ar23 cCas 1589 HKAKBEEMBKE Cat Skin infection MSSA
w6 2 05 2 4 5 4 12 2 8 1 5 3 Harm16_50  CC4% 2T45 1015 HKAKBEMBKE Human MREA
il 6 5 05 2 4 s o1z 2 8 1 5 3 1 Harm23_43 cCag ST4S 1050 HHAKBEMBKE Human MRZA
wos 5 05 2 4 5 4 2 2 & 1 5 3 1 =635 cCas 162 HEAKBEKAKD Cat Skin infection MSSA
W 6 5 052 4 3 4 2 2 1T 1 s 3 1 Harmdg_50  CC4% ST45 1015 HKAKBEMBKE Human MREA
m s s os 2 4 s 4o 2 1 1 s 3 1 330E cCas Cacked chicken Food sample (food paisthing) MSSA
W 6 0§ 052 4 0§ 4 12 2 1 1 4+ 3 1 =as73 cCas s HKAKBEMBKE Dog Ctitis ederna MESA
¢ 6 2 05 2 4 5 422 1T 1 4 3 1 362805 cCas 11644 HEKB Cat Respirdory tract infedion MSSA
@ 6 2 052 4 3 42 2 1T 1 5 1 1 8722 cCas 1031 HKAKBEBKE Cat Skin infection MESA
a & s O0s 2 3 s o1z 2 1 12 3 Harm33_50 CC4s ST45 1004 AZMEEMBKB Human MRSA
# 6 5 D52 3 5 4 2 2 1 1 2 3 1 Harm39_50  CC4% ST45 1004 A2MEEMBKE Human MREA
a & 5 05 2 3 s o2 2 1 12 3 Harm11_43 CC45 5T45 1004 AMKEEMBKB Human MRSA
p— a & s O0s 2 3 s o1z 2 1 12 3 Harm12_43 CC4s ST45 1004 AZMEEMBKB Human MRSA
# 6 5 0s 2 3 5 412 2 1 1 2 3 1 Harm13_ 43  CC4% ET45 1004 A2MEEMBRE Human MREA
a & s Os 2 3 3 3 w2 2 1 1 s 3 1 52300 cCas 1065 A2M(BEMBKE Doa Respirdory tract infedion MSSA
—— @ & 1 3 2 4 2 13 21 15 2 3 2 Tr3a228 Human
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 6 15 s 3 2 324 CC398 1o KK AOBQO Swine Genttal tract infection MSSA
i 1 ¢ 3 2 3 s 5 1 2 & 45 s 3 2 2187 CC398 ST398 1011 HEAOBQO Swing MM&-syncrame: MREA
i1 4 a2 3 § 5 1 2 & 45 5 3 2 Chi-1 CC398 1011 HEAOBQO Chicken meat Food sample MREA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 6 15 s 3 2 Chi-2 CC398 1o KK AOBQO Chicken meat Food sample MRSA
i1 4 3 2 3 5 518 2 & 45 5 3 2 Chi-f CC398 1011 HEAOBQO Chicken meat Food sample MREA
T 4 3 2 3 5 5 52 & 45 5 3 2 Chi-10 CC398 1011 HEAOBQO Chicken meat Food sample MREA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 19 CC398 1011 HKABOBGQO Swine Skin infection MSSA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 206 CC398 5T398 1o KK AOBQO Swine Genttal tract infection MRSA
i1 4 3 2 3 5 5 5 2 & 555 3 2 1295 CC398 1011 HEAOBQO Swing Urirary tract infection MSSA
Tt ¢ 3 2 3 5 5 15 2 & 55 s 3 2 2208 CC398 57398 1011 HHAOBQO Swine Genital tract infection MRSA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 27 CC398 1o KK AOBQO Swine Genttal tract infection MSSA
i1 4 3 2 3 5 s 18 21 & 555 3 2 Tur-1 CC398 1011 HEAOBQO Turkey meat Food sample MREA
i 1 ¢ 3 2 3 s s 1 2 & 55§ 3 2 Tur-3 CC398 1011 HEAOBQO Turkey mest Food sample MREA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 Tur-4 CC398 1011 HKABOBGQO Turkey mest Food sample MRSA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 Tur-T CC398 1o KK AOBQO Turkey mest Food sample MRSA
i 1 ¢ 3 2 3 s s 1 2 & 55§ 3 2 Tur-13 CC398 1011 HEAOBQO Turkey mest Food sample MREA
Tt ¢ 3 2 3 5 5 15 2 & 55 s 3 2 Tur-21 CC398 1011 HHAOBQO Turkey mest Food sample MRSA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 Chi CC398 1o KK AOBQO Chicken meat Food sample MRSA
i1 4 3 2 3 5 s 18 21 & 555 3 2 Chi-s CC398 1011 HEAOBQO Chicken meat Food sample MREA
Tt ¢ 3 2 2 5 5 15 2 & 55 s 3 2 1821 CC398 57398 1011 HHAOBQO Swine Skin infection MRSA
Tt + 3 2 2 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 Tur-18 CC398 16574 [r385KAOB RO Turkey mest Food sample MRSA
a 1 ¢ 3 2 3 s s 18 2 & 45 5 3 2 666 CC398 1034 KK AOADBAO Poultry MSSA
a1 ¢ 3 2 3 5 5 15 2 6 45 s 3 2 3669 CC398 1034 HHAOADBQO Poultry MSSA
a1 ¢ 3 2 3 5 5 15 2 & 55 s 3 2 1081 CC398 1034 HHAOADBQO Swine Genital tract infection MSSA
a 1 ¢ 3 2 3 s s 18 2 & s§s s 3 2 BO4. CC398 1034 KK AOADBAO Poultry MSSA
a 1 ¢ 3 2 3 s 5 1 2 & 55 & 3 2 609 CC398 1034 HEAQADBQO Poultry MSSA
a1 + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 1230 CC398 1034 HHAOADBRO Poultry MSSA
a 1 ¢ 3 2 3 s s 18 2 & s§s s 3 2 1796 CC398 1034 KK AOADBAO Poultry MSSA
a 1 ¢ 3 2 3 s 5 1 2 & 55 & 3 2 319 CC398 1034 HEAQADBQO Poultry MSSA
@ 1 4 3 2 3 5§ 5 15 2 & 555 3 2 3667 CCa9s 1034 HEAQADBQO Poultry MSS4
a1 + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 3670 CC398 1034 KK AOADBAO Poultry MSSA
a 1 ¢ 3 2 3 s 5 1 2 & 55 & 3 2 PLMZ CC398 1034 HEAQADBQO Turkey meat Food sample MREA
@ 1 4 3 2 3 5§ 5 15 2 & 555 3 2 Tur-6 CCa9s 1034 HEAQADBQO Turkey mest Food sample MREA
a1 + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 Tur-8 CC398 1034 KK AOADBAO Turkey mest Food sample MRSA
a 1 ¢ 3 2 3 s 5 1 2 & 55 & 3 2 Tur-10 CC398 1034 HEAQADBQO Turkey meat Food sample MREA
@ 1 4 3 2 3 5§ 5 15 2 & 555 3 2 Tur-15 CCa9s 1034 HEAQADBQO Turkey mest Food sample MREA
a1 + 3 2 3 5 5 15 2 & ss5 s 3 2 Chi-3 CC398 1034 KK AOADBAO Chicken meat Food sample MRSA
a 1 ¢ 3 2 3 s 5 1 2 & 55 & 3 2 Chig CC398 1034 HEAQADBQO Chicken meat Food sample MREA
@ 1 4 3 2 3 § 5 15 2 & 5 5 3 2 241 CCa9s 1034 HEAQADBQO Poultry MSSA
a1 + 3 2 3 5 5 15 2 & 3 s 3 2 Tur-22 CC398 1034 KK AOADBAO Turkey mest Food sample MRSA
a 1 3 3 2 3 s 5 1 2 & 55 &5 3 2 2895 CC398 1034 HEAQADBQO Poultry MSSA
@ 1 3 3 2 3 § 5 15 2 & 555 3 2 5006 CCa9s 1034 HEAQADBQO Poultry MSSA
8 1 + 3 2 3 5 5 15 2 & ss s 31 2 Tur-g CC398 12346 FEAOBQQO Turkey meat Food sample MRZA
¥ T 4 3 2 3 3 5 5 2 & 555 3 2 829 CC398 ST398 1034 HEAQADBQO Swing Skin infection MREA
@ 1 4 3 2 3 3 5 15 2 & 555 3 2 Tur-11 CCa9s 1034 HEAQADBQO Turkey mest Food sample MREA
a1 + 3 2 3 3 5 15 2 & 65 5 3 2 36833 CC398 1034 KK AOADBAO Poultry MSSA
i1 4 3 2 3 5 5 52+ B 5 3 2 Tur-12 CC398 1011 HEAOBQO Turkey meat Food sample MREA
i1 4 3 2 3§ s 15 2 555 3 2 Tur-17 CCa9s 1011 HEAOBQO Turkey mest Food sample MREA
Tt + 3 W 3 s 5 15 2 & 3 s 3 2 Tur-5 CC398 1o KK AOBQO Turkey mest Food sample MRSA
#0743 2 3 5 5 5 2 & 45 5 3 2 963 CC398 1034 HEAQADBQO Swing Skin infection MSSA
@ 1 4 3 2 3 5§ 5 15 2 & 45 &5 3 2 2791 CCa9s 1034 HEAQADBQO Swine Skin infection MESA
Tt + 3 2 3 5 5 15 2 & 45 5 3 2 Tur-19 CC398 111 FEAOBQO Turkey meat Food sample MRZA
5 1 3 3 2 3 0§ 5 45 2 & 45 5 3 2 Tur-16 CC398 1693 UkJae Turkey meat Food sample MREA
4« 7 3 3 2 3 5 s 2 & 3 5 3 2 82745 CCa9s 13041 HEQOD Cat Respirdory tract infedion MREA
8 1 + 3 2 3 5 5 15 2 & 65 5 3 3 Trzazz4 CC398 15719 HHAOLDEQ Human
¥ 5 3 3 2 3 3 5 45 1 & 555 3 2 1 Tur-20 CC398 1034 HEAQADBQO Turkey meat Food sample MREA
F T 4 2 2 3 4 F oW B 3 4 5 3 3 A5 Treald0 15562 UGFMEBPE Human
L o203 booF o3 £ 3 £ 3 3 15 8263 1912 HFMEEBE cat Respirdory tract infection MSSA
B 6 4 1 2 3 4 4 AT 8 5 4 4 3 2 18 3665 1189 UJGFME Poultry MSSA
2 1 4 D 2 4 2 F O 3 T 3 253 4 35 140z cC133 ST133 12678 DG WJEMMMIG Shesp Skin colonizer MESA
2 1 o5 2 4 2 F G R 3 25 3 4 35 141a CC133 12678 D2ZKGF MJEMMMJQ Shesp Skin colanizer MSSA
2 07 4+ o5 2 4 2 8 @ 3 T 3 253 4 35 S0836# cC133 12678 D2AGFMJEMMMIG Shesp Skin colonizer MSSA
2 07 4+ o5 2 4 2 ® 8 3 T 3 253 4 3% 56327k cC133 12678 DG WJEMMMIG Shesp Skin colonizer MESA
2 1 o5 2 4 2 F G R 3 25 3 4 35 B5341d CC133 12678 D2ZKGF MJEMMMJQ Shesp Skin colanizer MSSA
12 1 ¢oo0s 2 4 2 5% % EI 325 3 4 a3 85893c CC133 12678 D2ZKGFMJEMMMIG Shesp Skin colonizer M3SA
moF 4 Os 2 4 2 B &€ 3 1 s 253 3 3§ 4283 CC133 Goa mik Food sample (survey) MSSA
1 F 4 05 2 4 2 B I I8 45 2 (%] 138 CC133 12678 D2ZKGF MJEMMMJQ Shesp Skin colanizer MSSA
" 8 4 05 2 4 2 § 1 EEE A & 38539a CC133 12678 D2ZKGFMJEMMMIG Sheep Skin colonizer M3SA
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S0836# CC133 12678 D2KGF W JE MMIG Shesp Skin colonizer MSSA

