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Introduction

Alors qu’il s’agit d’'un commensal parmi les plus fréquents de notre flore normale,
Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie trés souvent rencontrée en
pathologie humaine a l'origine d’'une grande diversité d’infections dont certaines
peuvent engager le pronostic vital. L'expression clinique de ces infections dépend de
nombreux facteurs de virulence que S. aureus est capable de produire. S. aureus est
a l'origine d’infections suppuratives, localisées ou systémiques, mais aussi de
syndromes spécifiques liés a lI'action de toxines. Les infections staphylococciques
relevent d’un véritable probléme de santé publique tant par la virulence de la bactérie
gue par I'’émergence de souches multirésistantes aux antibiotiques.

La résistance a la méticilline est apparue dans les années 1960 dans des souches
de S. aureus d’origine hospitaliere. Ces souches de S. aureus résistantes a la
meéticilline (SARM) ont diffusé dans les hépitaux du monde entier et de grands clones
pandémiques nosocomiaux ont été caractérisés par différents outils moléculaires[1].
Au fil des années, les SARM n'ont cessé d’acquérir des résistances a d'autres
antibiotiques limitant bien souvent la thérapeutique a la vancomycine dans les
années 1980. En 1996, la situation est devenue inquiétante depuis que des souches
résistantes a la vancomycine, alors antibiotique de dernier ressort pour les infections
a SARM, ont été isolées au Japon [2].

Depuis une dizaine d’années, I'épidémiologie de la résistance a la méticilline est en
pleine évolution, longtemps confinée au milieu hospitalier (ou la prévalence des
SARM en France atteint 30%), elle est apparue en milieu communautaire chez des
souches possédant la leucocidine de Panton et Valentine pouvant étre responsables
d’infections séveres notamment de pneumonies nécrosantes [3].

Au cours de cette revue bibliographique, nous allons nous intéresser: (i) aux
facteurs de virulence et a la pathogénie de S. aureus, (i) au phénomene
d'émergence des SARM, aux outils, notamment moléculaires dont nous disposons
pour le typage de ces souches et enfin a I'épidémiologie et I'évolution moléculaire
des SARM.
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Chapitre | — S. aureus : niche écologigue et transmission

1. Généralités : S. aureus, un pathogéne ancien

Connus depuis l'aube de la bactériologie, les staphylocoques avaient fait I'objet de
premieres communications par Pasteur a ’Académie des sciences en 1876 et 1880
ou il révéla I'existence du « vibrion pyogénique » qu'il avait isolé a la fois dans le pus
d’anthrax et chez un patient atteint d’ostéomyélite. C’est un chirurgien anglais
nommeé Ogston qui donna le nom de staphylocogque a ce micro-organisme par
analogie a la forme d’une grappe de raisin observée au microscope aprées coloration
de Gram [4].

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif, groupés en amas, catalase
positive. Le genre Staphylococcus appartient au phylum des firmicutes, a la classe
des bacilli et la famille des Staphylococcaccae. Il comprend actuellement 41 espéces
et 21 sous especes, isolées chez 'lhomme et I'animal (Euzéby, http://bacterio.cict.fr).
Par la production d’'une coagulase, S. aureus se distingue des autres staphylocoques
dits alors a coagulase négative (bien que certains de ces staphylocoques puissent
également produire une coagulase). D'autres propriétés caractérisent S. aureus,
comme la production d'un pigment jaune, la production d'une endonucléase
thermostable et la fermentation du mannitol (cependant des souches de SARM
mannitol-négatives ont été decrites [5]).

2. Niche écologique

S. aureus est un germe ubiquitaire présent dans lI'environnement et chez les
animaux mais son habitat préférentiel est 'lhomme. Dans les heures qui suivent la
naissance, S. aureus colonise la peau, 'ombilic, le tube digestif et le périnée du
nouveau-né. Cette colonisation fluctue jusqu'a 'dge de 6 ans ou l'on considere
gu’elle est représentative du portage a I'age adulte [6]. Chez I'adulte, S. aureus est

présent dans les zones cutanées humides et colonise surtout les muqueuses des
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fosses nasales et de I'oropharynx mais aussi le périnée. La peau, particulierement
celle des mains, est régulierement colonisée [6].

La fréquence du portage nasal varie de 20 a 30% dans la population générale. On
distingue trois cas : (i) les porteurs permanents qui concernent 20% de la population,
(i) les porteurs intermittents ou occasionnels qui concernent 60% de la population,
(iii) et enfin ceux qui ne sont jamais porteurs, soit 20% de la population [7]. La raison
du portage est mal élucidée. Des facteurs d’adhésion préférentielle aux cellules
épithéliales des porteurs ont été évoques ainsi que des predispositions génétiques
(systeme HLA) [6].
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Figure 1. Prévalence du portage a S. aureus selon les sites anatomiques d’aprés
Wertheim et al [6]. A gauche, prévalence du portage a S. aureus au sein la population
générale ; a droite, prévalence du portage a S. aureus chez les porteurs au niveau nasal.
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3. Du portage a l'infection

Le portage nasal est un facteur de risque pour la survenue d'une infection a
S. aureus [8]. La plupart des infections a S. aureus ont un point de départ cutané. Le
grattage du nez et de la peau représente le mécanisme habituel de passage du
portage nasal asymptomatique a linfection cutanée et éventuelle dissémination
hématogene. La peau et les muqueuses représentent la barriere de protection
essentielle contre les infections staphylococciques. L’infection est ainsi favorisée par
toute altération de cette barriére: plaie cutanée, lésions des muqueuses respiratoires
provoguées par une infection virale (virus grippal, par exemple). Les corps étrangers
comme les dispositifs intravasculaires (cathéters, valve) ou les prothéses
orthopédiques constituent également des facteurs favorisants. Le portage est un
facteur de risque bien identifié d’infections chez les patients de chirurgie, de soins
intensifs, les patients infectés par le VIH ou encore chez les patients hémodialysés
[7]. Kluytmans et al ont observé une diminution significative du taux d’infections de
sites opératoires apres décontamination des patients avec la mupirocine [7]. Cette
décontamination permettrait de faire disparaitre le portage au niveau des autres
sites. Toutefois 'usage de la mupirocine reste contreversée [9, 10]. Par ailleurs des
souches résistantes a la mupirocine sont apparues [11].

En milieu hospitalier, la transmission manuportée par le personnel soignant constitue
la principale cause de survenue d’infections nosocomiales & S. aureus. Les membres
du personnel soignant disséminent des souches entre les malades ou bien
transmettent leur propre souche. Les clones de SARM hospitaliers diffusent ainsi
dans les hopitaux. Plus rarement, les staphylocoques sont transmis par voie
aeroportée ou par du matériel médical souillé (brassards des appareils a tension par
exemple [12]. Le probléme de la contamination du personnel hospitalier par du
matériel non médical souillé comme les claviers d’ordinateur a été également
souleve [13].

En milieu communautaire, la promiscuité et les défauts d’hygiene favorisent le
portage et la transmission des SARM qui s’effectue principalement par des contacts

cutanés [14].
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Chapitre Il - S. aureus, un pathogéne bien armé

1. Plasticité génomique de  S. aureus

S. aureus est a la fois une bactérie commensale et pathogene de 'homme. Cette
apparente contradiction a rendu cette bactérie particulierement intéressante a
explorer au niveau moléculaire. Les travaux de séquencage du génome de S. aureus
initiés par les équipes de Baba et d’Hiramatsu et que d’autres équipes ont poursuivis,
ont permis de percer le secret de ce pouvoir d’adaptation [15]. Le génome de
S. aureus est formé de deux domaines fonctionnels distincts. La majeure partie du
chromosome (75%) appelé « core » contient les génes qui assurent le métabolisme
de la bactérie. La deuxieme partie du génome (environ 25%) est constituée
d’éléments génétiques accessoires et mobiles comme des plasmides, transposons,
prophages ou des ilots de pathogénicité portant la plupart des génes associés a des
facteurs de virulence et a la résistance aux antibiotiques (Figure 2) [16-18]. Le profil
pathogénique mais aussi le phénotype de résistance semblent donc bien déterminés
par les combinaisons de ces éléments génétiques accessoires portés ou non par le
chromosome. En dehors des mutations spontanées, S. aureus diversifie son génome
grace a sa dextérité a échanger du matériel génétique avec d’autres especes
bactériennes. Les bactériophages sont des vecteurs importants pour le transfert

horizontal de genes de I'environnement naturel [19, 20].
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Figure 2. Génome de S. aureus - souche N315 résistante a la méticilline et souche
Mu50 résistante a la vancomycine  d'apres Hiramatsu et al [21]. Les éléments spécifiques a
Mu50 (96% d’homologie avec la N315) sont représentés au dela du cercle extérieur. Les
éléments génétiques mobiles sont représentés au niveau du cercle extérieur: la cassette
SCCmec, en jaune; le transposon Tn554, en bleu clair; les phages et ilots de pathogénicite,
en rouge; les séquences d’'insertion 1IS181, en marron.

2. Facteurs de virulence de S. aureus

2.1. Paroi cellulaire

La paroi de S. aureus est composée d’acides lipoteichoiques et de peptidoglycane.
Le peptidoglycane possede une activité endotoxine-like proche du lipopolysaccharide
et provoque la libération des cytokines par les macrophages et I'activation du
systéme complément. D’autre part, le peptidoglycane provoque l'agrégation des
plaguettes, pouvant ainsi, déclencher une coagulation intra vasculaire disséminée
[12, 22]. Les acides lipoteichoiques sont impliqgués dans I'adhésion bactérienne par

des forces physico-chimiques grace a leur domaine hydrophobe [23].
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2.2. Capsule

Les polysaccharides capsulaires sont retrouvés dans 90% des isolats cliniques de
S. aureus. Onze sérotypes de polysaccharides capsulaires ont été décrits, ceux de
type 5 et 8 étant, de loin, les plus fréquents parmi les isolats humains (80% des cas)
[24-26] (Figure 3). Les polysaccharides capsulaires (dit encore capsule) conferent a
la bactérie une résistance accrue a lI'opsonophagocytose. Ces exopolysaccharides,
synthétisés par S. aureus ou encore glycocalix sont a l'origine de la constitution de
biofilm, élément majeur de virulence, permettant une adhésion accrue aux surfaces
(notamment polymériques) des dispositifs médicaux implantables. La capsule a
également été impliquée dans I'adhésion aux cellules endothéliales [27]. La capsule,
a la fois chargée négativement et positivement, est un zwiterrion. Cette propriété de
la capsule pourrait favoriser la formation d’abces [28]. Son réle dans la virulence
reste cependant controversée : la capsule conféere a la bactérie une résistance
accrue a l'opsonophagocytose mais constitue également une cible pour des

anticorps protecteurs.
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Figure 3. Souches capsulées de S. aureus types 5 et 8 vues en microscopie électronique.
A : souche de S. aureus Reynolds CP5 (capsular polysacharides 5) aprés stabilisation par
un anticorps anti-CP5. B: souche de S. aureus Reynolds mutée CP8 (capsular
polysacharides 8) apres stabilisation un anticorps anti-CP8. D’aprés Watts et al [24].
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2.3. Facteurs d’'adhésion de S. aureus

S. aureus adhere aux cellules et aux composants de la matrice extracellulaire lors de
la colonisation de son héte. L'adhésion bactérienne est également une étape
indispensable pour linfection en prévenant I'élimination de la bactérie par des
phénomeénes mécaniques et en permettant l'action ultérieure des toxines [12].
S. aureus a aussi la capacité de se lier aux protéines plasmatiques assurant sa
dissémination au sein de I'héte. Deux mécanismes d’adhésion (probablement
associés) coexistent : 'un non spécifique, médié par des forces physico-chimiques,
l'autre spécifique, avec synthése bactérienne de facteurs d'adhésion (adhésines). La
plupart des adhésines ou MSCRAMMSs (microbial surface component recognizing
adhesive matrix molecules) sont liees de fagon covalente au peptidoglycane
(adhésines a motif LPXTG), d’autres sont secrétées dans le milieu extracellulaire
(SERAMSs, secretable expanded repertoire adhesive molecules) [29]. Ces facteurs
d’adhésion ont la capacité de lier plusieurs ligands ; inversement un méme
composant peut interagir avec différents facteurs d’adhésion [30]. Le rdle individuel
de ces difféerents facteurs d’adhésion dans le processus infectieux est inconnu.
Cependant I'expression de ces adhésines a été décrite dans différentes pathologies
[31]. Une étude récente a montré que des souches de S. aureus impliquées dans les
infections osseuses sur matériel orthopédique exprimaient majoritairement les genes
cna et bbp codant respectivement les adhésines aux collagéne et a la sialoprotéine

osseuse [32].

2.3.1. Les facteurs d’adhésion a motif LPXTG

Ces adhésines sont ancrées dans la paroi cellulaire grace a leur motif LPXTG
(leucine — Proline - Acide aminé X — Thréonine - Glycine). Ce motif est reconnu par
une transpeptidase (sortase) qui clive le motif entre les résidus thréonine et glycine,
puis catalyse la formation d'une liaison amide entre la thréonine et les ponts
peptidigues du peptidoglycane [30]. La portion extracellulaire, composée de
différents domaines, comporte les sites de liaison au ligand (Figure 4). Une vingtaine

d’adhésines a été identifiée (Tableau 1) [23].
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Tableau 1. Les principaux facteurs d’adhésion de

Clarke et al, Tristan et al [30, 31]

S. aureus a motif LPXTG . D’apres

Geéne Protéine Mode d’attachement Ligands
spa Protéine A Covalente (Sortase A) Fragment Fc des immunoglobulines
Facteur Von Willebrand
TNF récepteur 1
clfA Clumping factor A Covalente (Sortase A) Fibrinogéne
clfB Clumping factor B Covalente (Sortase A) Fibrinogéne
Kératine
cna Collagen binding protein Covalente (Sortase A) Collagéne
fnbpA Fibronectin-binding protein A Covalente (Sortase A) Fibronectine
Fibrinogéne
Elastine
fnbpB Fibronectin-binding protein B Covalente (Sortase A) Fibronectine
Fibrinogéne
Elastine
bbp Bone sialoprotein binding Non déterminé Sialoprotéine osseuse
protein
ebps Elastin-binding protein Transmembranaire Elastine
eno Laminin-binding protein lonique Laminine
sdrC Serine-aspartate repeat Covalente (Sortase A) Non déterminé
protein
sdrD Serine-aspartate repeat Covalente (Sortase A) Non déterminé
protein
sdrE Serine-aspartate repeat Covalente (Sortase A) Non déterminé
protein
pls Plasmin-sensitive protein Covalente (Sortase A) Cellules épithéliales nasales
Lipides cellulaires (ganglioside M3)
sasA/sraP | S. aureus surface protein A Covalente (Sortase A) Plaquettes
sasB S. aureus surface protein B Covalente (Sortase A) Non déterminé
sasC S. aureus surface protein C Covalente (Sortase A) Non déterminé
sasE S. aureus surface protein E Covalente (Sortase A) Non déterminé
sasF S. aureus surface protein F Covalente (Sortase A) Non déterminé
sasG S. aureus surface protein G Covalente (Sortase A) Cellules épithéliales nasales
sasH S. aureus surface protein H Covalente (Sortase A) Non déterminé
sasl S. aureus surface protein | Covalente (Sortase A) Non déterminé
sasJ S. aureus surface protein J Covalente (Sortase A) Non déterminé
saskK S. aureus surface protein K Covalente (Sortase A) Non déterminé
isdA Iron-regulated surface Covalente (Sortase A) Fibrinogéne/ Fibronectine
determinant A Hémoglobine
Transferrine
Hémine
isdB Iron-regulated surface Covalente (Sortase A) Hémoglobine
determinant B Hémine
isdC Iron-regulated surface Covalente (Sortase B) Hémine
determinant C
isdH Iron-regulated surface Covalente (Sortase A) Haptoglobine
determinant H Complexe Haptoglobine/Hémoglobine
fib Fibrinogen-binding protein Covalente Fibrinogéne
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Protéine de liaison a la fibronectine de type A 5{ A .B,B, C ‘E‘.:I‘U‘D\ w IM

Protéine de liaison au collagéne S[ A B B ] B {WVM
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Protéine A 5[ ‘ ‘ wr | we JM
Figure 4. Structure des adhésines a motif LPXTG. Extrémité N-terminale constituée par

le domaine S (peptide signal permettant 'adressage de la protéine néo-synthétisée vers le
réticulum endoplasmique avant son insertion dans la membrane cellulaire ; domaines
uniques (A, C) ou répétés (B, D ou R) contenant le site de liaison au ligand ; extrémité C-
terminale constituée de régions hydrophobes W et M (permettant I'ancrage dans la
membrane cytoplasmique) séparées par un motif LPXTG assurant la liaison covalente au
peptidoglycane. D’apres Foster et al 1998 [23].

2.3.2. Les SERAMs (secretable expanded repertoire adhesive

molecules)

La famille des SERAMs regroupe des adhésines (n’ayant pas de relation structurale
entre elles) exprimées a la surface de S. aureus mais sécrétées dans le milieu
extérieur. Parmi ces adhésines ont été identifiees : Eap (Extracellular Adherence
Protein) aussi désignée sous le nom de Map (MHC class Il analogous protein), Emp
(Extracellular Matrix binding Protein) et Efb (Extracellular Fibrinogen Binding protein)
ainsi qu’une protéine liant le facteur Von Willebrand [29, 33, 34]. Celles-ci se fixent
par des liaisons non covalentes, de type hydrophobe ou électrostatique, aux
protéines de la matrice extracellulaire comme le fibrinogéne, la fibronectine, les
sialoprotéines, I'élastine ou encore la vitronectine.

Ces molécules possedent également des propriétés immuno-modulatrices et sont
notamment impliquées dans la pathogénese des maladies endo et extra-vasculaires
aigués ou chroniques [29, 35]

La coagulase, rattachée a ce groupe est capable de fixer le fibrinogene.
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2.4. La protéine A : un facteur de virulence pléiotropique

La protéine A est une protéine de surface a motif LPXTG. C'est un facteur de
virulence pléiotropique : (i) elle adhére au facteur de Von Willebrand [30], (i) elle
possede des propriétés anti-opsonisantes en fixant le fragment Fc des
immunoglobulines [34], (iii) elle a une action pro-inflamamatoire au niveau
pulmonaire due a sa capacité d’interagir avec le récepteur TNF-al exprimé a la
surface des cellules épithéliales respiratoires [36], (iiii) elle favorise I'agrégation
bactérienne et la formation de biofilms [37] et (v) elle possederait une activité
superantigénique vis a vis des lymphocytes en se liant a I'lgM membranaire des

lymphocytes B [38](Figure 5).
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Figure 5: La protéine A, un facteur de virulence pléiotropique . D’aprés Maren von
Kockritz-Blickwede  (http://schaechter.asmblog.org/schaechter/2009/03/a-pathogens-swiss-
army-knife.html).
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2.5. Lyse cellulaire et envahissement tissulaire

S. aureus a la capacité de lyser les cellules et les tissus de I'hdte grace a la mise en
jeu d’'un grand nombre de cytotoxines et d’enzymes, notamment des protéases [12,
39].

2.5.1. Action des toxines a tropisme membranaire

Les toxines (ou hémolysines) a, B et §, ainsi que les toxines synergohyménotropes
(hémolysine vy, leucocidine de Panton et Valentine et leucocidine LUKED), ont la
propriété de former des pores dans la membrane cellulaire conduisant a la lyse
cellulaire [39].

La toxine a codée par le gene hla a un tropisme particulier pour les cellules
endothéliales, les plaquettes et les monocytes. Secrétée a I'état de monomere elle
s’assemble en un pore heptamérique transmembranaire. Elle se lie aussi a des
récepteurs spécifiques et induit le relargage de nombreuses cytokines
proinflammatoires [40]. Ses effets déléteres sont doubles: mort des cellules
impliqguées dans l'immunité innée et acquise, mais également stimulation du
métabolisme de I'acide arachidonique, exocytose et dysfonctions de la contractilité,
aboutissant a la dissémination bactérienne et a des altérations de I’hémostase [41].
La toxine B codée par le gene hlb est une sphingomyélinase C qui hydrolyse la
sphyngomyéline des érythrocytes et des cellules mononuclées provoquant leur lyse.
Elle est a l'origine d'une importante réponse inflammatoire responsable de la
pathogénicité [39]. Elle est frequemment retrouvée parmi les souches vétérinaires
responsables de mammites bovines. Le gene hlb comporte un site d’insertion pour
différents bactériophages comme le prophage @Sa3, porteurs de facteurs
immunomodulateurs. Ce prophage comporte le gene sak codant la staphylokinase,
le gene chp codant la protéine CHIPS (chemotaxis inhibing protein) qui est un agent
antiinflammatoire inhibant le recrutement des polynucléaires neutrophiles et le géne
scn codant le facteur SCIN (staphylococcal complement inhibitor) qui est un facteur

inhibiteur de la C3 convertase du complément [42].
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Les toxines synergohyménotropes sont formées de deux composants protéiques S
(slow eluting) et F (fast eluting) indépendants, qui agissent de fagcon synergique pour
former un pore et lyser la membrane cellulaire [39, 43].

La PVL, constituée des composés LukS-PV et LukF-PV, a une action cytotoxique sur
les polynucléaires neutrophiles, les monocytes ou les macrophages. L'assemblage
des composés de LukS-PV et LuUkF-PV en un pore octamérique transmembranaire
conduit a lyse cellulaire entrainant une libération massive de meédiateurs et
d’enzymes de dégradation a l'origine de lésions nécrotiques des tissus (Figure 6)[44,
45]. Les genes de la PVL (lukS-PV et lukF-PV) sont portés au niveau de différents
bactériophages dont phiSLT[46, 47].

La toxine y agit sur les mémes cellules cibles que la PVL. Elle est cependant dotée
d’une plus forte action hémolytique. Elle est constituée par deux opérons. Le premier
code une protéine unique du groupe S (HIgA) et le second opéron code une protéine
du groupe S (HIgC) ainsi qu’'une protéine du groupe F(HIgB). Deux combinaisons

biologiquement actives existent (HIgA+HIgB) et (Higc+HIgB) [39].
LukF-PV LukSs-PV
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Figure 6. Mécanisme d’assemblage des monomeéres de lukF-PV et lukS-PV pour former
un pore octamérique. D'aprés Miles et al [44].
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2.5.2. Action des exfoliatines

Les exfoliatines sont des sérine-protéases épidermolytiques impliquées uniquement
dans certaines pathologies cutanées spécifiques : I'impétigo bulleux et le syndrome
d’exfoliation généralisée [48]. Trois exfoliatines ont été identifiees: I'exfoliatine A
(ETA), l'exfoliatine B (ETB) et l'exfoliatine D (ETD). ETA est une protéine
thermostable codée par un gene chromosomique, alors que ETB est thermolabile et
codée par un gene plasmidique. Les exfoliatines ont pour cible la desmogléine-1 qui
est un des composants essentiels (desmosomes) de I'adhésion intercellulaire au
niveau de la peau et des muqueuses. Elles entrainent un clivage entre le stratum
granulosum (couche granuleuse) et le stratum spinosum (couche épineuse) de
I'épiderme. L’exfoliatine se lie avec le domaine extracellulaire de la desmogléine-1.
Cette liaison entraine une modification de configuration de la protéase rendant son
site actif accessible. La protéase clive le domaine extracellulaire de la

desmogléine-1, ce qui aboutit a une disjonction intercellulaire.
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Figure 7. Action des exfoliatines sur I'épiderme humain . Clivage entre le stratum

granulosum et le stratum spinosum (http://dermatopathologie.fr)

2.5.3. Action des autres enzymes

S. aureus produit d’autres enzymes qui en dégradant les constituants tissulaires, lui

permettent de diffuser au sein de I'héte :
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(1) La phospholipase C, qui hydrolyse spécifiguement la membrane lipidique
et protéique contenant du glycosyl-phosphatidylinositol [49].

(i) L’auréolysine, métalloprotéase, qui hydrolyse notamment les peptides
antimicrobiens secrétés par les cellules de I'hote [50].

(i)  Les hyaluronidases et hyaluronate lyase, enzymes capables de digérer
I'acide hyaluronique, polymere constitutif de la peau, des os, de I'humeur
vitrée et du liquide synovial. La dépolymérisation de I'acide hyaluronique
en permettant la dispersion et la dégradation tissulaire, contribuerait a
promouvoir le processus infectieux [51].

(iv)  Des protéases comme la sérine protéase (Sspa) et les cystéine protéases
(ScpA, ScpB) qui entrainent des dégradations tissulaires par leur effets
protéolytiques propres mais également en dégradant les inhibiteurs de

protéases de I'héte [52].

2.6. Facteurs de virulence impliqués dans la diffusion hématogéne

La diffusion hématogene se fait probablement par le biais de thrombophlébites
locales. L’inflammation locale qui active directement les cellules endothéliales, la
présence de récepteurs staphylococciques pour le fibrinogéene et la sécrétion de
coagulase sont a l'origine de la formation de thrombus. La coagulase forme un
complexe avec la prothrombine, appelé staphylothrombine qui entraine la
polymérisation du fibrinogene en fibrine a [lorigine de thrombus [53]. Ces
microthrombi riches en bactéries sont dégradés par une enzyme fibrinolytique la
staphylokinase qui dégrade le plasminogene en plasmine permettant ainsi le
relargage dans la circulation sanguine de fragments de caillots favorisant la survenue

de métastases septiques [54].

2.7. Echappement au systeme immunitaire inné

Le principal mécanisme de défense contre linfection a S. aureus est la réponse
immunitaire non spécifique. Elle repose sur le systeme complément, les phagocytes
et les peptides antimicrobiens. S. aureus posséde de nombreux facteurs lui

permettant d’échapper a ces effecteurs de I'immunité innée. Ces facteurs sont
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souvent impligués dans d’autres mécanismes de virulence comme l'adhésion, la lyse

cellulaire et la dissémination hématogéne [29, 54].

S. aureus dispose de différentes stratégies pour évader aux défenses de son hote
[54] (Figure 8):

(i)

(ii)

(i)

(iv)

v)

(vi)

La protéine CHIPS inhibe le chimiotactisme des polynucléaires
neutrophiles en se liant a des récepteurs spécifiques de molécules chimio-
attractives (fraction C5a du complément et peptides formylés). Environ
60% des souches de S. aureus secrétent la protéine CHIPS [42, 55].

La cascade de l'activation du complément est bloquée par la protéine Efb
(extracellular fibrinogen binding protein) qui se lie a la fraction C3 et par la
protéine SCIN (Staphylococcus complement inhibitor) qui interagit avec les
C3 convertases inhibant la formation de C3b [35, 56, 57].

La résistance au burst oxydatif s’effectue par le biais de de la catalase, du
pigment caroténoide et de la superoxyde dismutase qui viennent contrer
les effets des espéces réactives de I'oxygene [54].

Les peptides antimicrobiens cationiques sont inactives par I'auréolysine et
la staphylokinase et sont repoussés par modification de la charge
(négative) de la surface bactérienne en charge positive (faisant intervenir
une modification des acides teichoiques) [54, 58].

La résistance a I'opsonophagocytose fait appel a différents acteurs. La
protéine A en fixant le fragment Fc des immunoglobulines G empéche la
reconnaissance des IgG fixées a la surface bactérienne par les
phagocytes. La staphylokinase en transformant le plasminogéne en
plasmine serait a 'origine du clivage des immunoglobulines G au niveau
du fragment Fc ainsi que la dégradation de la fraction C3b du complément
[59]. Le clumping factor A (CIfA), les polysaccharides capsulaires et le
poly-N acetylglucosamine génent la reconnaissance des opsonines par les
polynucléaires neutrophiles [54].

Les toxines a tropisme membranaires comme la y toxine et la PVL

induisent la lyse des polynucléaires neutrophiles.
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Figure 8. Mécanismes d'échappement de S. aureus au systeme immunitaire inné
d’apres Nizet et al [54].

2.8. Les exotoxines superantigeniques
2.8.1. Nomenclature et structure

S. aureus est capable de produire des exotoxines superantigéniques. Ce sont des
protéines non glycosylées de 20 a 30 KDa synthétisées sous forme d’'un précurseur
protéigue. Elles sont relativement stables a l'inactivation chimique, a la protéolyse et
a la dénaturation par chauffage. Ces toxines sont notamment impliquées dans le
choc toxique staphylococcique et les toxi-infections alimentaires.

Vingt-trois exotoxines superantigéniques staphylococciques ont été décrites a ce
jour. Il s’agit de la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1, toxic shock

syndrome toxin-1) codée par le gene tst et de 22 entérotoxines (staphylococcal
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enterotoxin [SE] ou staphylococcal enterotoxin-like [SEI] lorsque la toxine ne
posséde pas de propriétés émétiques chez le singe)[60]: SEA, SEB, SEC, SED,
SEE, SEG, SEH, SEI, SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEP, SEIQ, SER, SES,
SET, SEIU, SEIU2, SEIV codées respectivement par les génes sea, seb, sec, sed,
see, seg, seh, sei, selj, selk, sell, selm, seln, selo, sep, selq, selr, ses, set, selu,
selu2, selv [39, 61, 62].

La construction d’arbres phylogéniques basée sur l'alignement des séquences
d’acides-aminés des exotoxines superantigéniques montre une segrégation en cing
groupes monophylétiques, I'entérotoxine SET et la TSST-1 sont isolées (Figure 9)
[62, 63].

SEA
T
SEIP
SEW
SED
SEN
SES
SEIO
SEH

SEC1
SEC3
SEIU
SEG
SER

SE|
SEIK

i | = SEM
b  SEIV
SEIQ
SEIL
SET
TSST1

Figure 9. Arbre phylogénique des entérotoxines d’'aprés Ono et al [62]. Groupe 1 de SEA

a SEH, groupe 2 de SEB a SER, groupe 3 de SEIl a SE/L, les toxines SET et TSST-1 sont
isolées.



Ces toxines sont composées de deux domaines globulaires (A et B) adjacents
séparés par une hélice a centrale. Le domaine A en position C-terminal est porteur

de la spécificité V[ (Figure 10)[39].

MEC-binding
site

Figure 10. Aspect tridimensionnel de la TSST-1 . Les domaines A et B sont séparés par
une hélice a centrale. Le domaine A en position C-terminal est de type boucle B et porte la
spécificité VB. Le domaine B en position N-terminal est de type feuillet (3.

2.8.2. Localisation génomique des superantigenes

Des genes de toxines superantigéniques sont retrouvés dans 70 a 80% des isolats
cliniques de S. aureus [64]. Les genes codant les exotoxines superantigéniques sont
localisés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, prophages ou filots de
pathogénicité), ce qui favorise la dissémination horizontale entre les souches.

Les ilots de pathogénicité (SaPl, Staphylococcus aureus Pathogenicity Islands) sont
des segments d’ADN chromosomique de grande taille probablement d’origine
phagique qui portent divers genes de virulence dont au moins un gene codant une
exotoxine superantigénique. Leur teneur en G/C (nombre de couples guanine +
cytosine pour 100 couples de bases dans la molécule d’ADN) différente de celle du
chromosome bactérien, témoigne de leur origine étrangeére. lls comportent
également des geénes d'intégrases responsables de leur mobilité. Ces filots de
pathogénicité peuvent donc s’exciser et se répliquer de facon autonome [19]. Cing

familles d’il6ts ont été identifiées :
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()

(ii)

(i)

(iv)

(V)

L"llot SaPI1 comporte les genes tst, sek et seq. De hombreux variants ont
été décrits possédant soit le gene tst soit le géne seb. Le gene tst peut étre
associé au gene sec3 codant un des trois variants de la SEC (SEC1,
SEC2 ou SEC3) (Figure 11) [64].

L'llot SaPl2 contient une grande famille de geénes codant des
entérotoxines-like (Staphylococcal Superantigen Like ou SSL). Leurs
séquences, tant génomiques que structurales, sont homologues avec
celles des toxines superantigéniques. Cependant, les résidus importants
impliqués dans la liaison au CMH de classe Il et au TCR ne sont pas
conservés. Ces SSL sont toutefois capables d’induire une réponse
inflammatoire avec production de cytokines (IL-6, IL-1B et TNF-a) et
d’interagir avec les monocytes et les cellules dendritiques. Il existe une
prévalence élevée en anticorps anti-SSL. Leur rble reste méconnu et
interviendrait dans l'interaction de S. aureus avec I'hote (Figure 11)[64].
L1lot SaPI3 est composé d'un opéron de genes codant des seérine
protéases, de I'opéron des génes de la leucocidine LUKED, de I'opéron egc
(enterotoxin gene cluster). L'opéron egc regroupe les genes seq, sei, selm,
seln et selo. L'egc est considéré comme une «pouponniere»
d’entérotoxines a l'origine de la plupart des génes d’entérotoxines (Figure
11) [61, 65]. Les superantigenes codés au sein de lI'egc sont les plus
frequemment rencontrés chez S. aureus. Prés de 50 a 60% des isolats
cliniques contiennent ces génes mais ne sont pas associés a un syndrome
clinique [66].

L’ilot SaPIl4 a été identifié, d'apres ces ressemblances structurales avec
SaPIll, SaPI2, et SaPI3, chez la premiere souche de SARM
communautaire séquencée par Baba et al (souche MW2 appartenant au
clone USA 400). Cependant les fonctions des génes qui le composent sont
méconnues [67].

L’ilot SaPI5 comporte les génes codant les entérotoxines SEQ2 et SEK2
respectivement tres proches de SEQ et SEK. Cet il6t est retrouvé chez le
clone comunautaire américain de type en électrophorése en champ pulsé
USA300 [46].
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Figure 11. Les il6ts de pathogénicité de  S. aureus (SaPl1-3). En rouge, géne codant les
exotoxines superantigéniques ; en jaune, géne de sérine protéase (spl) ; en bleu foncé, géne
d’intégrase (int) ; en bleu clair, géne de terminase-like ; en blanc, ORFs (cadres de lecture
ouverts) de fonction inconnus ; en vert, genes de lipoprotéines ; en brun, systeme de
restriction/modification ; en violet, genes ssl; tnp, géne de transposase ; luk, géne de
leucocidine. D’aprés Holfreter et al [64].

2.8.3. Activité des superantigenes

Contrairement a un antigene conventionnel, les superantigenes outrepassent les
étapes d’apprétement de présentation de Il'antigene. lls se fixent de maniére
conjointe, en dehors du site de présentation de I'antigéne, sur la partie constante du
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complexe majeur d’histocompatibilité de type Il (CMH 1l) de la cellule présentatrice
de I'antigene et sur la partie variable V(3 du récepteur TCR des lymphocytes T. La
SEH a la particularité de se lier sur la partie Va du TCR [68]. Alors qu’un antigéne
conventionnel active de maniére spécifiqgue 0,01% des lymphocytes T, seulement
qguelque picogrammes d’un superantigene peuvent activer jusqu'a 40% d’entre eux
provoquant la libération massive de cytokines pro-inflammatoires de type T helper-1
(Th-1) dont I'lEN-y, le TNF-a, I'lL-13, I'lL-6 et I'lL-2 responsables du choc [69]. Les
superantigenes ont des propriétés communes : le pouvoir pyrogene, les propriétés
superantigéniques, et la capacité de potentialiser de plus de 50.000 fois la létalité a

I'endotoxine chez le lapin [69].

Activation par
un superantigéne

Activation par
un antigéne « classique »

Cellule Cellule l
présentatrice présentatrice ﬁ Superantigéne
d’antigéne Lymphocyte T d’antigéne ‘ Lymphocyte T
VB

B Va
CMH II TCR l CMH II TCR &
Activation clonale Activation polyclonale
D D Libération massiv}de eytokines
Antigéne « classique » Superantigéne Choct»xique
Figure 12. Activation lymphocytaire polyclonale par les superantigenes . A gauche,

activation lymphocytaire en présence d'un antigene « classique », apprété et présenté au
récepteur TCR des lymphocytes T par le CMH Il de la cellule présentatrice de I'antigéne
entrainant une activation clonale spécifique des lymphocytes T (de lI'ordre de 0,01% des
lymphocytes T) ; a droite, activation lymphocytaire en présence d’'un superantigéne se fixant
conjointement sur le CMH 1l et sur la partie variable VB du récepteur TCR des lymphocytes T
induisant une activation polyclonale VB dépendante des lymphocytes T (jusqu'a 40% des
lymphocytes T activés) (http://spiral.univ-lyonl1.fr).
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La phase de prolifération polyclonale des lymphocytes T V3 dépendante est suivie
par une phase ou la production de certaines cytokines est inhibée comme celle de
'lL-2, par une phase d’anergie et parfois d’'une déplétion des lymphocytes T V[(3
spécifique [69]. Par allleurs, les superantigenes induisent une immunodépression T
et B par stimulation des lymphocytes T suppresseurs et une destruction ou
inactivation des lymphocytes T helper (apoptose et anergie). lls induisent aussi une
déplétion lymphocytaire B. L'ensemble des effets biologiques des superantigenes
apparait comme délétere pour I'héte dans la réponse immune contre les
staphylocoques.

Les superantigenes désorganisent ainsi la réponse immunitaire spécifique. D’autres
molécules immuno-modulatrices comme la protéine A et la protéine Map ou Eap (cf
paragraphe 2.3.2) interviennent également dans ce processus d'immunodépression
de I'hGte (Figure 13) [34].

Bacterium e
cell oM "\\ 4

/ * Prolferam
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o

Figure 13. Altération de la réponse immunitaire spécifique de I'h6te par S. aureus. Les
superantigénes empéchent la réponse spécifique a I'antigene ; Map (Eap) se lie au récepteur
TCR altérant la fonction des lymphocytes T; La protéine A interagit avec la région VH3 des
IgM de surface des lymphocytes B induisant leur prolifération et leur apoptose. D’aprés
Foster et al [34].
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2.8.4. Répertoire VBéta

Les exotoxines superantigéniques fixent un ou plusieurs des 24 principaux
répertoires VB d'un individu. Ainsi, chacune d’entre-elles possede théoriquement
«une signature V[P » caractéristique [70]. La signature VB de chacune des
exotoxines superantigéniques a été déterminée in vitro par cytométrie de flux
(Tableau 2). La TSST-1 a pour unique cible le V2 qui lui est spécifique [71]. Par
contre les entérotoxines ont la capacité de fixer plusieurs V3 mais aucun V(3 n'est
spécifique d’'une entérotoxine. Les difféerents VP composant la signature d’une
entérotoxine peuvent étre considérés comme des V[ majeurs ou des V[3 mineurs,
selon lintensité de leur expansion induite par I'exotoxine superantigénique en
question [70].

Les effets superantigéniques peuvent étre indirectement mesurés chez les patients
par la détermination des répertoires VB des TCR parmi I'ensemble des lymphocytes
[72]. Ferry et al décrivent la confirmation précoce d’'un choc toxique staphylococcique
dd a une souche de S. aureus possédant la TSST-1 chez un enfant de 12 ans grace
a la détection du répertoire VB2 [73]. Ce diagnostic précoce a permis de traiter le
patient par un antibiotique antitoxinique comme la clindamycine. Cependant, cette
recherche est difficile : (i) I'effet des superantigénes peut entrainer la prolifération ou
I'apoptose de certains clones de lymphocytes T, (ii) la réponse peut étre dépendante
de polymorphismes du CMH de classe lI, (iii) la signature V(3 est dépendante de la
dose de superantigene, Llewelyn et al ont montré I'activation partielle du répertoire
VB de la SEA lorsque celle ci était a faible dose [74], enfin (iv) la signature V[ bien
que prédictive de la toxine superantigénique impliquée, n'est souvent que la
résultante de I'ensemble des toxines superantigéniques sécrétées par la bactérie,
cas de loin le plus fréquent [70].

Enfin I'activité superantigénique peut étre mesurée par un autre test reposant sur la
mesure de I'expression lymphocytaire du marqueur d’activation CD69 [75]. Ce test
est réalisé a partir de surnageants de cultures de souches de S. aureus incriminées

dans des syndromes toxiniques.
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Tableau 2. Signature V B et localisation génomique de chacune des exotoxines
superantigéniques de S. aureus. Les signatures V[ ont été déterminées in vitro avec le kit
IOTest Beta Mark par cytométrie de flux sur culture de PBMCs. D’aprés Thomas et al [62,
64, 70].

Localisation
Superantigene i ) Signature V 8
génomique
TSST-1 SaPl; 2
SEA Prophage ($Sa3) 5.2,5.3,7.2,9, 16, 18, 22
SEB SaPl1 3,12,13.2, 14,17, 20
SEC SaPl; 3,12,13.2, 14,17, 20
SED Plasmide (plB485) 1.1,51,5.2,53
SEE Phage 5.1, 8, 16, 18, 21.3
SEG SaPl3 3,13.1,13.2,14
SEH SCCmec 6.7, 8
SEI SaPl3 1,5.1,52,53
SEIJ Plasmide pIB485 8,213
SEIK SaPl; 1,51,5.2,6.7
SEIL SaPl1 1,5.1,5.2,5.3,7.1, 16, 22, 23
SEIM SaPl3 21.3
SEIN SaPl3 9
SEIO SaPl3 7,1
SEIP Prophage (®Sa3) 5.1, 8,16, 18, 21.3
SEIQ SaPl; 6.7,21.3
SER Plasmides (pIB485, pF5) 3,12 ,14
SEIU SaPl3 13.2, 14
SE/N SaPl3 6.7, 18, 21.3
SES Plasmide pf5 Non déterminée
SET Plasmide pf5 Non déterminée

2.9.La TSST-1

2.9.1. Réle dans les pathologies auto-immunes

En déclenchant I'activation polyclonale des lymphocytes T, les superantigenes
induisent [l'activation parasite des lymphocytes dirigés contre des antigenes
du « soi » jouant un rble dans les pathologies auto-immunes. Les superantigénes de

S. aureus dont la TSST-1 pouraient étre impliqués dans I‘étiologie de certaines
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pathologies comme la dermatose atopique [76], la colite ulcéreuse [77], I'arthrite [78]
ou encore la rhinosinusite chronique [79]. Par ailleurs, la TSST-1 a été impliquée
dans la survenue de la maladie de Kawasaki (cf Chapitre Ill paragraphe 2.2.4).

