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LPXTG : Leucine-Proline-X-Thréonine-Glycine
Mb : Millions de paires de bases

MC : MLVA-Complex

MEC : Matrice Extra-Cellulaire

MLEE : MultiLocus Enzyme Electrophoresis

MLST : MultiLocus Sequence Typing

MLVA : Multiple-Locus Variable Number Tandem
Repeat Analysis

MSCRAMM Microbial Surface Component
Recognizing Adhesive Molecule

MT : MLVA-Type

MVLST : Multi-Virulence Locus Sequence Typing
NCBI : National Center for Biotechnology
information

NEAT : NEAr iron Transporter

NGS : Next Generation Sequencing

Pacbio : Pacific Biosciences

pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

PIA : Polysaccharide Intercellular Adhesin

PNN : PolyNucléaire Neutrophile

PSM : Phenol-Soluble Modulin

PFGE : Pulsed Field Gel Electrophoresis
RNA-seq : Séquencage des ARN

RT : Reverse Transcription

SaPl : llots de Pathogénicité de S. aureus

SARM : S. aureus Résistant a la Méticilline
SASM : S. aureus Sensible a la Méticilline

SCN : Staphylocoque a Coagulase Négative
SCV : Small Colony Variant

Sls : S. lugdunensis surface protein

SLUSH : Staphylococcus lugdunensis Synergetic
Hemolysin

SLV : Single Locus Variant

SMRT : Single Molecule Real Time

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SRM : Systeme de Restriction-Modification

SSC : Staphylococcal Cassette Chromosome
SST7 : Systéme de Sécrétion de Type VI

ST : Sequence Type

T/AT : Toxine/AntiToxine

TR : Répétitions en Tandem (Tandem Repeat)
TRF : Tandem Repeat Finder

TRST : Tandem Repeat Sequence Typing

TRT : TRST-Type

vapE : virulence-associated protein E

VNTR : Variable Number Tandem Repeat

VT : Virulence Type

vWhbl : protéine de liaison au facteur von Willebrand
vWHf : facteur von Willebrand






Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Ce travail de thése s’inscrit dans l'une des thématiques de recherche
développées par le “Groupe de Recherche sur ’Adaptation Microbienne” EA2656, qui
consiste a étudier d’'une part la diversité génétique de Staphylococcus lugdunensis et
d’autre part les mécanismes qui sous-tendent la virulence particuliere de cette espece
de staphylocoque a coagulase négative.

Les travaux présentés ici sont consacrés a 'analyse comparative des génomes
complets de souches pathogénes et de portage de Staphylococcus lugdunensis et a
la premiére caractérisation moléculaire et phénotypique du systeme de sécrétion
Ess/type VIl de cette espéce.

La premiere partie de ce manuscrit est constituée d’'une analyse des données
bibliographiques de la littérature concernant :

- L’espéce S. lugdunensis : ses principales caractéristiques bactériologiques, sa
sensibilité aux antibiotiques et I'état actuel des connaissances sur son pouvoir

pathogene et sa virulence.
- Le séquencgage haut débit et son application chez S. lugdunensis.

- Le systéme de sécrétion Ess/type VIl : son origine et sa caractérisation chez
Staphylococcus aureus, son organisation génétique et transcriptionnelle, son
réle dans la virulence et I'état actuel des connaissances de ce systéme chez

S. lugdunensis.

- Les méthodes de typage moléculaires utilisées pour les études micro- et macro-
epidémiologiques au sein du genre Staphylococcus.

Dans une seconde partie, sont présentés nos travaux expérimentaux portant
sur I'analyse génomique comparative de souches pathogénes et de portage de
S. lugdunensis et I'étude du rble du systéme de sécrétion Ess/type VII dans sa
virulence. Enfin, dans une troisieme partie, nous présentons les travaux que nous
avons menés a contribution égale avec le Dr Sandrine Dahyot. lIs ont consisté a
développer de nouvelles méthodes de génotypage chez S. lugdunensis fondées sur

I'analyse du polymorphisme de motifs répétés en nombre variable sur le génome.
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Figure 1 : Observation macroscopique de différents morphotypes de colonies
de S. lugdunensis aprés une nuit d’incubation a 37°C*.