56327k cC133 12678 D2KGFMIE MMMIQ Shesp Skin colonizer MSSA
65341d cc133 12678 DIKGFMIE MMMIO Shesp Skin colonizer MSSA
85893 CC133 12678 DIKGFRLE MMMIG Shesp Siein colonizer 1354
cC133 Goa mik Food sample (survey) MSSA
cc133 12678 D2KGFWIE MMMIO Shesp Skin colonizer MSSA
cc133 12678 DIKGFMIE MMMIO Shesp Skin colonizer MSSA
CC133 12678 DIKGFMAIE MMMIG Shesp Skin colonizer M35
1742 12Z2GMIHZMMMMIG Shesp Mestitis MSSA
cc Human
ce a7 UJFKEPE Horse 1354
ce ST a7 UJFKEPE Horse Cemicd swek M35
cct a7 UJFKEPE Suine MM A-syncirom e MSSA
cc Couked heet Food sample (food posoring)  MSSA
ce 1354 HHIAKAOMG Svine Skin infection MS54
cct sT12 1160 LJFQPLM Human
13574 Z[E2MOMOO[r220M Unpssteurized mik cheese Food sample (food poisoning)  MSSA
oo STH 15 k0 Catle Maso-pharyngeal swak 1354
cear Unpasteurized mik chesse Food sample (food poisoning)  MSSA
cear 1267 UJGFMBEBERE Human
ccar STeF 12112 TJGFMEBEBERE Suine Skin infection MSSA
1164 UG2MFBELE Human
1164 UG2MFBELE Unpasteurized mik chesse Food sample (food poisoning)  MSSA
ccs 57247 051 YHFGFMBQBELO Human MRSA
ccs Dessert cream Food sample (food posoring)  MSSA
ccs Roasted lamb Food sample (food posoring)  MSSA
ccs ST247  t054 YHFFMBEBLO Human MRSA
ccs ST247 {008 YHGFMBGELO Human MRSA
ccs ST247  t0s2 “F GFMBRELD Human MRSA
ccs ST247 1051 YHF GF MBGELD Human MRSA
ccs sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
ccs sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
ccs ST247 1051 YHF GF MBGELD Human MRSA
ccs ST247 1051 YHF GF MBQBLO Human MRSA
ccs sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
ccs ST247 1051 YHF GF MBGELD Human MRSA
ccs ST247 1051 YHF GF MBGELD Human MRSA
ccs sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
ccs sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
Hammi0_43  €C8 ST247 1051 YHF GF MBGELD Human MRSA
Ham17_43  €C8 sT247 051 YHFGF MBQELO Human MRSA
Ham42_43  €CB sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
Hamm43_43  €C8 ST247 1051 YHFGF MBGELD Human MRSA
Ham31_s0  €C8 ST247 303 YHHF GFMBRELO Human MRSA
Hamd1_43  €CB sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
Hami8_43  €CB sT247 1051 THF GF MBGELD Human MRSA
TrSa24s ccs 11882 YHGFLMBGALO Human
Ham4d_s0 €CB sT247 051 YHFGF MBQELO Human MRSA
Ham26_S0  €CB sT247 200 YHF GF MBQBQBLO Human MRSA
Da-7740E  €CB food product Food sample (food prisoring)
Hamos_43  €C8 T8 1024 YGFMEQBELO Human MRSA
353E ccs Unpasteurized mik chesse Food sample (food poisoning)  MSSA
Ham02_S0  €CB T8 1008 YHGFMBGELO Human MRSA
Hamod_S0  €C8 T8 1008 YHGFMBQELO Human MRSA
Hamod_43  €CB T8 1008 YHGFMBGELO Human MRSA
sa2367 ccs 1008 YHGFMBGELO Dog Respiratory tract infection MSSA
8325 cce 1008 YHGFMBQELO Cat Skin infection MSSA
Ham13_43  €C8 ST155 1113 YGGELAELFO Human MRSA
Ham0E_43  €CB T8 1008 YHGFMBGELO Human MRSA
Ham03_s0  €CB T8 1008 YHGFMBGELO Human MRSA
Hamoz_43  €C8 T8 1008 YHGFMBQELO Human MRSA
Ham01 43 €CB T8 1008 YHGFMBGELO Human MRSA
sass ccs 1008 YHGFMBGELO Cat Citis externa MSSA
384F ccs Cooked heef Food sample (food posoring)  MSSA
se2a80 cce 19843 YHGELPO Cat Respiratory tract infection MSSA
301E ccs Unpasteurized mik chesse Food sample (food poisoning)  MSSA
Ham01 S0 €CB T8 K Human MRSA
Ham3s_s0  €C8 sTa54 009 YGFMBGBLGBLPO Human MRSA
Hami4_43  €CB sT254 t008 YGFMBGBLABLPO Human MRSA
Ham42_S0  €CB sT254 t008 YGFMBGBLABLPO Human MRSA
Ham4s_s0  €C8 sT246 1030 WEKARR Human MRSA
Ham3a_d3  €C8 sTza 1030 WEKARS Human MRSA
Hamid_s0  €CB sT241 1037 WOKADME Human MRSA
Hamz0_s0  €CB ST238 1037 WOKADME Human MRSA
Ham47_s0 €C8 sTza 1037 WGKADMG Human MRSA
Hami4_S0  €CB 57238 1030 WoKADS Human MRSA
Hami7_S0  €CB sT238 1037 WOKADME Human MRSA
Ham1g_s0  €C8 sT241 1037 WGKADMG Human MRSA
Hamz7_s0  €C8 sTza 1037 WEKADMG Human MRSA
Ham2B_S0  €CB 57238 1037 WOKADME Human MRSA
Hamoa_d3  €C8 ST239 1037 WOKADME Human
Hamo7_s0  €C8 sTza 1234 WGHADMOMS Human MRSA
B Ham3T43  ccs 575 178 TOZMEMDMGMMMK Human MRSA
sa675 ccs 100 THMBEMDMGMK Dog Respiratory tract infection MS54
W Hamzi_43  cCs sT2s o0 TOZMEMDMGMK Human MRSA
Ham3s_43  €CS sTas  tam TOZOMBMIC Human MRSA
B Ham#1_s0  cCs sT228 001 TOZMEMDMGMK Human MRSA
W HamiG 43 CCS sT228 01 TOZMEMDMGMK Human MRSA
B Hamz2o43  cCs sT2s o0 TOZMEMDMGMK Human MRSA
B Ham3 43 CCs sT228 001 TOZMEMDMGMK Human MRSA
W Ham3i4s  CCs sT228 01 TOZMEMDMGMK Human MRSA
B Ham3s_43  ccs sT2s o0 TOZMEMDMGMK Human MRSA
B Hamdn_43  cCs sT226 o0 TOZMEMDMGMK Human MRSA
W Ham3s 43 CCs STzt TOZMEMDMGMK Human MRSA
B Ham3s4s  ccs sTae  t6e TOZMEGMK Human MRSA
B Hamdo_s  cCs sT28 0 TOZMEMDMGMK Human MRSA
W Hamis 43 CCS sT228 01 TOZMEMDMGMK Human MRSA
B oTud ccs 1002 TIMEMDMGMIC Turkey mest Food sample MRSA
Tur-2 ccs 1002 TIMEMDMGHMIC Turkey mest Food sample MRSA
B 0652243 CCS Foulry MSSA
o ccs 1002 TIMEMDMGMI P oultry M35
m o ccs 1002 TIMEMDMGHMIC P oultry MSSA
TR ccs 1002 TIMEMDMGMI P cultry MS54
] ccs 1002 TIMEMDMGMI P cultry MS54
22 ccs 1002 TIMEMDMGHMIC P oultry MSSA
B Hamioso  CCS TS 1002 TMEMDMGMIC Human MRSA
ERE] ccs 12308 TJMEMMDMGMK P cultry MS54
m sos ccs 12308 TJMBMMDMGMK P oultry MSSA
605 ccs 198344 TUMBMDMGMEK P oultry MSSA
m s ccs 19844 TUMBMDMGMBK P oultry MSSA
| ERE: ccs 19844 TMBMDMGMBK P oulry M3SA
T ccs 1214 TIMEMDMGHIKKC P oultry MSSA
om0 ccs 1002 TIMBMDMGMK Foulry MSSA
W s ccs 1002 TIMEMDMGMIC P oultry M35
Wz ccs 1002 TIMEMDMGHMIC P oultry MSSA
B Hamz3_s0  CCs 575 1045 THMDMGMK Human MRSA
B Ham3d s CCs TS 1045 THMDMGMK Human MRSA
W Hamzi_s  cCs TS 1001 TOZMEMDMGMK Human MRSA
W Trsae2 ccs Human
TR ccs Roasted pork Food sample (food poisoring)  MSSA
CE=t ccs 1002 TIMEMDMGHMIC Cat Respiratory tract infection MSSA
Ham4a_s0  €C22  ST22 toaz TJJEJNFZMNFZMOMOKR  Human MRSA
Ham2s 43  €C22  ST22 1032 TJEJNFZMNFZMOMOKR  Human MRSA
Hamzi 0 €Cz2  §T22 022 TJEJNFMNFIMOMOKR  Human MRSA
Ham2E_43  ccz2  sTa2 02z TJEJNFZMNFZMOMOKR  Human MRSA
Hamzz_s0  €C22  ST22 1022 TJEJNFZMNFZMOMOKR  Human MRSA
Ham2z7_43  €C22  §T22 11275 TJIEJOMOKR Human MRSA
Trsu20 cczz 1240 IR NGKBKGLE Human
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Figure S2.Minimum spanning tree showing the relative discriatory power of MLVA-8inoven @Nd
MLVA-16 orsafor typing CC398.