Le role exact de la TSST-1 dans ces pathologies n’est pas encore clairement établi.
On ignore si la TSST-1 est un facteur étiologique ou bien un cofacteur favorisant la

survenue de poussées évolutives.
2.9.2. Pénétration de la barriéere muqueuse

Dans le cas de choc toxique staphylococcique menstruel, la TSST-1 doit pénétrer la
muqueuse vaginale afin de pouvoir interagir avec les cellules de 'immunité et induire
les effets systémiques du choc toxique. Le mécanisme de pénétration de la
mugueuse vaginale n’est pas encore totalement élucidé. Différents travaux effectués
sur un modéle de cellules épithéliales vaginales humaines immortalisées et sur un
modele ex vivo de muqueuse vaginale porcine ont permis d’étudier ce mécanisme
(Figure 14) [80]. La TSST-1 se fixerait a un récepteur spécifique situé au niveau des
cellules épithéliales grace a une région dodecapeptidique (F119-D130), région non
impliquée dans l'activité superantigénique [81]. L'intéraction de la TSST-1 avec les
cellules épithéliales vaginales induirait une réponse immunitaire non spécifique avec
un relargage de chemokines et de cytokines (IL-1(, IL-8, IL-6, MIP-3a) et un influx de
lymphocytes [82, 83]. Cette réponse inflammatoire locale entrainerait une
modification de la perméabilit¢ de la muqueuse vaginale qui permettrait la
pénétration de la TSST-1. Le passage transeépithélial de la TSST-1 par transcytose
est également évoqué mais serait moins important [81]. La réponse inflammatoire
des cellules épithéliales vaginales a la TSST-1 requiert une dose beaucoup plus
importante de toxine que celle requise pour I'activité superantigénique (= 10ug/mL
versus =103pg/mL) [81]. Les biofilms de S. aureus formés lors de la colonisation
vaginale en période de menstruation peuvent produire de grosse quantité de toxine.

D’aprés certains auteurs, des cytolysines comme I'hémolysine a agiraient en
synergie avec la TSST-1 [83]. L’hémolysine a provoquerait une réponse
proinflammatoire au niveau des cellules épithéliales superficielles de la muqueuse

vaginale avec production de chemokines et de cytokines (IL-13, IL-8, IL-6, TNF-a),
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sans endommager I'épithelium vaginal, et favoriserait la pénétration de la TSST-1. La
TSST-1 pourrait alors accéder a ses récepteurs spécifiques qui se situeraient au

niveau d’'une couche plus profonde de I'épithélium.
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Figure 14. Action proinflammatoire de la TSST-1 dans un modele ex vivo de muqueuse
vaginale porcine . A : muqueuse contrdle. B : muqueuse pré-incubée avec une souche MN8
de S. aureus puis incubée avec de la TSST-1 marquée montrant une desquamation des
cellules épithéliales, une infiltration lymphocytaire sous-épithéliale avec séparation de
I'épithelium du tissu conjonctif. D’aprés Peterson et al [82].

3. Régulation des facteurs de virulence

3.1. Expression séquentielle des facteurs de virulence

Le pouvoir pathogene de S. aureus repose sur l'expression coordonnée de
nombreux facteurs de virulence au cours des différentes phases de l'infection. La
phase de colonisation fait intervenir des protéines d’adhésion comme la protéine A
ou bien les MSCRAMMSs alors que les phases d’invasion et de dissémination font
intervenir des exoprotéines comme des hémolysines, des protéases ou des
entérotoxines qui permettent in vivo I'extension du foyer infectieux [12].

La courbe de croissance in vitro de S. aureus décrit comme pour les autres bactéries
une courbe en S : phase de latence, phase de croissance exponentielle, phase de

ralentissement, phase stationnaire, phase de déclin (Figure 15). Les adhésines sont
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synthétisées pendant la phase de croissance et les exoprotéines pendant la phase

post-exponentielle.
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Figure 15. Régulation de l'expression des facteurs de virulence . A Synthese des
facteurs de virulence exprimés a la surface lors de la phase exponentielle, synthése des
facteurs de virulence secrétés lors de la phase post-exponentielle. B : Structure de la paroi
de S. aureus. C: Ancrage des MSCRAMMSs dans le peptidoglycane. D'apres Gordon et al
[84].

3.2. Régulation par le systtme agr

Le systéeme agr est un régulateur global contrdlant I'expression séquentielle de la
plupart des facteurs de virulence de S. aureus en fonction de la densité bactérienne
et de I'état de croissance. Quand la densité bactérienne est faible in vitro, le systeme
agr n’est pas activé et la synthése des protéines d’adhésion prédomine sur celle des
exoprotéines. A l'inverse quand la densité bactérienne augmente en phase post-
exponentielle de croissance, le systeme agr réprime I'expression des protéines
d’adhésion et induit I'expression d’'un grand nombre d’exoprotéines.

Le modele admis d’activation du systeme agr met en jeu un systeme de stimulation

de type densité cellulaire («quorum sensing»). Ce systeme code un peptide AgrD
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maturé en un peptide auto-inducteur (PAI) sous I'effet d’AgrB. Ce peptide est secrété
dans I'environnement extracellulaire et son accumulation progressive au cours de la
croissance bactérienne conduit, a partir d’'un certain seuil, a I'activation d’un systéme
de transduction du signal a deux composants. Le premier composant est une
protéine senseur AgrC sensible a la concentration du peptide autoinducteur. L'autre
composant est un régulateur de réponse appelé AgrA dont I'activation entraine la
production de I'effecteur du systeme qui est un ARN non codant : 'ARNIII (Figure 16)
[85].

Agrc 8¢ % e, PAI

senseur [ # peptide auto-inducteur
Aﬁw /'

AgrA

régulateur

Protéines
d"adhésion

Protéines d'invasion
et de dissémination

Figure 16. Activation du sytéme agr. D’aprés Dufour et al [86]

Le polymorphisme au niveau de la séquence en acides-aminés du peptide
autoinducteur et de son récepteur AgrC permet de différencier 4 alleles (agrl-4).
Chaque allele est caractérisé par un octapeptide capable d’activer la réponse agr
des souches de méme allele et d’inhiber celles des autres souches.

La plupart des souches de S. aureus productrices d’exfoliatines sont agr 4. Ces
souches agr 4 ont une activation trés précoce de la réponse agr, dés la phase
exponentielle de croissance soit au moins 2 heures plus tét que dans les autres

groupes [87].
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3.3. Sar A et homologues

Les protéines de la famille de SarA (staphylococcal accessory regulator A)
constituent un ensemble de protéines ayant la capacité de lier TADN et donc de se
fixer aux séquences promotrices de genes cibles dont elles régulent la transcription.
Elles comprennent notament SarA, SarR, SarS, SarT, SarU et Rot (repressor of
toxins). Ces protéines modulent I'expression des facteurs de virulence a la fois de

facon directe et indirecte en agissant sur d’autres protéines régulatrices [85].

40



Chapitre Il - Infections & S. aureus

La pathogénie de S. aureus est originale par sa diversité. On peut diviser les
infections a staphylocoques en deux groupes principaux: les infections suppuratives
qui dépendent avant tout de la prolifération du pathogéne et les infections toxiniques

dues a la diffusion d’'une toxine secrétée par S. aureus.

1. Infections suppuratives a S. aureus

Les infections suppuratives sont soit primitives, I'exemple type est le furoncle, soit
secondaires ou une porte d’entrée, généralement une effraction cutanée ou une
intervention chirurgicale précede l'infection. Les infections suppuratives impliquent la
prolifération bactérienne, l'invasion puis la destruction des tissus de I'héte, la réponse
inflammatoire locale et systémique. S. aureus est donc présent au niveau du site

infectieux.

1.1. Infections superficielles cutanéo-muqueuses

Les infections suppuratives de la peau sont les infections a S. aureus le plus
frequemment rencontrées. Il s’agit le plus souvent d’autoinfestation a partir de la flore
endogene [88]. Parmi ces infections, on distingue:
(1) la folliculite (infection limitée au follicule pileux) ayant I'aspect d’une pustule
jaunatre avec une étroite zone marginale rouge.
(i) le furoncle, infection nécrotique profonde du follicule pileux, douloureux,
souvent accompagné de fievre (Figure 17).
(i)  l'anthrax (groupe de furoncles), lésion nécrotique accompagnée de
malaise général et de fievre.
(iv) le panaris, abces péri-unguéal douloureux avec inflammation périphérique
siégeant sur la phalange distale (Figure 17).
S. aureus est également a l'origine dinfections des muqueuses : conjonctivite

purulente, otite, laryngite, phlegmon de I'amygdale et sinusite [88].
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Figure 17. Infections cutanées a S. aureus . A gauche, furoncle (Photo, Y. Gillet

communication personnelle), a droite, panaris, (Photo http//:www.pudendalsite.com)

1.2. Infections profondes

1.2.1. Infections des tissus mous

by

Ces infections peuvent faire suite a une extension locorégionale d’'une infection
superficielle de la peau a S. aureus [88]. On reconnait parmi ces infections plusieurs
entités dont :

(1) La staphylococcie maligne de la face qui correspond a I'extension loco-
régionale d'un furoncle manipulé de l'aile du nez. Elle affecte plus souvent
les sujets jeunes et se caractérise par un placard inflammatoire rapidement
extensif autour du furoncle initial, associé a une altération de I'état général
et une fievre élevée. Cette infection gravissime s’accompagne souvent de
septicémie. Dans de rares cas elle peut évoluer vers une cellulite orbitraire
[89]. En I'absence de traitement, son évolution est spontanément mortelle

par thrombophlébite des sinus caverneux et une atteinte méningée.
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(i) La fasciite nécrosante qui est une infection profonde de I'hnypoderme avec
atteinte de [l'aponévrose superficielle (Figure 18). Cette pathologie
gravissime nécessite un drainage chirurgical.

(i)  La pyomyosite qui est une inflammation musculaire profonde d’origine
septique évoluant vers I'abcédation. Elle est surtout rencontrée dans les
pays en voie de développement [90].

Ces trois pathologies sont rares et majoritairement liées a des souches de S. aureus
sensibles a la méticilline. Toutefois, I'incidence de ces pathologies augmente du fait
de la diffusion des clones de SARM communautaires qui possedent la leucocidine de
Panton Valentine. De nombreux cas incriminant la souche communautaire

américaine appartenant au clone USA300 sont rapportés [91].

Figure 18. Fasciite nécrosante extensive de la jambe a SASM producteur de PVL. D’'aprés
Lee 2005 [92].

1.2.2. Autres infections profondes

Les autres infections profondes a S. aureus bien que parfois primitives surviennent
principalement par diffusion hématogéne de la bactérie. Pratiquement toutes les

localisations peuvent étre observées mais les prévalences varient en fonction des
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sites. S. aureus peut étre alors responsable de septicémies, d’endocardites,
d’ostéomyélites, d’arthrites, de pneumopathies, de méningites ou encore d’infections
urinaires [12, 93-95].

2. Infections toxiniques

Les infections toxiniques ne sont pas dues a l'action bactérienne directe mais sont
dues a la sécrétion de toxines. Ces toxines agissent le plus souvent a distance du
foyer infectieux. Elles sont produites par un nombre limité de souches et provoquent

un syndrome spécifique.

2.1. Les syndromes d’exfoliations

Les syndromes d’exfoliation staphylococcique sont dus a des souches produisant
des exfoliatines A et B (ETA, ETB). Ces syndromes restent 'apanage des enfants.
Une explication probable est I'absence d’anticorps protecteurs vis a vis des

exfoliatines chez les enfants en bas age [48].

2.1.1. Impétigo bulleux

Il s’agit d’'un syndrome d’exfoliation localisé di a S. aureus porteur d’'ETA (Figure
19)[48]. L'impétigo bulleux débute par des taches érythémateuses sur lesquelles
surviennent des bulles a liquide clair. Le contenu des bulles devient purulent et elles
laissent place a des crodtes jaunatres. On retrouve S. aureus au niveau du contenu
des bulles. Bien que l'impétigo bulleux puisse étre primitif, le point de départ est
habituellement une surinfection d’'une lésion cutanée (surinfection de varicelle ou de
plaie). Certaines souches de SARM communautaires ayant acquis le gene codant
ETA et responsables d'impétigo bulleux ont été isolées au Japon en 2002 et en
Suisse en 2004 [96, 97].
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Figure 19. Impétigo bulleux. (Photo http://spiral.univ-lyon1.fr).

2.1.2. Syndrome d’exfoliation généralisée

Le syndrome d’exfoliation généralisée (Staphylococcal Scalded Skin Syndrome,
SSSS) est encore appelé syndrome de Ritter chez le nouveau-né ou syndrome de la
peau ébouillantée chez le jeune enfant. Ce syndrome complique le plus souvent une
infection primitive a S. aureus (Figure 20)[48]. Ce syndrome complique plus rarement
une lésion cutanée préexistante. Cette infection survient surtout chez I'enfant avant
15 ans. Dans sa forme grave, elle entraine une épidermolyse pouvant atteindre 90%
de la surface corporelle, responsable de bulles étendues a contenu clair dans lequel
on ne retrouve pas S. aureus. Le syndrome clinique associe de la fievre et des
macules initialement limitées au pourtour des yeux, des narines et des levres
rapidement suivies par une éruption scarlatiniforme généralisée prédominante au
niveau des plis. En 24-48h, des lésions bulleuses avec décollement de la peau
apparaissent. Ces bulles se rompent facilement, laissant apparaitre une peau rouge
et vernissée. L'aspect est comparable a une brQlure superficielle étendue du second
degré. Ce syndrome est du a des exfoliatines ETA et ETB, plus particuliérement
ETB. Elles agissent par clivage des jonctions intercellulaires des cellules épithéliales
épidermiques (cf chapitre Il, paragraphe 2.5.2)(Figure 7). Ce clivage induit un

décollement intraépidermique (signe de Nikolsky positif). Ni le derme, ni I'nypoderme
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ne sont atteints, et il n’'y a pas de réaction inflammatoire. L'absence d’atteinte des
muqueuses est un élément important permettant d’établir un diagnostic différentiel
avec les autres dermatoses bulleuses graves comme le syndrome de Lyell ou le
syndrome de Stevens-Johnson. Le taux de mortalité est faible, <5%. Des épidémies
ont été décrites dans des services de néonatologie, imposant des mesures
d’'isolement. Le traitement du syndrome d’exfoliation est avant tout symptomatique
associé a une antibiothérapie conventionnelle pour éradiquer le foyer de I'infection.
Quelques observations chez l'adulte ont été rapportées notamment chez des
patients immunodéprimés et chez des patients insuffisants rénaux ces derniers
éliminant mal les toxines. Le taux de mortalité chez I'adulte est beaucoup plus élevé
(entre 40% et 60%) [98].

Figure 20. Syndrome d’exfoliation généralisée , a gauche, infection primitive, a droite,
surinfection de varicelle (Photos Y. Gillet, communication personnelle)

2.2. Pathologies liées aux exotoxines superantigéniques

2.2.1. Les toxi-infections alimentaires a Staphylocoques

Elles sont provoquées par I'ingestion d’aliments contenant une toxine préformée. Les
toxines responsables sont les entérotoxines [88]. L’incubation est généralement

breve de 3h en moyenne puis le patient est atteint de vomissements, de diarrhée et
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plus rarement d’'un collapsus. L'évolution est généralement favorable en quelques
heures, les formes graves étant I'apanage des terrains particuliers. L'antibiothérapie
ne semble pas influencer I'évolution. Les produits laitiers et les viandes sont les plus
souvent en cause, contaminés par un personnel porteur de staphylocoques. La
recherche de toxines n’a pas d'intérét chez le patient. Dans un contexte fréquent de
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) la recherche de toxine peut étre
demandée dans les vomissements et dans les aliments suspects. Dans le cas de
TIAC, la recherche d’'un portage de souches de S. aureus toxinogenes est effectuée

chez le personnel en contact avec les aliments.

2.2.2. Le choc toxique staphylococcique

Il s’agit d’une affection aigué associant de la fievre, un rash scarlatiniforme cutané
évoluant vers une desquamation secondaire, un choc et des signes d’atteinte
multiviscérale. Le diagnostic s’effectue sur la base de criteres de choc, d’atteinte
polyviscérale et paracliniques (six criteres au total) définis par le Center of Disease
Control (CDC). La présence de cing criteres sur six permet de définir les cas
probables de choc toxique staphylococcique (CTS), celle de six des critéres permet
de définir les cas confirmés de CTS) (Tableau 3).

Le CTS est surtout connu depuis sa description chez des femmes lors des périodes
menstruelles en association significative avec l'utilisation de tampons vaginaux [99,
100]. Le CTS est di soit a la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1) soit
a des entérotoxines. Ces toxines ont une activité superantigénique, c’'est a dire
guelles sont capables dactiver de facon polyclonale les Ilymphocytes T
indépendamment de leur spécificité antigénique. De cette activation, découle la
majorité des effets biologiques expliquant la survenue des signes cliniques du choc
toxique staphylococcique : (i) la libération massive de cytokines, de lymphokines et
d’interféron, la sensibilisation des monocytes aux endotoxines et les lésions de
'endothélium sont & l'origine d’'une augmentation de la perméabilité capillaire et
d’'une fuite massive de liquide dans le secteur interstitiel responsable du choc, (ii)
'expression de molécules d’adressage des lymphocytes actives vers la peau

explique les signes cutanés [101, 102].
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Tableau 3. Criteres diagnostiques du CDC d’'un choc toxique staphylococcique. Un CTS est
probable si 5 des 6 criteres sont positifs. Un CTS est confirmé si tous les criteres sont
positifs. (http://cdc.gov/epo/dphsi/casedef/toxicsscurrent.htm)

1. Figwre = 38°8
2. Eruption : érythrodermis maculaire diffuse

3. Desquamation cutanée : 1 & 2 semaines aprés le début des symptdmes, parficuligrement au
niveau des mains et de la plante des pieds

4. Hypotension -
- Pression systolique = & 90 mmHg
- Baisse = a 15 mmHg de la pression diastolique a I'othostatisme
- Syncope & lorthostatisme

5. Atteinte multisystémique (positive si 2 3 critéres)
- Gastrointestinale : diarrhés, vomissements
- Musculaire - myalgie ou CPKE = 2N
- Mugueuse : hyperhémie vaginale, conjonctivale ou oropharyngée
- Rénale - hyperuricémie = 2N ou créatininémie =2N ou pyurie aseptiqus
- Hépatigue : ASAT =2N ou ALAT =2M ou bilirubing =2M
- Hématologique : plaquettes = 100 GiL
- Systéme nerveux central - désorientation ou frouble de conscience sans focalisation

6. Critéres paraclinigues

- H&émocultures (gsauf pour 5. aursus), cultures sur prélévement de gorge ou sur LCR
négatives

- Sérologie Rickeftsia rckefizi, leptospirose, rougeole,

Les CTS menstruels surviennent en dehors de toute infection, au cours des
menstruations lors de ['utilisation de tampons périodiques a fort pouvoir absorbant ou
lors du port de stérilet, colonisés par une souche de S. aureus productrice de
TSST-1. La TSST-1 traverse la muqueuse vaginale et atteint la circulation
systémique. Elle est responsable a elle seule de I'intégralité des signes cliniques et
biologiques du choc toxique menstruel [101, 102]. Le taux d’incidence des CTS
menstruels aux USA a diminué entre 1980 et 1996, suite a la limitation du pouvoir
absorbant des tampons [103]. La prévention de la récidive du CTS menstruel repose
sur la contre-indication ultérieure a utiliser des tampons absorbants.

Les CTS non-menstruels sont rencontrés a la suite d’infections staphylococciques
suppuratives superficielles ou profondes, le plus souvent post-opératoires [101, 102].
Les premiéres observations de CTS non menstruels ont été décrites chez des
enfants en 1978 par Todd et al [104]. Actuellement la majorité des cas de CTS sont

d’origine non-menstruels. La mortalité des CTS non-mentruels est plus élevée [105].
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La TSST-1 est détectée dans moins de 50% des souches responsables de CTS non
menstruel mais au moins une entérotoxine est retrouvée (enterotoxine B ou C) [105].
Les hémocultures sont parfois positives, ce qui n'est pas le cas lors de CTS
menstruel. Le CTS non-menstruel s’associe donc a une infection focale et parfois a
une bactériémie. Il est alors difficile d’attribuer I'intégralité des symptdmes cliniques,
et notamment I'état de choc, seulement a I'exotoxine superantigénique. Le CTS non-
menstruel semblerait étre une forme composite a la frontiere entre le choc toxique et
le choc septique [105]. La réponse pro-inflammatoire serait liee dans ces cas, non
seulement a la toxémie mais aussi a la prolifération bactérienne et a la bactériémie
[64].

Le traitement du choc toxique staphylococcique fait appel a I'antibiothérapie anti-
staphylococcique classique mais également a des antibiotiques antitoxiniques

comme le Linézolid ou la clindamycine [106].

2.2.3. Neonatal toxic shock syndrome-like exanthematous disease
(NTED)

Le NTED est une maladie toxinique émergente du nouveau-né. Décrit pour la
premiere fois au Japon en 1992, ce syndrome est di a des souches de SARM
productrices de TSST-1 [107, 108]. Cette maladie associe fievre, thrombocytopénie
et exantheme mais sans la survenue de choc ni de desquamation. Le NTED est
plutdt de bon pronostic. Cependant certains nouveau-nés prématurés peuvent
développer des complications et succomber a cette maladie [109]. Des épidémies
dans des maternités ont été décrites au Japon [110]. L'incidence de cette maladie
dans les services de soins intensifs de néonatalogie est passée de 25.7% en 1995 a
85.6% en 1999 [109]. Mimant le plus souvent une infection virale, les symptémes
sont difficiles a reconnaitre rendant difficile le diagnostic clinique. La recherche d’'une
expansion du répertoire VB2 peut étre recherchée mais peut s’avérer négative en
phase trés précoce de l'infection [109, 111]. En phase trés précoce de la maladie,
Takahashi et al recomandent de rechercher les lymphocytes T positifs pour le V32

exprimant un marqueur d’activation lymphocytaire : CD45R0O. En effet, chez les
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nouveau-nés, ce marqueur n'est normalement pas exprimé au niveau des

lymphocytes T encore naifs [109].
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Figure 21. Pourcentage d'expression du marqueur CD45RO au niveau des cellules
CD4" VB 2" et CD8" VB 2" chez des patients atteints de NTED  d'aprés Takahashi et al
[109].

2.2.4. La maladie de Kawasaki

Il existe un certain nombre de maladies de cause réputée inconnue, touchant en
particulier les enfants pour lesquelles une activation polyclonale des lymphocytes,
est observée. Cette activation polyclonale suggere l'intervention d’'un superantigene.
La maladie de Kawasaki posséde des signes cliniques trés proches de ceux du choc
toxique staphylococcique. Des études ont démontré une expansion du répertoire V[32
chez les patient atteints de maladie de Kawasaki [112]. D’autres études ont montré
I'association entre la survenue de la maladie de Kawasaki et la colonisation par une
souche de S. aureus productrice de TSST-1[113].

2.3. Pneumonie nécrosante

La pneumonie nécrosante a été décrite pour la premiere fois en 2002 [114]. Ce
syndrome est associé a des souches de S. aureus produisant la leucocidine de

Panton et Valentine et survient chez I'adulte jeune (Age médian 14,8 ans), le plus
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souvent en lI'absence d'antécédents pathologiques. Exceptionnelle il y a quelques
années, la pneumonie nécrosante est devenue une pathologie émergente. Bien que
la prévalence des SARM dans cette entité clinique reste faible, la diffusion
épidémique des clones SARM communautaires producteurs de PVL augmente le
risque de survenue de pneumonie nécrosante staphylococcique [115]. Le début est
brutal, mais souvent précédé de signes d’infection respiratoire d’allure virale. Les
malades sont d’emblée en unité de soins intensifs avec des signes de détresse
respiratoire et de choc. Survient une pneumonie sévéere rapidement progressive avec
détresse respiratoire, atteinte pleurale, leucopénie (<500 Giga éléments/L),
hémoptysie. La radiographie pulmonaire montre des signes de pneumonie localisée
ou diffuse sous forme dinfiltrats multinodulaires et/ou avec des signes
d’épanchement pleural (Figure 22). Malgré une antibiothérapie adaptée 75% des
patients décédent dans un tableau de choc incontrélable et d’hypoxémie réfractaire
(médiane de survie de 4,3 jours). L'autopsie met en évidence des lésions de nécrose
intéressant I'ensemble de I'épithélium bronchique, qui est recouvert d’'un véritable
tapis de cocci a Gram positif, alors que le parenchyme est le siege de lésions
d’hémorragie alvéolaire massive avec une destruction des septums interalvéolaires
[114].

Figure 22. Imagerie (scanographie) d’'un patient atteint de pneumonie nécrosante [115]
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La physiopathologie de la pneumonie nécrosante fait intervenir différents facteurs de

virulence:

()

(ii)

(iii)

La leucocidine de Panton et Valentine. Elle serait responsable de la
nécrose des septa alvéolaires et de la survenue d’hémorragie alvéolaire
[45]. Les génes de la PVL induiraient une surproduction de la protéine A,
qui du fait de son action agoniste sur le TNFR-1 favoriserait le recrutement
des polynucléaires neutrophiles au niveau pulmonaire [116].

Des facteurs d’adhésion. Tristan et al ont montré que les souches PVL
positives ont une adhésion significativement augmentée aux protéines de
la matrice extracellulaire présentes au niveau du poumon [47]. L'infection
virale qui précede la pneumonie favoriserait le contact entre S. aureus et la
membrane basale de I'épithélium respiratoire en détruisant les cellules de
I'épithélium respiratoire.

L’hémolysine alpha serait impliquée selon certains auteurs dans la

physiopathologie de la pneumonie nécrosante [115]
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Chapitre IV- L’émergence des SARM

S. aureus a su développer des résistances a chague nouvel antibiotique introduit
depuis un demi-siecle. La plasticitt de son génome lui confére la capacité de
s’adapter a toutes les conditions environnementales, notamment d’acquérir des
génes de résistance aux antibiotiques ainsi que d’établir des mécanismes de
régulation pour s’adapter a des concentrations croissantes d’antibiotique [117].

Les premieres souches résistantes a la pénicilline sont apparues les années suivant
son introduction en thérapeutique en 1941, grace a l'acquisition d’une bétalactamase
plasmidiqgue, enzyme dégradant la pénicilline. La résistance a la pénicilline, a
I'origine hospitaliere, a tres vite diffusé en milieu communautaire et concerne
actuellement 97% des souches de S. aureus. Pendant les années 1950 sont
apparues des souches de S. aureus multirésistantes, car a la résistance a la
pénicilline, était associée la résistance a la streptomycine, a I'érythromycine, aux
tétracyclines, au chloramphénicol ainsi qu’aux sulfamides. L’introduction en 1959 de
la méticilline, dérivé hemi-synthétique de la pénicilline, pour le traitement des
infections a staphyloccoques a soulevé un grand espoir. Mais a peine un an plus tard
les premieres souches hospitalieres de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM)

sont apparues dans un hopital de Grande-Bretagne [117, 118].

1. Le géne mecA support de la résistance a la méticilline

Le temps zéro de I'évolution des SARM est I'acquisition du gene mecA, fragment
d’ADN de 2.1 kb, codant une protéine liant la pénicilline additionnelle (PLP 2a)[119].
Cette transpeptidase PLP2a a une affinité faible vis-a-vis des bétalactamines. Le
gene mecA confere donc la résistance a 'ensemble de la famille des bétalactamines,
notamment a la méticilline ou oxacilline. Le géne mecA est inclus dans un élément
génétique mobile: la cassette staphylococcique mec "staphylococcal cassette
chromosome mec" (SCCmec). Cette cassette s'insére au niveau d’un site spécifique

du chromosome: le site attBs.c (Ou encore appelé ISS pour integration site sequence)
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situé a I'extrémité 3’ d’une séquence a cadre de lecture ouvert désignée sous le nom
de orfX dont la fonction demeure inconnue. La séquence orfX est située prés de

I'origine de réplication du chromosome [15, 120]

2. La cassette de résistance a la méticiline SCC mec

La cassette SCCmec comporte deux éléments essentiels: le complexe du gene
mecA et un complexe de genes codant des recombinases ccr (cassette chromosome
recombinase) assurant les phénomenes d’intégration et d’excision de la cassette.
Elle est dotée de séquences terminales répétées inversées et directes. La cassette
SCCmec comporte également des éléments dits accessoires comme des séquences
d’insertion (1S1272, 1S431), des transposons (Tn554 et yTn554) ou des copies de
plasmides (pUB110, pT181, pl258) portant des genes de résistance a des métaux
lourds ainsi qu’a des antibiotiques autres que les bétalactamines [15, 17, 120]. Ces
éléments accessoires sont localisés dans trois régions dites régions J (joining-region)
de la cassette SCCmec: J1 située entre I'extrémité droite de la cassette et le
complexe ccr, J2 située entre le complexe ccr et le complexe mec, J3 située entre le

complexe mec et I'extrémité gauche de la cassette.

2.1. Le complexe mec

2.1.1. Structure

Le complexe mec est constitué du géne mecA, d'une copie de la séquence
d’insertion 1S431 et quand ils sont présents, des genes régulateurs du gene mecA:
mecl et mecR1l. Ces genes régulateurs peuvent étre intacts ou tronqués. Les
mutations survenant au niveau de ces genes régulateurs peuvent affecter le niveau
de résistance a la méticilline. A ce jour, cing classes de complexe mec (A a E) ont
éte deécrites chez les Staphylocoques (Figure 23)[121-123]. Cependant au sein de
ces cing classes de complexes, différents variants ont été décrits, la nouvelle

nomenclature exige qu'ils soient désignés par un chiffre. Par exemple un variant du
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complexe mec de classe B a été récemment décrit : B2. Ce complexe B2 posséde

un transposon Tn4001 codant la résistance aux aminosides [124].

Mec
Class mecl mecR1 mecA 1S43 Imec

A I
1S431 mecl mecRI

A “
A1S1272  AmecRI

1S431 AmecR1

1S431 AmecRl

AmecR1

AmecR1

1S1182 Amecl mecR1

A.3 -

Amecl 181182 Amecl mecR1

 hbabih b

1 kb

Figure 23. Organisation génétigue des différents complexes mec chez les
staphylocoques. D’aprés Shore et al. [121].
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2.1.2. Réle des geénes régulateurs mecl et mecRI

Le gene mecl code un régulateur transcriptionnel du gene mecA. Le gene mecR1
code une protéine transmembranaire de transduction de signal. La protéine mecR1
détecte la présence de bétalactamine grace a son domaine extracellulaire. Elle se lie
a lantibiotique, ce qui entraine l'activation de son domaine intracellulaire par
protéolyse partielle. Un des fragments issus de la protéolyse vient réprimer le géne
mecl empéchant ainsi la synthése du répresseur. Le géne mecA n’est alors plus
réprimé. A linverse en absence de bétalactamine, la protéine mecR1 n’est pas
activée, le gene mecl est alors exprimé. Le répresseur est synthétisé et vient alors
inhiber la transcription du gene mecA [125]. Le gene mecA est également régulé par
le systéme blal-blaR1 régulateur du geéne blaZ situé sur un plasmide et codant la
penicillinase. Il s’avere que la majorité des SARM ont un systéme mecl-mecR1 non
fonctionnel, les génes étant bien souvent mutés, délétés ou tronqués. Le systeme
blal-blaR1 prend alors le contréle du géene mecA et la transcription de ce géne

devient inductible [126].

2.2. Le complexe des géenes des recombinases

Le complexe des génes des recombinases est constitué soit d’'une paire de genes,
ccrA et ccrB combinés (4 allotypes décrits ccrAB1-4), soit d’un gene unique ccrC
retrouvé au niveau de la cassette SCCmec de type V. Les recombinases sont
responsables de la mobilité de la cassette. Les genes ccr sont entourés de
séquences a cadre de lecture ouvert (ORF) dont la plupart n’ont pas de fonctions
identifiées [120].

Un groupe de travail international travaille actuellement sur la classification des
cassettes SCCmec. Ce groupe a publié des recommandations concernant la
nomenclature des recombinases. Un nouveau type de gene de recombinase ccr doit
étre défini sur la base d’'une homologie nucléotidique < 50%. Un nouvel allotype au
sein d’un type ccr est défini sur la base d’'un pourcentage de parenté oscillant entre
50% et 85%. Enfin les complexes des genes ccr doivent étre numérotés dans l'ordre
chronologique de leur description. Cing types de complexes de recombinases ont été

jusque la identifiées [120](Tableau 4).
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2.3. Les différents types SCC mec

La combinaison des différentes classes de complexe mec et des 5 types de
complexes de recombinases permet de définir a ce jour 8 types de cassettes (I-VIII)
Ces huit types different d’'une part, par leur structure et leur taille (20 a 66 kb) et

d’autre part, par leur répertoire de résistances aux antibiotiques [127] [122, 128-130].

Tableau 4. Les huit types SCC mec daprés la nouvelle classification et nomenclature
établie par le groupe de travail IWG-SCC (International Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Element)[120]

Type SCCmec? Complexe mec Complexe des genes de  Taille(kb)

recombinases ccr

| (1B) Classe B 1 (ccrAlB1) 34
I (2A) Classe A 2 (ccrA2B2) 52
[l (3A) Classe A 3 (ccrA3B3) 66°
IV (2B) Classe B 2 (ccrA2B2) 20424
V (5C2) Classe C2 5 (ccrC) 28
VI (4B) Classe B 4 (ccrA4B4) 22
VII (5C1) Classe C1 5 (ccrC) 33
VIII (4A) Classe A 4 (ccrA4B4) 32

! Nomenclature des types SCCmec: chiffre romain suivi par le type de complexe de génes de
recombinases et le type de complexe mec entre parenthéses

% Le type SCCmec Il a été révisé, initialement il avait été décrit comme étant le plus grand
élement SCCmec (66 kb) mais il s’agit en fait d’'un élément composite constitué d’'une
cassette SCCmec Il et d’'une cassette SCCHg. L'élement SCCmec Ill a donc une taille

inférieure.
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Figure 24. Organisation structurale des huit types SCC
L’organisation structurale de la cassette SCCmec est région accessoire J3 - complexe mec -

mecl

région accessoire J2 - complexe ccr - région accessoire J1.
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2.4. Les différents sous-types SCC mec

Des cassettes SCCmec ayant le méme type de recombinase et le méme type de
complexe mec sont obligatoirement de méme type SCCmec mais peuvent appartenir
a des sous-types différents.
Les sous-types SCCmec sont définis a partir des régions accessoires J1, J2 et J3
comportant divers éléments génétiques mobiles vehiculant des géenes de résistance
aux antibiotiques notamment :
(i) Plasmide PUB110 portant le gene aadD responsable de la résistance
enzymatique a la kanamycine et a la tobramycine
(i) Transposon Tn554 codant ermA responsable de la résistance constitutive
aux macrolides
(iii)  Transposon PT181 portant le géne tetK de résistance aux tétracyclines
A I'heure actuelle, la liste des nouveaux variants SCCmec ne cesse de s'allonger
[120]. Plusieurs nomenclatures ont été employées pour désigner ces différents sous-
types : (i) par des lettres minuscules (ii) par des lettres majuscules (iii) par 3 chiffres
pour désigner le variant de chaque région J. Afin d’homogénéiser cette nomenclature
un logiciel permettant d’assigner automatiquement un nom a un nouveau sous-type

est en cours de développement (http://SCCmec.org)[120].

3. Autres éléments SCC

3.1. SCC non — mec

3.1.1. Définition

Des éléments génétigues SCC peuvent exister chez les staphylocoques
indépendamment du géene mecA. En effet, ces cassettes SCC appelées SCC non-
mec convoient d’'autres genes de résistance a des antibiotiques ou des genes de
facteurs de virulence [131]. Elles partagent des caractéristiques communes avec la

cassette SCCmec notamment la présence de genes de recombinases, la présence
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de séquences inversées et répétées situées a I'extrémité de la cassette ainsi que le
point d’insertion au niveau du chromosome bactérien, le site ISS [120].

La nouvelle nomenclature exige de nommer ces cassettes par le suffixe SCC suivi
du nom du géne de facteur de virulence ou de résistance aux antibiotiques, convoyé
par cette cassette. Si toutefois aucun géne n’est identifiable, il est alors recommandé
de nommer cet élément SCC suivi du numéro de la souche dans laquelle il a été
détecté [120].

3.1.2. Exemples

Différentes cassettes SCC non-mec ont été décrites comme SCCcapl, SCCfur ou
SCCHg [1, 120, 131]. SCCcapl contient le gene codant la capsule polysaccharidique
de type 1. Cette capsule accroit la résistance a la phagocytose chez S. aureus.
Toutefois SCCcapl n’est pas mobilisable en raison de I'absence du gene ccrA et de
la présence d’'un gene ccrB défectif. SCCfur convoie le géene de résistance a l'acide

fusidique. SCCHg convoie I'opéron responsable de la résistance au Mercure.

3.2. Pseudo —SCC éléments

Les pseudo-SCC éléments n'ont pas de géenes de recombinases. lls sont parfois
intégrés en tandem avec la SCCmec. L'élément WSCC ACME (arginine catabolic
mobile element) a été identifié dans les souches de SARM communautaire
americaines de type USA 300 [46]. Cet élément est tres fréquent chez S.epidermidis.
ACME porte deux clusters de génes Opp-3 (oligopeptide permease operon) et arc
codant une arginine désaminase. L’arginine désaminase a été identifiée chez
Streptococcus pyogenes comme un facteur de virulence. ACME favoriserait la
croissance et la survie de la bactérie au sein de I'héte notamment en participant a la

déplétion de la réponse immunitaire de I'h6te [46].

3.3. SCC composite

Récemment des cassettes SCCmec comportant deux complexes de genes de

recombinases ont été identifiés. Parmi ces SCC composites, une cassette dotée
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d’'une paire de genes de recombinases ccrAB-2 et du géne ccrC, a été identifiee
dans une souche de fond génétique ST100 isolée en Suisse (MRSAzu47 ) [124]. Une
autre SCC composite possédant cette fois deux genes ccrC a été détectée dans une
souche de SARM communautaire de fond génétiqgue ST59 isolée a Taiwan [132]. La
SCCmec de type 3A détectée dans la souche HU25 est désormais considérée
comme une SCC composite puisqu’elle comporte a la fois SCCmec lll et SCCHg (cf
Figure 24). On retrouve également des SCC composites chez les staphylocoques a
coagulase négative. Un tel élément a été décrit dans la souche de S. epidermidis
ATCC 12228 qui comporte deux paires de genes recombinase (type 2 et type 4).
Cette SCC composite contient un élément SCCpbp4 doté d’'un géne homologue a
celui codant la PLP4 [131, 133].

4. Hypothéses sur I'acquisition de la cassette SCC  mec

L'origine de la cassette SCCmec demeure inconnue. Cependant différents indices
comme la présence d'un gene mecA homologue chez Staphylococcus sciuri ou la
présence de la séquence d'insertion 1S1272 chez Staphylococcus haemolyticus
retrouvée dans le type | et IV de SCCmec orientent vers la piste d'un échange
horizontal entre S. aureus et des staphylocoques a coagulase négative [134] [135,
136]. De nombreux exemples tendent a suggérer que les stapylocoques a coagulase
négative transmettent le gene mecA a S. aureus [137, 138]. Ce type de phénoméne
a eté observé chez un nouveau-né. Une souche de SASM épidémique et par la suite
une souche de SARM de méme profil en électrophorése en champ pulsé ont été
isolées chez ce patient. La souche de SARM hébergait une cassette SCCmec
identique a celle retrouvée dans une souche de S. épidermidis isolé chez ce méme
patient mais différente de celles classiquement identifiées chez les SARM [139].
Jusqu’a aujourd’hui la cassette SCCmec n'a été retrouvée que dans le genre
Staphylococcus. Cependant le séquencage d'une souche de Macrococcus
caseolyticus résistante a la méticilline a révélé I'existence d’'un complexe mec,
meclRAm, qui pourrait étre un précurseur de I'actuel complexe mec de S. aureus
[140].

61



Deux hypotheses ont été émises afin d’expliquer I'origine des SARM. Kreiswirth et al
ont proposé le modele suivant lequel tous les SARM descendraient d'un ancétre
unigue qui aurait acquis le gene mecA [141]. Ce scénario semble peu probable car a
'opposé d’autres études plus récentes tendent a montrer des divergences dans la
population des SARM ce qui impliquerait un transfert horizontal du géne mecA entre

différentes lignées [118].
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Chapitre V - Les outils de description des SARM

hY

La recrudescence d'infections dues a des SARM impose la caractérisation des
souches ainsi que des investigations épidémiologiques. Pour ces applications, de
nombreux outils sont a notre disposition. Ils autorisent soit un typage définitif soit un
typage seulement comparatif et doivent répondre & un certain nombre de criteres:
typabilité, reproductibilité, stabilité, pouvoir discriminant, praticabilité ainsi que facilité
d’interprétation ou lisiblité [142-145].