Les géloses A a D représentent un phénotype dit “classique” caractérisé par des colonies
pigmentées : A, de couleur creme ; B-D, de couleur jaune. Les cadrans a a d montrent le
caractére hémolytique variable des colonies : a, non-hémolytique ; b, hémolyse totale ; c et
d, hémolyse faible. La gélose E/e représente des variants a petites colonies non pigmentées
et non hémolytiques.




Staphylococcus lugdunensis

1. Staphylococcus lugdunensis

1.1. Caractéres généraux

1.1.1. Caractéres microbiologiques

Décrit pour la premiére fois en 1988', S. lugdunensis doit son nom a la ville dans
laquelle il a été découvert : Lyon (du latin : Lugdunum).

S. lugdunensis est une bactérie appartenant a la famille des Staphylococcaceae
au sein du phylum des Firmicutes. A 'examen direct, S. lugdunensis se présente sous
la forme de cocci a Gram positif de 0,8 a 1 ym de diamétre, isolés, en paires ou en

amas”.

Cette bactérie est aérobie-anaérobie facultative, non-exigeante, avec un
caractére halotolérant et mésophile, la rendant cultivable a des températures entre
30 et 45°C2. S. lugdunensis apparait sous la forme de colonies de 1 @ 4 mm de
diamétre, lisses, brillantes, plates, a bords réguliers. Ces colonies apparaissent parfois
muqueuses ou rugueuses et mates avec des contours irréguliers. Ces variations
dépendent des souches ou du milieu de culture utilisé'3. Les colonies d’abord
blanches se pigmentent de couleur créme ou jaune voire dorée apres plusieurs jours

d’incubation®#* (Figure 1).

La aussi, des variations existent, car sur un méme milieu, certaines souches
produisent des colonies non pigmentées ou avec des morphotypes différents
(dissociation de colonies). Parmi ces variants, il existe des variants a petites colonies
(Small Colony Variant [SCV]) non pigmentées et non hémolytiques, avec un
meétabolisme ralenti, puisqu’elles peuvent n‘apparaitre qu’aprés une incubation de

48 voire 72 heures®®,

Sur des géloses supplémentées avec du sang de mouton ou de cheval, une
hémolyse de type & (hémolyse totale) peut étre observée autour des colonies’. Cette
hémolyse totale est un caractére quasi-constant, puisque présent chez 85%’ voire
95%® des souches testées. Par ailleurs, il a été mis en évidence une activité
hémolytique synergique, semblable a celle observée avec la d-hémolysine de

Staphylococcus aureus®. Sur ces milieux, il se dégage des colonies de S. lugdunensis
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une forte odeur de salaison (odeur de saucisson) caractéristique de la décomposition

des acides gras des érythrocytes?.

Enfin, comme tout staphylocoque, S. lugdunensis produit une catalase et comme
tout Staphylocoque a Coagulase Négative (SCN), cette espéce ne produit pas de
coagulase libre ou staphylocoagulase. Toutefois, méme si cette espéce ne produit pas
non plus de coagulase liée, elle posséde une protéine homologue a la protéine CIfA
de S. aureus capable d’interagir dans les tests commerciaux dédiés a l'identification
des protéines de surface spécifiques de S. aureus. En effet, des faux positifs peuvent
résulter de la présence d’'une protéine de liaison au fibrinogéne ou “fibrinogen binding
protein”  (Fbl)'%',  Ces faux positifs associés a des colonies
R-hémolytiques de couleur jaunatre peuvent facilement orienter le diagnostic en faveur
d’'une souche de S. aureus si d’autres tests phénotypiques ou moléculaires ne sont

pas réalisés.

Toutefois, ces erreurs d’identification tendent maintenant a disparaitre du fait de
implantation de la spectrométrie de masse de type Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time Of Flight qui permet aujourd’hui des identifications
bactériennes fiables au rang de I'espéce’.