- 1011 (XKAOBQO)
@ 6574 ([r385]KAOBQO)
() 1034 (XKAOAOBQO)
@ 12346 (xkAOBQQO)
() 13041 (xKQ0)

() t899 (UKJAB)
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Figure S3.Minimum spanning tree for the poultry isolates.

The minimum spanning tree is identical to the dm@as in Figure 4, with the following color code.
All human isolates are grayed, MSSA animal and fisothtes are shown in green, MRSA isolates in
red. Poultry isolates collecting from living anireare cross-hatched with horizontal lines. Poultry
isolates from food products are cross-hatched wvéttical lines. The MSSA CC45 poultry isolate was
collected from a cooked chicken involved in a fgadsoning event.

@
© 4.0".
@

®

CC51

Human isolates
Bl MRSAisolates
Ml MRSA poultry food isolates
CCs I MSSA isolates
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Figures et tableaux supplémentaires de l'article 4

Table Sl.Isolates useih this study.

Strain ID  Sampling date Geographic origin CcC Mt;;)/: Host  Physiological origin MetR Collaboration
17B 2003 Aveyron, France CC130 1 Sheep  Subclimizetitis INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
79F 1998 Cotes d'Armor, France CC130 2 Sheep @limastitis INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
74P 2010 Aveyron, France CC130 3 Sheep Clinicatitisas INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
27B 1997 Aveyron, France CC130 3 Sheep Clinicaltitas INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
084G 2004 Banon, Alpes de Haute Provence, France 13CC 4 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilly, FIBERT
Touffue D 2004 Banon, Alpes de Haute Provence,d&ran CC130 5 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilfy,GILBERT
3D 2005 Banon, Alpes de Haute Provence, France CC13 6 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilly, F. BERT
6D 2004 Banon, Alpes de Haute Provence, France  CC13 6 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilly, F. BERT
20D 2005 Banon, Alpes de Haute Provence, France 3CCl1 7 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilly, F. IGERT
Timili D 2004 Banon, Alpes de Haute Provence, Feanc CC130 8 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilfy, GILBERT
MT8773 2008 Montmartin-en-Graignes, Manche, Frand8C151 9 Cattle Mastitis MSSA LDA50, M. TREILLES
MT9353 2009 Remilly-sur-Lozon, Manche, France CC151 9 Cattle Mastitis MSSA LDA50, M. TREILLES
91166 2006-2009 54608 Mutzenich, Germany CC151 9 ttleCa Clinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
91594 2006-2009 35104 Lichtenfels, Germany CCi151 9Cattle Clinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
91597 2006-2009 34513 Waldeck, Germany CC151 9 leCatt Clinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
91844 2006-2009 99819 Marksuhl, Germany CC151 9 tleCatSubclinical mastitis ~ MSSA FLI, S. SCHWARZ
93861 2006-2009 34359 Reinhardshagen, Germany CC15m8 Cattle Clinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
MT8259 2008 Saint-Pierre-Langers, Manche, France 151C 10 Cattle Mastitis MSSA LDA50, M. TREILLES
93225 2006-2009 95473 Haag, Germany CC151 11 Cattle  mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
90104 2006-2009 31535 Neustadt, Germany CC151 12 ttleCa mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
92917 2006-2009 27607 Langen, Germany CC151 13  leCatt mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
91051 2006-2009 38871 Langen, Germany CC479 14 leCatt mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
91866 2006-2009 07751 Sulza, Germany CC479 14 eCattl mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
91920 2006-2009 68642 Burstadt, Germany CC479 15 ttleCa Subclinical mastitis ~ MSSA FLI, S. SCHWARZ
90139 2006-2009 63628 Bad Soden-Salmiinster, Germa§C479 16 Cattle  Subclinical mastitis MSSA FLISEHWARZ
90102 2006-2009 31535 Neustadt, Germany CC479 17 ttleCa mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
92966 2006-2009 07937 Silberfeld, Germany CC479 18Cattle  Subclinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
BZ8 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil Cc1 19 |€att Subclinical mastitis ~ MSSA FLI, S. SCHWARZ
BZ12 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil CC1 19 tl€at Subclinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
BZ6 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil Ccc1 20 |€att Subclinical mastitis ~ MSSA FLI, S. SCHWARZ
BZ10 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil CC1 21 tleat Subclinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
BZ3 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil Ccc1 22 |€att Subclinical mastitis ~ MSSA FLI, S. SCHWARZ
BZ9 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil CC1 23 |€att Subclinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
15D 2004 Banon, Alpes de Haute Provence, France 0CC3 24 Goat  Subclinical mastitis INRA Nouzilly, F.I®BERT
BZ19 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil CC30 25 ttl€a Subclinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
MT9350 2009 Remilly-sur-Lozon, Manche, France 26 ttlea Mastitis MSSA LDA50, M. TREILLES
BZ23 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil 27 Cattl&ubclinical mastitis MSSA FLI, S. SCHWARZ
9A 1995 Pyrénées-Atlantiques, France 28 Sheep Midadimastits ~MSSA INRA-ENVT Toulouse, D. BERGOER
58H 2000 Aveyron, France 29 Sheep  Subclinical misisti INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
Bz4 1992-1993 Rio Grande do Sul, Brazil CC133 30 ttl€a Subclinical mastits ~ MSSA FLI, S. SCHWARZ
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BZ15
MT8168
91793
93822
MT8251
91592
90088
90105
MT8141
MT8064
MT8604
34L
63P
52B
91537
232D
2G
56C
29A
34A
61B
74D
47B
3187D
D4-113-17
D8-660-22
D9-786-04
2A
34G
358G
1F
MT8477
90181
BZ5
MT8066
MT8099
MT8314
MT9030
MT8434
MT8348
MT8582
MT8333
92554
90178
91794
MT9379

1992-1993
2008
2006-2009
2006-2009
2008
2006-2009
2006-2009
2006-2009
2008
2008
2008
2003
2010
1997
2006-2009
1983
2005
1998
2003
1997
1998
1996
2003
2004
1978
1993
1995
1996
2005
2005
2001
2008
2006-2009
1992-1993
2008
2008
2008
2009
2008
2008
2008
2008
2006-2009
2006-2009
2006-2009
2009

Rio Grande do Sul, Brazil CC133 30 attle Subclinical mastitis MSSA

Acqueville, Manche, France CC133 31 tl€at Mastitis MSSA
31275 Lehrte, Germany CC133 32 eCatt mastitis MSSA
64832 Babenhausen, Germany CC133 Fattle Clinical mastitis MSSA
Saint-Romphaire, Manche, France CC133 3 3 Cattle Mastitis MSSA
35625 Hittenberg, Germany CC133 3Cattle Clinical mastitis MSSA
36466 Wiesenthal, Germany CC133 3% attle mastitis MSSA
46348 Raesfeld, Germany CC133 36 ttleCa mastitis MSSA
Lessay, Manche, France CC133 37 Cattle  Mastitis MSSA
Auvers, Manche, France CC133 38 Cattle  Mastitis MSSA
Camprond, Manche, France CC133 39 eCattl Mastitis MSSA
Aveyron, France CC133 40 Sheep  Subclimtitis
Aveyron, France CC133 41 Sheep Clinicatitsa
Aveyron, France CC133 42 Sheep Clinicatitis
82547 Eurasburg, Germany CC133 43 attleC mastitis MSSA
Vienne, France CC133 43 Goat Mastitis SKMS
Banon, Alpes de Haute Provence, France 38C1 44 Goat  Subclinical mastitis
Pyrénées-Atlantiques, France CC133 45  pShesubclinical mastitis
Pyrénées-Atlantiques, France CC133 45  BheeClinical mastitis
Pyrénées-Atlantiques, France CC133 45  BheeClinical mastitis
Pyrénées-Atlantiques, France CC133 46  BSheBubclinical mastitis
Pyrénées-Atlantiques, France CC133 46  @BSheBubclinical mastitis
Aveyron, France CC133 a7 Sheep Clinicatitis
Banon, Alpes de Haute Provence, FranceC138 48 Goat  Subclinical mastitis
Charente-Maritime, France CC133 49 oatG Subclinical mastitis
Deux-Sevres, France CC133 50 Goat bcligical mastitis
Cher, France CC133 51 Goat  Subalini@stitis
Pyrénées-Atlantiques, France CC133 52 Sheeglinical mastitis
Sainte-Maure, Indre et Loire, France CC13353 Goat  Subclinical mastitis
Sainte-Maure, Indre et Loire, France @C13 54 Goat  Subclinical mastitis
Aveyron, France CC133 55 Sheep  Subclinieasititis
Courcy, Manche, France CC5 56 Cattle stia MSSA
37276 Meinhard, Germany CC22 57 tleCat Clinical mastitis MSSA
Rio Grande do Sul, Brazil 58 Cattle ub@inical mastitis ~ MSSA
Saint-Laurent-de-Terregatte, Manche,
France CC20 59 Cattle Mastitis MSSA
Saint-Pair-sur-Mer, Manche, France CC20 59 Cattle Mastitis MSSA
Sartilly, Manche, France CC20 59 Cattle  Mastitis MSSA
Coudeville-sur-Mer, Manche, France CC20 59 Cattle Mastitis MSSA
Carquebut, Manche, France CC20 60  eCattl Mastitis MSSA
Quetteville, Calvados, France CC20 61 attl€ Mastitis MSSA
Fougerolles-du-Plessis, Mayenne, Franc€EC20 62 Cattle Mastitis MSSA
Saint-Cyr-du-Bailleul, Manche, France C20 63 Cattle Mastitis MSSA
87459 Pfronten, Germany Ccc7 64 leCatt mastitis MSSA
35274 Kirchhain, Germany CC8 65 tleCat Clinical mastitis MSSA
31515 Wunstorf, Germany CCs8 66 leCatt mastitis MSSA
Saint-Brice-de-Landelles, Manche, Feanc CC97 67 Cattle Mastitis MSSA
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FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
FLI, S. SCHWARZ
ANSES, M.-L. DE BUYSER
INRA Nouzilly, FIBERT
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGIER
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONRE
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONRE
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGER
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGER
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
INRA Nouzilly, GILBERT
INRA Nouzilly, F. GILBERT
INRA Nouzilly, F. GILBERT
INRA Nouzilly, F. GILBERT
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
INRA Nouzilly, F. BERT
INRA Nouzilly, F. I®BERT
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGONIER
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ

LDA50, M. TREILLES



MT9385
MT8189
MT9342
MT8187
MT8763
MT8130
MT9094
MT8085
MT8671
MT9306
MT8134
MT8775
MT8741
MT8059
MT9347
90745
MT8395
90756
MT8269
MT8765
BZ11
92275
BZ13
MT8360
BZ1
BZ16
BZ17
BZ18
MT8164
MT8343
91591
MT9279
BZ21
MT9315
BZ7
MT9359
7H
MT8065
MT8074
92344
MT8041
MT8042
90758
91586
90145
MT8002

2009
2008
2009
2008
2008
2008
2009
2008
2008
2009
2008
2008
2008
2008
2009
2006-2009
2008
2006-2009
2008
2008
1992-1993
2006-2009
1992-1993
2008
1992-1993
1992-1993
1992-1993
1992-1993
2008
2008
2006-2009
2009
1992-1993
2009
1992-1993
2009
1996
2008
2008
2006-2009
2008
2008
2006-2009
2006-2009
2006-2009

2008

Feugeéres, Manche, France
Muneville-sur-Mer, Manche, France
Rocheville, Manche, France
Muneville-sur-Mer, Manche, France
Parigny, Manche, France

Pont-Hébert, Manche, France

Saint-Martin-le-Bouillant, Manche, Fcan CC97

Hauteville-la-Guichard, Manche, France CC97 74

Saint-Jean-des-Champs, Manche, FranceC97C 75

Le Teilleul, Manche, France
Cambernon, Manche, France

Saint-L6, Manche, France

Saint-Georges-de-Bohon, Manche, Frand@C97 79

Saint-Sauveur-la-Pommeraye, Manche,
France

Bacilly, Manche, France
36115 Ehrenberg, Germany

Le Mesnil-Villeman, Manche, France
34508 Willingen, Germany

Baudreville, Manche, France

Saint-Jean-des-Champs, Manche, FranceC97C 86

Rio Grande do Sul, Brazil
07381 Bodelwitz, Germany
Rio Grande do Sul, Brazil
Montgothier, Manche, France
Rio Grande do Sul, Brazil
Rio Grande do Sul, Brazil
Rio Grande do Sul, Brazil
Rio Grande do Sul, Brazil
Drubec, Calvados, France
Drubec, Calvados, France
36157 Ebersberg, Germany
Subligny, Manche, France
Rio Grande do Sul, Brazil
Saint-Michel-de-Montjoie, Manche,
France
Rio Grande do Sul, Brazil
Reffuveille, Manche, France
Pyrénées-Atlantiques, France
Saint-Laurent-de-Terregatte, Manche,
France
Saint-Laurent-de-Terregatte, Manche,
France
65589 Hademar, Germany
Chevreville, Manche, France
Chevreville, Manche, France
36110 Schlitz, Germany
36145 Hofbieber, Germany
37296 Ringgau, Germany

Saint-Jean-de-Daye, Manche, France

CC97 68 Cattle Mastitis
CC97 69 Cattle Mastitis
CC97 70  I€att Mastitis
CCo7 71 Cattle Mastitis
CC97 71 Cattle  Mastitis
Cco7 72 tleCat Mastitis
73 Cattle Mastitis
Cattle Mastitis
Cattle Mastitis
CCco7 76  tleat Mastitis
CC97 77 &Cattl Mastitis
Ccco7 78 Cattle  Mastitis
Cattle Mastitis
CC97 80 Cattle Mastitis
Ccco7 81 Cattle Mastitis
CC97 82 ttleCa Subclinical mastitis
CC97 83 Cattle Mastitis
CC97 84 ttl€a Subclinical mastitis
CCco7 85 tl€at Mastitis
Cattle Mastitis

Cco7 87 ttl€a Subclinical mastitis
CC97 88 ttleCa Subclinical mastitis
Cco7 89 ttl€a Subclinical mastitis
CC97 90 ti€at Mastitis
CcCco7 91 tleat Subclinical mastitis
CC97 91 ttl€a Subclinical mastitis
Cco7 91 ttl€a Subclinical mastitis
CC97 91 ttl€a Subclinical mastitis
CCo7 92 Cattle  Mastitis
CC9o7 92 Cattle  Mastitis
Ccco7 93 ttleCaSubclinical mastitis
CCo7 94 Cattle  Mastitis
Cco7 95 ttl€a Subclinical mastitis
96 Cattle Mastitis
96 Cattle ub@inical mastitis
97 Cattle ashitis
98 Sheep Bidatimastitis
CC9 99 Cattle Mastitis
CCo 99 Cattle Mastitis
CC9 100 leCatSubclinical mastitis
CC9 101 tl€at Mastitis
CC9 101 ti€at Mastitis
CC9 102 leCattSubclinical mastitis
CC9 102 ttleCa Clinical mastitis
CC9 103 leCatt Clinical mastitis
CC9104  Cattle Mastitis

MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
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LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDAS50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDAS50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
LDA50, M. TREES
LDAS50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
LDAS50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
LDAS50, M. TREILLES
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
LDAS50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
LDAS50, M. TREILLES
INRA-ENVT Toulouse, D. BERGOER
LDA50, M. TREES
LDA50, M. TREES
FLI, S. SCHWARZ
LDA50, M. TREILLES
LDAS50, M. TREILLES
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ
FLI, S. SCHWARZ

LDA50, M. TREILLES



MT8682
MT8101
M51
M53
M1
M3
M5
M12
M40
M50
M60
M7
M44
M58
M2
M11
M6
M9
32D
MT9057

2008
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2005
2009

Saint-Céme-du-Mont, Manche, France
Saint-Come-du-Mont, Manche, France
74589 Satteldorf, Germany
Baden-Wiurttemberg, Germany

32257 Bunde, Germany
89296 Osterberg, Germany
27446 Farven, Germany
49328 Melle, Germany
Baden-Wirttemberg, Germany
Baden-Wiurttemberg, Germany
Baden-Wirttemberg, Germany
Bayern, Germany
Baden-Wirttemberg, Germany
Baden-Wiurttemberg, Germany
32469 Petershagen, Germany
26655 Westerstede, Germany
26901 Lorup, Germany

Bayern, Germany

Banon, Alpes de Haute Provence, France 5CC2 114

Herqueville, Manche, France

CC9 104 Cattle Mastitis
CC9105 Cattle Mastitis
CC398 106 CattBubclinical mastitis
CC398 106  €attBubclinical mastitis
CC398 107 Cattle Elimnastitis
CC398 107  Cattle linic&l mastitis
CC398 107 Cattle  ic@limastitis
CC398 107  Cattle iCdihmastitis
CC398 107  €attBubclinical mastitis
CC398 107  €attBubclinical mastitis
CC398 107  €attBubclinical mastitis
CC398 108  Cattle  Subclimesstitis
CC398 108  €attBubclinical mastitis
CC398 109  €attBubclinical mastitis
CC398 110 Cattl€linical mastitis
CC398 111  eCattl Clinical mastitis
CC398 112 Cattle iGinmastitis
CC398 113 Cattle  Subclimesstitis
Goat  Subclinical mastitis
115  Cattle  Mastitis

MSSA LDA50, M. TREILLES
MSSA LDA50, M. TREILLES
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MRSA FLI, S. SCHWARZ
MSSA INRA Nouzilly, GILBERT
MSSA LDA50, M. TREILLES

Table S2.Allelic richness and diversity per locus and faclke family (human-related, animal-specific,
mammary gland-adapted).