1. Ouitils de typage phénotypique

En raison de sa capacité de typage incompléte, de son faible pouvoir discriminant et
de sa mauvaise reproductibilité, le typage phénotypique, ne constitue pas la
meilleure approche pour les études épidémiologiques des SARM.

La lysotypie, longtemps utilisée, qui est basée sur la capacité ou la résistance d’'une
souche a étre lysée par un phage, est aujourd’hui abandonnée [144].

L’antibiotypie exploitant les données de l'antibiogramme, présente de nombreux
inconveénients: d’'une part, I'influence des facteurs environnementaux, et d’autre part,
I'acquisition de plasmide ou un réarrangement moléculaire, entrainent des variations
de la susceptibilité aux antibiotiques chez une méme souche [146]. Toutefois
I'’émergence d’'un nouveau phénotype multirésistant constitue fréquemment un signal
d’alerte suggérant la dissémination d’'un clone épidémique. Blanc et al ont obtenu
des résultats intéressants par lI'analyse multivariée des diametres d’inhibition de
croissance chez S. aureus [147].

Le typage capsulaire est basé sur l'utilisation d'immunsérums dirigés contre les
polysaccharides capsulaires exprimeés par S. aureus, principalement les types 5 et 8
[24, 25].
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2. Outils de typage moléculaire

L'avénement des techniques de biologie moléculaire a constitué un véritable progres
pour le typage des SARM, permettant d’'une part, de définir le fond génétique des

souches et d’autre part, de caractériser les genes accessoires comme le gene mecA.

2.1. Détermination du fond génétique

Pour I'épidémiologie locale ou dite a court terme, les techniques utilisées doivent étre
tres discriminantes afin de pouvoir détecter des variations génétiques mineures. Par
contre, dans le cadre de I'épidémiologie globale ou dite a long terme, comme I'étude
de souches éloignées géographiquement ou les études phylogéniques, les
techniques doivent pouvoir s’affranchir des variations génétiques mineures et ne
détecter que les variations qui se sont accumulées lentement pendant I'évolution
(Figure 25).

Typage agr

accessory gene regulator - 4 alléles

MLST

séquencage de 7 génes de ménage

Globale

spa

séquencage géne protéine A

PFGE

Locale

v Pouvoir discriminant Epidémiologic W

Figure 25. Pouvoir discriminant des outils moléculaires de description des SARM.
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2.1.1. Electrophorése en champs pulsés

L’ADN de S. aureus est extrait puis clivé par une endonucléase a sites de coupure
rares (Smal), générant ainsi un nombre limité de longs fragments d’ADN (10-800
Kb). Ces fragments sont ensuite séparés par électrophorese en champs pulsés
(ECP), grace a des champs électriques complexes qui empéchent la formation de
structures et d’enroulements secondaires génant la migration. Le profil de
macrorestriction obtenu est appelé pulsotype. L'analyse des pulsotypes s’effectue
par la construction de dendogramme suivant la méthode de groupement par la
distance moyenne ou UPGMA (Unweighted Pair Group Matching Analysis).

Tres discriminante et tres répandue, 'ECP constitue la méthode de référence dans
l'investigation des épidémies locales ou a court terme bien que cette technique ait
été employée avec succes pour typer des souches éloignées géographiquement
[148]. Cependant, elle est jugée trop discriminante pour les études globales car elle
détecte les variations génétiques survenues rapidement ainsi que les changements
mineurs comme les mutations ponctuelles [149].

Enfin en [labsence de standardisation, les résultats demeurant seulement
comparatifs ne sont pas échangeables entre les laboratoires [145]. Cependant le
groupement européen HARMONY dont I'objectif est d’harmoniser les méthodes de
typage des pathogénes nosocomiaux, ont mis au point un protocole standardisé
d’ECP (http://www.phls.co.uk/International/Harmony/microtyping.htm) [150].

Aux Etats-Unis, le CDC a établi un nouveau systeme de nomenclature des souches
de S. aureus basée sur les profils en ECP communément rencontrés parmi les
souches américaines (Figure 26)[14]. Les différents pulsotypes correspondent a des
types dits « USA » (USA100 a USA1200). Ces types USA concernent a la fois des
souches de SASM et de SARM hormis les types USA 900 et USA 1200 qui ne

concernent que des SASM.
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Figure 26. Dendogramme construit & partir des profils en ECP des différents types
«USA». Les profils USA900 et USA1200 ne concernent que des SASM. D’aprés Tenover et
al [14].

2.1.2. Le typage agr

Il existe une étroite relation entre le type agr et le fond génétique [151]. La
détermination du type agr s’effectue grace a l'utilisation d’amorces s’hybridant au
niveau d’une région d’agrC spécifique a chacun des 4 groupes agr.

2.1.3. Le séquencage multilocus (Multi Locus Sequence Typing,
MLST)

Le MLST est une technique dérivée de I'électrophorése des isoenzymes, "multi
enzyme electrophoresis” (MLEE). L'analyse de la mobilité des électromorphes est
remplacée par celle du séquencage nucléotidique de fragments internes de 7 genes
de ménages (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, yqiL) impliqués dans le métabolisme
cellulaire de base et conservés au sein de S. aureus (Figure 27) [152]. Les variations
de séquence sont nombreuses pour chacun des 7 génes mais ne sont pas
pondérées. Qu’elles proviennent d’'une mutation ponctuelle ou d'une large
recombinaison, chaque séquence différente constitue un alléle distinct désigné par
un numéro arbitraire. Pour une souche donnée, la combinaison de 7 numéros
constitue le profil allélique dit "sequence type" (ST) qui est désigné également par un

numeéro arbitraire. Les avantages du MLST par rapport aux techniques usuelles de
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typage consistent en la précision et la reproductibilité des données du séquencage,
et en l'accessibilité de celles-ci grace a des bases de données disponibles via

internet a I'adresse http://saureus.mist.net. En travaillant sur des genes de ménage,

le MLST détecte les variations qui sont survenues lentement, ce qui en fait
actuellement I'outil le plus performant pour I'épidémiologie globale et les études de
phylogénie chez S. aureus [152, 153].

arcC

pra

Figure 27. Disposition des 7 génes de meénage séquencés en MLST sur le
chromosome de S. aureus : arcC : carbamate kinase, aroE : shikimate déshydrogénase,
glpF glycérol kinase, gmk guanylate kinase, pta: phosphate acétyltransférase, tpi:
triosephosphate isomérase, yqiL : acétyl coenzyme A acétyltransférase.

Le MLST peut étre étendu a des génes codant des protéines de surface (sas genes).
Ces génes ont la particularité d'étre bien conservés au sein de I'espéce mais de
suivre une évolution plus rapide que celle des genes de ménage. Le séquencage
conjoint de 7 genes de ménage et de 7 genes codant des protéines de surface
aboutit a un MLST dit haute résolution, mis au point par I'équipe d'Enright et al et
utilisé dans les études phylogéniques [154].

L’algorithme eBURST (Based upon related sequence types) développé par Ed Feil
permet d’analyser les données issues du MLST [155]. Cet outil est disponible sur

internet a l'adresse http://www.eburst.mist.net. La finalit¢ de cet algorithme est

d’apporter une information sur [I'évolution des souches et sur les relations

phylogéniques qu’elles entretiennent entre elles, ce que les représentations
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traditionnelles, comme le classique dendrogramme, n’offrent pas. Les souches
possédant au moins 5 loci identiques sur 7 sont regroupées au sein d’ un complexe
clonal (CC). eBURST permet de prédire le sequence type (ST) du clone ancestral
ainsi que d’établir le cheminement de I'évolution des clones au sein du complexe
clonal. Le génotype ancestral est défini comme le génotype qui différe, au niveau
d’un seul locus sur 7, du plus grand nombre des autres génotypes appartenant au
méme complexe clonal.

Dans la représentation graphique les différents ST sont représentés par des points.
Les ST sont reliés entre eux par un trait unique lorsqu’ils différent par un seul alléele.
Le nombre de traits représentent le nombre d’alleles différents. Les ST non affiliés a

un complexe clonal sont dits «singletons» (Figure 26).

Figure 28. Représentation en "ciel étoilé" de la population de S. aureus par un
diagramme eBURST d'aprés Feil et al [155]. Le clone ancestral (CA) est positionné
au centre (ex ST8); le CA est relié par un trait aux clones qui ont un seul alléle de
différence (ex ST250); le CA est relié par deux traits aux clones qui ont deux alléles
de différence (ex ST 247).
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2.1.4. Le séquencage de la région polymorphique du gene de la
protéine A (s pa typing )

Cette technique est beaucoup plus simple que le MLST car elle est basée sur le
séquencage d’un seul locus : la région variable dite région X du géene de la protéine
A (spa). La région X située a l'extrémité 3’ du gene codant la protéine A, est
composée de séquences répétées en tandem (VNTRs) de 24 pb (voir
exceptionnellement de 21 pb) [156].

Figure 29. Séquencage du géne de la protéine A. Les amorces s’hybrident au niveau de
séquences conservees encadrant une région variable dite région X.

Chaque séquence répétée differe 'une de l'autre par une mutation ponctuelle. Ces
différentes séquences autrefois désignees par une lettre (A a Z, A2, B2, etc.), sont
maintenant désignés par un numéro (r01, r02, etc.). L'organisation de ces différentes
séquences répétées au sein de la région X se traduit donc par une succession de
chiffres (ou de lettres dans I'ancienne nomenclature). A chague combinaison de
chiffres est assigné un numéro de spa type (t001, t002 etc...). En pratique, les
séquences sont analysées grace au logiciel Ridom Staph Type software® (Ridom
GmbH, Germany) qui assigne alors le type spa. La base de données est consultable

sur le site internet: http://www.ridom.de/spaserver.

Le typage spa est une méthode trés discriminante qui reflete a la fois les macro et
les micro-variations génétiques dans la population de S. aureus [157]. Cependant, du
fait d'une trop grande variabilité au niveau des types spa, elle était surtout utilisée a
I'investigation d’épidémies a court terme [158].

L’algorithme BURP (Based Upon Repeat Pattern) a été développé pour analyser les

données du spa typing [159, 160]. Dans la méme logique que l'algorithme eBURST
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pour les données du MLST, BURP permet de regrouper les spa types au sein de
complexes clonaux et renseigne sur I'évolution clonale des souches de S. aureus. Il
a élargi l'utilisation du spa typing aux études épidémiologiques globales ou a long
terme [161].

La correspondance entre les données du typage spa et du MLST est excellente
(97%). Cependant des rares cas des discordances ont été observés entre les
données du typage spa et les données du MLST [161]. Ces discordances
s’expliqueraient par la survenue de phénomeénes de recombinaison intergénomiques
comprenant le locus du géne de la protéine A au sein des lignées phylogéniques de
SARM. Ce phénoméne a notamment été décrit pour les lignées ST239 et ST34
[162].

Dans le cadre de la surveillance des SARM en Europe, un réseau européen
(composé de 44 laboratoires dédiés a la médecine humaine ou vétérinaire) a élaboré
une base de donnée SeqNet.org exploitant les données du spa typing
(http://www.SedgNet.orq) [163].

2.2. Détermination des genes accessoires par PCR

2.2.1. Typage de la cassette staphylococcique SCC mec

La caractérisation compléte des SARM requiert non seulement l'identification du fond
géneétique mais aussi la caractérisation de la cassette SCCmec.

Différentes techniques de typage SCCmec sont disponibles mais en raison de
I'émergence constante de nouveaux variants elles peuvent échouer. Le choix de la
stratégie doit étre orienté en fonction de I'objectif de I'étude notamment s'il s'agit
d’une surveillance globale ou locale des SARM [1].

Le séquencage ccrB est basée sur le séquencage d'un fragment du gene de
recombinase ccrB [164]. Ce séquencage s'integre facilement aux protocoles de
séquencage du spa et du MLST. Une base de donnée des séquences est disponible

sur internet pour déposer et consulter les séquences ccrB (http://ccrbtyping.net)

[165]. Cet outil permet d’étudier I'évolution des cassettes SCCmec au sein de la

population de SARM mais également des staphylocoques a coagulase négative.

70



La PCR multiplex de Milheiro et al utilise 20 amorces venant s’hybrider au niveau de
loci spécifiques a chaque type de cassette (loci dispersés dans toute la cassette y
compris dans les régions J accessoires)[166]. Elle est basée sur un profil de bandes
spécifique a chaque type de cassette (2 a 5 bandes). Cette technique est pratique
mais facilement mise en échec par la survenue de nouveaux variants. D’ailleurs elle
se limite a la caractérisation des cassettes | & VI. Elle peut étre complétée par une
PCR dédiée a lidentification des sous-types au sein du type IV basée sur les
variations de la région J1[167].

La PCR multiplex de Kondo utilise 6 jeux d’amorces dont I'un sert a la caractérisation
du complexe mec et I'autre a la caractérisation du complexe ccr. Bien qu’étant assez
fastidieuse, cette technique a lI'avantage d’étre informative sur le type de complexe
mec et sur le type de recombinases [168].

Par ailleurs Chen et al ont récemment développé une technique rapide de typage
SCCmec en PCR en temps réel [169].

2.2.2. Toxinotypie

Les facteurs de virulence peuvent étre considérés comme des produits de genes
accessoires, non indispensables pour la croissance ou la division cellulaire, mais qui
conférent un avantage sélectif dans certains environnements. La plupart de ces
produits sont codés par des éléments génétiques mobiles. La détermination de
I'habillage toxinigue comporte la recherche des genes d’entérotoxines, de la toxine
du choc toxique staphylococcique (TSST-1), des exfoliatines ETA, ETB et ETD, des
hémolysines [3, y et y variant, des leucocidines LUE-LUKD et LukM et de la leucocidine

de Panton-Valentine
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Chapitre VI - Evolution moléculaire des SARM

1. Un nombre limité de clones pandémiques de SARM nosocomiaux

1.1. Historique

1.1.1. Données de I'électrophorese en champ pulsé

Dans le cadre de la surveillance internationale des SARM menée par le CEM/NET
(Center for molecular Epidemiology and International Network), Oliveira et al ont
analysé par ECP et par I'étude du polymorphisme de restriction du gene mecA et du
transposon Tn554, pres de 3000 souches isolées de différents pays [170].

Cing types clonaux ont pu étre individualisés sur la base de leur pulsotype: le clone
Ibérique, le clone Brésilien, le clone Hongrois, le clone New York/Japon et le clone
Pédiatrique. Ces difféerents clones représentaient 70% de I'ensemble des souches de
SARM étudiées [170].

1.1.2. Données du MLST

Le pulsotype est un marqueur tres discriminant et qui donne une vision détaillée du
fond génétigue pouvant masquer la similarité entre deux clones qui sont
temporellement ou géographiquement éloignés. Afin d’avoir une vision plus globale
du fond génétique des 5 clones pandémiques précédemment identifiés, le
séquencage multilocus (MLST) a été réalisé. Les données du MLST ont permis
d’identifier deux fonds génétiques : (i) le fond génétigue ST5 commun aux clones
New York/Japon et Pédiatrique, (ii) le fond génétiqgue commun aux clones Brésilien
et Hongrois (ST 239) mais aussi commun au clone Ibérique (ST247) qui ne différait
que par deux alleles [170].

Dans le méme esprit, I'application du MLST a des clones de SARM épidémiques

(EMRSA), jusque la individualisés sur la base de leur pulsotype, a permis de

72



regrouper certains d’entre eux. Ainsi les clones EMRSA-2,-6,-7,-12,-13 et 14 ont été
réunis au sein du méme sequence type, ST8 [118].

L’approche par MLST a ainsi révelé l'existence d’'un nombre limité de clones
pandémiques de SARM, démontrant ainsi la structure trés clonale de la population
des SARM nosocomiaux. Par opposition, I'application du MLST a des souches de
S. aureus sensibles a la méticilline (SASM) a révélé une grande diversité allélique
[152].

1.2. Identification de cing lignées phylogéniques de SARM

Afin d’établir la relation phylogénique entre les différents clones de SARM et de
découvrir leurs ancétres, Enright et al ont appliqgué l'algorithme BURST (ancienne
version du eBURST) a un grand nombre de souches de SASM et de SARM,
préalablement analysées par MLST [118]. Les souches possédant au moins 5 loci
identiques sur 7 en MLST, ont été regroupées au sein d'un méme complexe clonal
(CC). La majorité des SARM était répartie au sein de 5 complexes clonaux
gu’Enright et al ont assimilés a cing grandes lignées phylogéniques (Tableau 5) :
(1) Complexe clonal CC5 comprenant les clones Pédiatrigue et
NewYork/Japon
(i) Complexe clonal CC22 représenté par le clone épidémique EMRSA-15
isolé en Allemagne
(i)  Complexe clonal CC30 représenté par le clone EMRSA-16 (ST36) isolé en
Angleterre
(iv)  Complexe clonal CC45 représenté par le clone Berlin
(v) Complexe clonal CC8 regroupant les clones Ibérique, Brésilien et
Hongrois, ainsi que le clone V (type USA500), clone épidémique isolé aux
Etats-Unis. Le complexe CC8 comprend également le clone Archaique
correspondant aux premiéres souches de SARM isolées en 1961 au
Danemark et en Angleterre [117, 171]. Les équipes de Crisostomo et
d’Enright ont essayé de retracer I'évolution des SARM au sein de ce
complexe clonal CC8. Un clone de SASM épidémique isolé au Danemark
dans les années 1950 possédait le méme sequence type (ST250) et le

méme antibiogramme (hormis la résistance a la méticilline) que les
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premieres souches de SARM isolées en 1961 (résistant a la pénicilline,
streptomycine et a la tétracycline)[171]. Le tout premier clone de SARM

(clone Archaique) serait donc issu de ce clone de SASM ST250 qui aurait

acquis la cassette SCCmec de type | (Figure 30) [118].
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Figure 30. Origine et évolution des clones de SARM au sein du complexe clonal CC8.
Les clones Archaique, Brésilien, Hongrois, Ibérique, le clone V et le clone de SARM

communautaire américain USA 300 appartiennent a ce complexe clonal [14, 118].
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Tableau 5. Les clones pandémiques de SARM nosocomiaux. D’aprés Deurenberg et al
[172].

Clone MLST profile ST cC SCCurec spa type* Geographical sprc.\dh
Archaic 3-3-1-1-4-4-16 250 8 1 LO08, (009, (194
Southern Germany 1-4-1-4-12-24-29 228 5 t001, €023, (041, t158,
t20
UK EMRSA-3 1-4-1-4-12-1-10 5 5 tont,

1045,
178,
311, 2
Tberian 3-3-1-12-4-4-16 247 8 I LOUs, L051, Bel 3, Cze, Den, Fin, Fra, Ger, Ita, Net, Pol, P¢
200 Slo, S , Swi, UK, USA
Irish-1 3-3-1-1-4-4-3 8 8 | LOO, 024, 164, 1190, Ast, Ire, UK, USA
t206, 211
New York/Japan 1-4-14-12-1-10 5 5 i1 L001, 002, 03, 1010, Ast, Bel, Can, ra, Ger, Ire, Jap, Kor,

(s, 1053, t105, Mex, Sin, Swe, UsA

175, 1179, 1187, 1214,
E311, 1319, (389, 1443
UK EMRSA-16 2-2-2-2-3-3-2 36 36 LO18, (253, (418, 1419
Brazilian/Hungarian 2-3-1-1-44 2 LO30, L037, (234, 1387,
L3885
Berlin 10-14-8-6-10-3-2 15 5 v tond,
FO38, 1030, 165, (204,
1230, (3%
Paediatric 1-4-14-12-1-10 5 5 v too1, A g, Ast, Bra, Caol, Den, Fra, Kor, Nor, Pol,
145, Por, Spa, Swe, Uru, UK, USA
L178
L3111
UK EMRSA-2/-6 3-3-1-1-4-4-3 8 8§ v LOOK, i ) Ast, Bel, Fin, Fra, Ger, Ire, Net, Nor, Tai,
t206, 1211 UK, USA
UK EMRSA-15 7-6-1-5-8-8-6 22 2 v L05, 1022, 1032, 1223, i w, NZ,

L3009, 1310, 1417, 1420

Le clone UK EMRSA-16 est de séquence type ST36 mais appartient au CC30.

2. Emergence des SARM a plusieurs reprises dans une lignée phylogénique

donnée

L’étude de ces lignées phylogéniqgues de SARM a permis de mettre en évidence
deux phénomenes. Tout d’abord, une méme lignée phylogénique peut avoir
différents types de cassette SCCmec. Par exemple la lignée de sequence type ST5 a
pu acquérir 4 types de cassette. Dans cette lignée nous retrouvons le clone
NewYork/Japon doté de la cassette SCCmec de type Il et le clone Pédiatrique doté
du type IV (Figure 31)[118].

Par ailleurs, un méme type de cassette est retrouvé au niveau de fonds génétiques
différents. Par exemple la cassette SCCmec de type Il est commune au clone New

York/Japon de sequence type ST5 et au clone EMRSA-16 de sequence type ST36.
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Ces faits suggerent, soit I'acquisition indépendante de la cassette SCCmec par ces
deux lignées, soit un transfert horizontal de la cassette entre ces deux lignées [117].
Ainsi le type SCCmec IV est retrouvé au niveau de trois fonds génétiques différents,
ainsi que chez les SARM communautaires. La mobilité accrue de ce type de cassette
peut s’expliquer d’'une part, par sa petite taille et d’autre part, par 'absence de genes
superflus (notamment I'absence d’autres génes de résistance)[173].

Au total, ces données viennent réfuter I'hypothése selon laquelle tous les SARM
descendraient d'un ancétre commun [118]. La diffusion mondiale de SARM semble
due a la dissémination d’'un petit nombre de clones pandémiques dans lesquels
I'élément SCCmec a trouvé un fond génétique doté d'un bon «fitness» pour la

virulence et la diffusion épidémique [170, 174].
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Figure 31. Origine et évolution des SARM au sein du complexe clonal CC5 [118]

3. Facteurs limitant le phénomene d’acquisition de la cassette SCC mec

D’aprés Katayama et al, tous les fonds génétiques de S. aureus ne sont pas
disposés a recevoir, ni a maintenir la cassette SCCmec [175]. Certains fonds
génétiques posséderaient une barriere naturelle empéchant I'insertion de la cassette
SCCmec [176]. Le mécanisme et la base génétique de cette barriere ne sont pas

élucidés a ce jour mais son existence contribue certainement a la limitation du
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nombre de lignées de SARM. D’aprés Lindsay et al, le systeme de restriction-
modification Saul pourrait étre impligué dans ce phénomeéne en bloquant le transfert
horizontal de la cassette SCCmec [177]. D’aprés d’autres auteurs, le site d’insertion
de la cassette sur le chromosome est un lieu de prédilection pour linsertion
d’éléments génétiques mobiles, en particulier ceux codant pour la résistance aux
antibiotiques. Ce site pourrait étre alors occupé par d’autres éléments que la
cassette SCCmec empéchant ainsi l'insertion de cette derniére [178].

4. Dynamique évolutive et dissémination des clones de SARM hospitaliers

Les SARM sont vite devenus une des premiéres causes d’infections nosocomiales

dans les hopitaux du monde entier (figure 32).

4 L [l Hong Kong
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Figure 32. Prévalence par pays des SARM hospitaliers. D’aprés Grundmann et al [179].

L’épidémiologie des SARM hospitaliers est en perpétuelle évolution. Dans une zone
géographique donnée les clones de SARM émergent, diffusent puis disparaissent et
sont remplacés par dautres. Ce phénomene de remplacement des clones par

vagues épidémiques a été bien documenté en Grece, en Hongrie, en France, au
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Royaume Unis ou encore en ltalie (Figure 33)[174, 180-183]. Ainsi le clone Ibérique
résistant a la gentamicine a occupé les hépitaux francais jusqu’'en 1992 puis a été
remplacé par le clone Lyon [184]. La diminution de la pression antibiotique avec la
baisse de [lutilisation thérapeutique de la gentamicine a dd contribuer a ce

phénomeéne [185].
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Figure 33. Succesion des clones hospitaliers en ltalie. D’aprés Campanile et al [182].
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5. Emergence des SARM résistants a la vancomycine

Les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) sont une famille d'antibiotiques a
disposition depuis une quarantaine d'années; cette famille constitue la référence pour
le traitement des infections a SARM. Hiramatsu et al ont isolé au Japon la premiere
souche de sensibilité diminuée a la vancomycine (Souche Mu50) [2]. La détection de
souches de S. aureus, de sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA) ou (VISA
pour vancomycin intermediate S. aureus) a été rapportée un peu partout dans le
monde. Ces souches présentent un eépaississement de leur paroi dont le
déterminsme génétique reste a élucider [21]. L'expression de cette résistance peut
étre hétérogene (hétéro-VISA). L'emergence de la résistance a la vancomycine
constitue une menace certaine. Elle se propage parmi les souches de SARM,
d’ailleurs certaines souches VISA ont été détectées parmi des isolats cliniques du
clone de SARM communautaire USA300 [14]. La résistance aux glycopeptides
concerne surtout les souches de SARM soumises a une exposition prolongée a la
vancomycine comme dans le cas des infections osseuses. Cette résistance réduit
considérablement les possibilités thérapeutiqgues des SARM.

Par ailleurs des souches résistantes a la vancomycine (VRSA) par acquisition du
gene vanA des entérocoques, ont été isolées aux Etats-Unis. Heureusement ces cas
restent rares, au total neuf souches ont été détectées [186]. Des recherches ont
montré qu’'un peptide secrété par S. aureus, staph-cAM373, aurait une action de
phéromone et stimulerait le transfert conjuguatif de plasmide provenant
d’Enterococcus faecalis. Ce phénoméne contribuerait a l'acquisition du plasmide
portant le gene Van A des entérocoques [187].

L’'analyse par MLST et typage de la cassette SCCmec des premieres souches GISA
isolées, de la souche japonaise Mu50 et des deux premieres souches de VRSA
isolées aux Etats-Unis ont révélé leur émergence au niveau du sequence type ST5
(Figure 29)[118].
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6. Les SARM communautaires

6.1. Emergence

Les SARM d’acquistion communautaires peuvent avoir deux origines distinctes : soit
() il s’agit d’'une dissémination des SARM nosocomiaux hors de I'environnement
hospitalier, notamment par les transferts de service de patients colonisés et par
'augmentation des soins a domicile, soit (ii) il s'agit de I'émergence d'un clone
distinct, "natif" strictement du milieu communautaire, en dehors de tout lien avec
I'hopital [188, 189].

Les infections dues a des SARM nosocomiaux, en milieu communautaire
surviennent principalement chez des patients ayant des facteurs de risque comme le
port d'un cathéter au long cours, des hémodialyses ou des antécédents
d’hospitalisation. Ces SARM nosocomiaux d’acquisition communautaire sont isolés
dans une population plutét agée mais peuvent diffuser dans I'entourage de ces
patients.

Les premiers cas d’infections communautaires chez des patients en dehors de tout
lien avec I'hopital ont été décrits chez les aborigenes du Nord-ouest de I'Australie
dans les années 1980 [190](Figure 34). Parallelement, aux Etats Unis, des cas
d’infections communautaires & SARM ont été observés, notamment lors de
I'épidémie de Détroit qui concernait majoritairement des toxicomanes par voie
intraveineuse [191]. En 1997, un programme de surveillance des infections a SARM,
supposées étre d’acquisition communautaire, a été établi dans les états du
Minnesota et du Dakota du Nord. Trois cents cas d'infections cutanées a SARM
vraisemblablement communautaires ont été rapportés en deux ans. Quatre déces
sont survenus chez des enfants a priori sans aucun facteur de risque d’acquisition
d'un SARM [192] Le typage des souches par ECP a révélé que les souches
incriminées étaient épidémiologiqguement reliées mais différentes des souches de
SARM hospitaliers diffusant habituellement dans ces états [193]. A la suite de cette
investigation, une étude concernant des souches de S. aureus isolées de la
communauté indienne rurale a laquelle appartenaient ces quatre enfants a été

menée. Elle a montré d'une part la forte prévalence de souches de SARM parmi
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cette communauté et d’autre part que ces souches étaient clonales [194, 195].
D’autres cas d’épidémies communautaires d'infections a SARM ont ensuite été
rapportés concernant des communautés spécifiques comme les equipes sportives, la
population carcérale, les camps militaires [115, 196-198]. Ces communautés
fermées se caractérisent par la promiscuité et souvent par des défauts d'hygiene.
Enfin, des cas de pneumonies nécrosantes a SARM ont été rapportés en France et
aux Etats-Unis chez des enfants ou des sujets jeunes dépourvus de tout facteur de
risque [114, 115].

Enfants sans Population carcérale

facteurs de risque identifiés | Homosexuels

Minnesota [ Dakota du Nord _

Fin années 1390
Milleu années 1990
Epidémie de Détroit

2/3 des patients toxicomanes
par voie IV

1998 - Athléetes/equipes sportives Pneumonie nécrosante
1999 - Indiens d’Amérique Etats-Unis et Europe

Aborigénes d’Australie

Figure 34. Emergence des SARM communautaires.

6.2. Epidémiologie

Les vrais SARM d'acquisition communautaire (SARM-C) qui ont été caractérisés a ce
jour portent une cassette SCCmec type IV ou V et sont fortement associés aux
genes codant la leucocidine de Panton-Valentine, alors que le fond génétique et la
distribution des autres genes est spécifique a chaque continent [199]. Il n’y a pas de
restriction a un fond génétique particulier puisque I'on retrouve les SARM-C dans 3
des 4 types agr. Contrairement aux SARM hospitaliers les SARM-C se caractérisent

donc par une diversité clonale [199].
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Les SARM-C sont majoritairement responsables d’infections suppuratives de la peau
et des tissus mous parfois séveéres comme des fasciites nécrosantes [84] [115]. lIs
sont également impliqués dans des cas de pneumonies nécrosantes.

En Europe, le clone prédominant est le clone de SARM-C ST 80 dit clone Européen.
Il possede une cassette SCCmec de type IV et son profil de résistance aux
antibiotiques est caractéristique: pénicilline, oxacilline, kanamycine, tétracycline et
acide fusidique. En fait ce clone est doté d’'un plasmide pUB102 qui porte les genes :
farl (codant la résistance a l'acide fusidique), tetK (codant la résistance aux
tétracyclines) et blaZz (codant la pénicillinase) [200]. Les SARM-C des autres
continents avaient été initialement décrits comme n'ayant pas de résistances
associées. Cependant la tendance semble s’inverser notamment avec le clone
ameéricain de SARM-C USA 300 qui s’avere étre de plus en plus résistant [14].

On assiste aujourd’hui a des échanges intercontinentaux des différents clones. Le
clone ST8 (USA300) diffuse en Europe, en Australie, en océanie, en Asie [14]. Le
clone ST59 diffuse depuis les Etats-Unis vers I'Asie [132, 199]. Enfin le clone
Européen ST80 diffuse vers I'Asie. Ces échanges intercontinentaux semblent
beaucoup plus rapides que ceux des SARM hospitaliers. Les SARM hospitaliers
diffusent en effet lors du déplacement du patient d’'un service a l'autre. En revanche,
les SARM-C diffusent eux, d’'un continent a l'autre trés rapidement probablement via
les moyens de transport, ce qui explique que les grands carrefours d’échanges
internationaux, comme I'Asie, soient particulierement touchés [199].

Le clone ST80 a diffusé vers le Nord de I'Europe qui était jusque la épargné et qui
présente le plus bas taux de SARM hospitaliers (<1%)[179]. Les données du réseau
de surveillance SeqNet.org le classe a la 7°™ place des clones les plus fréqguemment
détectés en Europe [163]. Enfin certains clones apparaissent d’emblée
multicontinentaux comme le clone ST377, porteur de la cassette SCCmecV, retrouvé
en Europe mais également en Australie [201].

Les SARM-C peuvent également diffuser en milieu hospitalier. Le clone ST80 est
d’ailleurs endémique dans les hoépitaux d’Alger [202]. Ce méme phénomeéne est

observé avec le clone de SARM-C USA300 qui envahit les hdpitaux américains [14].
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1. Introduction

n 1960, la premiére scuche de S, aureus résistante 4 la méticiline

{SARM) est apparue en Angleterre, puis les SARM se sont répan-
dus de fagon épidémique dans les hipitaux 4 partir des annges 70, pour
devenir vers 1980 multi-résistants aux antibiotigues et pandemigues
[31, 33, 341, lls ne sont généralement pas retrouvés en dehors de hd-
pital sauf chez certaing patients ayant des facteurs do neque étabhs. Aux
alentours des annéas 2000, les SARM n'ont plus éte limités au sscteur
hospitalier, mais de nouveaux clones ont été décrits comme responsables
d'infections communautaires. Ces SARM communautaires contiennent
‘e plus souvent les génes de la leucocidine de Panton Valentine et ocoa-
sionnent des infections cutanges suppuratives et nécrosantes (8, 11, 24,
37, 39). Ces nouvelles souches sont hautement épidémiques ! consti-
tugnt un probléme de santé publique émergent au riveau mondial,
Ces données nouvelles bouleversent l'épidémiclogie de S. aursus,

2. Les outils de description
des grands clones de SARM

Le développement des outils de biologie moléculaire a permis de réa-
liser des études d'épidémiclogie globale {ou macro-épidémiclogie),
de donner des noms aux grands clones pandémiques de SARM et
de montrer leur diffusion au niveau national et international [31].
L'appartenance d'une souche de SARM & un clone est démontrée en
caractérisant la souche successivement par :

- le séquengage de 7 genss de ménage (en anglais, MLST pour
multilocus sequence typing) [35). Les séquences sont analysées dans une
base de données accessible sur le site weanimlst.nat. Un type de séauence
{ou en anglais, sequence type] est attribué & chaque souche analysée |

~ la caracténisation du nombre et de la structure des répétitions
présentes dans la séguence codante de la protéine A de S. aureus
(spa typing) [16]. Lanalyse de ces répdtitions par PCR multiplax
permet d'attribuer 4 chaque souche un profil {spa type) dont la défi-
nition et la nomenclature sont standardisées au niveau international
a partir du site www.segnet.org ;

— la caractérisation de la cassette contenant le géne de résistance
mech & la méticiline (SCCmec pour staphylococcal chromosomal
cassette) [18, 29]. Il existe 5 grands types de cassettes et cerlaing
sous-types |

= le type d'alléle agr de chacun des grands clones pandémigues [22].
Le géne agr est un régulateur global de Mexpression des exoprotéines
et il existe 4 types d'allele agr qui refletent le fond génstque de la
souche analysée.

D'autres outils sont utilisés pour typer les souches de SARM comme la
profil de restriction de I'ADN chromosomique par électrophorése en
champ pulsé. Cet outil est d'un grand intérét pour les études de micro-
spidemiclogie. Ces dtudes permettent de démontrer le fien entre les
souches isolées dans un espace spatic-temporel étroit. Son trop fort pous
voir discriminant et sa faible reproductibilité interdaboratoires ne permettent
pas son utilisation exclusive pour des études d'épidémiologie globale.
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3. Différence entre les SARM
hospitaliers et communautaires

Initialement, les SARM étaient tous dérivés d'un clone hospitalier res-
ponsable d'infections nosocomiales (SARM d'origine hospitaliere ou
SARM-H). Des SARM-H sont occasionnellement isolés hors de I'h-
pital chez des sujets colonisés au cours d'une hospitalisation ou d'un
acte de soin, Ces patients ont généralement des facteurs de risque
en rapport avec |'erigineg hospitaligre des souches de SARM : hospi-
talisation ou chirurgie récente, pathelogie chronique, age eleve,
membre de I'entourage travaillant dans un systéme de soin. Les infir-
migéres & domicile ant récemment été incriminées dans la propagation
de ces souches hors de 'hépital.

Depuis la fin des années 1890, des souches de SARM sont régulid-
rement isolées hors de Mhopital chez des patients ne présentant aucun
de ces facteurs de risque. Dans la littérature, ces nouveaux SARM
{SARM d'origine communautaire ou SARM-C) ont parfois été confon-
dus ou rattachés aux SARM-H isolés dans la communauté chez les
sujets & risque.

4. Les SARM hospitaliers

4.1. Descriptior des principaux clones mondiaux
de SARM-H

En fonction des caractésistiques génétiques obtenues par le MLST,
le spa typing, la détermination du SCCmec el du type agr, différents
clones de SARM-H ont &i¢ décrits dans le monde (tableau [). On isole
acluellement en France de rares souches de SARM proches du clone
ibérique, surtout des souches proches du clone V et 'émergence de
souches proches du clone pediatrique.

Le clone ibérique a d'abord été retrouvé en Espagne, puis dans tous
les pays de 'Europe dont la France [17, 30]. | s'agit d'un clone rela-
tivement ancien qui a commencé & disparaitre de France a partir de

1892, Il corespond aux souches de SARM multi-résistantes aux anti-
biotiques dont la gentamicine, la tobramycine et la kanamycine. Les
souches du clone ibérique correspondent également aux quelques
souches de sensibilité diminuée aux glycopeptides (souches
GISA} décrites en France. Ce clone est rarement isolé en France
actucllement {moins de 5 % des souches hospitaliéres de SARM].

Le clone V est un clone retrouvé en milieu hospitalier 4 New York
en 1996 [6, 30]. Le clone majoritaire décrit en France depuis 1992
qui correspond aux souches sensibles 4 la gentamicing, résistantes
4 la kanamycine et 4 la tobramycine et aux fluoroguinolones,
peut étre assimilé au clone V. En effet, il posséde en commun avec
le clone V, un seguence type de type B, un alléle agr de type 1, le
géne de l'entérotoxine A (sea), l'absence du locus ego lenterotoxin
gene cluster codant les entérotoxines G, I, M, N et O) et du géne
de la toxine du choc toxique staphylococcique ou TSST-1 (ts1),
et une cassette SCCmec de type IV, || existe cependant une
légére variation de cetts cassette SCCmec entre les clones, avec
un SCCmec IVA pour les souches frangaise alors que le clone V
est de type IV stricl. De méme, le spa fype est sensiblement
différent mais les types observes (8, 68 et 64) sont phylogéns-
tiquement trés proches.

Le clone pédiatngue est un clone hospitalier de seguence type B qui
a été isolé dans les hopitaux pédiatriques du Portugal en 1692 ol il
représentait 6 % des souches pandémicues isolées jusqu'en 1998
{8, 28, 30]. Ce clone présente une résistance hétérogéne 4 la mét-
cilline et posséde une cassetle SCCmec de type V. Un clone proche
du clone pédiatrique est retrouvé également notamment chez les
enfants et les jeunes adulles en France. Les souches de ce clone ont
en commun avec ce clone un sequence fype 5, un allble agr de type
2, le locus egc, I'absence de sea el la présence d'une casselte
SCCmec de ype IV, Le géne fsf de la toxine du choc taxique sta-
phylococcigue est souvent présent. Les souches ont une résistance
hetérogéne a l'oxacilline, sont résistantes 3 la tobramycine, la kana-
mycine et |a tétracycline et ont une résistance intermédiaire a 'acide
fusidique.

Dénomination | Souche | Séquence @ Type  Type Type Géne | Génes Géne Génes Clones Principales
du clone de type spa | agr de de dels dela détectés | resistances |
référence SCCmec  SEA | Pegc T8ST-1 BVL en France  aux antibiotiques
Clone archaique COL 250 8 1 1 1 . ] - Non
Clone minantaire Kanamycine
hospialer obamycing,
Clone dérgque PER34 250 51 1 Y - 1 = b e notamment gontamigiog,
dos souches + macrohdes,
GISA Quinoiones
Clone minoritaire Kanamycine
hospialer fobramye ne
Clone pédatnque | HDE288 5 3 2 W + . F - - 8! ommunautain fetracye nes,
S e avec souvent i gene | acide fuaidique
de la TSST1
Clone Kanamyging,
- . . . M majostaire gentamine,
Clone ¥ BK2528 8 84 1 N hospialier £ macrolides,
CnGones
- . Clone Kanamyoing,
Clone PVL B0V ”é ;?;2 80 40 3 L e : majoritaie tetracyclines
: communautaire acade lusidhoue
arterotomn gene olusier
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4.2. Données épidémiologiques des SARM-H en France

Les donndes frangaises sur l'épidémiclogie des SARM sont rap-
portées en incidence rappartée au total des souches de 8. aurcus
isolées, en taux d'attaque pour 100 admissions ocu en incidence
pour 1000 journées d’hospitalisation. L'étude EARSS (European
Antimicrobial Resistance Surveillance System] qui ne prend en
compte que les souches isolées dhémoculiures, retrouve pour la
France en 2001 et 2002, 33 % de SARM avec un intervalle de
21 % &4 51 % selon les centres (http://www.earss.rivm.nlf). Les don-
nées des enquétes RAISIN ne concernent que les infections noso-
comiales. Dans Venquéte de prévalence nationale {(un jour donng)
RAISIN 2001 qui concernait 1 533 établissements, S. aureus repra-
sentait 198 % des infections nosocomiales dont 64,2 % de
SARM. L'snquéte RAISIN 2002 (478 établissements, 167 988 lits)
concemnait 8 000 souches de SARM avec une incidence de 0,68 pour
1 000 journées d'hospitalisation (0,47 4 0,81 selon les régions)
{http:/fwww.invs.sante.fripublications/2002/raisin_oct_2002/).
Les résullats globaux de Penquéte RAISIN 2003 ne sont pas
encore rendus publics, mais les résultats pour le C-CLIN Sud-Est
{(http:focln-sudestuniv-lyont.ir/} sont les suivants :

= 31.9 % de SARM (pour 7 053 8. awreus) : 27.5 % en couns séjours
dont 23.9 % en réanimation et 56.2 % en longs séjours ;

- incidence pour 1 000 jours d'hospitalisation : 0,67 ; 0,81 en courts
sejours dont 2,9 en réanimation et 0,46 en longs séjours ;

- le taux d'attague était de 0,47 pour 100 admissions en courls séjours.
Depuis les années 80, la proportion des SARM dans les hépitaux
frangais était croissante passant de 23 % (3-34) en 1990 &
30 96 (6,7-48,3) en 1998, avec une incidence pour 100 admissions
de 0,37 en 1990 2 0,58 en 1898 et une incidence pour 1 000 jour-
nées d'hospitalisation de 0,40 en 1980 4 0,56 en 1998 (25]. Depuis
4 ans, unc baisse de lincidence des SARM est rapportée pour
les services de réanimation, de I'AP-HP, du C-CLIN Paris-Mord
{hors AP-HP) et du C-CLIN Sud-Est [21], témoignant de ['efficacité
des régles d'hygiéne pour limiter la ransmission croisée, Le probléme
restant stant celu de la diffusion des SARM dans la communauts,
et leur réintroduction dans Mhdpital par ce biais.