1.1.2. Habitat
Chez ’'Homme

Comme de nombreux staphylocoques, S. lugdunensis est une bactérie du
microbiote cutané avec des niches privilégiées telles que les régions inguinale,
périnéale, mammaire et plantaire’®'. Une étude francaise de portage de
S. lugdunensis a été réalisée par un prélevement inguinal chez une cohorte de
140 patients admis au service des urgences sur une période de trois mois'3. Les
résultats ont montré un portage inguinal de 22% (23% des femmes et 19% des
hommes), et pour 68% de ces patients, un portage inguinal simultané bilatéral. Les
femmes de plus de 65 ans présentaient le plus fort taux de portage (51%), alors que
chez les hommes, la fréquence la plus élevée a été retrouvée chez les sujets de moins
de 65 ans™,
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S. lugdunensis S. aureus
Location® Males (n = 33) Females (n = 42) Total (%) Males (n = 33) Females (n = 42) Total (%)
Nose 6 | 7 (9.3) 8 6 14 (187)
Axilla 9 6 15 (20) | | 2 (27)
Perineum 9 2 11 (147) 0 | 1 (1.3)
Groin 13 I 24 (32) 0 0 0(0)
Breast B | 4 (5.3) | | 2(27)
Toe | 3 4 (5.3) 0 0 0(0)
Nail Ist toe 10 8 18 (24) 0 | 1 (1.3)
Unspecified 6 5 11 (147) | 0 1 (1.3)
Total 57 37 94 | 10 21

*One swab per location from each of the 75 subjects.

Tableau | : Répartition et proportions des souches de S. lugdunensis et de
S. aureus isolées de différentes niches de portage chez 75 sujets sains™.
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Bieber et al.'* ont réalisé une étude comparée des sites de portage de
S. lugdunensis et de S. aureus au sein d’une cohorte de 75 volontaires sains. Alors
que S. aureus était rarement isolé a partir de prélevements cutanés,
S. lugdunensis y était isolé fréequemment (66,7% versus 21,3%). Le méme constat a
pu étre fait au niveau de l'aine (32% versus 0%), de l'ongle du premier orteil (24%
versus 1,3%) et au niveau axillaire (20% versus 2,7%). A contrario, S. lugdunensis
etait tres rarement isolé au niveau des fosses nasales (9%), ou S. aureus était
prédominant avec un portage de 19%". Au final, S. lugdunensis était rencontré plus
frequemment que S. aureus dans tous les sites explorés, hormis dans les fosses

nasales'® (Tableau ).

S. lugdunensis appartient donc a la flore cutanée normale, avec une prédilection
pour la partie inférieure du corps et notamment l'aine. Il a été suggéré que
S. lugdunensis serait un commensal des aires cutanées possédant des glandes
sudoripares apocrines comme les aisselles, la région génito-anale, le conduit auditif,

les paupiéres ou les auréoles mammaires'®.

Chez I’animal

L’Homme n’est pas le seul a étre colonisé par S. lugdunensis, puisque ce dernier
a eégalement été isolé chez plusieurs espéces animales domestiques (chien, chat et
oiseau) mais aussi chez des animaux d’élevage’®. S. lugdunensis a été isolé a partir
des fosses nasales et d’aisselles de chien, mais avec une fréquence trés faible
(1,7%)". Méme si peu de données ont été rapportées chez I'animal, des cas
d’'infections a S. lugdunensis ont été décrits. Par exemple, le cas notable d’'une
endocardite infectieuse chez un chien’® ou encore des mammites infectieuses chez la

chévre's,

11






Staphylococcus lugdunensis

1.1.3. Sensibilité aux antibiotiques et aux métaux lourds

A la différence des principales autres espéces de staphylocoques (S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, ...), S. lugdunensis est
particulierement sensible a la quasi-totalité des antibiotiques anti-
staphylococciques?®'°. En revanche, le taux de résistance a la pénicilline G varie
considérablement selon les études publiées allant de 48%2° a 69%?2', probablement
du fait de problémes méthodologiques de détection de pénicillinase (discordances
entre les méthodes de diffusion en milieu gélosé et les méthodes automatisées en
milieu liquide)?°. En effet, selon les études, la résistance varie de 7 a 24% en France
et atteint méme des taux de 48% aux Etats-Unis?° voire 69% en Asie?'. La résistance
a cet antibiotique est liée a la production d’'une pénicillinase codée par le géne
blaz?°22.