VNTR

Human-predominant
(Allelic richness -
Allelic diversity

Animal-predominant
(Allelic richness -
Allelic diversity

[standard deviation of 5%) [standard deviation of 5%) [stan

Mammary gland-
predominant

(Allelic richness -

Allelic diversity

dard deviation of 5%)

Sa0122
Sa0311
Sa0387
Sa0550
Sa0684
Sa0964
Sal097
Sallo4
Sal729
Sal866
Sa0266
Sa0704
Sall32
Sal291
Sa2039
Sa2511

12 - 0.7833 [0.7446,0.8219]
5 - 0.6683 [0.6272,0.7093]
7 - 0.7482 [0.7115,0.7849]
4 -0.3981 [0.3127,0.4836]
4 - 0.6125 [0.5601,0.6648]
6 - 0.7033 [0.6737,0.7329]
15 - 0.7823 [0.7308,0.8338]
7 - 0.6965 [0.6575,0.7354]
7-0.7121 [0.6725,0.7517]
4 - 0.4908 [0.4141,0.5675]
6 - 0.6475 [0.6130,0.6820]
9 - 0.8115 [0.7878,0.8351]
10 - 0.7040 [0.6612,0.7467]
9 - 0.6957 [0.6427,0.7487]
6 - 0.6880 [0.6370,0.7390]
14 - 0.8760 [0.8555,0.8966]

13 - 0.8474 [0.822608
5 - 0.6346 [0.5711,01498
6 - 0.5829 [0.5211,08344
2 - 0.0106 [0.0000,05)31
3 - 0.4388 [0.3626,00315
7 - 0.7393 [0.7096,09]68
8 - 0.7130 [0.6829,8074

8 - 0.6967 [0.6659,04]27
8 - 0.7490 [0.7157,04182
4 - 0.2906 [0.2132,00368
7 - 0.6805 [0.6433,08]17
6 - 0.7378[0.7111,06]64
7 - 0.7296 [0.6986,05]6

11 - 0.8314 [0.8079,8%85
5 - 0.5326 [0.4660,0399
11 - 0.7719 [0.73389%

5-0.6182 [0.4758,0.7607]
2 - 0.4843 [0.3880,0.5807]
2 - 0.4615 [0.3406,0.5825]
1 - 0.0000 [0.0000,0.0000]
2 - 0.3590 [0.1812,0.5368]
4 - 0.5641 [0.3873,0.7409]
3-0.6724[0.6173,0.7274]
6 - 0.7721 [0.7001,0.8440]
4 - 0.6980 [0.6283,0.7677]
6 - 0.7436 [0.6439,0.8433]
4 - 0.5726 [0.4606,0.6847]
4 - 0.5185 [0.3347,0.7024]
6 - 0.7835 [0.7020,0.8649]
6 - 0.7607 [0.6759,0.8455]
5 - 0.6610 [0.4947,0.8272]
7 - 0.7692 [0.6651,0.8733]

MLVA-
1 60rsa§

105 - 0.9863 [0.9794,0.9931]

106 - 0.9755 [0.969B69]