5. Les SARNM communautaires

5.1. Description des principaux clones mondiaux de SARM-C

Depuis la fin des années 90, on assiste a I'émergence de nouveaux
clones de SARM responsables d'infections striclement communau-
taires. Ces clones ont une spécificité continentale {(Europe, Amérique
du MNord el Asie/Oceane), Comple lenu des échanges inlermationaus,
on observe maintenant une diffusion mondiale de ces clones.

Le principal clone actuel de SARM communautaires en France est
le clone PVL STE0-IV européen [38]. Son fonds géndtique est tota-
lement différent de celui des SARM-H et il correspond & des souches
de sequence fype BO contenant les génes de la leucocidine de Panton
Valentine, Ce clone contient la cassette de résistance a la méticilline
SCCmec de type IV et l'alléle agr de type 3 [32]. Les souches ont
una résistance hétérogéne a l'oxacilling, sont résistantes & la kana-
mycine et la tétracycline et ont une résistance intermédiaire & l'acide
fusidique [39].

D'autres clones de SARM-C peuvent étre isolés en France. lls peu-
vent contenir également les génes de la leucocidine de Panton
Valentine ; il s'agit par exemple d'un clone ayant un alléle agr 1 el un
sequence type 152/377 Le clone de SARM-H de type agr 2 et conte-
nant le géne de la toxine du choe staphylococeique peut également
&tre responsable d'infections communautaires : c'est un contre-
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exemple démontrant que la spécificité nosocomiale ou communautaire
des clones n'est pas totale.

5.2. Infections cliniques associées aux SARM-C.

Les infections & SARM-C sont majoritairement des infections sup-
puratives de la peau et des tissus mous {27], parfois graves. Depuis
2002, la littérature medicale rapporie de nombreur cas de furoncles,
d'abcés, de dermohypodermites infectieuses 4 SARM-C chez des
sujets jeunes [4, 7, 11, 20, 27, 39]. La présentation clinique est inha-
bituelle avec un aspect initial pouvant simuler des piglres daraignée
(10, 13, 18]. Ces infections sont généralement nécrotiques et
collectées et le traitement artibiotique seul est souvent insuffisant,
Le recours 4 la chirurgie est donc fréquent © incision et drainage
evacuateur des lésions pour les furoncles et les aboés, débridement
chirurgical large, parfois complété d'une greffe de peau pour les der-
mohypodermites 28, 36]. Certaines infections se compliquent d'in-
fections systémigues : bactériémie, endocardite, ostéomyeélite. Les
SARM-C sécréteurs de levcocidine de Panton Valentine ont é1é éga-
lement impliqués dans des cas de pneumonies nécrosantes dont le
taux de mortalité est vaisin de 80 % (14),

5.3. Caractéristiques épidémiologiques
des sujets infectés par les SARM-C

Le mangue d’hygiéne semble associé a I'acquisition d'une infection
a SARM-C. Les études chez les militaires, les sportifs ou les pri-
sonniers ant montré que les difficultés d'accés aux douches et au
savon étaient associées aux épidémies de SARM-C. En outre, les
patients infectés par les SARM-C n'appartiennent pas aux mémes
groupes sociaux que les porteurs de SARM-H. L'élude américaine
de Naimi et al. comparant les patients porteurs de SARM-C aux por-
teurs de SARM-H met en évidence des différences significatives
entre les 2 groupes [27], Les SARM-C sont associés & des patients
plus jeunes (23 versus 68 ans, p < 0.001), plus pauvres, et appar-
tenant & des minorités ethniques {Indiens d'Amérique, Asiatiques,
Hispaniques ; p < 0.001). Bien que non identifiée statistiquement,
I'appartenance a une communauté fermee semble constituer un
facteur de risque.

5.4. Diffusion épidémique des SARM-C

Le g&ne mecA majore la transmission épidémique de S, aursus. Aussi,
les infections cutandes & SARM-C surviennent souvent de fagon épir
démigue & plus ou moins grande échelle, La transmission intra-
familiale des SARM-C semble fréquente et on assiste parfois a des
cas familiaux d'infections 2 SARM-C [2, 10]. La diffusion épidémigue
des SARM-C se fait également a plus large échelle, réalisant des épi-
démias & taux d'attaque élevé dans les communautés ou la promis-
cuité entre individus est importante : communautes pamitives {Indiens
d'Amérique [37], communautés rurales d'Alaska [1], Aborigénes {15},
toxicomanes [5], homosaxuels masculing, éauipes de sports [2, 23],
camps militaires (3, 12, 40}, prisons. La transmission entre individus
peul &tre directe (au contact des lésions) ou indirecte (transmission
par du matériel}.

La péneétration de 5. aureus dans la peau est favorisée par les bles-
sures cutanges. Les lésions cutanées (furoncles ou dermabrasions)
non protégées par des pansements ont &te clairement identifiées
comme facteurs de transmission des SARM-C dans les sports avec
contact {rugby, football américain, sports de combat), dans les prisons
et les camps militaires (23], Le rasage corporel (torse, jambes, pubis)
a également ét& incriminé lors d'epidémies d'abcés cutanés chez les
sportifs [2]. Uincision des furoncles par les prisonniers ewe-mémes st
les lacerations cutanees {volontaires ou non) participent 4 la trans-
misgion des SARM-C par contact cutang direct dans les prisons amé-
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ricaines. La transmission indirects lide au pertage de matériel {rasoirs,
savons, serviettes de toilettes, maillots, casques, appareils de mus-
culation] & &t& rapportée dans toutes les communautés fermées. Leau
peut aussi étre vecteur. Cela a ét¢ maontré dans un club de spors
{conlamination du jacuzzi) et lors du lavage du linge dans les collec-
tivités. Le lavage du linge & la main {en prison) ou en machine & tem-
pérature basse a été incoiminé.

5.5. Données épidémiclogiques des SARM-C en France

On ne dispose pas d'etudes frangaises ayant déterming lncidence des
SARM-C dans une population de malades ayant des infections com-
munautaires & S, avreus. Le recueil de souches de SARM & partir des
laboratoires de ville permet de collecter surtout des souches de SARM-
H chez des personnes Agées [données personnelles du CNR des sta-
phylocoques non publiées). Cette observation sous entend que les pré-
Iévements microbiclogigues ne sont le plus souvent pas réalisés lors des
infections a SARM-C, les seules infections décnles étant les plus graves

Si on mesure, comme dans le travail rétrospectif de 'ONERBA de
2000-2003, lincidence des SARM-C ayant le phénotype de résis-
tance aux antibiotiques comme décril pour le clone PVL STBO-IV,
celle-ci représenterait entre 0,5 et 1 % de la totalité des souches
de SARM [32].

6. Conclusion

L & caractérisation au niveau phénotypique et moléculaire des
souches de SARM permet de reconnaitre des grands clones
majoritaires. Cette description est un outil précieux pour définir 'ori-
gine plutdl hospitalidre des souches de SARM, reconnaitre un clone
hospitalier diffusant en dehors de 'hépital, ou au contraire décrire
les caractéres des clones stnotement communautaires. Le travail des
régeaux mesurant d'abord lMincidence des SARM en France, puis leur
caractérisation au plan moléculaire par des laboratoires spécialisés,
permet une caractérisation compléle de la situation épidémiclogique

survenues chez des palients hospitalisés.

et un suivi dans le temps.
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KEYWORDS Summary Staphylococcus aureus produces many virulence factors, most
Staphylococcus of which act in a synergistic and coordinated fashion. Some appear to
aureus; be specifically associated with certain severe infections and are produced
Virulence factors; by meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) clones distributed
Supt)-er?nt_igemc worldwide. Superantigenic exotoxins appear to be major virulence factors
e in hospital MRSA clones (HA-MRSA), and staphylococcal enterotoxin A (SEA)
Panton Valentine . - . . ;
leukocidin; may be involved in the physiopathology of septic shock. Panton Valentine

Leucocidin (PVL) has emerged as a major virulence factor in community-
acquired Staphylococcus aureus (CA-MRSA) infections. In particular, the
leukotoxic action of PVL is responsible for the high mortality rate associated
with necrotizing pneumonia. CA-MRSA can also harbour the toxic shock
toxin 1 (TS5T-1) and rarely the exfoliative toxin.

@ 2007 The Hospital Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights
reserved.

Meticillin resistance

Introduction to compensate for the loss of fitness associated

) . . with antibiotic resistance.? Superantigenic toxins
Two categories of meticillin-resistant Staphylococ-  are especially detected in hospital-acquired MRSA

cus aureus (MRSA) are now recognized: hospital-  clones, whereas the Panton Valentine leukocidin
acquired MRSA (HA-MRSA) — the leading cause of genes are mostly associated with CA-MRSA.?
HA-infections worldwide, particularly in intensive In this review, we examine current data on

care units — and community-acquired MRSA (CA-  Staphylococcus aureus virulence factors associated
MRSA). Molecular epidemiological studies show  with HA- and CA-MRSA and their clinical implica-
that a few pandemic clones are responsible for tions.

most MRSA infections worldwide.! Successful MRSA

clones may have acquired virulence factorsinorder HA-MRSA clones and virulence

determinants
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Table 1

Genetic characteristics of pandemic MRSA clones and other MRSA clones newly described

Clone Origin S ST agr type Virulence determinants
seq egc tst lukS/ lukF-pv

Pediatric clone H 5 5 3 — = L5 =
New-York/ Japan clone H 5 h 2 = + + o
German clone H 5 228 2 = + _ _
TSST-1-MRSA H/C 5 5 2 - + + iz
European minor clone E 5 5 2 — + — -3
Archaic clone H 8 250 1 = = = tEL
New-York clone V H 8 8 1 + = = -
Hungarian clone H 8 239 1 it == 15 =
Brazilian clone H 8 239 1 = = = o
|berian clone H 8 250 1 + - _ _
Lyon clone H 8 8 1 == s =
USA 300 € 8 8 1 — - - 5
EMRSA-15 H 22 22 1 = + == 2
European minor clone € 22 12 1 — + = +
EMRSA-16 H 30 36 3 + + + 2
Oceania clone G 30 30 3 — + +/— +
Berlin clone H 45 45 1 = + = =
European clone g singleton 80 3 - - — +

5T, sequence type; sea, staphylococcal enterotoxin A; egc, enterotoxin gene cluster; tst, toxin shock syndrome toxin 1
gene; lukS/ lukF-py, Panton Yalentine leukocidin encoding genes; CC, clonal complexes (CCs were assigned according to
the MLST database at http://www.mlst.net); agr, accessory gene regulator; H, hospital origin; C, community origin.

Within each CC, prevalent clones (such as Archaic,
Iberian, German and Llyon clone) have been
genetically characterized by sequence type (5T),
spa type, and SCCmec cassette.’

All representatives of MRSA clones belonging to
CC5 (German clone, New-York/Japan clone and
Pediatric clone), to CC22 (EMRSA-15), and to
CC45 (Berlin clone) shared the enterotoxin eene
cluster locus (egc) encoding five superantigenic
enterotoxin genes (seg, sei, sem, sen, seo) and
occasionally the tst gene, encoding the toxic shock
syndrome toxin-1 (TSST-1). The representative
strain of the EMRSA-16 clone, which represents
CC30, shared both the sea gene, encoding the
staphylococcal enterotoxin A (SEA) and the egc
locus. MRSA belonging to CC8 (Archaic clone, New-
York clone V, Hungarian clone, Brazilian clone,
Iberian clone, Lyon clone) mainly harbored the
sea gene (except Archaic clone and Brazilian
clone). The Brazilian clone was the only clone that
lacked all the tested superantigenic toxin genes
(Table 1).

Ferry et al.? have shown that the presence of
sea gene is associated with septic shock in patients
with S. aureus bloodstream infection. These data
have led to the hypothesis that proinflammatory
responses triggered by superantigenic toxins such
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as SEA may co-exist during S. aureus bloodstream
infection, leading to "mixed shock”.? Dauwalder
et al.® have shown that the severity of S. aureus
sepsis is positively associated with SEA and nega-
tively associated with egc locus. They postulated
that the variable, clinical severity of S. aureus
sepsis might be a result of differences in the
inflammatory properties of staphylococcal super-
antigens. They demonstrated that SEA products
more important proinflammatory effect than SEG.
In conclusion, with the exception of the Brazilian
clone, all pandemic HA-MRSA clones contain at
least one gene enceding a superantigenic toxin.
Superantigenic toxins could partly account for the
virulence of hospital-acquired MRSA infections.

CA-MRSA clones and virulence
determinants

Panton Valentine leukocidin positive MRSA

Community-acquired meticillin resistant Staphylo-
coccus aureus (CA-MRSA) clones contain the Panton
Valentine leukocidin (PVL) genes and harbour a
type IV staphylococcal chremosomal cassette mec
(SCCmec) element, but some isolates with the
SCCmec V element have been reported.” Infections
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occur mainly in previously healthy young patients®
and are predominantly represented by skin and
soft-tissue infection, but deep-seated infections
such as necrotizing pneumonia or disseminated
invasive osteomyelitis are described.” CA-MRSA
clones spread during outbreaks of skin abscesses,
that have been observed in various geographic
regions and community settings.*'% Direct airway
transmission can also occur.'!

The PVL positive MRSA belong to different clones
that have spread throughout the world.' In a
study published in 2003,'? the number of described
clones and their geographical distribution were
limited. Schematically, 5T80 was detected in
Europe, ST8 and ST1 in the USA and S5T30 in
Oceania. We observe today what appears to be the
result of intercontinental exchanges of the various
clones: {i) from the USA towards Europe with ST8
clone (USA 300); (i1) from the USA towards Europe
and Asia with ST1 clone (USA 400); (ii1) from the USA
towards Asia with ST59 clone (USA 1000); (iv) from
Europe towards Asia with ST80 clone;'? (v) from
Oceania towards Europe with ST30 clone. Countries
with numerous international exchanges were those
for which we detected higher clone diversity (e.g.
Singapore).

Some new clones have been detected only since
2003. ST22, recently described, has been found in
Europe only. Moreover, a new clone ST766, that
helengs to the same clonal group CC22 as ST22
was found in Singapore.'? Clone ST377 (with a
type V SCCmec) was described, at the same time,
in Europe and in Australia.” Conversely, clone ST5
has been detected in Europe only. Clone 5T93,
described in Australia before 2003, has not been
detected in other countries. Currently PVL positive
MRSAs are progressively becoming responsible for
hospital-acquired infections in countries where the
prevalence of CA-MRSA is high, such as in the USA.
Kourbatova et al.'® reported nine prosthetic joint
infections that occurred over a 13-month period,
at the Grady Memorial Hospital of Atlanta: five
{56%) were associated with PVL-positive CA-MRSA,
three with PVL-negative MSSA and no bacteria were
cultured in the last infection.

Panton Valentine leukocidin (PVL), together with
y-haemolysin and other leukocidins, belongs to
the family of “bicomponent synergohymenotropic
toxins”. ™15 These leukocidins form a family of
two-component pore-forming toxins that act in
synergy to lyse host cell membranes.*'® The two
active proteins are designated 5 and K PVL is
encoded by two contiguous and cotranscribed
genes, [ukF-PV and [(ukS-PV, that are borne
by several different phages.*'® PVL is active
on human polymerphonuclear neutrophils (PMN),
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monocytes and macrophages.*'® It induces calcium
channels to open, leading to calcium influx and
massive release of inflammatory mediators such
as leukotriene B4, IL-8 and histamine.*'® PVL
induces severe inflammatory lesions when injected
intradermally to rabbits, with capillary dilation,
chemotaxis, PMN infiltration, PMN karyorrhexis,
and skin necrosis. The degree of necrosis depends
on the dose of PVL. None of these effects occur
in rabbits immunized against LukS-PV and LukF-
PV.77 Community-onset necrotizing pneumonia due
to S. aureus carrying PVYL is a worrying emerging
infection with a frequently fatal outcome.' Given
the capacity of PVL to cause cell damage in vitro,
PVL may play a major role in the inflammation
and necrosis of the respiratory epithelium and
parenchyma. PVL is also the most likely cause of
peripheral leucopenia in this setting.

Exfoliative toxins positive MRSA

The study of Yamaguchi et al.'® in 2002 raises the
question of whether new exfoliative toxin A (with
the eta gene) and exfoliative toxin B (with the eth
gene) positive MRSA groups are emerging world-
wide. In 2003, Liassine et al.?° reported CA-MRSA
harbouring exfoliative toxins genes in Switzerland.
The Japanese exfoliative toxin-producing CA-MRSA
strains were all associated with bullous impetigo,
whereas the strains from Switzerland were isolated
from patients with impetigo. Three exfoliative
toxins (ETA, B and D} cause exfoliation of
the epidermis without necrolysis or inflammatory
response of the skin. These exfoliative toxins act
as epidermolytic proteases that specifically cleave
desmoglein 1, a desmosomal protein connecting
epidermal cells predominant in granular layer of
epidermis.?!

TSST-1 positive HA- and CA-MRSA clones

Toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1) is a
superantigenic toxin secreted by some 5. aureus
isolates. TSST-1, encoded by the tst gene, is a
major virulence factor in toxic shock syndrome,
staphylococcal scarlet fever, and neonatal toxic
shock-like exanthematous diseases described in
Japan and France.?2"24 tst-positive MRSA strains
appear to be highly virulent and to cause a variety
of illness, ranging from toxic shock syndrome to
various suppurative infections.

MRSA clones harboring tst gene have been
detected in France and in Switzerland since
2002. The tst-positive MRSA belonged to two
clones: a major clone with ST5 and aer? and
a minor clone with ST30 and agr3. MRSA clones
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were associated with both hospital-acquired and
nosocomial-acquired infections.?®> The MRSA clones
were mainly isolated from children (overall median
age, 3 years). They caused a variety of clinical
syndromes, including toxic shock syndrome and
suppurative infections. Both clones were found
to harbor SCCmec IV cassette. The origin of
these clones is unclear. The tst-positive agr2
MRSA clone has the same ST as two pandemic
nosocomial clones (Pediatric clone and New-
York/ Japan clone).

TSST-1 is also produced by an MRSA clone
that predominates in Japan and is now spreading
through Europe. This clone is responsible for
outbreaks of nosocomial toxic shock syndrome
and for an emergent toxin-related disease called
neonatal toxic shock syndrome-like exanthematous
disease (or NTED).2®* This clone has also been
detected in France and may be associated
with bloodstream infections.? As for sea-positive
S. aureus bloodstream infections, this tst-positive
clone may lead to a "mixed shock”.
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Introduction au travail personnel

Grace a la plasticité de son génome S. aureus peut acquérir des genes de facteurs
de virulence mais aussi des génes de résistance aux antibiotiqgues notamment la
cassette de résistance a la méticilline SCCmec. La résistance a la méticilline est
d'abord apparue dans des souches hospitalieres a l'origine de grands clones
pandémiques nosocomiaux. Elle a ensuite émergé en milieu communautaire chez
des souches possédant la leucocidine de Panton Valentine.

Notre travail de thése s’est intégré dans la surveillance des SARM en France. Nous
avons notamment participé a I'élaboration de nouveaux outils contribuant a la
caractérisation des SARM : (i) méthode de typage capsulaire, (ii) technique de
typage de la cassette SCCmec. Le Centre National de Référence des
staphylocoques ayant observé en 2002 un nombre croissant d’infections
hospitalieres et communautaires dues a des souches de SARM possédant le géne
de la TSST-1, la deuxiéme partie de notre travail s’est focalisée sur la caractérisation
de ces souches. Nous avons recensé toutes les souches de S. aureus de la
collection du CNR des staphylocoques possédant le gene tst, recues sur la période
2000-2003. Nous avons ensuite procédé a la complete caractérisation phénotypique
et moléculaire des souches tst” recues durant la période 2002-2003. Nos travaux ont
abouti sur la description d’un nouveau clone de SARM tst’. La troisieme partie de
notre travail a été consacrée a I'étude de I'épidémiologie du clone SARM tst™ et
notamment a la surveillance de sa prévalence en France. Enfin, dans la derniere
partie de ce travail de thése, nous avons exploré le pouvoir pathogéne de ce clone
en recherchant les propriétés génétiques qui lui conférent une telle virulence et

épidémicité et notamment en investiguant le réle de la TSST-1.
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I- Elaboration d’outils pour la caractérisation des SARM

1. Identification of the capsular polysaccharides in Staphylococcus aureus

clinical isolates by PCR and agglutination tests

Isabelle Verdier, Géraldine Durand , Michele Bes, Kimberly L Taylor, Gerard Lina,

Francois Vandenesch, Ali I. Fattom et Jerome Etienne.
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De nombreux facteurs de virulence tels que les adhésines, les cytotoxines, les
superantigenes, les exoenzymes et les polysaccharides contribuent a la pathogénie
des staphylocoques. Le polysaccharide capsulaire encore appelé capsule est un
composant de la paroi cellulaire qui protege la bactérie de la phagocytose et qui
favorise la virulence. Bien que 11 polysaccharides capsulaires aient été décrits,
seulement 2 types, les types 5 et 8 sont cliniquement prédominants [25]. Cette
prédominance a conduit au développement d’'un vaccin conjugué bivalent StaphVAX
(Nabi Biopharmaceuticals, Rockville, MD) dirigé contre ces deux types capsulaires
[203, 204].

L'objectif de cette étude était de caractériser d’un point de vue phénotypique et
moléculaire la capsule de 195 isolats de S. aureus responsables d’infections variées
représentatives de tous les tableaux cliniques rencontrés a I'hépital ou bien en ville.
Ces souches ont été isolées principalement en France entre Janvier 2001 et
Décembre 2004. Parmi les 195 isolats, 35% étaient des SARM.

La caractérisation phénotypique par sérotypage capsulaire a révélé que les isolats
cliniques exprimaient le type 5 (42%) ou le type 8 (45%) tandis que 13% demeuraient
non typables. En fait, ces isolats non typables par sérotypage exprimaient I'antigéne
336 a la surface de leur paroi cellulaire. Cet antigéene 336 est un polyribitol
phosphate N-acetylglucosamine ressemblant a l'acide teichoique de la paroi
cellulaire.

Le sérotype 5 était prédominant parmi les SARM (64% des isolats de SARM), alors
gue les SASM étaient plutét de sérotype 8 (60% des isolats de SASM).

La caractérisation moléculaire par PCR a montré que les isolats de S. aureus
investigués dans cette étude possédaient tous, soit le géne cap5 (codant la capsule
de type 5), soit le géne cap8 (codant la capsule de type 8). En fait les souches non
typables par sérotypage possédaient mais n’exprimaient pas les genes codant la
capsule (cap5 ou cap8). Par ailleurs I'absence de capsule chez ces souches autorise
I'expression de I'antigene 336 a la surface de la paroi cellulaire.

Un vaccin bivalent dirigé contre le type 5 et le type 8 protegent contre 87% des
souches de S. aureus, I'addition de l'antigene 336 a ce vaccin pourrait accroitre la

couverture vaccinale jusqu’a 100%.
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Nous avons contribué a cette étude en réalisant le sérotypage et le typage par PCR
sur une partie de la collection des souches de SARM.
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Staphyvlococens anrens is a major cause of nosocomial and community-acguired infections. The predominance
of two capsular polysaccharides, types 5 and 8, on the surface of clinical isolates led to the development of a
conjugate vaccine (StaphVAX) based on capsular polysaccharides types 5 and 8 conjngated to a carvier protein.
We have stodied the capsular phenotypes and genotypes of 195 isolates representative of all clinical syndromes
that encompassed both hospital and commuonity-acguired infections, These isolates were mainly detected in
France between January 2001 and l)mﬂnlwr 2004. In this population, most of clinical isolates (87% ) expressed

either capsular polysaccharide type §

(2% or § (45%), whereas 13% were nontypeable by the serotyping

method with antibodies specific to capsular polysaccharide type 5 or 8, These 26 I‘l!ll'll]:[]t..lllll‘ strains were

further serotyped and were demonstrated to expre
N-acetylglucosamine, which resembles cell wall tei

the cell wall surface antigen 336, a polyribitol phosphate
1wic acid, i\mon;. methicillin-resistant Ssapivlococens anrens

({MRSA) strains, we found a pmdumlmnw of serotype 5 for 64% of strains, whereas MSSA isolates were

predominantly capsular serotype 8 (60%

1. AILS. anreus clinical isolates included in the present study have been

investigated by PCR method, demonstrating that all isolates carried either the cap3 or the cap8 locus.

Sraphwlococcus aurens 1s a major cavse of nosocomial and
community-acquired infections. The adaptation of 8. aurews to
the environment has been marked by the acquisition of methi-
cillin-resistant S, awrews (MRSA) and the emergence of mul-
tiantibiotic resistance. At first, MRSA were described as hos-
pital-acquired MRSA (HA-MRSA), but in recent years
community-acquired MRSA (CA-MRSA) strains have been
reported worldwide With the emergence of this mul-
tiantibiotic resistance, including resistance o vancomyein, the
antibiotic of last resort, new strategies are needed to manage
staphylococeal infections.

Many wirulence factors, including surface-associated ad-
hesins, cytoroxins, superantigens, exoenzymes, and capsular
polysaccharides, contribute to the pathogenesis of staphylococ-
cal infections. The capsular polysaccharide or capsule is a cell
wall bacterial component that protects bacterium from phago-
eytic uptake and enhances microbial virulence. Although 11
capsular polysaccharide types are described, only two tvpes,
type 5 and type 8, are clinically relevant in that they are pre-
dominant among clinical infection isolates of varied geo-
graphic origin (1, 10, 12, 16, 19, 20, 23} Although most S.
aurews clinical infecrion isolares are capsular tvpe 5 or 8, a
capsule-based vaccine, StaphVAX (Nabi Biopharmaceuticals,
Raockville, MID), is being developed as a new tool for staphy-
lococcal infection prevention {5, 21, 22}, StaphVAX is an &,
aurens capsular polysaccharide bivalent conjugate vaccine, in

(4).

* Corresponding author. Mailing address: Centre National de Rét-
érence des Staphylocogues, Faculté Laennec, Universite Lvon 1, Lvon
F-09008, France. Phone: 33478778657, Fax: 33478778658, E-mail:
Jetienned@univ-lon L.

* Published ahead of print on 3 January 2007,
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which tvpe 5 and type 3 capsular polysaccharides are chemi-
cally conjugated to a carrier protein.

Although the majority of 8. aurews infection isolates are type
5 ar 8, the remaining 10 to 209 of clinical isolates, which are
nontypeable by serotyping methods, are serotype 336 (1, 140,
23). Type 336 isolates do not express capsule but do express
cell surface polysaccharide or the 336 polysaccharide [336PS),
which resembles 8. aurens cell wall teichoic acid (14, 17). Thus,
the determination of the 336 serotype prevalence among clin-
ical solates s important for vaccine development and a S.
aurens 336-conjugate vaceine is currently under development
{Nabi Biopharmaceuticals).

The aim of the present study was to characterize the capsu-
lar phenotype of 195 8. gureus solates from diverse clinical
diseases mainly from France. Capsular phenotypes were tested
by a comventional serotyping method vsing antibodies specific
to tvpu; 5and type 8 capsule. Moreover, the agglutination test
with 336 polysaccharide antibodies was included in the study
for nontypeable strains by the serotyping method. In parallel, a
PCR technique was developed to characterize the 8. awreus
isolates’ capsular genotype. Analysis of the data was conducted
o determine whether an asscciation between capsular or 336
phenotype and capsular genotype exists.

MATERIALS AND METHODS

Collection of specimens. The French Natonal Reference Center for Staphy-
locoec { Lyon, France) collecs more than LOOD isolates vearly [rom patients with
toemic and nontoxemic staphylococcal diseases throughout France, For the
present study, we selected a subser of 195 8 awvers isolates ated berwesn
Tanuary 2001 and December 2004 mainly from France (179 of 195). The other
isolates were from Japan (x = 5, the United States (v = 2), Algeria (v = 2),
5[1.1"1 (n = 1), China (» = 2), Romania (» = 1), Germany (» = 1}, and Togo

¢ = 1) Among these strains, 126 were methcillinsensitive 5. aureuws { MSSA)
and 69 were MRESA (359%). The isclates classified by clinical syndromes
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TABLE 1. Distribution of capsular serotvpe determined by serotvping method among 195 clinical isolates by clinical disease®

Mo, (%) of isolates

Clinical disease MSSA MRSA Taral P
No.  Type 3 Type 8 NT Noo Type 3 Type 8 NT No. Typed  Type 8 NT
Suppurative infections 113 36(32) 13¢11y 59 37¢63) 10017y 12420y 172 T3 (425) 7443y 25(145) NS
Skin and soft tssues 12 4 2 120 3 1 2513 9 3 NS
Muskuloskeletal 127 1 504 1 3 20011 5 4 NS
Genitourinary tract infection 2| 0 o U 1 31 1 1 NS
Non-necrotizing pneumonia 701 0 75 0 2 14 6 fy 2 NS
Necrotizing pneumonia i 8 - a1 4 1 52 9 38 5 < (LN
Infected endocarditis 31 1 oo 0 ] 31 1 1 NS
Multifocal infection 3 2 0 0 o 0 ] a2 1 0 NS
Bacteremia 28 12 5 R 2 4 52 30 13 o 0.003
Taxin-associated infections 11 0 LE100y o BoOo6(75) {125y 1125y 19 632y 12063y 15 NS
Bullous impetigo 10 1 0 0 o 0 ] 1a 1 0 N5
Tome sheck svndrome 500 5 0 Lo 1 0 [ f 0 (023
Scarlet fever 50 5 0 2 { 1 701 5 1 N5
NTED o0 0 0 505 { ] 505 0 1] 0027
Colonization 215 L(50y Oy R ) I O R R (U] 40 250y 2450y Dy NS
Toal 126 3702903y Ta(o03y 131023 69 44¢6d) 12(17) 13019y 195 81 (42 B&(45) 2613

“NT, nontypeahle by serotyping with capsular type 5 and 8 antibodies; non-type 5 and non-type 8. NS, not significant.

wete as follows, A wial of 172 strains were involved in suppurative or imvasive
infections (32, necrotizing pneumonia; 32, associated with bacteremia: 25, skin
and soft tissue infections; 20, musculoskeletal infections; 14, non-necrotizing
pneumonia; 3, infected endocarditis; 3. genitourinary tract infections; 3, multi-
focal infections), 19 strains were involved in toxin-associated infections (12,
scarlet fever or woxic shock smdrome; 5, neonatal oxic shock syndrome-like
axanthematous diseass [NTED]: 1, bullous impetige . and 4 strains were isolated
from asympromatic carriers (Table 1). The strains involved in NTED were all
isalated in Japan (24).

Identification of Staphylococcas aurens isolates. Species were identified by
colony and microscopic mofphology, coagulase activity on rabbit plasma (bio-
Mériewr, Marcy I'Emwile, France), and production of clumping factor i Slidex
Staph Flus: bioMérieux).

Capsular and surface polysscchande typing. Capsular serotyping was per-
formed for all strains. The strains were grown for 24 hat 37°C on Columbia agar
plates containing 2% MgCl, and 0.5 CaCl. Several colonies of each strain
were suspended in 099 saline and tested by slide agglutination with rabhit
palyelonal antibodies specific 1o capsular polysaccharide types 5 and 3 {Nabi
Biopharmaceuticals). Nonrypeable strains (strains that did not react with anti-
bodies specific to type 3 and type 8 capsular polysaccharide) were funther tested
with 326 polyclonal antibodies (Nabi Biopharmaceuticals). Sera for 236 serotyp-
ing was generated by immunizing New Zealand White rabbits with a Slpg
236-1EPA conjugate vaccing in Freund adjuvant. Animals were bled, and the sera
were stored at —70FC, Slide agglutination was determined 1o he positive if
positive agglutination or clumping was observed in less than 20 5,

DNA extraction. Strains were grown on brain heart infusion agar or in brain
heart infusion at 37°C ovemight. Genomic DNA was extracted with a standard
phenalchloraform procedure as described elsewhere (3. Amplification of ged
was used to confirm the quality of each DNA extract and the absence of PCR
inhibitors,

Detection of capsular genotype by PCR method. Genomic DNA was used as a
templare for PCR amplification with the primers Caps kK1 (3 -GTCAAAGATT
ATGTGATGCTACTGAG-Y) and Caps K2 (3-ACTTCGAATATAAACTTG
AATCAATGTTATACAG-Y) located in capSk for capsular type 5 and the
primers Capsule 8 K1 (3 -GCCTTATGTTAGGTGATAAACC-37) and Capsule
S k2 (5 -GOAAAAACACTATCATAGCAGG-3") located in capST for capsular
wype & Amplification was carried out on a PE thermocyeler (Perkin-Elmer
Corp., Norwalk, CTy under the following conditions: an initial 5-min denatur-
ation step at 94°C, followed by 25 eycles of 30 s of denaturation at 94°C, 30s of
annealing at 35°C, and 1 min of extension at 7270 with a final extension step at
for 5 min. PCR products were analyzed by electrophoresis on ethidium
bromide-stained 1.5% agamse gels (Sigma, France). The sizes of the amplicons

were 361 bp for capsular type 5 and 172 bp for capsular type 8.

Detection of the mecd gene. The meecd gene coding for methicillin resistance
was detected by PCR as described by Murakami et al. (15).

Identification of agr alleles. The agr group (ag-1 w -4) was determined by
PCR as previously described (113

Detection of toxin genes. Sequences specific for staphylococcal enterotoxin
genes (seq ), the wxic shock syndrome wain gene (es), and PVL genes (fukS-
PVl F-PV) were detected by PCR as described elsewhere (115

Statistical analysis. We used the chi-squared test o compare distribution of
capsular polysaceharide types 5and 8 and nontypeable strains among the clinical
syndromes using SPSS software version 120 (SPSS, Inc., Chicago, 1Ly

RESULTS

Capsular serotype distribution. When using rabhit poly-

clonal antibodies specific to capsular polysaccharide tvpes 3
and 8, 81 of the 195 isolates were capsular serotype 5 (T3}
(429 ), 88 were capsular serotype 8 (T8) (45%), and 26 (13%)
were nontypeable (Table 1). The 126 MSSA strains had a
capsular serotype 8§ in 60.3% {76 of 126) and a capsular sero-
type 3in 29.3% (37 of 126). Conversely, the 69 MRSA isolates
that belonged to various hospital or community clones had
more frequently a T3 for 649 of isolates (44 of 69) than a TS
for 179% of the isolates (12 of 89). The distribution of capsular
serotype was classified according to the different S, awreus
clinical diseases. For suppurative and/or invasive infections,
the number of cases for each syndrome was relatively weak, but
there was no significant difference between capsular type 5 and
8 for each clinical entity excepted for necrotizing pneumonia,
for which 28 isolates were T8 and 9 isolates were TS (P =
0.001) and bacteremia for which 20 isolates were T3 and 13
isolates were TR (P = 0,003}, For toxin-associated infections
there were a significant difference for toxic shock syndrome,
which had all T8 (P = 0.023) and for NTED which had alla T3
(P = 0027y (Table 1).

Surface polvsaccharide typing. Twenty-six isolates which did
not react with TS or T8 specific antibodies reacted positively
with 336 poelyelonal antibodies (Table 2); thus, these solates
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TABLE 2. Characteristics of 26 nonserotypeable isolates with antibodies specific for capsular polvsacchanide type 5 or 8

Presence (+ ) or absence

Capsular 33n o i Py agr {— ) of gene(s)
Isolate no. genatype serorype Infection characteristic Clinical disease type e

mecA Wk E-PY st seq
HT 2003 0151 3 + MNosocomial Muskuloskeletal mfection 1 + - - +
HT 2004 0020 ] + MNosocomial Muskuloskeletal imfection 1 + - - +
HT 2004 0230 ] + MNosocomial Urinary infection 1 + - — +
HT 2004 0133 5 + Nosocomial Mon-necrotizing pneumonia 1 + = = +
HT 2004 029] 3 + MNosocomial Bacteremia 1 + - - +
HT 2004 0231 3 -+ MNosocomial Bacteremia 1 + - - +
HT 2002 0338 8 + Community MNecrotizing pneumonia 3 + + - -
HT 2001 0541 8 -+ LUnknown Skin and soft tissues infection 3 + + + —
HT 2002 0074 8 + LUnknown Bacteremia 3 + + - -
HT 2002 0665 8 + MNosocomial Muskuloskeletal infection 3 + - + +
HT 2003 0039 8 + Nosocomial Bacteremia 3 + - - +
HT 2002 0£17 5 + Unknown Non-necrotizing pneumonia 2 + - + -
HT 2004 0081 5 -+ Unknown Scarlet fever 1 + - - -
A O 0642 5 + Community Mecrotizing pneumonia 3 - + - +
HT 2002 0044 8 + Community Mecrotizing pneumonia 3 - + - -
HT 2002 0769 8 + Community Mecrotizing pneumonia 3 - + - =
HT 2001 0522 8 + Linknown Skin and soft tissues infection 3 - + - -
HT 2003 0658 8 & Community Mecrotising pneumonia 1 — + — -
HT 2002 0602 5 + Community Muskuloskeletal infection 1 - + - -
HT 2004 0145 8 -+ MNosocomial Bacteremia 1 - - - -
HT 2001 0306 5 + Community Infected endocarditis 1 - - - =
HT 2004 0238 8 + MNosocomial Bacteremia 1 - - - -
HT 2004 0243 8 + MNosocomial Bacteremia 1 - - - -
HT 20040112 8 + Linknown Bacteremia 2 - - - -
HT 2004 0015 8 -+ Unknown Bacteremia 3 - - - +
HT 2002 0072 8 + Community Skin and soft tissue infection 4 - - - -

were defined as having the 336 serotype. These 26 isolates (13
MRSA and 13 MSSA) were involved in various infections:
bacteremia (r = 9), necrotizing-pneumonia (x = 3), musculo-
skeletal infection (n = 4), skin or soft tissue infection (n = 3),
non-necrotizing pneumonia (x = 1), urinary infection (1 = 1),
scarlet fever (n = 1), and infected endocarditis (m = 1). S of
MRSA strains had an agr type 1, harbored the sea gene, were
associated with hospital-acquired infections, and corresponded
to the Lyon clone, which is spreading in France (6). One strain
corresponded to the major PYL-positive community-acquired
MRSA (CA-MRSA) clone agr-3 that spreading in Europe (25)
and 1 isolate corresponded to a new emerging MRSA clone
si-positive agr-2 responsible for either hospital- or community-
acquired infections (3). MSSA isolates agglutinated by 336
antibodies were also associated with a diversity of infections:
bacteremia (» = 5), necrotizing pneumonia (n = 4), skin or
soft tissue infection (k= 2), infected endocarditis (v = 1), and
musculoskeletal infection (m = 1), and they belonged to the
four agr groups,

Capsnlar genotype. A PCR method was developed to detect
capsular type of 5. awrens isolates since serotyping method
allowed typing of only 87%% of strains (169 of 195). All strains
included in the present study have been investipated by PCR
method. PCR method allowed genotyping of 100% of strains,
and all strains carried either the cap5 (469 of cases) or cap8
locus (54% of cases) (Table 3) and demonstrated that the
capsular phenotype that was determined by serotyping method
was confirmed by PCR. However, all 336 serotype strains (n =
26}, strains that reacted specifically with 336 antibodies but not
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with capsular polysaccharide type 5 or 8 antibodies, carried the
cap8 or cap’ genes (18 and 8 isolates) (Table 2).

Typing French MRSA strains. The present study included
69 MESA isolates, and 61 of these were from France. The 61
French MRSA isolates belonged to various clones. Twenty-
eight MRSA isolates corresponded to the major seg-positive
agr-1 MRSA clone spreading in French hospitals (6). Five
MRSA isolates were PVL-positive agr-3 and belonged to the
major STE0 CA-MRSA clone spreading all over Europe (25).

TABLE 2. Determination of capsular polvsaccharide type 5 or 8 by
agglutination tests (serotvpe ) and PCR {genotvpe ) among 195
clinical isolates (126 MSSA and 6% MESA)

No. (%) of isolates

Method

bolate group  Capsular  Capsular
wpe 5 ype & Monrypeable”

Agglutination® MSSA isolates  37(29.3) 76 (60.3) 13 (65)*

MESA isolates 44 (64) 12(17) 13 (6.5)*

Total isolates 81 (42) B8 (45) 26 (13"
PCR? MSSA isolates  37{29.3)  B9(71) 0

MRSA isolates  52(75) 17(25) o]

Total isolates B9 (4a) LO6 [ 54) 0

# Serological typing by agglutination with antisera specific o capsular type S ar
Type 8.

® Detection of capsule genorype with primers located in specific locus cap3 or
caph.

*_ Montypeable by agglutination with antibodies specific for capsular poly-
saccharide type 5 or & but reacted positively wirth 236 polyelonal antibodies, and
all cartied the caps or cap§ genes.
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Five others PVL-positive MRSA isolates belonged to various
CA-MESA clones rarely detected in France (8T1, 5T5, ST30,
5T37, and ST377) described elsewhere (8, 25). Eleven strains
corresponded to a new emerging isi-positive agr-2 MRSA clone
responsible for either hospital- or community-acquired infec-
tions (3). Twelve remaining French MRSA isolates corresponded
to minor clones (five strains had agr allele type 1, five strains had
agr allele type 3, and two strains had agr allele type 2).

DISCUSSION

This study was designed to characterize the capsular pheno-
type of 195 8. aurens isolates from diverse clinical diseases
which encompassed both hospital- and community-acquired
infections. These isolates were mainly from France, and 35%
were MRESA strains. The majority of these strains were in-
volved in suppurative or invasive infections (172 strains), and
among these strains necrotizing-pneumonia was strongly rep-
resented (30% ) because of the gravity of this pathology (Table
1) (9). However, the present study included tests for surface
polysaccharide 336 that were previously unavailable.

In this population most of clinical isolates (87%) expressed
either capsular polysaccharide TS5 (42%) or T2 (45%), and
12% of the clinical isolates were nontypeable with antibodies
specific for capsular polysaccharide types 5 or 8. This distribu-
tion of serotype is similar to that observed in previous studies
from diverse strain collections representing several geographic
regions (1, 7, 10, 16, 23). Na'was et al. studied 254 strains
involved in nosocomial infections (238 MSSA and 16 MRSA)
and found that 43% were T3, 45% were TS, and 12% were
nontypeable (16). Fournier et al. reported a similar distribu-
tion (43% were T3, 40% were T8, and 17% were nontypeable)
among 406 clinical isolates from six French hospitals (7).

When we considered MESA sirains, 64% were T3, whereas
29.3% of the MSSA strains were T5 (Table 1). These resulis
are in agreement with previous reports noting the predomi-
nance of the type 5 serotype among MESA isolates (7, 16, 19).
We also noted that the MSSA strains had a strong association
with the type 8 serotype. For suppurative and/or invasive in-
fections, when clinical isolates were classified by clinical syn-
drome there was a relative equal distribution of the capsular
type for each clinical entity except for necrotizing pneumonia,
for which we noted a significant predominance of T3, and for
bacteremia, for which we noted a significant predominance of
T5. These significant differences were not associated with an
overrepresentation of clonal MRS A since most of the isolates
from necrotizing-pneumonia were MSS5A and since there was
an approximately equal repartition of MRSA and MSSA iso-
lates from bacteremia. Watts et al. showed that a T3 strain
survived preferentially in the bloodstream of infected mice
challenged with a mixed inoculum containing TS and T3 strains
{26). Na'was et al. showed in a previous study that capsular
type 8 was the prevalent type in M5SA involved in non-necro-
tizing pneumoenia (16). Isolates associated with toxin-associ-
ated syndromes, in particular strains involved in NTED, had all
a T5. These strains isolated in Japan all corresponded to the
New York/Japan clone. Strains involved in TSSS had all a T8,
like previous results which showed that toxic shock syndrome
toxin 1-positive strains were predominantly TS (13). Thus, we
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confirm that capsular polysaccharide TS5 and T3 are predomi-
nant among clinical isolates.

Although the type 5 and type 8 serotyping method allowed
typing of only 87% of the strains (169 of 195), we developed a
PCR method to charactenize S. gurens capsular types at the
molecular level The cap’ or cap8 locus was present in all
clinical isolates including the 26 strains found to be nontype-
able by the serotyping method. Cocchiaro et al. observed the
same results and showed that nontypeable strains positive for
the caps or caps locus present a lack of capsule expression (2).
Three mechanisms can account for the lack of capsule expres-
sion by 5. qurens isolates that carry the cap5 or cap8 locus but
fail to produce capsular polysaccharide: random point muta-
fions in essential cap genes may result in nonfunctional bio-
synthetic enzymes: mutations in regulatory loci can also result
in a capsular polysaccharide-negative phenotype and mutation
in promoter can affect capsular polysaccharide production at
the transcriptional level (2). Cocechiaro et al. sugpest that only
four capsular serotypes exist {1, 2, 5, and 8), although some of
the older literature suggests that 11 serotypes exist (18, 23).
These data are important for vaccine development because
although 80 to 90%% of clinical isolates produce capsular poly-
saccharide type 5 or §, a type 5/type 8 capsular vaccine would
be inadequate for 10 to 20% of strains that are nontypeable or
noncapsular. These nonencapsulated strains can express the
336 polysaccharide. Antigen 336 has been described as a poly-
ribitel-N-acetylglucosamine containing polymer that resembles
cell wall teichoic acid (14, 17). In the present study, all non-
typeable strains were demonstrated to have the 336 phenotype
(Table 2). If we considered our results, while a capsular type 5
and 8 vaccine protects against 57% of 5. aureus infection iso-
lates, the addition of the 336 antigen to this vaccine should
increase the coverage to 1009 of all 8. aurens infection iso-
lates. Thus, a future generation of the vaccine to prevent staph-
vlococcal infection could include antigen 336,
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L’avenement du séquencage multilocus de 7 génes de ménage (MLST) a permis de
mieux comprendre I'évolution moléculaire des SARM [152]. L'objectif de cette étude
était de développer une technigue de séquengage multilocus de la cassette SCCmec
dans le méme esprit que le MLST afin de mieux comprendre I'évolution phylogénique
de la cassette de résistance a la méticilline.

L'étude incluait 71 souches de SARM hospitaliers et communautaires appartenant a
des lignées phylogénétiques différentes. Quatre loci situés au niveau du complexe
des geénes de recombinases ont été selectionnés pour le séquencage multilocus de
la cassette SCCmec : les genes de recombinases ccrA et ccrB, le gene ccu codant
une protéine de fonction inconnue, et le gene cch codant une protéine helicase-like
(Annexe 1).

Pour chacun des 4 loci, les différents alléles identifies ont été désignés par un
numero arbitraire (cch 1 a 8; ccrA 1, 2,3,5a 9, ccrB5a8etccula9). Pourune
souche, la combinaison de 4 alléles a permis de lui assigner un profil allélique dit ST-
SCCmec désigné également par un numéro arbitraire. Nous avons identifié 21 profils
alléliqgues ST-SCCmec.

L’'analyse des déséquilibres de liaison génétique entre les différents ST-SCCmec a
révélé la structure clonale des cassettes SCCmec bien que quelques événements de
recombinaison génétiques aient été détectes.

L’analyse phylogénétique a montré que les 21 ST-SCCmec étaient répartis en 5
groupes phylogéniques (A, B, C, D et E).

Nous avons observé une étroite corrélation entre le type SCCmec et le profil allélique
du complexe des genes recombinase (ST-SCCmec), a une exception pres, la
présence du profil alléligue ST-SCCmec 1 au niveau de deux types de cassette :
SCCmec de type | et IV. La cassette SCCmec | était composée des sequence type
ST-SCCmec 1 et 2 appartenant au groupe A, la cassette SCCmec Il, des ST-
SCCmec 3, 4, 5, 6, 12 ou 15 appartenant au groupe D, la cassette SCCmec lll, du
ST-SCCmec 9 (groupe B). Le type SCCmec |V était composé de profils alléliques
appartenant a des groupes phylogéniques différents : ST-SCCmec 1 (groupe A), ST-
SCCmec 17 et ST-SCCmec 21 (groupe C), ST-SCCmec 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16 et
18 (groupe D) et ST-SCCmec 19 (groupe E).
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Aucune corrélation n’a pu étre établie entre la lignée phylogénétique ST-SCCmec et
le fond génétigue des SARM. Ces données confirment bien [l'acquisition
indépendante de la cassette SCCmec par différentes lignées phylogénétiques de
S. aureus. Par ailleurs I'élément SCCmec IV ST-SCCmecl0 a été détecté au niveau
de tous les complexes clonaux de SARM, qu’ils soient nosocomiaux ou

communautaires. Cet élement semble facilement transmissible.

Notre participation a ce travail a concerné les activités de typage de la cassette

SCCmec et de séquencage que Corina Berchich avait initiées.
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Staphylococcal chromosome cassette evolution in Staphylococcus aureus
inferred from ccr gene complex sequence typing analysis
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ABSTRACT

Staphylococcal chromosome cassette mec (SCCmec) elements within major lineages of healthcare- and
community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) clones were characterised
using intra-SCCmec multilocus sequencing. A strong correlation was observed between sequence- and
PCR-based typing methods (p <0.001). However, phylogenetic analysis of the SCCmec locus using
concatenated sequences evidenced few recombination events. Sequence type (ST)-SCCinecl was found in
SCCmec elements types I and 1V, suggesting the evolution of an SCCmecl element into an SCCmeclV
element. This coincided with the spread of the clone harbouring this SCCrrec element into the community.
No correlation was observed between ST-SCCniec lineage and MRSA lineage, confirming multiple
acquisitions of SCCrniec by S. aureus. This was exemplified by the SCCmeclV ST-SCCmec10 element, which
was detected in all of the clonal complexes examined, mdudmg_, healthcare- and community-associated
MRSA. The acquisition of this SCCmec element was five- to ten-fold more common than that of others.
Models of MRSA clone evolution suggest that this SCCriec was first found in the paediatric clone.
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S. aureus becomes resistant to methicillin fol-
lowing acquisition of the methicillin resistance

INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is an important human
pathogen that causes a wide variety of commu-
nity- and healthcare-associated infections [1]. This
Gram-positive bacterium has a proven ability to
adapt to the selective pressure of antibiotics.
S.aureus was initially methicillin-sensitive, but
strains resistant to this antibiotic were isolated
soon after its introduction [2]. Methicillin-resist-
ant S. aurens (MRSA) was recovered initially from
hospitals and nursing homes, but has recently
emerged in the community [3]. MRSA is now a
worldwide health problem.

Corresponding author and reprint requests: G. Lina, Centre
National de Référence des Staphvlocoques, Faculté Laennec,
INSERM E0230, IFR62, 7 rue Guillaume Paradin, 69372 Lyon
cedex D8, France

E-mail: gerard lina@chu-lyon.fr

gene mecA [4]. This gene is carried on a mobile
genetic element, the staphvlococcal chromosome
cassette mec (SCCmec) [5], and it is believed that
mecA was acquired originally from a distantly
related species [6]. SCCmec comprises a group of
mobile DN A elements, 21-67 kb in size, which are
integrated into the S. aureus chromosome at a
unique site, atfBscc, in an open reading frame
(ORF) of unknown function (orfX) which is near
the origin of replication [7]. To date, five different
SCCrnec types have been characterised in S. aureus
[8-10]. All SCCmec types contain specific DNA
fragments that are used for their classification, and
two gene complexes: the mec gene complex and
the ccr gene complex. All mec complexes contain
the mecA gene, a copy of 15431 and, when present,
complete or truncated mecA regulatory genes, mecl
and mecR1, and two adjacent ORFs. In the five
SCCmec tvpes, the mecA gene, the untruncated
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region of mecR1 and the ORFs are highly con-
served, with almost identical sequences (>99%
sequence homology). The ccr complex consists of
the ccr genes, carA and ccrB, in combination
(ccrAB) in SCCmecl-1V, or ccrC alone in SCCmecV,
as well as four adjacent ORFs. All these genes
show interesting diversitv, with sequence identity
varying from 41% to 97% between SCCniec types.
The remainder of the SCCmec element, i.e., outside
the mec and ccr complexes, contains genes that are
considered non-essential for methicillin resistance
and SCCmec excision and transfer. SCC

“mec iden-
tification and typing is PCR-based, using primers
directed towards variation in the mec and ccr
complexes [11,12].

Multilocus sequence typing (MLST) has become
the most common method for examining the way
in which bacterial populations and, in particular,
bacterial clones evolve [13]. Using a high-resolu-
tion MLST method, based on the sequences of
seven housekeeping and seven surface protein
(sas) genes, Robinson and Enright [14] have pro-
posed evolutionary models that detail how MRSA
clones have evolved. However, no sequence-based
typing method that examines the SCCmec element
is currently available. Consequently, SCCmec
diversity has not been well-characterised and
there are no models of SCCmec evolution. To
address these issues, the present study describes a
multilocus typing method for SCCrmiec, based on
ccr gene complex polymorphisms.

MATERIALS AND METHODS
Strain selection

Previous studies have demonstrated that MRSA  strains
emerged from distinct lineages of 5. auwrens in the hospital
and in the community [3,14]. Seventy-one of these isolates
(Table 1) were selected to represent all distinct lineages of
healthcare- and community-associated MRSA, using the CDC
definition (http://www.cdegov). Isolates were stored at
~80°C and grown overnight on sheep blood 5% v/v agar
plates at 37°C. These isolates were also analysed by Robinson
and Enright [14] when formulating their proposed evolution-
ary model for the emergence of MRSA.

MLST

MLST was performed as described by Enright ef al. [15]. In
brief, seven housekeeping genes were used in the scheme; for
each isclate, the alleles at each of the seven lod defined the
allelic profile, which corresponded to a sequence type (5T) and
defined a clonal complex (CC) for groups of STs that shared
five of seven alleles. ST and CC designations were those
assigned by the MLST database (http://www.mlst.net).

mecA detection and SCCmiec typing

The presence of necA was determined by PCR using primers
MRT and MR2 to amplify a 133%-bp internal fragment of the
gene [11]. PCR comprised 30 cycles of T min at 95°C, 1 min at
55°C and 2 min at 72°C. SCCmer types I, [L 1L, IV and V were
assigned by PCR analysis of the cor and mec genes, as
described by lto ef al. [8,10].

Gene selection

The aim of the present study was to investigate evolutionary
relationships among SCCurer elements. Initially, anattempt was
made to select seven different genes along the SCCiec elements
in order to perform a population genetic analysis. Since the
sequences of homologous genes in the mec gene complex were
almost identical, and thus poorly informative, genes were
selected from the cor gene complex. Only four genes were good
candidates (Table 2). These genes encoded a superfamily 11
helicase-like protein (gene designated coli, for cassette chromo-
some helicase), a cassette chromosome recombinase A (corA), a
cassette chromosome recombinase B (corB) and a gene for a
conserved unknown protein (ccu). The coh and cou genes are
located ateither end of the cor gene complex, while corA and ecrB
are found close to coh. The coli, corA and corB genes are present in
cor gene complexes from SCCmecl-IV, and cou is present in
SCCmiecl-V. The DNA sequences of the genes, and the deduced
amino-acid sequences of their protein products, were aligned to
identify the most variable regions using the GenBank database
(Table 2; http:/ /wwwncbinlmnih.gov/GenBank/). Primers
were designed manually from the sequences of the highly
conserved regions that flanked the most variable regions
(Table 3). Each primer pair amplified an internal fragment of
the gene (371-513 bp) and permitted accurate sequencing of
fragments of the same size on both strands.

Amplification and nucleotide sequencing

DNA was isolated using a DNeasy kit (Qiagen, Crawley, UK),
and was then used as an amplification template with the
primers (MWG, Ebersberg, Germany) described in Table 3.
Thermal cycling conditions comprised 5 min at 4°C, followed
bv 35 cvcles of 30s at 94°C, 30 s at 55°C and 45 s at 72°C,
followed by 10 min at 72°C. PCR products were analysed by
electrophoresis on agarose (Sigma, Gillingham, UK) 1% w/v
gels. Amplified products were precipitated with polyethvlene
alveol 20% w/v plus 2.5 M NaCl, and were then resuspended
in cold ethanol 70% v/v, and re-precipitated. The sequences of
both strands were determined using an ABI Prism 377 DNA
sequencer with BigDve version [I fluorescent terminators
{Applied Biosystems, Warrington, UK) and the primers used
in the initial PCR amplification, as described previously [15].
The stability of the method was monitored by three serial
analyses of ten randomly selected isolates (data not shown).

Nucleotide sequence variations and phylogenetic analysis

The sequences of the four loci were determined for each
5. aurens iselate, and each locus was assigned an allelic number.
Each single-nucleotide variation was allocated a new allelic
number in the order of description, except for cord and corB 1-4,
which were designated according to their previous nomencla-
ture [10,16]. Alleles of all four loci defined the allelic profile,
which correspended to the sequence type (ST-SCCriec).
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Table 1. Staphylococcus aurens strains included in the study, together with their characteristics

Clonal
Strain Country Origin® MLST" complex PCR SCCriee® ceht cerd cerl eeu ST- SCCiec
HT20010754 UsA CAMRSA i 1 v 4 8§ 7 4 10
HT20010254, MW2 USA CA-MREA 1 1 Y 4 5 [ 4 7
HT20010657, 8§ Tahiti HA-MRSA i i Y - 8 7 k) 17
HT20030826, HT20050087 Australia, France CAMRSA 1 1 W NT NT NT 9 NT
TMRSAS UK HA-MRSA 5 5 f 1 1 i 1 i
BK2454, HT20010753, USA, France HA-MRSA 5 5 it 2 2 2 2 3
HT20010757
Belgium97S101 Belgium HA-MRSA 5 5 HH] 3 3 3 3 9
HDE2R8, BKS19, HT200304 15, Portugal, USA, HAMRSA E} 5 v 4 8 7 4 10
HT220212 Pediatrie cloned Framee
HT20M0749, HT20030085, Franve CAMREA 5 5 I 1 1 1 1
HT20030228*
PSTINMS Eire HAMERSA 8 & It 6 6 2 2 3
BK59 USA FA-MRSA 8 8 1] 8 5 2 2 13
Bt 1823, Binl1825 UK HAMRSA 8 8 it & & 2 2 k]
EMRSA2 UK HA-MRSA 8 8 I 2 & 7 6 8
ASBNISS, HT20020303 France HA-MRSA 8 8 4% 4 8 7 4 ]
HT20020504 France HA-MRSA & 8 v 4 8 3 4 19
SWIST22111 Australia CAMRSA 8 8 1 4 NT NT 7 a
HT2001025t Australia CAMRSA 8 8 v 6 9 3 4 20
HT200B0205 Australia CAMEEA 8§ 8 v 7 8 7 3 21
HT20020279 Franoe HA-MRSA 22 22 I 2 8 7 5 16
WIS UK HA-MRSA 22 22 I 2 8 7 & 8
Phenol27i11 Eire HAMRSA 22 22 v 4 8 7 4 1]
Swieden AQITIMYT Sweden HA-MRSA K| a0 I ] & 7 4 18
W49 Australia CAMRSA Al a0 v kS 7 & 4 4
WWIFNa97 Germany HA-MREA K| a3 Y 4 7 4 il
HT20020299, HT20020300, France, UK HA-MRSA 36 30 1] 4 5 2 2 2
HT20020301, BTNT&6
MRSA252 UK HA-MRSA 36 30 1] 4 2 2 2 4
Bel ghuma7S100 Belgium HA-MRSA 45 45 i 4 8 4 4 {5
CODCR USA HA-MRSA 45 45 1] 2 2 2 2 3
FinTal6? Firdand HA-MRSA 45 45 Y 5 8 7 4 18
CermanyB825/96 Germany HA-MRSA 45 45 v 4 8 7 4 HY
HT20(1 0751 USA CAMREA 59 59 I 4 8 7 4 1]
Fint2305 Findand HA-MRSA 549 59 I 4 & 7 4 Hil
HT20020221, HT20020213 France CAMRSA 8/ ]/0 w 4 8 7 4 Hi
HT20050 France CAMREA &0 80 I 3 & 7 8 13
HT20010634 Australia CAMRSA a3 a3 o 4 8 7 4 ]
HT200203 10 Cermany HA-MRSA 228 5 I 1 1 1 1 1
HT200203 11, HT20020312 Germany HA-MRSA 28 5 I 1 1 3 i 2
ANSEG, ABHES, Australia, HAMRSA 239 8 It 3 3 3 3 Q
ABADIR2, HT20010531, Framoe,
HT200105333, HT20020273, Ching,
HT20010528, HT20010537, Brazil,
HT20020307 Finlard
HT2001 0550 France HA-MREA 41 8 I 3 3 3 3 El
BIMRSA Belgium HA-MRSA M7 8 I 1 1 1 1 1
AT France HA-MRSA M7 8 f 1 1 1 1 1
COL, EMESAR UK HA-MRSA 250 8 I 1 1 1 1 1
HT2002027) {archaic clone) Spain HA-MRSA 250 & I 1 1 1 1 1
K279, KD6505 UK HA-MRSA 254 8 I 1 1 1 1 1
EMBESALY, Germarny 44298 UK, Germany HA-MRSA 254 8 o 2 8 7 1 i1

“Healtheare and commurity

UMLST was performed as described by Enright ef al. [15].
: mer type I I IV and Vowere assigned by POR ane
NT, not typeable; CA-MRSA, community-acyuired methicillinen

ST-SCCmecs were assigned arbitrary numbers in order of
description. Polymorphic sites were identified using Mega3
[17]. For each polymorphic site, synonymous and non-synony-
mous base-pair substitutions were identified, and the ds/dy
ratio of synonymous to non-synonymous base-pair substitu-
tions was calculated using the SNAP program (available at
http:/ /www hivlanlgov/content/ hiv-db/SNAP), based on
the method of Nei and Gojobori [18]. The gene sequences were
aligned with the multiple-alignment program ClustalX [19].

Phylogenetic analysis

Split decomposition analysis was performed with SplitsTrees
v.3.2 [20] wsing the Hamming correction and SplitDecompo-
sition. Recombinations effectively cause lineages to coalesce in
time, resulting in trees that have reticulations or a network

soviated MRSA origin was determined using the CDC definition (https/ Swwweodegov).

is as described by o et al. [8,10].
istant Staplylvcocous aurens; HAMRSA, bospital-soquired Stapdioc

CHS SUreus,

structure, rather than the simple branching structure seen with
maost phylogenies. Split decomposition does not force evolu-
tionary relationships to be strictly bifurcating or multi-branch-
ing, but permits network relationships. A split decomposition
graph will look less tree-like and more net-like as the influence
of recombination becomes stronger.

The index of association ({4) was calculated as described
previously by Smith et al. [21], using the LIAN 3.1 program {22].

Statistical analysis

Sequence-based ST-5CCriec identification, PCR-based tvping
results and MLST relationships were described on a two-by-
two basis and were validated by matched-pair analysis using
the statistical program SPSS v.12.0.1 (5PSS Inc., Chicago, IL,
USA).
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Table 2. Gene candidates for developing SCCmec se-
quence typing analysis

SCCinec] SCCmiecll SCCmiecIll  SCCineclV SCCinecV Nucleotide
NCTCl1H42 N315 852082 JCSC1968 WIS sequence
(ABI337A3)*  (DS6934)°  (ABISTAT1® (ABOG3172Y (AB121219)*  identity (%0)
mec gene complex
mecRI mecR1 mecR1 mecR1 mecRl 100"
mecA mECA mecA macA necA 99.9-100
CEMS CNO3S CZ02 CQON5 Vs 99.8-100
CEMa N9 7030 [ae thn VO 100
EH0 No62 7035 Qo2 Vs 99.7-100
cor gene complex
EM26 (ecly  NOGE Z0H Q0m
wrAl cerA2 cerA3 cerA2
carBl corBi2 cerB3 cerB2 crC
E031 NiH! FAUN Q007 Vole 57.5-86.
Em2 NH2Z Zos Q008 VT 41,3939
EG3 fccud NH3 704 QO Vo 6.9-96.9
This table was constructed using comserved genes between SOCmed and IV

|8,10,33] and data from GenBank.
“CenBank scoession number.
r\(ffnm[,mrin‘i,; undeleted region.

cchy, cassette chromosome helicase gene; aou, cassette chromoesome unknown gene.

Table 3. Primers used for PCR amplification

Tragment
Primer length
Gene pair Oligonucdleotide sequence (5-37) (bases)
celi ceh T MAATCOTOAASAWGAACTY ATTMAATGGTT a7t
cch B GUAATSATTTTBACYTSCATATCRTYATOTT

crA AT TCRGADAAYCARCTVAAACAAAARATCAAATG 477
cordeR TATAGGOGRTRUARYATGTTTARCETCGAAAD

corli caB P TATCOTAAAATAGCSAATCC AYTVAATCACAAAGE 515
corB R ACTTTATCACTTTTOACAATTTCRAGTATTTG

ccu conF GETATTTACTCAAGAAAACATOGCGAT 411

GORTTEARTGORTGCATRATTTCATTTOT

cou-R

Nucleotide sequence accession numbers

The sequences of all alleles of cch, corA, corB and cou have been
deposited in GenBank (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD, USA) under accession numbers
DO483060-DOQ483093.

RESULTS
Sequence diversity

To develop a multilocus typing method that could
help to characterise the evolution of SCCmec
elements, fragments of four genes of the ccr gene
complex within SCCmec were amplified and
sequenced. PCR products were obtained for all
four gene fragments for 68 of 71 S. aureus isolates
that had been characterised previously using
MLST. The three non-typeable isolates were: (i)
one SCCmeclV ST8 isolate from Australia, which
was only positive for cci and cch, but always
negative for ccrA and ccrB, even with low-strin-
gency PCR conditions; and (ii) two SCCmecV

isolates 5T152/377 (one from Australia and the
other from France), which were only positive for
ccu, as expected, because cch, ccrA and cerB are
absent from the SCCmecV element (Table 1). All
PCR products were sequenced; the sequenced
fragments were 330-420 bp in length, and the
number of alleles was 8-9 (Tables 1, 4 and 5). No
ccrA4 allele was detected. The partially character-
ised SCCmeclV ST8 isolate from Australia and the
two SCCrmecV isolates had specific ccu alleles, as
shown in Table 1.

The number of polymorphic sites ranged from
132 to 171, with minimal and maximal diversity
observed in cch and ccrB, respectively (Fig. S1; see
Supplementary material). There were no prefer-
ential regions of polymorphic sites on the gene
fragments, and the percentage of informative sites
was similar in all four genes (39-42%). Various
single nucleotide polyvmorphisms corresponding
to single mutations were observed. However, the

Table 4. Nucleotide sequence variation among alleles of
genes from the cor gene complex

Size of Number of Number of Number of
sequenced identified polymorphic informative
Locus fragment alleles sites sites dydy
wh 330 9 132 132
A 366 8 “7 i
wrl 420 8 7t 7
@it 3349 9 44 4

GenBank accession numbers are DO483060-DOMB393.

Table 3. Distribution of ST-SCCmec and cch, corA, corB and
cou alleles into SCCmee types 1=V

SCCarec

tvpe ST-SCCaiee cole cerd cerly con
I 1 1 1 1 !
I 2 1 1 5 1
I 3 2 2 2 2
It 4 4 2 2 2
It 5 a & 2 2
n 3 8 5 2 2
It 12 4 5 2 2
i 5 4 8 4 4
m 9 3 3 3 3
v 1 1 1 1 1
w 7 4 5 & 4
W 8 2 8 7 6
v 10 4 8 7 4
v i1 2 8 7 1
w i3 5 & 7 &
v 4 El 7 8 4
W 16 2 8 7 5
W 17 4 8 7 3
v 18 5 8 7 4
w 19 4 8 3 4
W 20 6 9 3 4
W 21 7 8 7 3
W NT 4 NT NT 7
v NT NT NT NT 9

NT, not typeable.
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presence of conserved polymorphic regions in
some of the alleles suggested that recombination
events had occurred (Fig. S1; see Supplementary
material). The ds/dyn values were >1 for all four
genes, indicating that the number of synonymous
substitutions (selectively neutral) was larger than
the number of non-synonymous substitutions
(subject to positive selection) (Table 4). This sug-
gests that non-synonymous substitutions are
deleterious and have largely been eliminated.
The smallest ds/dn value was obtained for cch,
suggesting that this gene might be evolving more
rapidly than the others. The value of ds/dy for
ccrB was a quarter of that obtained for ccrA. Thus,
the two ccr genes seem to have evolved with
different evolutionary constraints, even though
they are part of the same family.

Population structure using SCCmec sequence
typing

The population structure of SCCmec was inves-
tigated by comparing the level of linkage dis-
equilibrium between the ST-SCCmec alleles,
as assessed in terms of the [n. The [, using
ST-SCCmec was 0.5286, which is significantly
different from the null hypothesis of linkage
equilibrium of loci (p 0.01). The I, for
ST-SCCmec was similar to that obtained with
MLST wusing the same isolates (I, = 0.5377;
p 0.01). This suggests that even though recom-
bination has occurred in the evolution of
SCCmec, this has not been frequent, resulting
in a largely clonal population.

Phylogenetic analysis

A split decomposition graph was constructed
from the concatenated 1455 nucleotides of the
four gene fragments of the ccr gene complex of
SCCmec (Fig. 1). There was some evidence of
networking, which may reflect homoplasies
and/or recombination between ST-SCCmec. Five
major clusters were identified. Clusters B and E
were formed by singletons (ST-SCCmec9 and ST-
SCCmecl9, respectively). Cluster A was formed
by ST-SCCmecl and 2, cluster C by ST-SCCmec17
and 21, and cluster D by the other ST-SCCmec
elements. Making the assumption that all homo-
plasies reflect recombination, clusters C and E
could have arisen as the result of recombination
between ST-SCCrrec elements from clusters D and

Evolution of Staphylococcus aureus SCCrnrec elements 1179

A
— 0.01
Cluster E
SCCmec IV
1.2
Cluster Dt~ £} Cluster A
SCCmec | and IV
Cluster C
SCCmec IV
T
Cluster B~
SCCmeclll
B Cluster D
—_—
SCCmecll - .14
g 34 QZ_, 10, 11
oS A 13,18
/ —7
A < 71 15
5 20
SCCmec IV

Fig. 1. Split decomposition graph of the four gene frag-
ments of the ccr gene complex of SCCmec. (A) All isolates.
(B) Details of cluster D. The SCCmec type is added.
Clusters are circled in black. In Cluster D, SCCmecll
elements are in the grey area and SCCmecIV elements are
circled in grey.

B, and D and A, respectively. Similarly, the
subgroup formed by ST-SCCmec3, 4, 6, 12 and
20 could be the result of recombination in cluster
D between ST-SCCmec5 and the other ST-SCCmiec

types.

Comparison of SCCmec types and gene
sequence analysis

PCR-based SCCmec typing results were compared
with sequence-based ST-SCCmec identification
results (Table 5). SCCmecl, II, III and IV were
composed of two, six, one and 13 different ST-
SCCmec elements, respectively. SCCmecl was
either ST-SCCmecl or 2 from cluster A, SCCmecll
was either ST-SCCmec3, 4, 5, 6, 12 or 15 from
cluster D, and SCCmeclll was ST-SCCmec9 from
cluster B. SCCmrecIV showed greater diversity and
belonged to clusters A (ST-SCCmecl), C (ST-
SCCmecl?7 and 21), D (ST-SCCmec?, 8, 10, 11, 13,
14, 16 and 18) and E (ST-SCCmecl9). A strong
correlation was observed between PCR-based
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typing and sequence-based typing methods
(p <0.001). Notable exceptions were ST-5CCmecl,
which was found in SCCmiec elements I and 1V,
and SCCmecll ST-SCCmec15, which was more
similar to SCCmeclV ST-SCCmec7 than to other
SCCriecll ST-SCCmec elements (Fig. 1; Tables 1
and 5). The specificity of alleles for each gene
within SCCmec types I-1V was examined. Three
alleles of ccrA and ccu, and two alleles of cch, were
found in different SCCmec types, while only one
cerB allele was found in two different SCCmec
types. The ccrB gene appeared to be the best target
for proposing a new sequence-based SCCmec
typing system, based on only one SCCmec gene.

Evolution of SCCniec in major MRSA clones

Correlation  between  S. aurenus lineage and
SCCriec element ST was determined by examin-
ing the distribution of ST-SCCmecs in each MRSA
lineage. No correlation was observed between
the MRSA clonal complex and the ST-SCCmec
type (p 0.43). As shown in Table 6, various ST-
SCCmec elements were observed within the same
CC and MLST type. Moreover, when the evolu-
tionary models of MRSA [14] were compared
with the ST-SCCmiec results, SCCmec replacement
by other types in different lineages was con-
firmed (Fig. 2). In CC8, SCCmeclV ST-SCCinec8
was replaced by SCCmecll ST-SCCmec5 in one

Table 6. Detection of SCCriecl-IV and ST-SCCmier in the
major MRSA clonal complexes

No. of isolates in each Stapilococcus aureus clonal

complex
SCCinec ST-SCCriec 1 5 8 22 30 45 54 S0 a3
I 1 2 8
I 2 2
i 3 3
I 4 1
i 5 3
I 6 1
I 12 4
i 15 1
I a 1 10
Y 1 3
v 7 2
w 8 1 1
w 10 1 4 7 1 1 1 2 2
v 11 2
w 13
v 4 1
v 16
Y 17
v 18 i i
w 19 1
v 20 1
w 21 1

CCQQ

\/

srs SCCmec nv, — srac»sco.m |v
Q&:m@y EMF:Sms

/31254 / \
{sTi scc.vgl‘ { sT2s4 )

KDES0S {8T11-8CCmec |
/' kmeﬁa/ \E":‘RSMO
sme\

NN

lsmsccfnacl‘ — iSTS-“«CCmec};

EMRSA2 \ pTi823
\\ K,/

Fig. 2. Proposed evolutionary model of SCCmec element
replacements in MRSA clonal complexes. The evolutionary
models of staphylococcal lineage were based on maximum
parsimony analysis of the combined sas, housekeeping
gene and spa tvping results [14].

lineage, and SCCmecl ST-SCCmecl was replaced
by SCCmeclV ST-SCCmecl1 in another. In CC22,
SCCmeclV ST-SCCmec8  was  replaced by
SCCmeclV ST-SCCmec10. Such SCCmec replace-
ment could have happened in CC45 and CC30,
but affiliations in these CCs were not sufficiently
clear to be certain of their origin.

Migration of the SCCmec element between
S. aureus lineages was analysed by the identifica-
tion of identical SCCmec elements (based on PCR
plus  ST-SCCmec typing) in different CCs
(Table 6). Fourteen of the 20 SCCmec types were
found in only one CC; five were found in two
CCs. Most  extraordinarily, SCCmeclV  ST-
S‘CCmec'l{) was found in all the CCs examined
(1, 5, 8, 22, 30, 45, 59, 80 and 93).

Fmalfy, a link between SCCmec ST and the
origin of the MRSA clones (healthcare- or com-
munity-associated) was investigated. Except for
the aforementioned SCCmecIV ST-SCCmecl, all
SCCmeclV community-associated MRSA strains
were from cluster D (ST7, 10, 13 and 14). Distri-
bution of ST-SCCmec between community- and
healthcare-associated MRSA strains did not differ
significantly (p 0.14). An identical SCCmeclV ele-
ment, ST-SCCmecl0, was present in both health-
care and community MRSA strains, and this
occurred within the same genetic background in
ST59, which is a common cause of abscesses in
intravenous drug users.

@ 2006 Copyright by the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 12, 1175-1184
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DISCUSSION

Clones of 5. qurus became resistant to methicillin
by the acquisition of a mobile genetic element
S5CCmee that carries the methicillin resistance
gene. The number of novel variants of SCCrec
has increased with time [8-10,23], but little is
known about the diversity and genetic structure
of this important locus. To examine intra-5CCrec
variation, a novel multilocus typing method was
developed. ldeally, this method would have used
seven genes that form the mer and cor gene
complexes, but previous work has shown that mec
complex genes are largely conserved and are
peorly informative [8-10,23]. Since SCCmec iden-
tification is based on variation in the mec and cor
complexes, candidate genes were selected from
the other conserved part of SCCrrec, Le., the cor
gene complex. Only four genes were good candi-
dates within the cor gene complex. These com-
prised two cassette chromosomal recombinase
genes, corA and corB, and bwo putative genes
located at each extremity of the complex, cch and
con. Using these targets, SCCmiee diversity was
investigated in a collection of 71 isclates that
represented the major lineages of healthcare- and
communityv-associated MRSA.

Among these isclates, it was possible to
sequence-tvpe most of the SCCiee -1V elements.
There were high numbers of polymorphic sites in
each of the four genes studied. All ST-5CCmec
elements studied fell inte 21 different ST-5CCmec
types. One SCCrreclV element was negative for
corA and corB, and had a novel cow allele found
otherwise only in SCCurecV. This SCCmeclV may
be a novel SCCriec type that could be a hybrid
between the SCCrieclV and S5CCrecV elements.
SCCmwecll, and especially  SCCmeclV, showed
higher diversity amongst ST-5CCmec types.

Interestingly, a strong correlation was observed
between ST-5CCrec and PCR-based SCCmec typ-
ing. This suggests that SCCrec elements are made
up of disparate and inconstant genes (transpo-
sons, 1S elements, resistance genes and unknown
ORFs). The crr complex sequence was strongly
related to the type of SCCmee. Thus, sequences
derived from the 5T-5CCmec appeared represen-
tative of the sequence of the entire 5CCmec
element, and could be used to infer SCCmec
evolution.

An interesting exception to this correlation was
the presence of ST-5CCmecl in S5CCmec | and [V,

Evolution of Slaphylococcus aurens SCCmec elements
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The archaic clone, which is SCCrecl ST-5CCrec]
(Table 1), was the first MESA clone described in
the 19n0s [2], while the SCCmeclV ST-SCCniecl
clone was discovered only recently [25]. SCCurec |
ST-5CCmeel may be the parent of SCCmeclV 51-
SCCmecl. The molecular mechanism responsible
for transforming this SCCmecl to an SCCmeclV is
unknown, but could be a genetic exdsion. It is
possible that this event could have occurred in the
S5T5 5 auwrens background or via Stapindococous
eptdernidis strains, as suggested by Wisplinghoff
etal. [25] The evolutionary constraints  that
induced such selection are alse unknown. The
new SCCmeclV S5T-5CCHeel clone is responsible
for both community- and healthcare-assodated
infections [24], while all other SCCurierl ST-
SCCmect clones are only responsible for health-
care-associated infections [14]. Additionally, most
MRSA clones responsible for community-associ-
ated infections belong to SCCmer tvpe IV [3] 1tis
tempting to hvpothesise that ST-5CCmecT has
evelved from SCCrmecl to IV, thereby enabling a
widening of its host range from the hospital to the
community.

Phylogenetic analvsis of SCCriec was conduc-
ted using concatenated sequence data from the
four gene fragments. Split decomposition analv-
sis showed that most of the 5CCwec elements
were correctly regrouped in accordance with
their SCCmee tyvpe (I-IV). The two exceptions
were SCCmeclV ST-5CCmecl, which  grouped
with an 5CCmecl ST-SCCrec?  element, and
SCCmecll ST-SCCmecl5 which grouped with
the SCCwmeclV elements. The similarity of ST-
S5CCrec sequences in different SCCriec types
could correspond, instead of homoelogy, t© ho-
moplasy, via either convergent evolution of genes
selected for ST-SCCmer typing (cch, corA, corB
and con) or secondary loss of cohi-, cord-, corb- or
cou-flanking genes targeted during SCCiee PCR-
tvping. Analysis showed some networking for
SCCuiecll and IV, which may reflect recombina-
tion. Pairwise comparisons between sequences
and concatenated sequences showed close nuc-
leotide changes between alleles that could cor-
respond to recombination or conversion (Fig, 51;
see Supplementary material). Redistribution of
genes  that comprise the oo gene complex
between the SCCrive elements was also observed
{Tables T and 5. In contrast to these results, the
level of linkage disequilibrium between ST-
S5CCmiec alleles suggests that the population

© 2006 Copyright by the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 12, 1175-11584

115



1182 Clinical Microbiology and Infection, Volume 12 Number 12, December 2006

structure of SCCmer is largely clonal [21]. This
probably highlights the fact that the initial stages
of 5CCmec diversification appear to be driven
predominantly by peint mutation rather than
recombination.