18 - 0.9316 [0.8595,1.0000]
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Figure S1.Dendrogram deduced from the clustering of the 353ureugnastitis-associated isolates
using MLVA-16q.s2y The color code reflects MLVA clusters when using 45% cutoff.
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&S F 5. P, T Y ©W Mm@ W N BN B ®n o n N Wn StrainID CC sT spa spatype MT MetR Host Geographic erigin Sampling date
s 6 2 1 2 2 2 7 M 4 3 3 2 25 5 35 178 cc1a ZrazMom " 1 Sheep  Awveyon, France 2003
& 6 2 1 2 2 2 7 M 5 3 3 2 25 5 35 o cc1a ZrazMMom 2 Sheep  Cétes di&mor, France 1998
s 6 2 1 2 2 4 8 M 4 5 2 2 35 5 55 74P CCI30 ST20M11  IrazMOM [LECER] Sheep  Aveyron, France 2010
69 s 6 2 1 2 2 4 8 M 4 5 2 2 35 5 55 278 ccan 3 Sheep  Aveyron, France 1997
2 6 2 1 2 2 2 1 M 4 5 1 4 35 4 355 0846 ccan 4 Goat  Banon, Apes de Haute Provence, France 2004
2 6 2 2 2 2 2 1 1 4 5 1 2 35 4 355 Toute D CC130 ST130 2w 1524 5 Goal  Banon, Apes de Haule Provence, France 2004
2 6 2 2 2 2 2 1. M s 5 1 4 3s 55 a cc1an 3 Goat  Banon, Apes de Haute Provence, France 2005
2 2 o2 2 2 2 1M 5 4 35 D ccan 3 Goat  Banon, Apes de Haute Provence, France 2004
s 6 2 2 2 2 2 1 1 § 5 1 4 35 4 55 200 cC130 Trazmom w7 Goal  Banon, Apes de Haule Provence, France 2005
18 2 2 2 2 2 1 M 5 5 1 4 35 4 45 Timili D 130 z 528 & Goal  Banon, Apes de Haule Provence, France 2004
2 5 3 1 2 2 2 1 8 3 7 051 05 3 1 MTET?3  CCISt ST54 1B 529 9 M3S4  Calfle  Mantmartin-en-Graignes, Manche, France 2008
2 5 3 1 2 2 2 1 8 3 7 051 05 3 1 M35 Co1st e M3S4  Calfle  Remily-surLozn, Menche, France 2008
2 s 3 1 2 2 2 41 8 3 7 051 05 3 1 31166 ceist e M3S4  Calfle 54808 Mitzenich, Germany 2008-2009
2 s 3 1 2 2 2 1 8 3 7 051 05 3 1 91594 cetst a MSSA  Caffle 35104 Lichtenfels, Germany 2006-2009
2 5 3 1 2 2 2 41 8 3 7 051 05 3 1 91597 cetst a MSSA  Calle 34513 Wadeck, Gemany 2006-2008
2 s 3 1 2 2 2 1 8 3 7 051 08 3 1 B cetst a MSSA  Calle 99819 Marksuhl, Germany 2006-2008
2 s 3 1 2 2 2 1 8 3 7 051 05 3 1 93861 ccist a MSSA  Cafle 34359 Reinhardshagen, Germany 2006-2009
2 5 & 1 2 2 2 1 @& 3 B 051 08 3 1 MTE259  CCIst 10 MSSA  Cafle  Saint.Pieredangers, Menche, France 2008
73 2 5 3 1 2 2 2 1 @& 3 & 051 05 3 1 53225 ceist 1 M354  Calle 95473 Haag, Gemany 2008-2009
2 5 3 1 2 2 2 1 a 2 7 051 0§ 2 1 a0i0d ceist 12 M354  Calfle 31535 Neustadt, Gemany 2008-2009
2 7 3 1 2 2 8 1 8 8 7 4 1 05 2 25 2017 ccist p:| 528 13 MSS4  Caffle 27607 Langen, Germany 2008-2009
5 5 3 1 2 4 5 B 16 2 4 2 4 2 3 35 91081 CC47e ST47 IDMNQ 12673 14 MSS4  Celle 38871 Langen, Germany 2008-2009
s 5 3 1 2 4 & B 16 2 4 2 4 2 3 35 91566 ccarg 14 M354  Callle 07751 Sulzm, Gemany 2008-2009
5 5 3 2 2 4 8 B 18 2 4 2 4 3 3 91920 ccarg 15 M354  Calfle 68642 Birstat, Gemany 2008-2009
80 15 3 2 2 4 B B 16 2 4 2 4 2 3 45 20138 ccarg z 528 18 M3S4  Calfle 63528 Bad Scden-Salminster, Gemany  2006-2009
s s 3 2 2 4 5 B 16 2 4 2 5 3 3 35 20102 ccarg DMNQ 12673 17 M3S4  Calle 31535 Heustsdt, Gemany 2008-2009
4 6 3 2 2 4 6 B 6 3 4 2 2 2 3 1 2966 ccarg DMM 30 18 MSSA  Cafle 07937 Siberfel, Germany 2006-2009
6 5 4 1 2 4 8 1 12 2 4 3 3 2 1 25 BIs cct UJFKPE tgz2 13 MSSA  Cafle  Rin Grande oo Sul,Brazi 1992-1993
& & 4 1 2 4 8 1 12 2 4 3 3 2 1 25 BI12 cet 13 MSSA  Caffle  Rio Grande do Sul, Brazil 19921993
82 7 s 4 1 2 3 8 1 1 2 4 3 3 3 1 25 BI5 cct i) MSSA  Cafle  Rin Grande oo Sul,Brazi 1992-1993
5 5 2 1 2 4 8 1 %6 3 4 3 3 2 1 25 BI10 cct UKBPE [LIER.-] MSSA  Cafle  Rin Grande oo Sul,Brazi 1992-1993
7 4 2 1 2 4 B 1 1 4 4 3 3 3 1 25 BI3 cct 22 MSSA  Cafle  Rin Grande oo Sul,Brazi 1992-1993
7 5 4 1 2 4 M 1 18 4 4 3 3 3 1 15 Bz3 cet 25 M354  Calfle  Rio Grande do Sul,Brazil 1592-1863
a 4 3 2 2 3 3 4 M 3 5 2 5 2 4 45 15D ccan 24 Goal  Banon, Apes de Haule Provence, France 2004
@ 8 3 1 2 3 3 4 @ 3 5 2 5 2 6 2 BI19 ccan % M354  Calfle  Rio Grande do Sul,Brazil 1592-1863
& 7 2 1 2@ 3 3 10 17 3 5 2 4 2 3 MT 8350 IDMDMHKE I M354  Calfle  Remily-surLozn, Menche, France 2008
& 7 3 0525 3 3 3 17 13 3 05 3 3 3 35 BI23 DMIGDMO [IEN M3S4  Celfle  Rio Grande do Sul,Brazil 1992-1993
_l: 12 7 S 3 45 4 2 8 8 3 75 45 2 3 3 65 a8 I2Z2GMIHZMMMMICFA2 28 MSSA  Sheep  Fyrénées-Abiantiques, France 1995
@ 7 5 3 2 4 4 8 1@ 3 75 45 2 3 1 55 E: IZZ2GJHIMMMM 13584 29 Sheep  Awveyon, France 2000
a 8 s 052 2 2 8 1% 3 9 1 25 3 4 35 B4 cc3s 30 M3S4  Calfle  Rio Grande do Sul, Brazil 1992-1993
a 8 5 052 2 2 8 6 3 9 1 25 3 4 35 BI1S cci33 30 MSSA  Cafle  Rin Grande oo Sul,Brazi 1992-1993
3 7 5 05 2 2 2 8 6 3 9 4 25 3 4 35 MTEIES  CC133 El MSSA  Cafle  Acouedle, Manche, France 2008
s & & 05 2 4 2 B 16 3 8 4 25 3 4 35 91793 cci33 32 MSSA  Cafle 31275 Lefrte, Germany 2006-2009
s 8 s 05 2 4 2 8 16 3 9 4 25 3 4 35 93822 cc33 a2 MSS&  Cafls 64832 Bakennausen, Germany 2006-2009
s 8 s 05 2 4 2 8 16 3 8 3 25 3 4 35 MTE2S1  Co133 3 MSS&  Cafle  SaintRomphare, Manche, France 2008
: 8 5 05 2 4 2 8 16 3 9 § 25 3 4 35 91592 cci33 34 MSSA  Cafle 35625 Hilterisery, Gemnany 2006-2009
3 8 4 05 2 4 2 8 16 3 89 4 25 3 4 35 a0055 cC133 3 M354  Calle 36456 Wieserthal, Germarry 2008-2009
3 8 2 052 4 2 8 16 3 8 5 25 3 4 35 a010s cC133 3 M354  Calle 46348 Raesfed, Germany 2008-2009
3 8 2 052 3 2 8 16 3 8 4 25 3 4 35 MTEI41 ColEs D200 taps 37 M354  Calle  Lessay, Manche, France 2008
3 8 5 052 4 2 8 16 3 9 6 25 3 4 45 MTE084  CT133 k) M3S4  Calfle  Auvers, Manche, France 2008