MNo correlation was found between ST-5CCmec
and MRESA lineage. Different ST-5CCmer elements
were observed in the same MRSA clonal complex.
The results of the present study confirm that
MRSA has arisen on multiple occasions within
successful lineages by the acquisition of different
SCCmec elements [14], as many as ten times
within CCB and five times within CC5. Different
S5T-5CCmec elements were observed even in the
same MRSA lineage. Some of this variation
corresponds to simple point mutations without
SCCmiec type modification, as observed for MRSA
ST228 and 5122, However, in CCH, SCCmec | 5T-
SCCmecl has been replaced by SCChmec [V ST-
SCCmecll, and 5CCmeclV  ST-5CCmec8 by
SCCmecll ST-SCCmec5. Potentially, SCCmeclV
replacement by SCCrnrecll has also occurred in
MRSA CC30 and 5T'45. One hypothesis is that
different SCCmec types entered a similar back-
ground strain independently. Another possibility
is that a particular SCCmec element can be
replaced by another, as suggested by Enright
et al. [26]. The selection that occurred for such a
substitution could be the acquisiion of new
antibiotic resistant genes, and this is possibly
the case for the replacement of SCCmeclV by
SCCmecll [8,9]. 1t is less clear why SCCmecl was
exchanged for SCCmecIV. One working hvpothe-
sis is that the acquisition of SCCmeclV provides
new physiological characteristics, and possibly its
smaller size reduces the fitness costs associated
with the larger SCCmec elements [27]. These
observations suggest that different SCCmec types
confer different fitness characteristics.

The relationship between 5T-5CCmec and indi-
vidual MESA clonal complexes was also exam-
ined. Some ST-5CCmec types were detected in
only one CC, whereas others were found in
multiple CCs. Intriguingly, SCCmeclV  ST-
SCCmecl0 was detected in all of the different
MHESA clonal complexes examined. This SCCmec
was detected even in two different lineages of
MRSA CC22 and ST59. SCCmec diffusion within
S. aureus clonal complexes is therefore not homo-
geneous, and differs even within SCCmeclV ele-
ments. SCCmeclV ST-SCCmecl0 appears to be the
most promiscuous SCCniec. The acquisition of this

particular SCCmec element by 5. aureus occurred
five- to ten-fold more frequently than acquisition
of the other elements. [t was detected in both
healthcare- and community-associated MRSA.
S5CCmecIV ST-5CCmecll) was observed in health-
care and community lineages of MRSA 5T59,
while community-associated MRSA strains carry
S5CCmecIV from other ST-5CCmec elements. The
oldest MRSA clone that acquired SCCmeclV 5T-
S5CCmecl0 is the paediatric clone (Table 1), which
was described first in 1993 [28], almost 5 vears
before the emergence of community-associated
MRSA [3] and the descaiption of other healthcare-
associated SCCmeclV ST-5CCmec1) MRSA dones
[14]. It is tempting to speculate that SCCmeclV 5T-
SCCOmeclD has spread from the paediatric done to
other clones, and in particular to community-
associated MRSA SCCmeclV ST-5CCmec1), since
both clones colonise and infect the paediatric
patient [28,29].

The main limitation of this work concerns the
assumption that the SCCmec element has only
evolved within the species 5. auwrens and SCC
elements harbouring mecA. It has been shown
that the SCCmec element is present in many
other Staphylococcus spp., eg. S. epidermidis
[25,30] and Staphylococcus haemolyticus [31], and
that SCC complexes without the mecA gene have
existed previously [16,32]. Strictly, the model of
5CCmec evolution proposed in the present study
should be confirmed using isolates of 5. aureus
and non-aurens staphylococd that are methicillin-
resistant and -sensitive. This would indicate
whether 5.auwrens SCCmec has also evolved
independently of mecA and/or is derived from
non-5. aurens SCC elements.  Information  ob-
tained by intra-5CC multilocus typing combined
with SCCmec PCR-typing could form the basis of
a new general nomenclature for SCC elements.

In conclusion, the intra-SCCiec multilocus
typing method developed in this study was
shown to correlate with PCR-based typing meth-
ods, and thus appeared to be representative of the
entire SCCmec element. SCCmiec sequence typing
suggested that the SCCmiec population structure is
mostly clonal; however, evidence of recombina-
tion and the multiple transfer of SCCwmiec within
5. aurens was detected. Most interestingly, an
SCCmecIV ST-SCCmecl() element was identified
that has spread throughout the MRSA clonal
complexes, suggesting that it is highly transmis-
sible.
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Le Centre National de Référence des Staphylocoques a observé en 2002 un nombre
croissant, en milieu hospitalier et communautaire de souches de SARM possédant le
géne tst codant la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1). En France, les
souches tst postives avaient été décrites jusque la sensibles a la méticilline.

Le premier objectif de cette étude était de caractériser par différents outils
moléculaires et phénotypiques toutes les souches francaises tst-positives recues au
CNR des Staphylocoques durant la période 2002-2003. Un total de 103 isolats a été
inclus dans I'étude.

Parmi les 103 isolats de S. aureus tst-positifs, 27 étaient des SARM impliqués a la
fois dans des infections nosocomiales (12 cas) et dans des infections
communautaires (8 cas). Le site d'acquisition était inconnu dans 7 cas. Ces SARM
étaient a l'origine d'infections variées toxiniques ou suppuratives pouvant étre fatales.
Elles concernaient principalement les enfants avec un d&ge médian de 3 ans pour
I'ensemble des patients.

Parmi ces 27 souches de SARM, 25 appartenaient a un clone majoritaire de type
agr2, de profil allélique en MLST, ST5 et de type spa t002 ou apparenté a t002. Les
deux autres isolats appartenaient a un clone minoritaire de type agr3 et de profil
allelique en MLST, ST30. La caractérisation de la cassette SCCmec par la PCR
multiplex d’Oliveira et al a montré que les deux clones SARM possédaient le méme
type de cassette SCCmec, le type IV. lls avaient également le méme profil de
résistance aux antibiotiques: résistant a la pénicilline, a I'oxacilline, la kanamycine, la
tobramycine, de résistance intermédiaire a l'acide fusidique et occasionnellement
résistant a I'érythomycine, la lincomycine ou la tétracycline.

En plus du gene tst, le clone SARM agr2 ST5 possédait de nombreux facteurs de
virulence : les genes codant les enterotoxines SEC, SED, SEL, SEM, SEO et LUKED
ainsi que des genes d’adhésines: clfA-B, ebpS, eno et efb.

Nous avons comparé le clone SARM agr2 ST5 aux grands clones pandémiques. Ce
clone était généetiguement proche des clones nosocomiaux ST5 comme le clone
Pédiatrique ou le clone NewYork/Japon. Cependant il possédait des différences, soit
de la cassette SCCmec, soit dans I'habillage toxinique.

Par ailleurs les clones SARM tst-positifs agr2 et agr3 possédaient leurs homologues

génotypiques respectifs, sensibles a la méticilline, dotés du méme profil en
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électrophorése en champ pulsé excepté le décalage d’'une seule bande (Annexe 2).
Pour chacun des clones (SARM tst-positif agr2, SASM tst-positif agr2, SARM tst-
positif agr3, SASM tst-positif agr3), nous avons extrait 'ADN correspondant a la
bande divergente du gel d’électrophorése. Nous avons recherché le géne mecA par
PCR. Il était présent dans la bande de la souche SARM tst-positif agr2 et dans celle
de la souche SARM tst-positif agr3. Le gene mecA était absent dans la bande de la
souche SASM tst-positif agr2 et dans celle de la souche SASM tst-positif agr3. Nous
avons donc émis I'hypothése selon laquelle le clone SARM tst-positif de fond
géneétique agr2 ST5 aurait émergeé suite a I'acquisition de la cassette SCCmec par un

clone de S. aureus sensible a la méticilline.

Le clone SARM tst-positif agr2 a ensuite été baptisé «clone Géraldine» [205].
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Methicillin-resistant Staphvlococcus aurens (MRSA) clones harboring the toxic shock syndrome toxin 1 (s
gene have been detected in France and in Switzerland since 2002, Doring a passive survey conducted between
2002 and 2003, we collected 103 fst-positive S. aurens isolates from 42 towns in France, of which 27 were
resistant to methicillin. The st-positive MRSA belonged to two clones: a major clone comprising 25 isolates of
sequence type (ST) 5 and agr group 2 and a minor clone comprising two isolates of ST30 and agr3. The
fse-positive MRSA clones were associated with both hospital-acquired (12 cases) and community-acquired (8
cases) infections. The MRSA clones were mainly isolated from children (overall median age, 3 years). They
cansed a variety of clinical syndromes. including toxic shock svndrome and suppurative infections. Both clones
were found to harbor a type IV staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmecy and to have similar
antibiotic resistance profiles (usually resistant to oxacillin. kanamycin, and tobramycin and with intermediate
resistance to fusidic acidl. The origin of these clones is unclear. The sse-positive agr2 MRSA clone has the same
sequence type (STS) of two pandemic nosocomial MRSA clones, namely, the Pediatric clone and the New
York/Japan clone, These findings snggest that all these clones are phylogenetically related. The pulsotype of the
sse-positive MRSA clones differed from that of methicillin-sensitive S. arrens (MSSA) clones by a single band
involving the SCCmec element. These findings suggest that the se-positive MRSA clones may have emerged

from their respective MS5A counterparts.

Staphylococcus aurens is an important human pathogen in
both hospitals and the community. The first methicillin-resis-
tant 8. awrens (MRSA) isolates were detected in the hospital
setting in the early 1960s. A number of pandemic nosocomial
clones have been characterized by molecular methods (3, 24,
25, 34). These epidemic MRSA strains of hospital origin have
also been detected in the community, infecting patients with
risk factors associated with hospital-acquired MRSA infection
{H-MRSA). such as recent hospitalization. The epidemiology
of MRSA has changed radically since 1999; in particular, true
community-acquired MRSA [C-MRSA) infections have been
reported in patients with no clear risk factors (2). These C-
MRSA clones predominantly infect young and previously
healthy patients and have now spread throughout the world
{29). They produce Panton-Valentine leucocidin (PVL) and
harbor a type IV staphylococcal chromosomal cassette mec
{(SCCmec) element (1, £, 5, 13, 22, 37y

Toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1) is a superantigenic
toxin secreted by some 8. qureus isolates. TSST-1, encoded by
the rsr gene, is a major virulence factor in toxic shock syndrome
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(TSS), staphylococcal scarlet fever, and neonatal toxic shock-
like exanthematous diseases (NTED) recently described in
Japan and France (11, 16, 38). TSS was first described in 1978
by Todd et al. as a multisystem disease characterized by rapid
onset of fever, hypotension, erythematous rash, and mucosal
hyperemia, followed by desquamation and multiorgan involve-
ment. TSS was mitially linked to tampon use by young women,
but non-menstruation-associated TSS now predominates, oc-
curring hoth in the community and in hospitals secondary to
local 8. awrews infection (10), Musser et al. showed that rsr-
positive 8. aurews strains were clonal by comparing their isoen-
zymatic profiles (21}, and studies based on multilocus sequence
typing (MLST) have recently shown that these strains belong to
sequence type (ST) 30 (27). Jarraud et al. reported that most isr-
positive S, qurews strains are genetically related and have a type
3 accessory gene regulator {agr) allele (15). The isolates in
these studies were associated with community- and hospital-
acquired diseases and were all methicillin-sensitive S. aureus
(MSSA). There have been few reports of MRSA isolates pro-
ducing TSST-1 in Japan or Germany (12, 30} In 2003, we
observed the first French case of NTED due o TSST-1-pro-
ducing methicillin-resistant S. awrews (16, 35).

In order to characterize TSST-1-producing §. aurens isolates
in France, we retrospectively typed all isi-positive isolates sent
to the French National Reference Center for Staphylococei in
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2002 and 2003 and collected relevant epidemiological and clin-
ical data. We observed the presence of new msr-positive MRSA
clones responsible for both hospital- and community-acquired
infections.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. Among the 1,550 unconstrained strains sent to the French
Mational Reference Center for Staphylococei during 2002 and 2003, 103 isolates
from 42 owns were ¢ positive. As controls we used nine s-positive MRSA
isolates from Australia (one isolate, provided by Graeme Nimmoy, Switzerland
(three isolates), and Tapan (five isolates causing necnatal toxic shock-like exan-
thematous diseases, TWCOC3R12, TWOC300861, TWOCHIRL, TWCOCHRE2, and
TWCCHL0) (16) We also used an isolate representative of the Pediatric clone
and an isolate representative of the New YorkJapan clone.

Data collection. For each 5 arrews strain we collected relevant clinical infor-
mation (age, sex, type, and site of infection) by using a standard form provided
by the French Mational Reference Center for Staphyococci. TSS, staphylococeal
scarlet fever, and neonatal woxic shock syndrome-like NTED were diagnosed by
using published criteria (11, 21, 3, 323 For this study, MRSA infection was
considered 1o be community acquired if the specimen was obtained outside the
hospital setting or less than 2 days after hospital admission of a patient with no
direct or indirect exposure to the healthcare system in the previous year (2).

DNA extraction. Strains were grown on brain heart infusion agar or in hrain
heart infusion broth at 37°C avernight. Genomic DNA was extracted with a
standard procedure, and its concentration was estimated spectrophotomerrically
(18). Amplification of gwed was usec w confirm the quality of each DINA extract
and the absence of PCR inhibitors. All PCR products were analyzed by electro-
phoresis on ethidium bromide-stained 1% agarose gels (Sigma, France ).

Identification of apr alleles. The agr group (aged 10 -4) was determined by PCR
as previously described (157,

Detection of the mecd gene and SCCOmer typing. The mecd gene coding for
methicillin resistance was detected by PCR as described by Murakami e al. {20y,
The staphylococcal chromosomal cassetie mee (SCUmec o IV) was detected by
using the method of Oliveira et al (23), The following reference strains, Kindly
provided by Herminia de Lencastre and Alexander Tomasz, were used as con-
trols: COL (5CCmee 1), BE2464 (SCCmec 1), HUL0G (5CCree 1), and
BE2520 {SCCmes V).

Detection of toxin and adhesin genes. Sequences specific for staphylococcal
ENerownin genes (sea-e and seg-o), the wwic shock syndrome wxin gene (),
exfoliative toxin genes (ete and efb), PVL genes (7dS-PV-uld-PV), the LukE-
kD leukocicin genes ek E-w i), the class F kM leukocidin gene (fukA), and
hemolysin genes {gamma [fig], gamma variant [#ev], and beta [Aib]) and for nine
MSCRAMM genes (microbial surface components recognizing adhesive matrix
maleculesy, bone sialoprotein binding protein (hsp ), clumping factors A and B
[cifd and -B), collagen binding protein (esa ), elastin binding protein (ebpS),
laminin binding protein {ere), fibronectin binding proteins A and B (fehd and
By, and extracellular Aibrinogen binding protein (eff), were detected by PCR as
described elsewhere (15, 23, 26, 27, 35 37,

Antimicrobial susceptibility testing. Susceptibility tests were performed with
the ATB System (hioMériewx, France).

Capsular typing. Capsular serotyping was performed forall MRSA strains and
for randomly selected MSSA strains. The strains were grown for 24 h at 37°C on
Columbia agar plates containing 2% MgCl. and 0.5% CaCly. Several colonies of
each strain were suspended in 0.99% saline and tested by slide agglutination with
rabbit polyelonal antibodies specific for capsular polysaccharice ypes 5 and 8 (8, 9,

Fingerprinting by PFGE. Smal macrorestriction patterns were obtained by
using a contour<lamped homogeneous electric feld DR-1T apparatis (Bio-Rad),
as described elsewhere (19). Strain NCTC 8325 was used as a pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) contral. Resolved macroresiriction patterns were com-
pared as recommendced by Tenover et al. (23), Isolates were assigned 1o a single
clonal group i they differed by less than six bands. PFGE pauerns with more
than six band differences (< 753% similarity) were considered o correspond 1o
different types.

The mecd gene was tested for in one of the PFGE bands, as follows: the
fragment was cut out from the agarose gel. DNA was extracted by using the
MinElute gel extraction kit proweal {QTAGEN), and PCR with the seecd prim-
ers and multiplex PCR. for SCCmee typing wete performed on the extract as
described above,

spa typing. spe (yping was performed on MESA isolates and on age2 MSSA
isnlates, as previously described (143 The x region of the spa gene was amplified
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TABLE 1. Distribution of the mecd gene and agr alleles among
103 French 8. gureus isclates containing the ss¢ gene
collected between 2002 and 2003

Mo, (95 of isolates

agr allele
mecd deficient

Iype mecA™ )
lr” = 273 I;W = :"h) Toral
1 (1) 1
- 5N 30
3 70 {92} 72
4 a4 i

by PCR. spa types were determined with Ridom Staph Type software (Ridom
GmbH, Gemmany), which automatically detects spa repeats and assigns a spa 1ype.
MLST. MLST was performed on strains representative of each clonal group,
as described elsewhere (6, 361, The allelic profile of each strain was obtained by
sequencing internal fragments of seven housekeeping genes (arcC, anal, glpF,
gk, pra. i, and veil) and entering them on the MLST home page (hup:
{fsaureus.mlstnet), where seven numbers depicting the allelic profile were as-
signed which defined an ST (/). To determine genetic relationships, MLST dara
wene examined with BURST software (hased wpon related sequence sypes; detalls
are available rom hropedsaw mistneBURSTburs him). The algorithm places
STs that share five out of seven MLST alleles in a common clonal complex (7).

RESULTS

Distribution of iselates according to methicillin resistance
and agr group. Among the 103 sr-positive S. aureus isolates,
27 were methicillin resistant (mecA™), and 76 were methi-
cillin susceptible {mecAd deficient) (Table 1). Twenty-five
mst-positive MRSA isolates had agr allele type 2, and two had
agr allele type 3. Seventy sr-positive MSSA isolates had agr
allele type 3, five isolates had agr allele type 2. and one isolate had
agr allele type 1.

Climical characteristics of fst-positive MRSA infections. The
median age of the 27 patients with sr-positive MRSA infec-
tions was 3 years (range, <1 month to 84 years), and the sex
ratio was L. Five patients had toxic shock syndrome, two had
NTED (31}, and one had staphylococeal scarlet fever: nine
patients had toxic shock syndrome but did not fulfill all the
criteria of a TSST-1-mediated syndrome (e, fever and rash
without shock) (Table 2). Five skin infections occurred in pa-
tients with varicella. Eight patients had deep-seated infections
{pneumonia or ostecarthritis), and no chinical information was
available for two other patients. Two deaths occurred. The
isolates were recovered from skin and soft tissues (14 isolates),
blood (7 wsolates), the umbilicus (2 isolates from cases of
NTED), bronchopulmonary secretions (2 isclates), a prosthe-
sis (1 solate), and a ligament (1 isolate).

Information on the hospital or community acquisition of the
infection was available for 20 MRSA infections and 51 MSSA
infections. The origin of MRSA infection was unknown in
seven cases. Eight of the 27 patients with rse-positive MRSA
isolates had no known link to healthcare facilities and no
known risk factors for MRSA acquisition; these cases were
considered to be community acquired. Twelve cases were hos-
pital acquired.

Microbiological characteristics of se-positive MRSA iso-
lates, The 25 rsr-positive agr2 MRSA strains all harbored the
sec, sed, sel, sem, seo, wkDE, and hlgv toxin genes and the
clfA-B, ebpS, eno, and efb adhesin genes (Table 3). These
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TABLE 2. Clinical data on se-positive MRSA infections
Clinical presentation E}:];‘[T 1?:(3 i:glg[ il:)fn (t\a Sex® Samples Site of acquisition r.:ge Pr];;E
True TS5 1. HT20020212 Lvon 2 M Skin Community 2 Al
2, 2 Bordeaux 22 F Blood Nosocomial 2 Al
3 Bordeaus o F Blood Nosocomial 2 Al
<, (0306 Lvon 25 F Blood Nosocomial 2 Al
5. HT20030159 Geneva 0 ND°  Skin Unknown 2 Al
Possible TSS9 h, HTJLIUMI 19 Marseille 2 F Skin Nosocomial 2 Al
7. Lvan oM Skin Unknown 2 D
Lvon 9 F Skin Community 2 AT
Lvon % F Skin Unknown 2 A2
Marseille o F Blood Unknown 2 Al
Lvon #0M Skin Community 2 Al
Frejus 2 F Skin Unknown 2 Ad
12, HT2C )106‘4‘; Lausanne 2 ND  Skin Unknown 2 Al
4 HT20030849  Geneva 2 ND  Skin Community 2 AD
Superinfection of varicella 15, HT20020188  Lvon M Skin Community 2 Al
L6, HT20020277  Paris M Skin Community 2 AR
Lvon T M Skin Community 2 E
Lvan oM Skin Community 2 A3
.’ 3 ] Lvon 4 M Skin Community 2 Al2
NTED 20, HT2002 )7\U Tours 0 ND  Umbilicus Nosocomial 2 A3
21, HT20020781  Tours 0 ND  Umbilicus Nosocomial 2 A3
Staphvlococeal searlet fever 22 Lille oM Skin Unknown 2 A3
PFrieumania Boulogne 27 F Skin Nosocomial 2 AS
24 i Annecy 1 M Bronchopulmonary secretion Unknown 2 Al
25, HTvaD’IfJ Lvan 65 M Blood Nosocomial 2 Al
26, HT20030629  Lvon n M Blood Nosocomial 2 A7
27 HT20020459  Rouen 1 F Bronchopulmonary secretion Nosocomial 3 2
Osteoarthritis 28, HT20030749  Hondy o F Blood Uinknewen 2 Ad
29 HTX 95 Lvon mM Ligament Nosocomial 2 A3
30, HT20020665  Marseille 4 F Prosthesis Nosocomial 3 G2

“Isolates 5, 13, and 14 from Switzerland were not among the 27 French sse-positive MRSA.

& M, male; P female.
¢ Cases associated with TSS according 1o the reference criteria.

4 Cases associated with TSS but thar did not fulfill all criteria of TSST-1-mediated syndrome.

“ND, no data.

isolates were of capsular type 3, except for two isolates which
could not be typed with this method. All but one were resistant
to penicillin, oxacillin, kanamycin, and tobramyein and had
intermediate resistance to fusidic acid: the remaining isolate
was susceptible to kanamycin and tobramycin (Table 3). Seven
isolates were resistant to other antimicrobial agents such as
erythromycin, lincomyein, or tetracycline. All had an SCCmec
element tvpe IV, except for one iselate which had an SCCmec
element type IVA and two isolates which were nontypeable
{possibly new SCCmec variants). PFGE gave more diverse
results: all but two of the isolates belonged to PFGE type A (14
subtypes), while the remaining solates were of types D and E
(Fig. 1). The main spa type was spa 2 (21 isolates). The other
iselates had a related spa type that differed by one (spa 10 and

spa 242) or two (spa 568) repeats. These isolates were all of

ST3, as determined by MLST. Overall, the 25 rsi-positive agr2
MRSA solates were highly clonally related. This clone was
detected in 12 towns in France, and three isolates from Swit-
zerland had similar characteristics. Five Japanese rsr-positive
agr2 MRSA isolates from patients with NTED were relared to
this clone {Table 3).

Two gse-positive agr? MRSA isolates were identified. They
possessed the sea, sem, seo, hlg, clfA-B, cra, and ebp§ genes and
were of capsular type 8. These two isolates were resistant to
penicillin, oxacillin, kanamycin, tobramyein, and erythromycin
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and had intermediate resistance to fusidic acid. One isolate
had the SCCmec IV element, whereas the other had the
SCCmec IVA element. Their PFGE patterns differed by three
bands, and both isolates belonged to PFGE type G (Fig. 1). Their
spa types differed by only four repeats (spa 638 and spa 584),
and both isolates were ST20, as determined by MLST. These
two solates were considered to be clonally related.

Comparison of the sst-positive agr2 isolates with the New
York/Japan clone and the Pediatric clone, The 25 rsr-positive
agr2 MRSA isolates were STS and belonged to capsular type 5,
like the New York/Japan and Pediatric clones. The New York/
Tapan clone contained the fsr toxin gene, contrary to the Pe-
diatric clone. The New York/Japan clone also did not contain
the toxin gene (sed). contrary to the 25 mr-positive agr2 MRSA
isolates. The 25 rsr-positive agr2 MRSA isolates and the Pedi-
atric clone harbored SCCrmiec element 1V, whereas the New
York/Japan clone harbored SCCmec element type IL The 25
rse-positive agr? MRS A isolates and the New York/Japan clone
were spa type 2, while the Pediatric clone was spa type 311
{diverging by only one repeat).

Comparison of tse-positive MRSA isolates with MSSA iso-
lates, The 25 gr-positive agr2 MRSA 1solates and the 5 rsr-
positive agr2 MSSA isolates had similar virulence determi-
nants, an identical capsular type (type 3) and sequence type
{(8T5), and a common PFGE tvpe (A) which differed by a
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FIG. 1. Unweighted pair group method with averages dendrogram of PFGE results based on the Dice matrix and schematic representation of
the pulsotype (Smal restriction enzyvine ) of sst-positive MRSA isolates: S, quress NCTC 8325 is the reference strain for the size marker (SM),

expressed in kilohases, Isolates differing by more than six fragments were considered to b

btvpes of a given clonal tvpe. The agr2 MRSA clone

belonged to the PFGE tvpe A except two isolates of PFGE tvpes D and E. NT®, nontvpeable.

single band between the MRSA isolates (192 kb) and the
MSSA isolates {151 kb). We concluded that the rsr-positive
agr2 MRSA and MSSA clones were closely related. The pres-
ence of the SCCmec IV element in the 192-kb band of MRSA
isolates was demonstrated after excising this band from the
gel and amplifving mecd and the elements characteristic of
SCCmec type IV, mecd and SCCmec PCR were negative for
the 151-kb band.

The spa tvpes of the MSSA isolates (spa 85, spa 105, spa 545,
spa 370, and spa 372§ were very similar to the spa type 2 of the
MRSA isolates, diverging by only one or three repeats.

The two rsr-positive agr? MRSA isolates shared characteris-
tics with 25 of the 70 rsr-positive agrd MSSA isolates; their
PFGE patterns differed by a single band containing mecd in
MRSA isolates. The spa types of two ist-positive agrd MSSA
isolates (spa 12 and spa 17) were closely related to spa types
638 and 554 of the msr-positive agrd MRSA strain.

DISCUSSION

A passive survey of 8 awrews infections in France during
2002 and 2003 identified rsr-positive MRSA clones. We iden-
tified a major STS agr2 clone which included 25 of the 27
rsr-positive MRSA isolates, and a minor 8T30 agr3 clone ac-
counted for the remaining two iselates. Both clones mainly
caused hospital-acquired infections {12 cases), but the ST3
agr? clone was also sometimes acquired in the community
(3 cases). These infections mainly affected children (overall
median age, 3 years) and corresponded to both TSS and sup-
purative infections. The clones were widely disseminated
throughout France, as rse-positive MRSA isolates were recov-
ered from 12 French towns between 2002 and 2003 In our
database, this clone was also detected in 2000 {one case) and in
2001 {owo cases): these three cases were hospital acquired. The
ST agr2 clone was also detected in Switzerland.
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The two French rsi-positive MRSA clones had similar anti-
biotic resistance profiles: they were usually resistant to oxacil-
lin, kanamycin, and tobramyein and had intermediate resis-
tance o fusidic acid, while resistance to erythromyein was
more variable. This antibiotic resistance profile is uncommon
among French hospital MRSA isolates. Intermediate fusidic
acid resistance is rare in French hospital MRSA clones, which
are usually susceptible to fusidic acid and resistant to quino-
lones (39). It is noteworthy that the antibiotic resistance pro-
files of the two French rsr-positive MRSA clones are very
similar to that of the major community-acquired STA0 MRSA
clone harboring the PVL genes, which is corrently spreading
throughout Evrope (37). For instance, the STS0 clone is also
resistant to oxacillin and kanamyein and has intermediate re-
sistance to fusidic acid, whereas it is susceptible to tobramycin
and resistant to tetracycline. These differences in antibiotic
resistance profiles may help to identify the PVL-positive clone
STa0 and the rsr-positive clones STS and ST38 in the clinical
serting. It is surprising that these emerging clones, which are
either is or PVL positive, share certain genetic determinants
encoding resistance to antibiotics despite their very different
genetic backgrounds. This may reflect a peculiar pattern of
antibiotic usage in France, notably in the community.

Two categories of MRSA had previously been recognized in
France. The first comprises hospital strains (H-MRSA) that
can potentially spread into the community, giving rise to infec-
tions in patients with risk factors such as recent hospitalization
or surgery, chronic underlying diseases, immunosuppression,
or intravenous drug use. The second category corresponds to
MRSA strains arising de novo in the community (C-MRSA),
which infect patients with no established risk factors. H-MRSA
infections differ from C-MRSA infections in their epidemio-
logical, clinical, and microbiological characteristics: C-MRSA
infects younger subjects and mainly causes skin infections,
whereas H-MRSA is associated with a wider range of infec-
rions {urinary tract, respiratory tract, skin, ete.). C-MRSA vusu-
ally harbors the PVL genes, which are associated with skin and
soft tissue infections (37}, and occasionally the exfoliative toxin
genes (17). The epidemiology of the wsi-positive MRSA clones
is atypical. Like C-MRSA, ssr-positive MRSA generally infects
children in the community, but 12 of our cases were strictly
hospital acquired. However, n is not known whether the pa-
tients with “hospital-acquired” infections were nasal carriers of
msr-positive MRSA or whether they actually acquired the strain
in the hospital. None of the hospital-acquired rsr-positive
MRSA infections was associated with hospital outbreaks or
with documented horizontal transmission. The known preva-
lence of H-MRSA in French pediatric units is low {9.8% m our
hospital in Lyon [I. Etenne, personal communication]), as is
the overall prevalence of mr-positive MRSA in France (27
isolates from 12 different hospitals in a 2-year period). This
suggests that these wsr-positive MRSA strains are being im-
parted into hospitals from the community. rsr-positive MRSA
strains appear to be highly virulent and to cavse a variety of
tllnesses, ranging from toxic shock syndrome to various suppu-
rative infections.

The two rse-positive MRS A clones, with agr? or agr3 genetic
backgrounds, seem 1o be clonally related to their respective
agr2 or agr3 mi-positive MSSA counterparts. A single PFGE
band difference, corresponding to an SCCmec [V element,
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distinguished the MRSA isolates from the MSSA isolates. It is
unclear whether insertion of a mecd element can oceur in such
MSSA strains. The wmsi-positive agr2 MSSA clone has rarely
been detected in France {only 5 isolates m our collection),
contrary to the sse-positive agrd MSSA clone (70 isalates in our
collection). It is surprising that the major gsi-positive MRSA
clone {agr2) should have emerged from an infrequently de-
tected mr-positive MSSA background. We compared our isi-
positive agr2 MRSA clone with the well-described New York/
Japan and Pediatric MRSA clones that have spread worldwide.
Ohr ssi-positive agr2 MRSA clone has the same genetic back-
ground as the New York/Japan clone. Even if SCCmec acqui-
sition by MSSA clones was four times more common than the
replacement of one SCCmec by another, we cannot exclude the
possibility that our clone arose from the New York/JTapan
clone through SCCmec II substitution by SCCmec IV (28).
Further phylogenetic studies are needed to determine the pre-
cise origin of our clone, and these studies may help to wdentify
factors that tend to promote the spread of msi-positive agr?
MRSA rather than msr-positive agrd MRSAL

Most emerging C-MRSA (solates with heightened virulence
have been found to harbor the PVL genes and, less frequently,
exfoliative toxin genes (17). The emergence and spread of
virulent C-MRSA isolates harboring the 57 gene is of major
concern, as they appear to share certain characteristics with
PVL-positive C-MRSA, including a predilection for children.
Prospective studies are needed to determine the incidence of
infections due to these different clones, in order to holster
measures aimed at limiting the spread of C-MRSA
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Le but de cette étude était de caractériser les clones de SARM diffusant en France
métropolitaine. Ce travail s’inscrivait dans le cadre d’'une étude globale européenne
menée par le réseau européen de surveillance de la résistance bactérienne aux
antibiotiques (EARSS). Les cinq premiers isolats consécutifs responsables
d’infections invasives ont été collectés entre 2006 et 2007 dans 23 centres
statistiquement répartis sur 'ensemble du territoire francais. Cette étude prospective
a permis la collection de 111 souches.

La détermination du fond génétigue (type agr; sequence type par MLST et type spa),
la caractérisation du type de cassette SCCmec, la détermination de I'habillage
toxinique et la détermination de la sensibilité aux antibiotiques ont permis d’identifier
cing clones prédominants.

Le clone Lyon, de type agrl, ST8-IV ou ST8-IV 4iant €tait le clone prédominant [184].
Possédant majoritairement le géne codant la SEA (88% de souches) et présentant
une résistance constante aux fluoroquinolones, il montrait cependant une trés grande
variabilité¢ tant de son profil toxinigue que de son profil de résistance aux
antibiotiques.

Parmi les cing clones prédominants identifiés, trois clones de fond génétigue ST5
(agr2) ont été détectés. En ordre de frequence d’isolement le premier était le clone
pédiatrique « classique » doté d’'une cassette SCCmec de type IV (8.1%), le second
était le «nouveau» clone pédiatriqgue doté d'une cassette SCCmec de type VI
(7,2%)[130] et enfin le troisieme était le clone possédant la TSST-1 dit «clone
Géraldine» avec une fréquence de 6,3%. Le clone Géraldine avait été préalablement
décrit comme possédant une cassette SCCmec de type IV mais le typage de sa
cassette par d'autres techniques ont révélé qu’il possédait en fait une cassette
SCCmec de type | «tronquée».

Enfin, le dernier clone prédominant identifié était le clone européen de SARM
communautaire ST80-1V (3,6% des souches) de fond génétique agr3 et possédant
les genes codant la PVL. Il possedait un profil de résistance aux antibiotiques
caractéristique associant résistance a l'oxacilline, la kanamycine et a lacide
fusidique [199].

Au total, I'épidémiologie des SARM en Europe reste géographiguement dépendante,

avec, en France et en Belgique, le clone Lyon prédominant, tandis qu’en Suisse
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circulent les clones ST247-1 et ST105-II; en Angleterre, un clone ST22-1V; en
Allemagne les clones ST225-I et ST22-1V ; en ltalie, le clone ST228-1 et en Espagne
le clone ST125-1V. Cette étude confirme également la quasi-disparition en France du
clone ibérique (ST247-1), résistant a la gentamicine et prédominant en France jusque
dans les années 1990 [183]. Cette dispersion rapide du clone Lyon peut étre
expliquée par différents facteurs, notamment par la présence du géne codant la SEA
dont la virulence, seule ou en association avec «l'immune evasion cluster» pourrait

expliquer sa diffusion et sa capacité a provoquer des infections invasives [42].

Notre contribution a cette étude a concerné le typage SCCmec et 'identification des

clones de fond génétique ST5.
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We conducted a prospective multicenter study of methicillin-resistant Staphvlococcus anrens (NMRSA) iso-
lates, including the first five consecutive clinical isolates, collected between September 2006 and February 2007
in 23 hospitals located throughout France (Fig. 13, The 111 isolates were tested for their antibiotic suscepti-
bility patterns and were extensively characterized by screening for drug resistance and agr alleles, multilocos
sequence typing (5T}, staphylococeal cassette chromosome mec (SCCarec) typing, spa tvping, and PCR profiling
of 21 toxin genes. Clones were designated by their ST followed by their SCCaree type (I to V11 The Lyon clone
STS-IV or STE-IV, o 1 = 770 69.4%; was widely distributed. Four minor clones were also detected, namely,
the “classical” Pediatric clone ST5-1V in = 0; 8.1%). the “new” Pediatric clone ST5-VI in = 8: 7.2%). the clone
Geraldine STS-1eq 8 = 71 6.37%), and the Enropean clone STRO-IV (n = 4: 3.6%). The six other isolates
were related to five rare clones. Relative to that of other European countries, the sitwation in France is marked
by the predominance of a specific major clone and the worrving emergence of minor clones with enhanced

Geraldine Dumnd 123 Michéle Bes,'>" Hclenc Meugnier,

INSERM, US51, F-69370,

1.2.3

virnlence and new antibiotic susceptibility profiles,

A thorough knowledge of the epidemiology of methicillin-
resistant Sraphyvlococcus awreus (MRSA) isolates is needed 1o
prevent their spread, to determine the clinical spectrum of
MRSA disease, and o optimize treatment. Many molecular
techniques have been developed to allow the unambiguous
assignment of each isolate to previously described or new
MRSA clones (8 15, 26, 29), and these techniques have
helped to monitor the evolutionary process of the emer-
gence and temporal and geographical spread of pandemic
clones (1, 8, 38},

Several epidemic healthcare-associated MRS A clones (HA-
MRSA) have emerged since the 1970s. During the last decade,
five major pandemic clones, named Iberian, Brazilian, Hun-
gartan, New York/Japan, and Pediatric, have been identified
(1, 35, 36), while other new or preexisting clones emerged in
some specific areas. The recent worldwide spread of several
community-acquired MRSA (CA-MRSA) clones made even
more complex the understanding of this epidemiclogy {(£2).

In France, several new MRSA clones have been described in
the last decade (5, 16, 28), but the current epideminlogy of
MRSA is poorly documented. The aim of this study was o
characterize MRSA isolates collected during a 6-month pro-
spective multicenter study in representative French hospitals.
The isolates were extensively typed by accessory gene regulator
{agry allele determination, multilocus sequence typing (MLST),

* Corresponding author, Mailing address: Centre National de Rét-
érence des Staphylocoques, hln.ulu Laennes, Univer Lvon, Lyon
F-09372, France. Phone: 778657, Fax: 33478778658, E-mail:
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spa typing, structural analysis of the staphyvlococeal cassette chro-
mosome mec (SCCmec) element, toxin profiling, and antimicro-
bial resistance phenotyping.

MATERIALS AND METHODS

We conducted a prospective multicenter stidy of MRSA isolates collected
berween September 2006 and February 2007 by 23 representative randomly
selected French hospital laboratories. The first five isolates, obtained from dif-
ferent patients by invasive sampling (blood or fluid from a normally sterile site;
ane isolate per patient) were sent to the French National Reference Center for
Staphylococci (Lyon, France). Isolates were considered to be community ac-
quired if a sample obrained within 48 h after admission was culwre positive and
hospital acquired if obtained later. Antimicrobial susceptibilicy was determined
by each participating laboratory as recommended by the French Sociery for
Microbiology (17).

The identification of the 111 isolates was confirmed by multiplex PCR ampli-
fication of the agr (25) and by determining the agr allelic group. The isolates were
fully typed by the French National Reference Center for Staphylococci (Lyon,
France) and were screened for genes encoding methicillin resistance {maecd ).
staphylococeal enterotoxing (se) A, B, C, DV H K LM, O P, QL and R (sea 1o
sed, seh, sl 10 sem, and see 10 ser ), oxic shock syndrome toxin 1 (s¢), exfoliative
oxins A, B, and D (efa, etb, and etd), Panton-Valentine leukocidin (PVL; fuk-
FPF), class F LukM leukocidin (kM. beta-hemolysin (£iF), and epidermal cell
cifferentiation inhibitor (edind, edinB, and edinC), as previously described (25,
431, spa typing was performed with the Ridom Staph Type standard protocol
{www.ridom.com) and by using the Ridom SpaServer, which automatically anal-
VEES spa repeats and assigns spa types (hop:spe ridom dedindex shoml )y, MLST
was performed as described elsewhere (14) for all isolates carrying agre-2 or agr-3
and for 54 of 81 age-I isolates representative of all wxin types, suscepubility
profiles, and SCCmec types Getected within this subgroup. SCCrec types werne
determined by PCR with a simplified version of Kondo's typing system, including
M-FCR-1 and M-PCR-2, without determining differences in the junkyand region
(26}, In specific cases, SCCrpsec typing was also performed as recommended by
Oliveira et al. (33) and corB gene sequencing was performed as previously
described (33). We use the classification of Tro et al. (24) and Ma et al. (30) for
SCCmec elements.
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FIG. 1. Geographical distribution of the 23 French hospitals that
participated in this study.

RESULTS AND DISCUSSION

The results of molecular typing methods indicated that one
major clone and four minor clones of MRSA are currently
predominant in France. A total of 111 different MRSA isolates
were examined. They were isolated by culture of blood (n =
82; T4%%), puncture fluid from a sterile cavity (n = 28; 25%), or
cercbrospinal fluid {one case). The patients were hospitalized
in intensive care units (n = 26, 23.4%)), daycare units (1 = 62;
55.99%), or outpatient departments (n = 23 20.7%). Sity-
seven isolates (60.3% ) were hospital acquired. All isolates with
the same ST and identical or variant SCCmec elements were
considered to belong to the same clone.