3 8 3 052 4 2 8 16 3 9 4 25 3 4 45 MTEE4  CCAED ) M3S4  Calfle  Camprond, Manche, France 2008
2 8 4 052 3 2 8 6 3 7 4 25 3 4 35 3L cet3s 40 Sheep  Aweyron, France 2003
12 8 4 05 2 3 2 8 16 3 7T 4 25 3 4 35 B3P cet3s 4 Sheep  Aveyron, France 2010
9 8 4 05 2 3 2 8 16 3 7 4 25 3 4 35 528 cc13 D2HGFMUEMMMMMIQESED 42 Sheep  Awveyon, France 1997
2 8 4 05 2 4 2 8 16 3 7T 4 25 3 4 35 91537 cci33 43 MSSA  Cafie 62547 Eumshurg, Gemany 2006-2009
2 8 4 05 2 4 2 8 16 3 7T 4 25 3 4 35 2320 cci33 43 MSSA  Goat  Vienne, France 1983
M B 4 05 2 4 2 & 16 3 T 4 25 3 4 35 26 cci33 4 Goat  Banon, Apes de Haute Provence, France 2005
12 8 4 05 2 4 2 & 16 3 8 3 25 3 4 35 60 cc3s s Sheep  Pyrénges-Atlantiques, France 1998
2 8 4 05 2 4 2 8 16 3 8 3 25 3 4 35 298 cc33 a5 Sheep  Pyrénées-Atlantiques, France 2003
12 08 4 05 2 4 2 8 16 3 9 3 25 3 4 35 344 cci3s 4 Sheep  Pyrénées-Allantioues, France 1997
1208 4 05 2 4 2 8 18 3 9 4 25 3 4 35 L] cC133 45 Sheep  Pyrénées-Aflantioues, France 1398
128 4 05 2 4 2 8 18 3 9 4 25 3 4 35 74D cC133 45 Sheep  Pyrénées-Allantiques, France 1396
12 8 2z 052 3 2 8 16 3 7T 3 25 3 4 35 478 cc13 a7 Sheep  Awveyon, France 2003
M 8 4 052 4 2 8 16 3 7T 3 1 3 4 35 D CC13 45 Goal  Banon, Apes de Haule Provence, France 2004
12 8 s 05 2 3 2 8 16 3 9 S5 1 3 4 35 D4-11347  CC133 43 Goal  Charente-Maritime, France 1978
2 8 5 052 3 2 8 8 3 7 4 1 3 4 35 DE-£E022 CC133 50 Got  DeuxSéwes, France 1293
& 8 4 052 & 2 8B 16 3 5 3 2 3 4 35 Da.TEE04  CC133 51 Gost  Cher, France 1995
64 2 8 4 05 2 4 2 89 16 3 7T 5 25 3 4 3 28 cci33 52 Sheep  Pyrénées-Afiantiques, France 1295
a 7 4 052 3 2 3 16 3 8 2 25 3 35 346 cci33 53 Goat  Sairte-Maure, Inche et Loive, France 2005
& 7 4 082 & 2 3 16 3 8 & 25 & 35 3586 cci33 54 Goat  Sairte-Maure, Inche et Loive, France 2005
43 8 4 05 2 2 2 7 16 3 8 3 25 1 4 3 1F cci33 DZHGFMJEMMMMIGISSS 55 Sheep  Aveyron, France 2001
Ww & 1 2 3 2 2 B 15 7 7 4 3 3 3 3 MTB4TT  CCS 3 MSSA  Cafle  Courey, Menche, France 2008
12 B 4 2 2 4 2 B 19 157 4 2 3 2 55 amE ccz TUENCMOMOKR 1005 57 MSSA  Cafle 37276 Menhard, Gemneny 2006-2009
& 7 4 2 3 4 4 10 1@ 8 3 4 3 3 3 15 BI5 UEBBPE 12815 85 M354  Calfle  Rio Grande do Sul,Brazil 1592-1863
& 5 3 3 2 2 5 2 18 3 9 10 4 3 2z 3 MTB0EE  CC20  ST389  UGZMFBBLE e sa MSS&  Cafls  Laurentde-Temsgatte, Menche, France 2008
& 5 3 3 2 2 B 2 19 3 9 10 4 3 2 & MTS0SS  CC20 5a M354  Calfle  Saint-Pairsur-Mer, Manche, France 2008
& 5 3 3 2 2 B 2 19 3 9 10 4 3 2 & MTS34  Co20 5a M354  Calle  Sarlily, Menche, France 2008
& 5 3 3 2 2 6 2 19 3 8 10 4 3 2 5§ MTO030  CC20 5a M354  Calfle  Coudevlesur-Mer, Manche, France 2008
& 5 3 1 2 2 5 2 : 3 8 10 4 3 2z 5 MTE434  Co20 &0 M3S4  Calile  Carquebud, Menche, France 2008
80 & 5 2 3 2 2 B 2 17 3 8 10 4 3 2 MTS34E  Co20 &1 M354  Calle  Quelteville, Calvados, France 2008
| 7 s 2 3 2 2 6 2 17 3 8 10 4 3 2 5 MTESE2  Co20 UGZMFELE 73 ez M354  Calfle  Fougerolles-du-Plessis, Mayerne, France 2008
& 4 3 3 2 2 6 2 17 3 5 65 4 3 2 5 MTE333  Co20 63 M3S4  Calfle  Saint-Cyr-cu-Balleu, Manche, France 2008
w7 3 2 2 2 6 & 17 3 & 4 6 3 2 25 w2654 cer UIFMBG 1A (LTI MSS4  Celfle 57459 Pironten, Germany 2008-2009
W5 3 3 2 4 5 2 13 3 3 1 1 4 3 4 20176 cce [ M3S4  Calfle 35274 Kirchhain, Germany 2008-2009
Wwos 2z 3 2 4 & 2 13 3 3 1 1 3 3 25 91794 cce ) M3S4  Calfle 31515 Wunstorf, Gemnany 2008-2009
2 8 4 5 2 3 6 2 13 5 8 3 4 3 2 15 MT9I79  coer &7 M3S4  Calfle  SeintBrice-de-Landslles, Manche, France 2009
2 8 4 4 2 3 B 2 13 5 8 3 4 4 2 15 MT9385  CCo7 68 MSSA  Calle  Feugires, Manche, France 2009
2 8 4 4 2 3 B 2 13 4 7T 3 4 3 2 15 MTE189  CCor ] M3S4  Calle  Muneville-sur-Mer, Manche, Freance 2008
2 8 4 4 2 3 B 2 13 5 7T 3 4 3 2 15 MTeM2  Coer ki) M3S4  Calle  Rochesille, Menche, France 2008
2 8 4 4 2 3 4 2 13 4 7T 3 4 3 2 15 MTEIET  CCo7 7 MSSA  Cafie  Muneslie-sur-Mer, Manche, Frence 2008
2 8 4 4 2 3 4 2 13 4 7T 3 4 3 2 15 MTETES  CCor bl MSSA  Cafle  Parigny, Manche, France 2008
2 8 4 4 2 3 4 2 13 5 7T 3 4 3 2 15 MTE130  Coer 72 M3S4  Calfle  PontHéber, Manche, France 2008
2 8 4 4 2 3 6 2 13 3 B 3 4 3 2 15 MT9034  CCo7 73 MSSA  Cafle  SaintMartinde-Boullart, Manche, France 2009
2 8 4 4 2 3 B 2 13 4 7 3 5 3 2 1 MTB08S  CCO7 7 MSSA  Cafle  Hauedlleda-Guichard, Manche, France 2008
W 8 2 4 2 3 B 2 13 4 10 3 4 3 2 15 MTEET1 Coo7 UJGFMBERPE 1267 75 MSS&  Cafls  Saint-Jean-tes<hamps, Manche, France 2008
W 8 2 4 2 3 6 2 13 4 8 3 4 3 2 15 MT9306  CCo7 7 MSSA  Cafle  Le Teilleu, Manche, France 2009
M 8 2 4 2 3 6 2 13 & 7 3 4 3 2 15 MTE134  CCo7 s MSSA  Cafle  Cambernon, Manche, France 2008
w8 2 4 2 3 B 2 13 4 T 3 4 3 2 15 MTETTE  CooT 75 M354  Calfle  SaintLd, Manche, France 2008
w8 2 4 2 3 B 2 13 4 & 5 4 3 2 15 MTST41 coor 73 MSS4  Cafle  Saint-Georges-te-Bohon, Manche, France 2008
@ 8 2 1 2 3 6 2 13 4 7 3 4 3 2 15 MTB0S  CCo7 &0 MSSA  Cafle  Saint.SauveurdaPommeraye, Menche, F.2008
I- b 3 7 4 4 2 3 B 2 13 B & 3 3 3 2 15 MT3T  CooT &l M354  Calle  Bacily, Manche, France 2009
[ b s 2 % 2 2 oz 2 2 4x 4 8 2 2 a2 A 4= 20745 [olet:14 &2 M354  Calle 36115 Ehrenbera. Germany 2008-2009
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Figure S2. Mean number of repeat units per locus and for daatily (human-related, animal-
specific, mammary gland-adapted).
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Résumeé