A first major clone, comprising 77 strains (69.4% of all
isolates), was related to the Lyon clone (16). Since the 1990s,
the Lyon clone has gradually replaced the gentamicin-resistant
Iberian clone (8T247; SCCmec type 1) that predominated in
France in the 1990= (28). In our study, the Lyon clone was
isolated in 22 of the 23 participating hospitals, confirming its
wide dissemination all over France, and was mainly hospital
acquired (48 hospital-acquired and 31 community-acquired
isolates). The characteristics shared by these isolates corre-
sponded largely to those reported by Ferry et al. (16), namely,
agr allele 1, ST=, spa type 1008 and related, SCCmec type IV (1 =
T0y or type IV, jan, (1 = Ty with mec gene complex class B, and
cerAB allotype 2, associated with a supplementary cor gene in
variants. Nevertheless, the strains were more diverse than ini-
tially reported (16). The sea gene was found in only 858% of
isolates (68 out of 77}, sed in 49% (38 out of 77), ser in 49% (38
out of 77), and Afb in 12.7% (10 owm of 77 isolates). The
Most-common foxin types were sea alone (£3.6%) and sea plus
sed and ser (41%). Although these isolates were consistently
resistant to methicillin and fluoroquinolones, the antimicrobial
susceptibility profiles were highly variable (more than 20 anti-
biotypes). This points to frequent acquisition and loss of toxin-
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carrying and resistance-carrying mobile genenic elements, such
as bacteriophages, plasmids, or transposons, even if some
changes in antibiotic susceptibility are due to point mutations.
This confirms that the horizontal mobility of such genetic ele-
ments in MESA is probably greater than previously believed
23, 37). Moreover, in addition to the classical car4B allotype
2 of SCCmec type IV, a supplementary recombinase locus
{corC In two cases and cord B4 in five cases) was detected in
seven isolates belonging to the Lyon clone and confirmed
in single isolated colonies. Except in strains harboring SCCmiec
type Il (with cordB3), which is always associated with
SCCmercury (with corC) (8), the combination of two cor genes
{ecrdB with corC or two corC genes) has rarely been reported
(5, 21, 41). To our knowledge, the combination of two cordB
genes (corAB2 and corAB4) has not previously been reported in
an S awrews strain and has only been reported once in a
Staphylocaccus epidermidis strain (20). It remains to be deter-
mined whether the different cors are located within the
SCCmec element or outside the cassette in the chromosome, as
previously described for mecd-negative strains. Further struc-
tural studies of these SCCmec elements are under way. Full
sequencing of the cassette, cohybridization, or artificial exci-
sion with a high-copy-number plasmid harboring an excision-
ase will probably help to resolve this issue. Finally, this clone
shared some fearures (STA and SCCmec IV) with USA200, an
epidemic CA-MRSA clone in the United States (42), but these
two clones are very different according to their resistance pro-
files and their toxin profiles, and no relation has been estab-
lished between these two clones. Moreover, USAS00 was ini-
tially described as a CA-MRSA clone (even if this clone has
now invaded UL.S. hospitals), while the Lyon clone is typically a
French HA-MRSA clone.

The first minor clone found here (v = 7), the Geraldine
clone, had already been identified during a passive French
survey of S awrews infections in 2002 and 2003 (12). This
si-MRSA clone caused both toxic shock syndrome and sup-
purative infections. It was described as agr-2, 5T5, spa type 002
or related, and SCCrmec type IV. In our study, seven isolates
(6.3%%) from six hospitals located throughout France matched
these molecular characteristics. As previously reported, the
infections were both community acquired (n = 3) and hospital
acquired (r = 4). However, our patients had a median age of
74 years, compared to only 3 years in Durand’s study {12). As
also described by Durand et al., we observed a specific toxino-
type in which the rse, sec, sed, sel, sem, seo, and ser genes were
always present. with the exception of one strain that was neg-
ative for gs1, sec, and sel (Table 1) This latter strain probably
arose through the loss of the SaPl mobile genetic element
known to harbor these three toxin genes. The antibiotic sus-
ceptibility pattern of this clone was characteristic, with resis-
tance to methicillin and fusidic acid in every case and to
kanamycin and tobramycin in five of the seven isolates. The
main difference relative to the previous description of this
clone concerned the type of SCCmec cassette. It was initially
identified as type 1V in Oliveira's typing system (23), because
PCR was positive for locus I but negative for locus A (corre-
sponding to the pls fragment). The use of Kondo's typing
system (26) revealed that it displayed features associated with
SCCmec type 1 (mec gene complex class B and cerdB allotype
1) as previously reported (29). We therefore assume that this



3456

DAUWALDER ET AL

TABLE 1. Characteristics of the most frequent MRESA clones isolated in France®

1 Com. MICROBIOL.

Characteristic or parameter

Lyon clone

Geraldine Clone

Pediatric clone

European ST clone

Always negative

Variably positive {70}

Susceptibility pattern

Always resistant

Variably resistant
ssistant )

seb, sec, seh, sek, sel,

sem, seo, 15, eid, eth,

etd, lule-PV, fude M,
edin

sea (86). sed (29). ser
{49y, Rk (13)

Pen, Met. Flq

Kan (753), Tob (753}

C\,n (2.4), En

sem, seo, ser’
sea, seb, seh, sek,

sel, sep, eta. eth,

erd, Iek-PV,
Tk M, edin, hib

Pen, Met, Fus
Kan (28), Tob
(28}, Ery (14)

sea, sec, seh, sek,
seq. isi. eta, eth,
erd, Iuk-PV,
kM, edin

seb (22, sed (66),
sep (443, ser
{ﬁfl’,l hib { 1 1]

Pen, Met, Flg

Kan{23), Tob {33},

Erv (11)

sea, seb, sec, sek,
sel, eta, eth, luk-
PV, kM, edin

sepr (BT Alb (25

Pen., Met. Flg
Ervil2y Lin (12}

“Classical™ subtype “New” subrype
No. of solates (7)) T7(69.4) 7( 3) G810 8(7.2) L3
No. of health care-associated 27 {61) 4(57) G (66) 6 (75) 375
isolates (78]
Now of hospitals (out of 23y 22 i 5 5 3
Molecular characteristics
agr allelic group 1 2 2 2 3
ST 8 3 3 5 il
Clonal complex 5T B 5 5 5 il
spa tvpe 008 and related 2 and related 2 and related 777 LSS
SCCmec tvpe IV (n =70 or [runcated v VI 2%
]‘varian\ (” = ?3
mec complex A B B B
cor allotype ABZ with or without ABI AR2 ABL AR2
ABLin = Sjor
=2
Toun genes
Always positive it sec, sed ., sel. sem, seo sed. sem. seo. ser luk-PV, etd, edin

sea, seb, sec, sed,
sl sek, sel, sem,
520, sep, seq, 51,
eta, etb, lukM,
edin

Pen, Met, Kan, Fus
Ery (25

Si.6y, Lin (52
Prl (7.8 Raf (1 \)v
Fos (9.1, Fus (9.1 )
Sxt (Qﬁ 1)

Always susceptible Tee, Van

Gen, Flg. Lin, Pri,
Rif, Fos, Sxt,
Tec, Van

Kan, Tob, Gen, P,
Fus, Rif, Fos,
Sxt, Tee, Van

Gen, Lin, Pri, Fus,
Rif, Fos, Sxt,
Tec, Van

Tab, Gen, Flg, Lin,
Pri. Kif, Fos, Sxt,
Tec, Van

@ spa, staphylococcal protein A cor, cassette chromosome recombinase: st toxic shock syndrome wxin 1 gene; ke, staphylococeal leukociding A5, beta-hemalysin:
edin, epidermal cell differentiation inhibitor, et exfoliatin AL eth, exfoliatin B; etd. extoliatin T Pen, penicilling Met, methicillin; Kan, kanamycin, Tob, whramycin:
Gen, gentamicin; Ery, erythromycin; Lin, lincomycin: Pri, pristinamycin; Rif, rifampin; Fos, fosfomycin: Van, vancomycin: Tec, teicoplanin: Sxt, trimethoprim-

stlfamethoxazole; Fus, fusidic acid; Flg, Auarogquinolone.
& One Geraldine clone isolate was negative for &v, sec, and sel.

clone harbors a new subtype of the SCCmec type [ element,
characterized by deletion of the pls fragment, and therefore
propose to name it “truncated SCCriec type 17

Another minor clone was the Pediatric clone (v = 17), first
identified i a pediatric hospital in Portugal in 1992 (40} and
subsequently detected in Poland, Argentina, Colombia, and
the United States (19, 32, 40y, This clone was recently subdi-
vided into two clones on the basis of a different cerAB allotype
and J1 region of the genetic SCCmec element {34). The first,
referred to here as the “classical” Pediatric clone, had SCCrmec
type [V with cordAB2 and represented most strains belonging to
the original Pediatric clone identified in Portugal and interna-
tionally {401). The second, referred to here as the “new” Pedi-
atric clone, had SCCmiec type V1 with cordB4 and was re-
stricted to a few Portuguese hospitals (34). We detected both
these clones in this study. Nine isolates (8.19% of all MRSA
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isolates) collected from five hospitals matched the character-
istics of the “classical” Pediatric clone, with the agr-2 allele,
STS, spa type related to 1311 (1045, 1067, 1309, 12173, or t1818),
and SCCmec type IV {(mec gene complex class B and cordB
allotype 2). These isolates were also characterized by the pres-
ence of sem and seo and by resistance to methicillin and fluo-
roquinolones {Table 1). Eight other solates {7.279) were re-
lated to the “new” Pediatric clone. They possessed the agr-2
allele, ST3, a unique spa type t777, and SCCrmec type VI {miec
gene complex class B and cerdB type 4). The sed, sem, seo, and
ser genes were always present, and the isolates were resistant to
methicillin and Auoroguinolones and susceptible to all amino-
glyeosides. This is the first description of the “new” Pediatric
clone outside of Portugal. Interestingly, it was as frequent as
the “classical” Pediatric clone that represents a specific and
unusual epidemiology.
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The last minor clone was the European ST8U clone, which is
one of the CA-MRSA clones most widespread in Evurope (10,
22,31, 42, 45) Tt expresses PVL and can cause severe skin and
soft-tissue infections, as well as rapidly fatal pneumonia and
extensive bone and joint infections (11, 18). The prevalence of
this clone in France was estimated at less than 1% in 2004 (39).
In the present study, four iselates (3.6% ), three of which were
community acquired, presented the specific profile of this
clone, namely the agr-3 allele, ST, and SCCmec type IV (mec
gene complex class B and cer4B type 2), that is associated with
a specific antibiotic-susceptibility pattern, including resistance
to methicillin, kanamycein, and fusidic acid. All the isolates had
the same spa type (1044 ) and the same toxinotvpe (luk-PV, erd,
and edin). They were collected from three hospitals that are
distant from one another, highlighting the widespread dissem-
ination of this clone. Our results indicate a slow but worrying
emergence of this clone (39 that should be watched closely in
COMING years.

Finally, we collected six sporadic isolates: one agr-/, ST1041
with SCCmec type V harboring luk-PV; one agr-1, ST1042 with
SCCmee type 1L two agr-4, ST247 with S5Cmec type 1. one
agr-2, STS with SCCmec type L and one agre-3. STSS with
SCCmec type L

This study provides an overview of the invasive MRSA
clones currently circulating in France. The pattern of MRSA
clonal lineages is very different from that observed in neigh-
boring countries, where, according to the most-recent data, the
predominant clones are ST45-SCCmec type IV and STE-
SCCmec type IV in Belgium (9), ST22-5CCmec type IV in the
United Kingdom (13). ST225-SCCmec tyvpe 1 and ST22-5CCmiec
type IV in Germany (27), ST2258-5CCmec type [ in Italy (7), and
STI25-5CCmec type 1V in Spain (4). No isolates belonging to
these different clones were isolated in our study, and con-
versely, the Lyon clone seems to be infrequent in these coun-
tries {except in Belgium, where the Lyon clone shared the first
place with ST45-8CCmec type IV (37% and 34% of all MRSA
isolates, respectively) (9). Possible explanations are geographic
segregation and/or differences in antimicrobial chemotherapy
or antisepsis. In the same way, we confirm the complete dis-
appearance of the gentamicin-resistant [berian clone (ST247-
SCCmec type L spa 1008, and related) that was by far the
most-frequent French clone in the 1990s (5, 28) and its re-
placement by the Lyon clone. Several similar reports have been
published, with the Iberian clone in a hospital setting in two
cases {2, 33) or with other epidemic clones (3, 6). Various
genetic factors have been proposed to explain such rapid evo-
lution and the dissemination of particular epidemic clones.
One characteristic of the Lyon clone is the presence of sea
(87% of the isolates), and it was recently demonstrated that
this gene is part of an immune evasion cluster carried by a
phage and harboring a collection of virulence factors able to
modulate the human immune system, namely SEA, SCIN
{staphylococcal complement inhibitor ), CHIPS {chemotaxis in-
hibitory protein of 8. aureus), and SAK (staphvlokinase) (44).
This pathogenicity island could be invalved in the success of
the Lyon clone and in its ability to cause invasive infections.
Finally, it must be noted that the two major clones solated
during this study, the Lyon clone and the “classical subtype™ of
the Pediatric clone, are both typically HA-MRSA (16, 34, 40),
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although they harbor SCCmec type IV that is usually consid-
ered a CA-MRSA marker.

We found that variable traits, such as toxin production and
antibiotic susceptibility enceded by maobile genetic elements,
were more variable than expected. Care should thus be taken
when using such characteristics to define or even to identify
MRSA clones circulating in a given area. However, they could
be useful for monitoring the evolution of these clones and their
potent pathogenicity profiles and for adapting empirical anti-
microbial chemaotherapy.

Finally, the results of this study indicate the emergence and
spread of new MRSA clones in France, namely, the Geraldine
clone, the Evropean ST8O clone, and the “new” Pediatric
clone. The dissemination of clones producing PVL has been
extensively reported, but the emergence of a rsr-positive
MRSA clone is new. The spread of such clones with potent
superantigenic activity {TSST-1) or the capacity to cause inva-
sive disease (through PVL production) is of major concern.
Even if their prevalence is currently low, the possibility of rapid
spread, as recently reported for the USA30 clone, should be
kept in mind. These clones with enhanced virulence thus rep-
resent a new threat in terms of pathogenicity, treatment, and
the prevention of transmission and should be elosely moni-
tored in coming vears.
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La varicelle est une maladie infantile, aigué, ordinairement bénigne due a un virus de
la famille des Herpesviridae. Elle se caractérise par une éruption cutanée suivie de
'apparition de vésicules qui se flétrissent et se dessechent en quelques jours.
L’altération de la barriere cutanée favorise la surinfection bactérienne de la peau et
des tissus mous. Ces complications bactériennes sont dues principalement a
Streptococcus pyogenes et Staphylococcus aureus. Une étude francaise portant sur
les hospitalisations dues a des complications de varicelle menée sur 2003-2005
montrait que S. aureus était impliqué dans 58% des cas [206].

L'objectif de notre étude était de déterminer I'habillage toxinique et le profil de
résistance aux antibiotiques des souches de S. aureus isolées de surinfections de
varicelles et de les confronter a I'expression clinique.

Entre 2002 et 2007, le Centre National de Référence des Staphylocoques a collecté
58 isolats de S. aureus impliqués dans les surinfections de varicelle. Le profil
toxinique a été déterminé par PCR (recherche de 15 génes de toxine) et complété
par la détermination du fond génétigue (type agr, sequence type en MLST type spa)
et par la recherche du mecA. La susceptibilité aux macrolides a été déterminée par
la méthode de diffusion en gélose selon les recommendations du CA-SFM.

Les résultats ont montré une incidence globale élevée des SARM de 33% (n=19)
avec une majorité de souches appartenant au clone Géraldine (n=12). Une toxine
majeure a été identifiée chez 53% (n=31) des isolats : exfoliatines ETA et/ou ETB
(17.2%), PVL (8.6%) et TSST-1 (27,6%). La symptomatologie clinique corroborait
I'habillage toxinique des souches : la présence d’ETA et/ou ETB était associée a un
impétigo bulleux ou un syndrome d’exfoliation généralisée alors qu’en présence de la
leucocidine de Panton et Valentine des abces cutanés et un cas de fasciite
nécrosante étaient observés. En revanche lorsque la TSST-1 était présente (16 cas),
la traduction clinique était plus diversifiée. Nous avons observé six cas de scarlatine
et deux cas de choc toxique staphylococcique liés a I'activité superantigénique de la
TSST-1. Cependant, de facon surprenante, 11 des 16 isolats possédant la TSST-1
étaient associés a des infections cutanées ou des tissus mous (cellulites). Ces
infections avaient la particularité d’étre non purulentes et inflammatoires. Quatre

patients qui avaient une cellulite présentaient un sydrome toxinigue concomittant.
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Enfin, en l'absence de toxine majeure, les formes cliniques apparaissaient
polymorphes.

Les 19 souches de SARM de I'étude étaient sensibles a la clindamycine. Cette étude
montre l'intérét d’utiliser la clindamycine comme antibiotique antitoxinique lors du

traitement des surinfections de varicelle.
Nous avons initié cette étude qui avait d’ailleurs fait I'objet d’'un poster aux 8eme

Journées Nationales d’Infectiologie, Dijon 2007 (Annexe 3). Olivia Raulin et Frédéric

Laurent ont poursuivi et mené a bien ce travail.
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ABSTRACT

Background: The most common complications of varicella are bacterial skin and
soft-tissue infections, generally due to Staphylococcus aureus and group A
betahaemolytic streptococci. The aim of this study was to characterize the toxin and
antibiotic resistance profiles of S. aureus isolates involved in varicella complications.
Methods: Between 2002 and 2007, the French Reference Centre for Staphylococci
collected 58 S. aureus isolates involved in varicella superinfection. All the isolates
were characterized by screening for 15 toxin genes, agr typing and mecA gene
detection; some isolates were also studied by spa typing, multilocus sequence typing
(MLST) and resistance profiling.

Results: A major toxin gene was detected in 53% (31/58) of the isolates (genes of
exfoliative toxins A and B 17.2%, Panton-Valentine leukocidin gene 8.6%, toxic
shock syndrome toxin-1 gene 27.6%). Most clinical manifestations were directly
compatible with the classical activity of these toxins. Nineteen isolates (33%) were
resistant to methicillin, and 12 of these isolates belonged to an emerging agr2, ST5
clone that harbours the toxic shock syndrome toxin 1 gene.

Conclusions: In view of the high prevalence of MRSA and of toxin expression in this
series, clindamycin, an antibiotic with anti-toxinic properties, could be a useful

treatment option for varicella patients with S. aureus superinfection.
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INTRODUCTION

Varicella is an acute, generally benign childhood disease due to varicella-zoster
virus. The reported frequency of serious complications is highly variable, probably
owing to differences in the methods of data collection, geography, living conditions,
vaccine use and hospital admission policies from one study to another. Overall,
about 4 to 9% of cases of varicella are complicated (1,2), and these complications
account for 71 to 80% of varicella-related hospitalizations (3,4,5). Previously healthy
children account for more than 80% of patients with such complications (6).
Neurological, gastrointestinal and respiratory disorders are often reported (6,7) but
bacterial superinfection represents 31 to 70% of all varicella-associated events
(2,4,8). Superficial skin infections account for 20 to 50% of all varicella complications
and for most cases of skin scarring (4,5,6).

In previously healthy children with varicella, bacterial superinfection is facilitated by
skin barrier disruption and possibly by transient virus-induced alterations of local
immunity (9). Staphylococcus aureus and group A beta haemolytic streptococci are
the two most common bacterial pathogens isolated in this setting, and both can
cause invasive infections (5,10). S. aureus is the predominant species in most recent
large studies with bacteriological documentation (4,5). S. aureus is frequently
responsible for skin and soft-tissue infections (SSTIs), sometimes involving toxin
production. Staphylococcal toxins have a wide array of biological properties,
including exfoliative, suppurative and superantigenic effects (11). For example,
exfoliatins A and B (ETA, ETB) split the desmosomes that cement cells together.
Loss of keratinocyte cell-cell adhesion can culminate in bullous impetigo or in a
generalized form called staphylococcal scalded-skin syndrome (SSSS) (12). Panton
Valentine leukocidin (PVL) forms pores in the outer membrane of polymorphonuclear
leukocytes (PMN) (13), triggering their apoptosis. PVL secretion by S. aureus is
mainly associated with necrotic suppurative lesions such as furuncles and abscesses
in skin and subcutaneous tissue, and sometimes with deep-seated infections such as
necrotizing pneumonia (14). TSST-1 can activate vast numbers of T cells, triggering

inappropriate cytokine release (15). Superantigenic toxins cause a variety of
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illnesses, ranging from toxic shock syndrome (TSS) to staphylococcal scarlet fever
and neonatal toxic shock exanthematous diseases (NTED) (16,17).

In France about 700 000 cases of varicella are diagnosed annually, of which 90%
involve children under 10 years of age. A French national survey of paediatric
hospitalizations for varicella in 2003-2005 showed that S. aureus was involved in
58% of 299 documented cases of bacterial superinfection (4). Extrapolating from this
survey, it would appear that S. aureus superinfection occurs in about 10 000 children
with varicella annually. The aims of the present study were i) to characterize the toxin
profiles of S. aureus isolates involved in varicella superinfection, and ii) to seek
correlations between toxin expression and clinical manifestations for a better

understanding of physiopathology of complications and a better care of the patients.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patients and strain collection

From 2002 to 2007 the French National Reference Centre for Staphylococci received
58 S. aureus isolates from patients with infectious complications of varicella. The
isolates were submitted for toxin gene detection. A single isolate was selected per
patient. For each case, demographic and clinical information was collected either
passively when the French reference centre received the isolate, or actively by a
retrospective search in the medical file for missing data. Clinical manifestations were
subdivided into SSTIs (cellulitis, necrotizing fasciitis, abscess, bullous impetigo, and
SSSS; other lesions were considered non specific) and systemic manifestations

(sepsis, septic shock, staphylococcal scarlet fever, and TSS) (Table 1).

Laboratory methods

The isolates were grown on brain-heart infusion agar at 37°C overnight. Genomic
DNA was extracted with a standard procedure (18). Amplification of gyrA was used to
confirm the quality of each DNA extract and the absence of PCR inhibitors. The agr
group (agr 1-4) was determined by PCR as previously described (18). The mecA
gene (coding for methicillin resistance) was detected by PCR as described by

Murakami et al. (19). Susceptibility to macrolides (erythromycin, lincomycin and
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pristinamycin) was determined by the agar plate disk diffusion method and
interpreted with the guidelines of the Comité de I'Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CA-SFM) (20). The susceptibility to clindamycin was
deduced from the susceptibility to lincomycin according to the CA-SFM guideline.

The isolates were screened for 15 staphylococcal virulence genes (staphylococcal
enterotoxin genes (sea-d, seh, sek, sel, sem, seo), toxic-shock syndrome toxin gene
(tst), exfoliative toxin genes (eta, etb), PVL genes (luk-PV genes), the class F lukM
leukocidin gene (lukM) and the beta-hemolysin gene (hlb)), as previously described
(18). Representative isolates were spa typed as previously described (21). The
repeat region of the protein A gene (spa) was amplified by PCR and sequenced. Spa
types were determined with Ridom Staph Type software (Ridom GmbH, Wirzburg,
Germany), which automatically detects spa repeats and assigns a spa type
according to Harmsen et al. (22) (http://spaserver.ridom.de). Multilocus sequence
typing (MLST) was applied to representative methicillin-resistant S. aureus (MRSA)
isolates, as described elsewhere (23). The allelic profiles were determined by
sequencing 500-bp internal fragments of seven housekeeping genes (arcC, aroE,
glpF, gmk, pta, tpi, yqiL). Nucleotide sequences were entered on the MLST home
page (http://saureus.mist.net), where seven numbers depicting the allelic profile and

defining a sequence type (ST) were assigned.

RESULTS AND DISCUSSION

The survey of staphylococcal infections secondary to varicella identified 58 cases (26
females and 32 males) between 2002 and 2007. The patients’ median age was 2
years (1 month — 22 years; mean 2.4 years). The clinical manifestations consisted of
47 SSTIs (72%) and 18 systemic disorders (28%) (Table 1). Seven patients had both
local and systemic manifestations.

As the survey was based on spontaneous notifications to the French reference
center, a reporting bias cannot be excluded, possibly favoring cases most evocative
of toxin production, particularly severe cases, or cases of treatment failure.
Nevertheless, the patients’ median age is compatible with that observed in

epidemiological studies of varicella bacterial superinfection (1,4). Moreover, 19 of the
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58 isolates were from hospitals in the city of Lyon, and these 19 isolates
corresponded to almost all isolates from patients with varicella superinfection,
whatever their clinical manifestations. Importantly, the genotypic and phenotypic
features of these 19 isolates were not significantly different from those of the overall
panel of isolates.

To identify the potential role of a toxin in the different clinical manifestations, the
cases were divided into two groups: i) the 31 cases (53%) associated with major
toxins known to be associated with severe systemic syndromes (ETA/ETB and
generalized exfoliation; PVL and necrotizing pneumonia and abscesses; and TSST-1
and toxic shock syndrome); and ii) cases associated with other toxins (such as
enterotoxins) that are less clearly linked to specific clinical disorders.

The eta gene was detected in 10 isolates (17%), and was associated with etb in two
cases. These isolates had varied genetic backgrounds, reflected by the diversity of
their agr types (Table 1). The corresponding patients’ clinical manifestations (SSSS
and bullous impetigo in 7 and 3 cases, respectively) were directly compatible with
classical toxin activity (12,24).

PVL genes were detected in five isolates, a prevalence (9%) higher than that
observed in a 3-year French hospital survey of PVL-producing S. aureus (0.7%) (25).
As classically reported, all five isolates were associated with necrotizing infections
(abscesses in four cases and necrotizing fasciitis in one case) (26).

The most frequent toxin gene was tst, found in 16 isolates (28%). As expected, given
the well-known superantigenic activity of TSST-1, there were six cases of scarlet
fever and two cases of toxic shock syndrome (27). More surprisingly, 11 (69%) of the
tst-positive isolates were recovered from patients with SSTIs. These tst-positive
isolates were exclusively associated with non suppurative cutaneous lesions and
cellulitis, contrasting with the suppurative forms associated with PVL and the
exfoliative forms associated with ETA and ETB. This suggests that tst-associated
SSTls are due more to an inflammatory process than to pus production or to the
direct action of the toxin. Four patients had concomitant toxic manifestations (scarlet
fever, n=2; TSS, n=2) and SSTIs (cellulitis, n=4). Twelve of the 16 tst-positive
isolates belonged to an emerging MRSA clone named Geraldine (28), yet they were
associated with a wide variety of clinical manifestations. This clinical heterogeneity

might be explained by the complex expression of tst, that is influenced in vitro by
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environmental conditions such as pH, CO, and glucose (29) and in vivo by the
patient’'s immunological status (30).

The remaining 27 isolates (46%) did not harbor tst, eta/etb or luk-PV (Table 1). The
associated clinical manifestations were highly variable, and no clear association
could be established with the toxin profiles. Combined use of agr typing, spa typing
and toxin profiling failed to identify a dominant clone. Twenty-one of these isolates
were associated with SSTIs, including two cases of exfoliatin-negative bullous
impetigo. It is conceivable that these two strains expressed variants of ETA or ETB.
One strain was associated with necrotizing fasciitis, in a patient with no evidence of
concomitant group A betahaemolytic streptococcal infection (as also in the case of
necrotizing fasciitis associated with a PVL-positive strain). The other SSTIs were not
associated with specific toxins. Eight isolates were associated with systemic
manifestations (concomitant with SSTIs in two cases), including five cases of scarlet
fever associated with strains harboring superantigenic toxin genes (seb, n=3; sec
n=2). In the last three cases, involving sepsis or septic shock, two isolates were agrl,
ST045, sec-positive, and sel-o-positive; while the third was agr3, ST1, sea-positive,
sec-positive, she-positive, and sel-positive.

A major finding in this study is the high frequency of mecA, the gene conferring
methicillin resistance: 19 (33%) of the 58 S. aureus isolates were mecA-positive. In
Europe, MRSA account for less than 5% of paediatric S. aureus isolates in the
community setting (31,32), and for less than 11% of isolates from SSTI patients in
France (33). Sixteen of the 19 MRSA isolates belonged to known community-
acquired MRSA (C-MRSA) clones. The main C-MRSA clone was the Geraldine clone
(n=12, 63%), characterized by the agr2 allele, ST5, spa t002 or related, and the
presence of the tst gene (Table 2). It has been described as an emerging clone in
France, initially associated with both toxic shock syndrome and suppurative
infections, mainly in children with a median age of 3 years (34). In a recent French
multicenter study, this clone accounted for 6.3% of invasive MRSA isolates (28). Its
high prevalence in the present study suggests broad geographical dissemination and
frequent colonization of children. The other C-MRSA clones were sporadic. Two
isolates belonged to the European PVL-positive ST80-IV clone (agr3, spa t044)

(Table 2). Two other MRSA isolates shared characteristics of the American epidemic
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PVL-positive C-MRSA clone USA300 (agrl, ST8, spa-t008) (35,36). One isolate
belonged to the ST88 eta-positive agr3 clone that has been reported frequently in
Japan but rarely in Europe (37,38). The two remaining isolates were seb-positive and
sek-positive, ST59, agrl and spa t216.

Thus, the clinical manifestations of these cases of staphylococcal superinfection in
varicella patients were largely compatible with direct effects of toxins (ETA/ETB, PVL,
and TSST-1), suggesting that toxin inhibition could be clinically beneficial. Various
antimicrobial agents show activity on staphylococcal and streptococcal toxin
production invitro (39,40). In particular, clindamycin inhibits bacterial protein
synthesis by interfering with the formation of initiation complexes and with aminoacyl
translocation reactions. Clindamycin appears to be a judicious therapeutic option in
this setting, as i) it shows good pharmacodynamic behaviour in cutaneous tissue; ii) it
had bacteriostatic activity on all 19 MRSA isolates studied here (Table 2); and
i) paediatricians have extensive experience with this antibiotic (41). Clindamycin
could thus be added to the usual beta-lactam regimens used in varicella
superinfection, especially when the clinical manifestations are evocative of toxin
activity. Clindamycin also has the potential to become the reference treatment for
varicella superinfection in settings where the prevalence of clindamycin-resistant

group A betahaemolytic streptococci is low.

In conclusion, this first study of the toxin profiles of S. aureus strains involved in
varicella superinfection shows that major toxins (TSST-1, ETA, ETB and PVL) are
present in about half the cases and mecA in one-third of cases. Clindamycin has the
properties necessary to become a standard additional treatment for bacterial

superinfection in children with varicella.
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Les premiéres descriptions du clone Géraldine ont montré qu’il était responsable
d'une grande diversité d’infections survenant a la fois en milieu hospitalier et
communautaire. Afin d’identifier le pouvoir pathogéne de ce clone nous avons
investigué le role potentiel de la TSST-1 dans la présentation clinique.

Nous avons analysé 88 isolats du clone Géraldine, impliqués dans des infections
communautaires et hospitalieres. Parmi ces isolats, 33% étaient responsables de
syndromes toxiniques et 67%, d’infections suppuratives (majoritairement des
infections cutanées et des tissus mous). Ces infections concernaient principalement
des sujets jeunes avec un age médian de 26 ans.

Nous avons comparé les isolats responsables d’infections toxiniques avec ceux
responsables d’infections suppuratives. Nos résultats n’ont montré aucune différence
entre ces isolats d’expression clinique différente : (i) dans la production de TSST-1
mesurée in vitro par technique ELISA, (ii) dans I'activation du répertoire V32 mesuré
in vitro, (iii) dans I'adhésion aux composés de la matrice extracellulaire mesurée in
vitro.

Les travaux de Vojtov et al ont montré que la TSST-1 réprimait I'expression des
autres exoprotéines au niveau transcriptionnel [207]. Afin d’investiguer cette
hypothése nous avons construit un couple isogénique pour le gene tst a partir d’'un
isolat clinique du clone Géraldine dans lequel nous avons deélété le gene tst par
remplacement allélique. L'analyse de la production protéique par SDS Page n'a
révélé aucune différence entre la souche sauvage tst* et la souche mutée Atst. Nous
avons également étudié I'adhésion du couple isogénique a des composants de la
matrice extracellulaire mais nous n’avons observé aucune différence. Par ailleurs le
clone Géraldine possédant plusieurs exotoxines superantigéniques, nous avons
étudié les profils VB du couple isogénique. L'analyse des profils V(3 a révelé quelques
différences. Sur le profil VB de la souche sauvage tst*, excepté la signature VB2 de la
TSST-1, aucune autre signature superantigénique n’était identifiable. Par contre chez
la souche délétée Atst, dans laguelle on ne retrouvait pas d’expansion du répertoire
VB2, une partielle expansion des répertoires de SEC et SED/SEI a été observée. Du
fait de I'absence de la TSST-1, cette partielle expansion pourrait s’expliquer par la
suppression de I'anergie induite par la TSST-1 sur la prolifération des LyT non V[32.
[208].
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Nos résultats ne nous permettent pas d’établir le r6le de la TSST-1 dans la régulation
de I'expression des autres exoprotéines. La TSST-1 ne semble pas jouer un réle
déterminant (direct ou indirect) dans la pathogénie et I'épidémicité du clone
Géraldine.

Cependant, ce clone est pourvu d’'une cassette SCCmec particuliere puisqu’il s’agit
d’'une cassette SCCmec | tronquée dans laquelle le gene pls impliqué dans la
réduction de I'adhésion et de I'invasion cellulaire a été délété. Cette cassette pourrait

jouer un role dans la virulence et la transmission du clone Géraldine.

157



The community- and hospital-acquired ST5/TSST-1 MRSA clone is a pleiotropic

pathogen with a peculiar truncated SCCmecl element
A tst positive MRSA clone with a peculiar truncated SCCmecl element

Geraldine Durand’? Olivier Dauwalder'?, Oana Dumitrescu'?, Frederic Laurent'?,
Michele Bes'?, Yvonne Benito'?, Helene Meugnier'?, Gerard Lina'?, Jerome Etienne'?,
Francois Vandenesch'?, Anne Tristan'?

'Centre National de Référence des Staphylocoques; Université Lyon 1; INSERM U851,
IFR 128, 7 rue Guillaume Paradin, 69372 Lyon Cedex 08, France.

’Hospices Civils de Lyon, Centre de Biologie et de Pathologie Est, Laboratoire de

Bactériologie, 59 boulevard Pinel, 69677 Bron, France.

Corresponding author

Anne Tristan

Centre National de Référence des Staphylocoques, INSERM U851, IFR 128
Faculté de Médecine Laennec, Université Lyon 1

7 rue Guillaume Paradin,

69008 Lyon, France

E-mail: anne.tristan@univ-lyon1.fr

Phone: +33 (0) 4-78-77-86-57

Fax: +33 (0) 4-78-77-86-58

Key words: methicillin-resistant Staphylococcus aureus, toxic shock syndrome

toxin, staphylococcal cassette chromosome mec

158



ABSTRACT

ST5 MRSA tst-positive also known as Geraldine clone was described as being
responsible for a wide diversity of diseases. To further characterise the pathogenic
potential of this clone and investigate the putative direct or indirect role of TSST-1 in the
clinical presentations, we analysed 88 strains of the Geraldine clone responsible for
community- and hospital-acquired infections (toxemia 33%, suppurative infections 67%)
with a patient median age of 26 years. No differences in TSST-1 production (by ELISA),
VR2 activation, or adhesion to extracellular matrice (ECM) components were found
between isolates associated with toxemia and those associated with suppurative
infections. To assess whether TSST-1 could affect the global exoprotein production in
this clone (37), we constructed a tst knockout from one clinical isolate. There were no
difference in protein expression between the wild type and the Atst derivative. The T-cell
VR expansion induced by these two strains revealed a difference in the V32, typical of
TSST-1, and with the Atst strain a slight expansion of the VR typical of SEC and
SED/SEI, such expansion being attributed to the relief of the TSST-1-induced non-V32
anergy and not to a de-repression of SEC and SED/SEI expression. These findings
suggest that TSST-1 does not play a determining role (either directly or indirectly) in the
pathogenesis or epidemicity of the Geraldine clone. However, we found that this clone
contains a new subtype of the SCCmec | element, characterised by the deletion of the
pls gene. Whether this truncated SCCmec type | cassette could play a role in virulence

and transmission is currently under investigation.
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INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is a well-known pathogen that is responsible for suppurative and
deep-seated infections as well as toxin-associated diseases, such as toxic shock
syndrome (TSS). TSS is characterised by the sudden onset of fever, cutaneous
symptoms (rash followed by desquamation), hypotension, and multi-system
involvement. Most reported cases are menstrual TSS (MTSS) involving young, healthy
menstruating women, especially those using tampons. TSS unrelated to menstruation
can also occur. Unlike patients with MTSS, patients with non-menstrual TSS (NMTSS)
are a heterogeneous group with a wide age range, various comorbidities, and different
sites and types of S. aureus infection. The most striking difference between MTSS and
NMTSS is the higher mortality rate associated with NMTSS (22% versus 0%) (6).
Scarlet fever is a minor form of TSS and is characterised by the occurrence of fever and
rash only. These syndromes have been associated with toxic shock syndrome toxin-1
(TSST-1) and staphylococcal enterotoxins (SEs), particularly SEB (10). All of these
staphylococcal toxins act as superantigens.

S. aureus strains associated with TSS are usually susceptible to methicillin and mainly
correspond to the agr3 allele type. In 2006, we reported a new MRSA clone encoding
the tst gene that was responsible both for TSS and suppurative infections. This
emerging strain was designated as the Geraldine clone (4). This clone has the following
characteristics: agr2, sequence type 5 (ST5), spa typing 002 or 002-related (spa t002 or
t002-related), and capsular type 5. It also possesses the enterotoxin-encoding genes
sec, sed, sel and egc and has a unique antibiotic resistance profile (usually resistant to
oxacillin, kanamycin, tobramycin, and intermediately resistant to fusidic acid) (8).

Vojtov et al. reported that in RN4282 ") TSST-1 determines its own expression level
by repressing the transcription of many exoprotein genes (37). According to this model,
strains causing TSS produce high levels of TSST-1 and small quantities of other
exoproteins, which explains in part why primary focal infections of NMTSS are often
minor or apurulent. Moreover, in a mouse model, Vojtov et al. showed that injections of

RN4282 %) into the flanks of mice produced no visible lesions, with inhibition of
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inflammation after one day; in contrast, the knockout strain RN4282 )

produced the
usual abscess with visible inflammation.

In the present work, we report 88 infections associated with the ST5/TSST-1-positive
MRSA strain. The aims of this study were as follows: (i) to complete the characterisation
of this strain (including the Staphylococal cassette chromosome mec, SCCmec) and the
spectrum of associated infections; (ii) to quantify the level of TSST-1 expression in
strains responsible for either toxin—-mediated syndromes or suppurative infections; (iii) to
analyse the putative regulatory role of TSST-1 by constructing a tst knockout from one
clinical isolate; and (iv) to attempt the discrimination of strains responsible for different

diseases based on TSST-1 production, ECM adhesion, and V[ activation patterns.

MATERIALS AND METHODS

S. aureus strains. Between 2002 and 2007, the French National Reference Centre for
Staphylococci received 5716 strains of S. aureus from various countries. These strains
were sent voluntarily to the Centre for clone designation by toxin gene detection and for
genomic characterisation. One hundred and one tst+ agr2 MRSA isolates from 88
infected patients and 13 carriers were collected during this period in France,

Switzerland, and Morocco.

Definitions and diagnoses. TSS was defined according to the CDC diagnostic criteria
(http://www.cdc.gov/epo/dphsi/casedef/toxicsscurrent.htm).  Both  confirmed and
probable cases of TSS were included. NTED (neonatal toxic shock-like exanthematous
disease) and scarlet fever were diagnosed according to the description provided by Lina
et al. (22). Most studies of hospitalised patients have used a time-based approach to
distinguish between community-acquired and nosocomial infections; that is, infections
present on admission or diagnosed within 48—72 h of admission were considered to be

community acquired (33). The same approach was used in the current study.
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DNA extraction. The S. aureus strains were grown overnight on brain-heart infusion
agar or in brain-heart infusion broth at 37°C. Genomic DNA was extracted using a
standard procedure (17). The gyrA gene was amplified to confirm the quality of each
DNA extract and the absence of PCR inhibitors. All PCR products were analysed by

electrophoresis in 1% agarose gels containing ethidium bromide (Sigma, France).

Identification of agr alleles. The agr group (agr 1-4) of each isolate was determined by

PCR as previously described (17).

Detection of the mecA gene. The mecA gene (codes for methicillin resistance) was

detected by PCR as previously described (27).

SCCmec typing. To determine SCCmec types, two different methods were applied:
multiplex PCR typing as described by Oliveira et al. (31) and PCR as performed by
Kondo et al. (20). In the present study, M-PCR1 primers were used to amplify the ccr
gene complex type with mecA and M-PCR2 primers were used to amplify the mecA
gene complex class. For further confirmation of the SCCmec type, an internal fragment
of ccrB was sequenced as described by Oliveira et al. (32).

The following reference strains (kindly provided by Herminia de Lencastre, Alexander
Tomasz and Graeme Nimmo) were used as controls: COL (SCCmec 1), BK2464
(SCCmec Il), HU106 (SCCmec lIl), BK2529 (SCCmec V), WCH100 (SCCmec V) and
HDE288 (SCCmec VI).

Detection of toxin genes. Sequences specific for the following genes were detected by
PCR using existing methods (15, 17): staphylococcal enterotoxins (sea-e, seh, sek, sel
sem, and seo), toxic shock syndrome toxin (tst), exfoliative toxins (eta, etb, and etd),
and leukocidins (lukS-PV, IukF-PV, IukE, lukD, and IukM), as well as gamma (hlg),

gamma variant (hlgv), and beta (hlb) hemolysins.
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Antimicrobial susceptibility testing. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of
penicillin, oxacillin, cefoxitin, kanamycin, tobramycin, gentamicin, erythromycin,
clindamycin, tetracycline, pristinamycin, ofloxacin, fusidic acid, vancomycin, teicoplanin,
fosfomycin, trimethoprim/sulfamethoxazole, rifampin, mupirocin, quinupristin/dalfopristin,
and linezolid were determined for each isolate using the standard agar dilution

technique recommended by the French Society for Microbiology.

spa typing. spa typing was performed on TSST-1-positive MRSA isolates as previously
described (23). The repeat region of the protein A gene (spa) was amplified by PCR and
sequenced. spa types were determined using the Ridom Staph Type software (Ridom
GmbH, Wirzburg, Germany), which automatically detects spa repeats and assigns a
spa type according to Harmsen et al. (14) (http://spaserver.ridom.de). spa types were
clustered into clonal complexes (spaCC) using the integrated BURP algorithm (Based
Upon Repeat Patterns), a heuristic variant of the EDSI algorithm (24, 34). User-
definable parameters were set as follows: “cluster spa types into spaCC if cost distances
are less than 4” and “exclude spa types shorter than 5 repeats”. This parameter

combination ensures optimal concordance (95.3%) between BURP and eBURST (25).

Multilocus sequence typing (MLST). MLST was performed on representative strains
from each clonal group using established methods (9). The allelic profile of each strain
was obtained by sequencing internal fragments of seven housekeeping genes (arcC,
arok, glpF, gmk, pta, tpi, and yqiL). The sequences obtained were entered into the

S. aureus MLST home page (http://saureus.mist.net), which then determined the

sequence types (STs) of each strain based on their allelic profiles (9). Similar sequence

types were grouped into clonal complexes (CC).

Quantification of TSST-1 by ELISA. TSST-1 production was measured by ELISA
method. The quantities were compared according to the type (suppurative or toxinic)
and severity of infections. TSST-1 was purchased from Toxin Technology (Sarasota, Fl).

TSST-1 concentrations were determined using TSST-1-specific enzyme-linked
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immunosorbent assays (Toxin Technology, Sarasota, FL, USA) with minor modifications
(11), as recommended by the provider. Four positive control strains with different
genetic profiles and harbouring the tst gene (agr3 mecA-negative, responsible for
menstrual TSS; agr1, mecA-positive; agr2, mecA-negative; and agr3, mecA-positive)

and one negative control strain (LUG 1200, tst knockout) were included in the study.

Production of isogenic strains. Inactivation of the tst gene was carried out by allelic
replacement. A deletion/replacement Atst::kana mutant of S. aureus HT20030749 was
obtained using pMAD, a thermo-sensitive plasmid that contains a constitutively
expressed 3-galactosidase gene. Thus, positive selection of double crossing-over was
possible by following the R-galactosidase activity on X-gal agar plates (1). Two
fragments flanking the tst gene were amplified with blunt ends (PWO DNA polymerase,
Roche Diagnostics) using the tst51/tst606 and tst1369/tst2085 primers. The PCR
products (550 bp and 715 bp) were ligated together before being re-amplified with the
external primers tst51 and tst2085 and cloned into the pGEM®-T Easy vector
(Promega). The resulting plasmid was digested with Xhol (restriction site present on
primer tst1369). A 1159-bp DNA fragment from the pCRII cloning vector (Invitrogen)
corresponding to the kanamycin resistance gene was amplified using the kcri1/kcr2
primer pair. The fragment was then digested with Xhol (restriction site present on each
primer) and cloned between the two tst fragments. The resulting plasmid was digested
with Sall and Smal (present on each site of the insert), ligated to the pMAD vector
digested with the same enzymes, and finally transformed into E. coli. The resulting
plasmid, pLUG668, contained lacZ and conferred resistance to ampicillin, kanamycin,
and erythromycin. pLUG668 was incorporated into RN4220 and HT20030749 via
electroporation. Transformants were grown at the non-permissive temperature (37°C) to
select for cells in which the plasmid had been integrated into the chromosome by
homologous recombination. To favour the second recombination event, a single colony
was grown at 30°C for 10 generations and plated at 37°C overnight. Cells that lost the

plasmid vector through double crossing-over were detected on Xgal agar plates. PCR
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amplification was used to confirm the loss of the tst gene, which was replaced by the

kanamycin resistance gene.

Analysis of T-cell VB repertoires. The VB profiles of isogenic strains
(HT20030749/LUG1200) were determined using previously published flow cytometry
methods (36). Experiments were performed with two different blood donors using one
negative control strains (FRI seb-positive and a tst-negative) and one positive control
strain responsible for menstrual TSS (agr3, mecA-negative, tst-positive). Six strains of

the TSST-1 ST5 clone isolated from patients with various diseases were analysed.

Analysis of supernatant proteins by SDS-PAGE. S. aureus cultures were grown in
CCY broth without glucose, supplemented with glycerol phosphate (0.1 M), and
inoculated with a heavy suspension of S. aureus in BHI broth. Cultures were incubated
with vigorous shaking for 8 h at 37°C. Culture supernatants were filtered through 0.45
um (pore size) disposable syringe filters (Millipore Corp., Bedford, Mass.) to remove
bacterial cells. The supernatants were concentrated by VIVASPIN (Vivascience). SDS-
PAGE was performed according to Laemmli (21) for the isogenic strains
(HT20030749/LUG1200).

Adherence of S. aureus to ECM components. Adherence to human cellular
fibronectin (Sigma), human plasma fibronectin (Sigma), fibrinogen fraction | from human
plasma (Sigma), elastin from human lung (Sigma), type | collagen from rat tail, type IV
collagen, laminin, and Matrigel” from the basement membrane of Engelbreth-Holm-
Swarm mouse sarcoma (Sigma) was assessed in ninety-six—well microtitre plates as

previously described (5).
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RESULTS

Clinical characteristics. Among a total of 88 infection-associated strains of the
STS5/TSST-1 MRSA clone, 29 (33%) were associated with toxin-related syndromes,
including 26 TSS cases (confirmed or probable; Table 1). The origin of these toxinic
syndromes was reported for 18 of the 29 cases: 10 were hospital acquired and 8 cases
were community acquired. Hospital-acquired syndromes occurred mainly for NMTSS.
The median age of the patients was 25.6 (0-87) years.

The majority of the ST5/TSST-1 infections were suppurative (67%) and involved skin
and soft tissues (72.9%), including abscesses, fasciitis, or varicella superinfection. Other
infections involved the lungs (6 cases) or bones and joints (7 cases). Fifty-six percent
were community acquired. The median age of the infected patients was 26.4 years (0-
90).

The ST5/TSST-1 MRSA clone was also detected in 13 carriers (11 nasal swabs and 2

vaginal swabs). The median age of these carriers was 28.4 years (0-74).

Microbiological characteristics of tst-positive MRSA isolates. The 88 tst-positive
agr2 MRSA strains all contained sec, sed, sel, sem, and seo (reflecting the presence of
the egc cluster) as well as IukD, IukE, and higv toxin genes. All isolates tested (48.8%)
were resistant to penicillin, oxacillin, kanamycin, and tobramycin and intermediately
resistant to fusidic acid. Some isolates were resistant to other antimicrobial agents, such
as erythromycin, lincomycin, or tetracycline. The 48 isolates tested all belonged to the
same spa type complex; 83.3% were spa t002 and the remaining 16.7% were of related
types (spa t010, spa t062, spa t088, spa t242, spa t509, spa t568, and spa t4040).
Twenty-nine isolates, representing all spa types described above, belonged to ST5, as
determined by MLST. Overall, the 88 tst-positive agr2 MRSA isolates were highly

clonally related.

SCCmec cassette. The main difference between the present work and the earlier

description of this clone concerns the type of SCCmec cassette. It was initially identified
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as type IV using Oliveira’s typing system (31) since the PCR assays were positive for
locus D but negative for locus A (which corresponds to the pls fragment). However, the
use of Kondo’s typing system (20) revealed features associated with SCCmec type |
(mecA gene complex class B and ccrAB allotype 1). We therefore assume that this
clone harbours a new subtype of the SCCmec type | element characterised by deletion

of the pls fragment and propose the name “truncated SCCmec type I.”

Adhesion of S. aureus to ECM components in vitro. Fifty isolates of the ST5/TSST-1
MRSA clone detected in patients with infections of varying severity were analysed for
their binding capacity to ECM components. Of these, 12 isolates were from TSS or
related syndromes, 34 from suppurative infections, 3 from nasal carriage, and 1 from
vaginal carriage. The median ECM-binding capacities for toxinic and suppurative strains
are presented in Figure 1. Most of the strains tested exhibited a significant capacity to
bind cFN, pFN, and laminin, but not type | and IV collagen or Matrigel® at
concentrations of 5 and 50 pg/mL. No significant differences were observed among the

various clinical origins of the strains (Figure 1).

Expression of TSST-1. The same fifty isolates of the ST5/TSST-1 MRSA clone as well
as four TSST-1-positive control strains (see Materials and Methods) were tested for
extracellular production of TSST-1 by ELISA. The negative control (tst knockout strain)
yielded no measurable signal. One positive control strain (agr3, mecA-negative, tst-
positive; typical TSS strain) responsible for MTSS displayed a strong positive result,
producing 943 ng/mL of TSST-1. The three other positive controls (agr1 mecA-positive
strain responsible for suppurative infection, agr2 mecA-negative strain responsible for
varicella superinfection, and agr3 mecA-positive strain from nasal carriage) produced
835 ng/mL, 950 ng/mL, and 382 ng/mL of TSST-1, respectively. The clinical isolates in
the present study produced TSST-1 in quantities ranging from 450 ng/mL to 1201
ng/mL. The strains responsible for TSS or related syndromes produced 489 ng/mL to
936 ng/mL of TSST-1. The median between the three groups (TSS or TSS-related,

suppurative infections, and carriers) did not differ significantly. Unexpectedly, the strains
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that produced the highest amounts of TSST-1 were from patients with skin and soft

tissue infections (Figure 2).

Activation of the VB 2 repertoire. Five isolates of the clone representing various types
of infections (MTSS, NTED, NMTSS, necrotising fasciitis, and varicella superinfection)
were analysed for their capacity to activate VB 2 (the “hallmark” of VI3 expansion by
TSST-1). The FRI seb-positive, tst-negative strain was used as a negative control. As
expected, no VB 2 activation was detected for this strain. The positive control, an agr3
tst-positive, mecA-negative strain responsible for MTSS, caused VB 2/PHA T cells
expansion above 1. This activation was detected for all five clinical strains, ranging from
1.91 for a strain responsible for super infected varicella to 3.13 for a strain responsible
for NTED (Figure 3). As with the production of TSST-1 measured by ELISA, the ratio of

T cells expressing the VB2 repertoire on PHA was not correlated to the type of infection.

Effect of tst deletion on total protein production. To test whether TSST-1 could
affect global exoprotein production in the clone, a tst knockout was constructed by allelic
replacement in the isolate HT20030749 (parental). The lack of TSST-1 production in Atst
(LUG1200) was confirmed by ELISA and by the VR pattern (Figure 3). Post-exponential
phase culture supernatants of the parental strain and its Atst derivative were then
compared. The supernatant of the parental strain (Figure 4, lane 1) contained numerous
exoproteins in considerable quantities with a strong TSST-1 band. The tst knockout
strain (Figure 4, lane 2) exhibited the same exoprotein pattern, except for the absence of
the TSST-1 band. TSST-1 was not associated with a reduction in overall exoprotein
production.

To test the effect of tst on the expression of other superantigens, the Vj repertoires of
the isogenic couple for tst, which contains the major enterotoxins genes sec, sed, sel
and egc, were compared. The tst-positive strain resulted in activation of Vp2/PHA only
(1,92), and this effect was absent with the Atst strain, as expected. With this later strain,
it was observed a slight expansion of the VR repertoires 1, 5.1, 5.2, 5.3, 8, 12, 13.2 and
17, all known to be associated with SEC and SED/SEI (36)(Figure 5).
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The isogenic couple was also tested for adhesion to ECM components as described

above, and no differences were observed in their binding capacity (data not shown).

DISCUSSION

In the present work, we showed that the ST5/TSST-1-positive MRSA clone (Geraldine
clone) is responsible for TSS and TSS-related as well as suppurative syndromes; it was
also detected in carriers. Most of the suppurative syndromes were skin and soft tissue
infections. The results confirm that the Geraldine clone causes a large spectrum of
human diseases. These syndromes and infections occurred in young adults with a
median age of approximately 26 years. The Geraldine clone-associated diseases
occurred mainly in communities exhibiting suppurative infections (56%) but were either
hospital- or community-acquired for the TSS or TSS-related cases (34% and 28%,
respectively). The Geraldine clone also contains other enterotoxin genes and is
characterised by an unusual, truncated SCCmecl. Most of the CA-MRSA strains that
have spread worldwide harbour small SCCmec elements, such as the type IV or V
cassettes. The Geraldine clone is the first example of a community strain with an
SCCmec type | that is truncated in the pls gene. Savolainen et al. have previously
shown that the presence of the pls gene reduces cellular invasiveness and adhesion to
host proteins in MRSA (18, 35, 38). In the case of the Geraldine clone, the lack of the
pls gene could potentially enhance infectivity and cellular adhesion. However, the level
of adhesion to several ECM components was in the same range as other clinical strains
for fibronectins and laminin, and was even lower level for collagens and Matrigel, which
is a good ex vivo model of basal membrane (Figure 1) (30).

TSST-1 and some enterotoxins are encoded by genes located on pathogenicity islands
(29). Menstrual TSS is predominantly associated with an ST30 MSSA clone of S.
aureus, which produces both TSST-1 and enterotoxin A (28). In this ST30 clone, tst is
carried by the SaPI2 pathogenicity island, whereas sea is carried by a phage (29). The

tst gene carried by the ST5 MRSA clone is located on a variant of SaPl named
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“SaPIm1, n1”, which also contains the sec gene. The sed gene present in the ST5
MRSA clone is plasmid-borne (3). These two genes (sec and sed) were detected in all
isolates.

When comparing the characteristics of the isolates from TSS or TSS-related syndromes
with those from suppurative infections, no differences in TSST-1 production, V[32
activation, or adhesion to ECM components were found. Moreover, contrary to the
results obtained by Vojtov et al. for a different strain background, no differences in
protein expression were found between the Geraldine clone and the Atst derivative. In
addition, analysis of T-cell VB expansions induced by these two strains revealed only a
slight expansion of the the V- typical of SEC and SED/SEI with the Atst strain, Such
expansion could be explained by the relief of the TSST-1-induced non-V[32 anergy(26),
and not by a de-repression of SEC and SED/SEI expression. However, we cannot rule
out that the modulation of exoprotein production by premature TSST-1 described by
Vojtov et al. could occur in vivo in response to a host environmental signal. Similarly, the
level of TSST-1 production in vitro, which did not correlate with the clinical presentation,
may be dramatically different in vivo, as was observed recently for PVL (2, 13). Factors
that up-regulate TSST-1 synthesis in vivo could contribute to more severe diseases,
such as TSS.

The emergence and spreading of community-acquired MRSA is mainly associated with
PVL-positive strains. Recognition of the Geraldine clone is simplified by its specific and
unusual antibiotic resistance pattern (resistant to methicillin, kanamycin, and tobramycin
and intermediately resistant to fusidic acid), which is distinct from the most common
PVL-positive European CA-MRSA (resistant to methicillin, kanamycin, and tetracycline
and intermediately resistant to fusidic acid) and the most prevalent PVL-positive CA-
MRSA in the US (resistant to methicillin, erythromycin, and fluoroquinolones). Detection
of the tst gene in a large group of isolates with an antibiotic resistance profile typical of
the Geraldine clone would allow a better knowledge of the actual epidemiology of this
clone. In a recent French multicentre study, this clone represented 6.3% of the invasive
MRSA isolates (4). In an unpublished study performed in France in 2008, the Geraldine

clone appeared to be the predominant CA-MRSA clone across 99 laboratories (personal
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communication Jerome Robert, 2008). This clone appears to be a well-adapted
pathogen responsible for a wide range of infections. This diversity contrasts with the
smaller extent of infections associated with PVL-positive MRSA, mainly abscesses and
occasionally deep-seated infections, such as necrotising pneumonia, fasciitis, or bone
and joint infections (7, 12, 16).

We characterised a tst-positive MRSA clone present in nasal and vaginal carriage that
was responsible for both suppurative and toxinic infections of either hospital or
community origin. No differences were observed between strains from suppurative
infections and those from toxinic diseases. Based on the in vitro evidence, we cannot
conclude that TSST-1 plays a determining role (either directly or indirectly) in the
pathogenesis of this clone; however, in vivo evidence is needed. Presently, we can
hypothesise that the unique SCCmec cassette of this clone may carry the specificity of
this clone with respect to pathogenesis and epidemicity. Supporting this hypothesis is
the growing evidence of genetic links between resistance and virulence, with the
observation that deletion of pls affects cellular invasiveness (18, 35) and that the
SCCmec cassette may carry genes such as the fudoh gene (19), which affects virulence

and transmission.
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Table 1. Syndromes and infections associated with the Geraldine clone.

hospital- community- sex median
N(%) ND ==
acquired acquired ratio age
TSS & related syndrome 29 (33) 10 (34) 8 (28) 11(38) 1.2 25.6 (0-87)
- confirmed TSS 10 4 4 2
- probable TSS 16 4 4 8
- others * 3 2 0 1
Suppurative and deep-seated infections 59 (67) 10(17) 33(56) 1627y 1.0 26.4 (0-90)
- skin & soft tissue infection 43 5 26 12
- lung infection 6 3 1 2
- peritonitis 1 0 1 0
- urinary tract infection 2 0 2 0
- bone & joint infection 7 2 2 3
Total of infections 88 20 (23) 41 (47) 27300 11 26

* scarlet fever. neonatal toxic shock like exanthematous disease

#* not determined
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Figure 1. Binding capacity of various Geraldine clone strains to ECM components

Various strains (toxinic, suppurative infections, carriage) examined for their binding
capacity (Y-axis, absorbance reading at 540 nm) to ECM proteins (Sigma) coated on 96-
well plates, at concentrations of 5 pg/mL (identical results were obtained at
concentrations of 50 ug/mL). Collagen | (white bars); collagen IV (grey bars); Matrigel®
(dark bars); laminin (black dotted bars), cellular fibronectin (white dotted bars) and

plasmatic fibronectin (scratched bars). The vertical lines indicate the standard deviation.
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Figure 2. In vitro TSST-1 production measured by ELISA of Geraldine clone strains

according to the type of infections.
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Figure 3. Activation of V32 repertoire by supernatants of broth culture of various
Geraldine clone strains.

negative control: FRI strain seb+, tst—

ATSST-1: isogenic strain deleted in the tst gene

positive control: agr3, mecA-, tst+ strain

PHA (10ug/mL): phytohemagglutinin

MTSS: menstrual toxic shock syndrome

NMTSS: non menstrual toxic shock syndrome

NTED: neonatal toxic shock-like exanthematous disease

Results are expressed as ratio of the percentage of TCR VR2 expression induced by
each strain relative to that of PHA. The dotted line represented T cell activation obtained
after PHA (10ug/mL) stimulation.
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Figure 4. Exoprotein patterns of tst positive HT20030749 strain (Lane 2)
and its isogenic derivative strain deleted in tst LUG1200 (Lane 1).

The arrow corresponds to the presence of TSST-1.
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TGR YWhela expression  PHA

Figure 5. Activation of VI3 repertoires by supernatants of broth culture of the isogenic
couple for tst.

WT: parental strain (grey bars)

ATSST-1: isogenic strain deleted in the tst gene (black bars)

PHA (10pg/mL): phytohemagglutinin

* (ATSST-1-WT)/WT over 20%

§ massive reduction of V3 2 Tcells expansion over 90%

Results are expressed as ratio of the percentage of each TCR VR expression induced
by each strain relative to that of PHA. The line represents T cell activation obtained after
PHA (10ug/mL) stimulation.
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Notre travail de these s’est inscrit dans la surveillance épidémiologique des SARM
en France. Dans un premier temps, nous avons participé a I'élaboration de nouveaux
outils de description des SARM tels le typage moléculaire du polysaccharide
capsulaire et le typage de la cassette SCCmec par séquencage multilocus des
génes de recombinases. Dans un deuxiéme temps, a partir de la collection de
souches de S. aureus recues au CNR des staphylocoques entre 2002 et 2003, nous
avons décrit 'émergence d’'un nouveau clone de SARM possédant le gene tst codant
la TSST-1. Jusque la, en France, toutes les souches de S. aureus tst® étaient
sensibles a la méticilline et appartenaient majoritairement au clone agr3 ST30,
mondialement impligué dans des cas de chocs toxiques staphylococciques
menstruels [209, 210].

Nous avons caractérisé le nouveau clone SARM, désigné sous le nom de clone
Géraldine, par différents outils phénotypiques et moléculaires. Le clone Géraldine
tst” posséde de nombreux facteurs de virulence, notamment les génes des
entérotoxines sec, sed et egc et de nombreux genes d'adhésines. Le typage
capsulaire a rendu compte d’'un type 5 que Watts et al ont identifi€ comme étant le
plus virulent [24]. L’analyse du fond génétique a révélé que le clone Géraldine
appartenait a la méme lignée phylogénique agr2 ST5 que les clones pandémiques
de SARM nosocomiaux, New York/Japon et Pédiatrique. L’origine du clone
Géraldine reste a éclaircir. Par alilleurs, le fond génétique ST5 semble
particulierement propice a I'émergence de novo des SARM. Les études
phylogéniques de Nubel et al sur le fond génétique ST5 ont montré que le
phénomene d’acquisition de la cassette SCCmec était survenu 23 fois dans ce fond
géneétique [211].

Une des patrticularités du clone Géraldine réside dans son phénotype atypique de
résistance aux antibiotiques : oscillant entre celui des SARM nosocomiaux par la
résistance aux aminosides (kanamycine et tobramycine) et celui du clone de SARM
communautaires ST80, PVL" par la résistance a I'acide fusidique. La prévalence de
la résistance a I'acide fusidique chez les souches de SARM-C s’expliquerait par la
pression antibiotique due a lutilisation de l'acide fusidigue en topique pour le
traitement des infections cutanées staphylococciques. L’acide fusidique agit par

inhibition de la synthése protéique bactérienne en empéchant la dissociation du
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facteur d’élongation du ribosome. A ce jour deux mécanismes de résistance a l'acide
fusidique ont été identifiés chez S. aureus : (i) mutations sur le géne fusA codant le
facteur d’élongation, conférant une résistance a haut niveau, (i) acquisition de
plasmides (PUB101 ou PUB102) portant un gene de résistance (fusB ou far-1) dont
le mécanisme d’action est méconnu, conférant une résistance de bas niveau [200,
212]. La résistance plasmidique a [l'acide fusidique concerne les souches
éepidémiques telles que les souches du clone épidémique responsable d’impétigo
bulleux européen (Epidemic European Fusidic acide resistant Clone) et celles du
clone de SARM-C ST80 PVL" [213, 214]. La caractérisation récente du clone
Géraldine par puces a ADN a montré la présence d'un géne identique a celui
conférant la résistance a l'acide fusidique chez la souche de SASM MSSA476 et
chez une souche de SARM (CHE482) de fond génétique ST45 diffusant en Suisse
chez des toxicomanes par voie intraveineuse (données internes au CNR des
staphylocoques)[67, 215]. Le géne décrit dans les souches MSSA476 et CHE482,
est convoyé par une cassette SCC-non mec venant s’associer en tandem avec la
cassette SCCmec. Ainsi la résistance a I'acide fusidique chez le clone Géraldine ne
semble pas liée a la diffusion d’'un plasmide mais a I'acquisition d’'un élément SCC.
Toutefois, seul le séquencage de la cassette SCCmec permettra de confirmer cette
hypothése.

Les études épidémiologiques ont montré que le clone Géraldine diffusait partout en
France. Il a été également détecté en Suisse et au Maroc. Le clone Géraldine est
responsable d’infections a la fois hospitalieres et communautaires survenant
principalement chez les sujets jeunes avec un age médian de 3 ans (publication
pl19) et de 26 ans (article en soumission p 155). L’étude portant sur les clones de
SARM diffusant en France métropolitaine et responsables d’infections invasives a
montré que 6.7% des isolats appartenaient au clone Géraldine. Quant a I'étude sur
les surinfections de varicelle, les résultats soulignent la prévalence du clone
Géraldine dans les infections pédiatrigues communautaires. Par ailleurs, les données
de 'ONERBA sur la surveillance des SARM en France en 2008 rendent compte de la
prédominance du clone Géraldine parmi les SARM communautaires (Jérbme Robert,
données de 'TONERBA).
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Lemaire et al ont récemment décrit un cas de transmission intrafamiliale du clone
Géraldine [216]. Nous avons observé un cas similaire en 2004 a Rennes ou
'enquéte diligentée par la DDASS avait révélé un portage nasal de cette souche
chez 7 membres dune méme famille (données internes au CNR des
staphylocoques). Ces données posent la question de la prévalence du portage nasal
du clone Géraldine. Une étude prospective sur le portage nasal des SARM
contribuerait a répondre a la question.

Nos données sur la pathogénie du clone Géraldine rendent compte d’infections tres
diverses, a la fois toxiniques et suppuratives. Dans sa manifestation toxinique, le
clone Géraldine est notamment responsable de chocs toxiques staphylococciques
majoritairement non menstruels et de NTED. Les cas de NTED impliquant le clone
Géraldine ont été rapportés uniqguement en France [217]. En effet, les cas de NTED
décrits au Japon mettent exclusivement en cause le clone nosocomial
NewYork/Japon. Quant au manifestations suppuratives du clone Géraldine, elles
comportent surtout des infections cutanées et des tissus mous, majoritairement
d’acquisition communautaire. Enfin, nos données sur les surinfections de varicelle
ont confirmé la versatilité de I'expression clinique du clone Géraldine. La diversité
des manifestations cliniques du clone Géraldine, nous a conduit & regarder s'il
existait un lien entre la production de TSST-1 et le type d’infection. Sur des isolats du
clone Géraldine impligués dans des affections toxiniques et suppuratives, la
quantification de la production de TSST-1 par ELISA et la mesure de I'activation du
répertoire VB2 n‘ont pas démontré de relation entre I'expression clinique et la
production de la TSST-1. Cependant ces résultats obtenus in vitro ne préjugent pas
de la production et de I'expression de la TSST-1 in vivo. En effet la production de
TSST-1 est régulée d’'une part, par de nombreux facteurs environnementaux comme
le PH, le CO2, la température et le glucose, et d'autre part, par des sytemes
régulateurs comme le systeme Agr, SarA ou CcpA (carbone catabolite protéine A)
agissant via la concentration de glucose [218, 219]. Par ailleurs, I'équipe de Nagao et
al ont quantifié la production de TSST-1 par Western-Blot chez 152 isolats de SARM.
De la méme facon, ils ont montré que la production de TSST-1 était trés variée parmi
les isolats cliniques et qu’elle n’était pas corrélée au type d’infection, ni méme a la

structure du systeme Agr [220]. Ces faits rappellent que de nombreux facteurs liés a
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I'héte interviennent aussi dans l'expression de la TSST-1, tels des facteurs
génétigues ou des facteurs liés a I'immunité anti-TSST-1[221, 222].

Afin d’étudier le réle exact de la TSST-1 dans la pathologie du clone Géraldine nous
nous sommes inspirés des travaux de Vojtov et al montrant que la TSST-1: (i)
réprimait in vitro la production des autres exoprotéines comme la SEB ou la V8
sérine protéase, (ii) régulait sa propre production par un mécanisme de régulation
transcriptionnelle et, (iii) dans un modéle de souris, supprimmait la réaction
inflammatoire au niveau du tissu infecté en inhibant la production des protéases et
des lipases qui induisent la réponse immunitaire innée de I'héte [207]. De la méme
facon nous avons recherché si, dans le clone Géraldine, la TSST-1 pouvait jouer un
réle régulateur dans I'expression des autres exoprotéines. Dans ce but nous avons
construit un couple isogénique tst+/Atst par délétion du gene tst dans un isolat du
clone Géraldine. Nous avons testé ce couple isogénique dans différentes conditions
afin de mettre en évidence une différence dans I'expression des exoprotéines. Nos
résultats sont restés négatifs sauf pour I'analyse des répertoires VB qui a montré
quelques différences. Alors qu’elle était absente du profil VP de la souche sauvage
tst”, une partielle expansion des répertoires de SEC et SED/SEI a été observée chez
la souche délétée Atst. Cette partielle expansion s’expliquerait plus par la
suppression de I'anergie induite par la TSST-1 sur les lymphocytes T non V[(32 que
par un véritable réle régulateur de la TSST-1 sur les entérotoxines C et D. Nos
résultats ne nous permettent pas d’établir le r6le de la TSST-1 dans la régulation des
autres exoprotéines. De la méme facon, les travaux de Russell et al chez
Streptococcus pyogenes ont montré que les superantigeénes SPEA et SMEZ
n'affectaient pas non plus I'expression du secrétome de S. pyogenes [223].
Concernant le réle de la TSST-1 dans la pathogénie du clone Géraldine, de
nombreuses pistes restent donc a explorer. Dans un modele ex vivo de muqueuse
porcine vaginale, Brosnahan et al ont montré que la TSST-1 pouvait se lier
spécifiguement a des récepteurs situés au niveau des cellules épithéliales de la
mugueuse vaginale [81]. L'intéraction de la TSST-1 a son récepteur induirait un
relargage de chemokines et de cytokines proinflammatoires par la cellule épithéliale
a l'origine d’une inflammation locale. Par extrapolation, nous pouvons imaginer que

la TSST-1 posséde des récepteurs spécifiques sur les cellules épithéliales cutanées.

187



La réaction inflammatoire locale induite par la TSST-1 contribuerait a I'expression
clinique du clone Géraldine, principalement des infections cutanées et des tissus
mous. En se calquant sur les travaux de Brosnahan et al, nous pourrions étudier
l'intéraction de la TSST-1 avec les cellules épithéliales cutanées. Une autre piste a
explorer est celle du rbéle que pourrait jouer la TSST-1 dans I'épidémicité de la
souche ainsi que sa persistance chez 'lhomme. Les travaux de Ferens et al sur les
mammites bovines ont montré que les superantigenes joueraient un réle dans la
persistance de S. aureus au niveau des muqueuses [224]. Au site de colonisation, la
production locale de superantigenes serait insuffisante pour promouvoir une
immunosuppression systémique mais suffirait a induire une immunosuppression
locale favorable a la survie de la bactérie. Ce phénomene doublé d’un phénoméne
d’internalisation de la bactérie par les cellules épithéliales permettrait a la bactérie
munie de superantigéne de persister chez son héte.

Nous avons évoqué la particularité de I'antibiotype du clone Géraldine. Une autre
particularité du clone Géraldine est illustrée par sa cassette SCCmec de résistance a
la méticilline atypique de type | tronquée. Les résultats du typage de la cassette
SCCmec par la PCR multiplex d’Oliveira et al ont rendu compte d’'un type SCCmec
IV. D’autres méthodes de typage SCCmec comme la PCR multiplex de Kondo et al
et le séquencage ccrb ont révelé qu’en fait cette cassette possédait des genes de
recombinases ccrA-B de type 1 et s’apparentait donc a un SCCmec de type I. La
PCR multiplex d’Oliveira et al étant basée sur un profil de bandes, I'absence de la
bande correspondant au locus du gene pls a orienté la classification de la cassette
du clone Géraldine vers un type IV (Annexe 4). Oliveira et al ont d’ailleurs décrit un
cas similaire chez des souches polonaises (PL72 et POL3) qu’ils avaient d’abord
identifiées SCCmec IV [164] et qu’ils ont finalement classées en type | variant [166].
De la méme fagon, lors de nos travaux de séquencage multilocus de la cassette
SCCmec, I'analyse de deux isolats du clone Géraldine avait rendu compte de ce type
de discordance. Les deux isolats étaient préalablement identifiés SCCmec IV par la
PCR multiplex d’Oliveira et al. En revanche, le séquencage multilocus de la cassette
SCCmec a réevélé que ces deux isolats possédaient le profil allélique de génes de
recombinases ST-SCCmecl commun aux souches SCCmec de type I. Ces résultats

discordants mettent en évidence la fragilité du typage SCCmec et la nécessité de
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vérifier les résultats par plusieurs techniques, notamment par une technique basée
sur le séquencgage.

La délétion du géne pls pourrait procurer au clone Géraldine un avantage sélectif. Le
géene pls situé sur la cassette SCCmec de type | code une protéine de surface a
motif LPXTG. Sa présence dans la cassette SCCmec de type IV a aussi été décrite
[225]. Certains auteurs ont montré que la protéine Pls diminuerait 'adhésion des
souches de SARM aux protéines de I'h6te comme la fibronectine, le fibrinogéne, les
IgG ou encore la laminine et serait impliquée dans une réduction de linvasion
cellulaire [226, 227]. Pls est une grosse protéine qui par encombrement stérique
empécherait I'adhésion des autres protéines de surface a leur ligand [228]. La
délétion du gene pls dans la cassette SCCmec du clone Géraldine serait a l'origine
d’'un pouvoir exacerbé d’adhésion et d’'invasion cellulaire [227].

D’autres facteurs de virulence liés a la cassette SCCmec pourraient étre impliqués
dans la pathogénie de ce clone. La description récente de peptides, les PSM-mec
(peptide phenol soluble moduline) localisés sur la cassette SCCmec, notamment la
cassette SCCmec IV de la souche américaine SARM-C de type USA300 et dotés
d'une activité proinflammatoire et cytolytigue suggere que la cassette du clone
Géraldine pourrait elle aussi comporter des facteurs de virulence [229, 230]. Par
ailleurs, Kaito et al ont identifié le gene fudoh dans la cassette SCCmec conférant a
la souche une capacité de croissance amoindrie et une diminution de la production
d’exotoxines [231]. Le gene fudoh est absent des cassettes SCCmec de type | et
notamment des types IV et V, ce qui pourrait expliquer la virulence des souches de
SARM-C par l'exacerbation de la production d’exotoxines et de la capacité de
croissance de la bactérie.

La nature exacte de l'avantage sélectif conféré par la cassette SCCmec du clone
Géraldine reste a élucider. La détermination de linfrastructure génétique de la
cassette SCCmec par séquencage permettra de répondre a beaucoup de nos

interrogations.
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Annexe 2. Profil en électrophorése en champ pulsé d’isolats de S. aureus
Colonne 1 : isolat SASM tst-positive agr2
Colonne 2 : isolat SARM tst-positive agr2
Colonne 3 : isolat SASM tst-positive agr3
Colonne 4 : isolat SARM tst-positive agr3
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... Prevalence des souches de Staphylococcus aureus

A-00 toxinogenes et résistantes a la méticilline impliquées
dans des cas de surinfections de varicelle
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INTRODUCTION METHODES
Les complications bactériennes de la varicelle sont dues principalement 3 Etude rétrospective incluant 44 isolats de S. aureus
Streptocococcus pyogenes et Staphylococcus aureus. 5. aureus est responsable de responsables de surinfections de varicelle requs au
surinfections cutanées, d'infections des tissus mous comme de fasciites nécrosantes CNR des Staphylocoques durant la période 2002-2006:

ou d'infections profondes comme d'ostéomyélites et de bactériémies exposant 2 un

risque vital lié au choc septique. « détermination du profil toxinique

« typage agr (accessory gene regulator)
OBJECTIFS » recherche du géne mec A

Caractériser les souches de S. aureus responsables de surinfections de varicelle sur le
plan clinique et microbiclogique
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RESULTATS ET DISCUSSION

+ Age median : 2 ans, ages extrémes : 1 mois a 22 ans, sex ratio : 1.5

« Principaux types de surinfections : dermohypodermite nécrosante (8 cas), scarlatine (6 cas), impétigo bulleux (5 cas), exfoliation généralisée {5
cas), dermohypodermite (3 cas), abcés sous-cutané (3 cas), choc toxinique {2 cas), fasciite nécrosante (1 cas)

»

12 isolats/44 (279%) sont des S, auwreus résistants a Iz métialline (mec A%, en jaune dans le tableau)

-

42 isolats/44 (95%;) possédent au moins un gene codant une toxine majeure (TSST-1, PVL, exfoliatine A, exfoliatine B, entérotoxines A, Bou €)

(en gris sur le tableau)

~ 13 isolats/44 {30%) possédent le gene de la TSST-1 dont 9 appartiennent a un clone épidémique de SARM (agr 2) impliqué dans des
infections communautaires chez des sujets jeunes®. Ces 9 isolats sont responsables d'infections variées @ choc toxinique (1 cas), scarlatine (3
cas), dermohypodermite {1 cas), dermohypedermite nécrosante (2 cas)

- O isolats /44 {20%:) possédent le géne de ' exfoliatine A et sont responsables d'impeétigos bulleux (3 cas) ou dexfoliations généralisées (S cas)
dont 2 isclats possedent egalement le géne de I exfoliatine B

~ 4 isolats/44 (9% possedent les génes de la PVL, 3 isolats sont responsables d'abces et un isolat, de fasciite nécrosante

~ 16 isolatsf44 (36%) possedent une entérotoxine de type A, B ou C (un isolat possede deux entérotoxines) et sont responsables d'infections
diverses.

CONCLUSION

La gravité et la diversité clinique des cas de surinfections de varicelle 3 S, aweus sont liées a I' implication de souches toxinogenes dont des
souches résistantes 3 la méticilline, produisant la TSST-1 qui appartienent & un clone épidémique en France.

Raféreace: ‘Durand, G, M. Bes, B Meugnier, M.C. Eunght F. Forey, N. liassine, A. Wenger, K. Kikucli, G. Lina, F. Vandepesch, J. Ensove. 2008, Detection of new mesticillin-resistant Stapipyiococeis
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Annexe 4. Typage de la cassette SCCmec par la PCR multiplex d’Oliveira et al
[232]. A, B, C, D, E, F, G, H correspondent aux loci amplifies en PCR multiplex. La
double fleche indique la délétion du locus A dans la cassette SCCmec | tronquée. La
présence unique du locus D entraine la confusion avec la cassette SCCmec de type
V.

Abréviations: LJ, jonction gauche, RJ, jonction droite; pls, géne codant la protéine de surface
Pls; kdp, copie de l'opéron contrdlant I'expression du géne du transporteur de potassium;
dcs, région conservée dans le type | et Il; orfX, séquence a cadre de lecture ouvert. Les sites
d'insertion de la séquence 1S256 détectés au niveau du type IA et Ill sont représentés par

des triangles orange sur ce schéma.
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RESUME

La plasticité génomique d&taphylococcus aureus lui permet d’acquérir des genes codant des fagteur
de virulence mais aussi des génes de résistancentibiotiques, notamment la cassette de résistance
a la méticilline (SC@ec). La résistance a la méticilline est d’abord appadans des souches
hospitalieres a I'origine de grands clones pandéasqosocomiaux, puis a ensuite émergé en milieu
communautaire chez des souches virulentes posséddaticocidine de Panton -Valentine. Nous
avons observé en 2002, en milieu hospitalier etnconautaire, I'émergence inquiétanteSl@ureus
résistant a la méticilline (SARM) portant le géisede la toxine du choc toxique staphylococcique
(TSST-1). Notre travail a consisté a : (i) I'élabtbon de nouveaux outils contribuant a la desanipti
de clones de SARM, notamment d’'un outil de typagdadcassette S@Gc, (ii) la caractérisation
phénotypique et moléculaire de ce nouveau cloiig|'étude de I'épidémiologie de ce clone, (iv)
I'exploration de la pathogénie de ce clone en nattant les propriétés génétiques qui lui conferent
une telle virulence et épidémicité, et notammernidentifiant le role de la TSST-1.

Le clone de SARMst" est un clone épidémique de fond génétique STMti Locus Sequence
Typing, atteignant principalement les sujets jeunes,espansable d'infections variées a la fois
toxiniques et suppuratives. Il est doté d’une déssBCCnrec atypique de type | tronquée dont le role
dans le potentiel épidémique et de virulence delore reste a déterminer. Enfin, la TSST-1 ne
semble pas jouer un réle déterminant, direct oirdnt] dans la pathogénie pléiotropique de ce clone

TITLE
Characterisation, epidemiology and pathogeny ofethiaillin-resistantStaphylococcus aureus clone
containing the toxic shock syndrome toxin-1 gen83T-1).

ABSTRACT

The plasticity of thetaphylococcus aureus genome confers to this specie the ability to gaicessory
genes encoding virulence factors as well as atiibiesistance determinants suchSegphyl ococcal
cassette chromosome mec SCAnec that encodes methicillin-resistance. Methicilliesistance first
emerged in hospital-acquired strains originallyso€cessful nosocomial pandemic clones, and is also
risen in virulent community-acquired strains conitag the Panton-Valentine leucocidin.

In 2002, we observed the worrying emergence ofvamethicillin-resistan. aureus (MRSA) clone
that contains thest gene encoding toxic shock syndrome toxin (TSSTe&ponsible for both hospital
and community-acquired infections. Our study wasufed on: (i) new tools for MRSA description,
mainly on a SC@ec typing tool, (ii) the characterisation of this neslone by molecular and
phenotypic methods, (iii) the epidemiology of thisne, (iv) the pathogenic potential of this clamel

the investigation of the genetic features that enbdaransmission and virulence, particularly the ro
of TSST-1.

Thetst+ MRSA clone is an epidemic clone of genetic backgd ST5 by multilocus sequence typing
that occurs mainly in young people and is respoaditr a wide diversity of clinical syndromes
including toxin-mediated and suppurative disea$h clone harbours a peculiar cassette “truncated
SCaQamec type I’ which could play an important role in viemce and transmission but are still under
investigation. TSST-1 does not play a determinwig (either directly or indirectly) in the pleiopi
pathogenesis of this clone.
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