Les espéces bactériennes exhibent plusieurs &atswtture de populations pouvant varier de
clonale a panmictique selon l'importance des teatsfhorizontaux et la nature de leur écosystéme.
Dans mon travail de these, je me suis intéresséisadspeces bactérienn&aphylococcus aureus
Legionella pneumophilat Pseudomonas aeruginosai reflétent trois situations différentesfin de
pouvoir décrire de facon rapide de grandes cotiastide souches, j'ai utilisé comme marqueurs de
diversité le polymorphisme de séquences répétémdam appelées VNTRS, potariable Number
Tandem Repeata méthode MLVA, ouMultiple Loci VNTR Analysjsest une méthode de typage
moléculaire qui s’appuie sur I'étude concomitantepdlymorphisme de plusieurs loci VNTRs. Dans
un premier temps, j'ai concu des protocoles degg/@aitomatisés pour les trois especes considérées,
puis j'ai appliqué ces outils pour traiter de questd'épidémiologie.

S. aureusespeéce a structure clonale, est un pathogéneimagponsable notamment de toxi-
infections alimentaires collectives (TIAC). Lesvaax réalisés ont permis de démontrer la spédficit
d’héte de certains complexes clonaux et 'originenhine des cas de TIAC. pneumophilaest un
pathogene de I'environnement dont la structure djgufation est atypique : présumée panmictique
dans la nature, la bactérie semble connaitre unlaetéon clonale lorsque son écosystéme est restrein
dans un milieu anthropique par exemple. L'étudalémiologique menée sur la population Ide
pneumophiladans la ville de Rennes a mis en évidence la pcésé’'un écotype, non impliqué dans
les cas cliniques épidémiques, particulieremenptédaux réseaux d’eaR. aeruginosamodeéle de
bactérie panmictique, colonise les bronches deempiati atteints de mucoviscidose. Le suivi
longitudinal de patients indique que les souchetilées sont persistantes et quasi-exclusivesa de |
niche qu’elles occupent.

L'exploration de cette diversité du monde bactériest un préalable a l'investigation
épidémiologique des maladies infectieuses. Aveendme outil moléculaire de premiere intention,
cette these retrace I'épidémiologie et la structdee trois espéces bactériennes trés différentes.
L’adaptation a un nouvel environnement (héte aninmithe écologique, organe) est l'occasion
d'expansions clonales.

Abstract

Bacterial species exhibit diversity in their pogida structure varying from clonal to
panmictic according to the abundance of horizomgaisfer and the nature of their ecosystem. During
my PhD, | focused on three bacterial spec&aphylococcus aureuBseudomonas aeruginosand
Legionella pneumophilawhich reflect three different situations. To pemh the characterisation of
large strain collections, | studied the polymorphisf molecular markers called VNTRs for Variable
Number Tandem Repeat. MLVA (Multiple Loci VNTR Anais) is a PCR based typing method that
relies on the concomitant analysis of several VNT&S. Initially, | designed automated typing
protocols for the three species, then | appliedaheols to address issues of epidemiology.

S. aureusa clonal species, is a major cause of food paigorThe present work confirmed
the existence of host-specific clonal complexes @d@mionstrated the predominantly human origin of
foodborne disease casés.pneumophilds an environmental pathogen whose populatiorcsire is
atypical: it is presumed panmictic in the envirominbut the bacterium expands clonally when the
ecosystem is restricted, in an anthropogenic halfita instance. A long-term epidemiological
monitoring of L. pneumophilapopulations in the city of Rennes highlighted @resence of an
ecotype, not involved in epidemic cases, partityladapted to hot water supply systenks.
aeruginosa a well-described panmictic bacterium, colonizds gatients’ airways. The longitudinal
monitoring of patients provided evidence that thttlad strains were persistent and exhibited strong
exclusivity for the occupied niche.

Exploring the bacterial world diversity is a preuesite for epidemiological investigation of
infectious diseases. Using a first-line moleculawlt these works trace the epidemiology and the
population structure of three bacterial speciee &Haptation to a new environment (animal host,
ecological niche, organ) generally results in claxgansions.