Les souches de S. lugdunensis peuvent aussi étre résistantes aux [3-lactamines
du fait de I'acquisition du géne mecA porté par un élément génétique mobile appelé
Staphylococcal Cassette Chromosome (SSC) mec, comme chez S. aureus.
Plusieurs études ont décrit des souches résistantes de S. lugdunensis a la méticilline
présentant une cassette SCCmec, notamment en Asie?®?. || existe quatre types de la
cassette SCCmec (Il, IV, V et Vt) a ce jour chez S. Iugdunensis®®?4
La résistance a la méticilline reste particulierement peu élevée : 8% des isolats ont été
catégorisés comme résistants a la méticilline dans une étude internationale, taux le
plus bas observé parmi I'ensemble des SCN analysés®. Toutefois, des études
asiatiques ont décrit 'émergence de souches résistantes a la méticilline : 20% selon
Lin et al?" et 32% des souches isolées a Taiwan dans un contexte d’infections

associées aux soins selon Yeh et al.%

Cette résistance émergente est préoccupante, et ce d’autant que cette espéce
présente une tolérance aux glycopeptides, classe thérapeutique principalement
utilisée en cas de résistance a la méticilline. Cette tolérance se caractérise par un
défaut de bactéricidie vis-a-vis de souches pourtant sensibles a [lactivité
bactériostatique (Concentration Minimale Inhibitrice [CMI] normale) ; elle a été

observée pour 46% (6/13) des souches testées dans le travail de Bourgeois et al.?’.
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Par ailleurs, quelques rares études font état de résistance plasmidique aux
métaux lourds. En effet, le plasmide pLUG10 a été identifié dans une étude chez 60%
(18/30) des souches de S. lugdunensis?®. |l porte les génes cadB et cadX codant des
protéines impliquées dans la résistance au cadmium?2°, Ce plasmide conférerait une

résistance au cadmium a des niveaux élevés (CMI supérieure ou égale a 125 uM)>?,
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Genus Staph
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Coagulase-negative staphylococci (CoNS)
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- and others anaerobius
and others e

Figure 2 : Classification clinique et épidémiologique des différentes espéces
de staphylocoques, basée sur la présence de la coagulase libre comme
facteur de virulence®°,
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1.2. Infections a S. lugdunensis

L’'implication des SCN en pathologie humaine a longtemps été sous-estimée. En
effet, ces derniers contaminant régulierement les prélévements en lien avec leur
réservoir naturel cutané et du fait des méthodes d’identification complexes, leur
identification en routine au rang d’espéce n’était pas systématiquement effectuée ou
fiable.

Bactérie pathogéne opportuniste, S. lugdunensis se distingue pourtant des
autres SCN par une virulence particuliere. En effet, de nombreuses observations
cliniques décrivent les infections liées a cette espéce comme plus proches de celles
causées par S. aureus que de celles dues aux autres SCN, aussi bien en termes
d’agressivité tissulaire que d’évolution clinique. Ainsi, Becker et al.®® |ui accordent-ils
une place intermédiaire entre S. aureus, Staphyloccus saprophyticus et les autres
SCN (Figure 2).

En 2006, Tan et al.3" ont étudié la pathogénicité des isolats de S. lugdunensis, et
montré que S. lugdunensis est le SCN le plus fréquemment isolé d’infections
cliniquement significatives. Cette espéce représente en effet 45% des isolats de SCN
cliniquement significatifs contre 33% pour S. epidermidis et 11% pour S. haemolyticus.
Il s’agit de I'espéce de SCN la plus virulente puisque jusqu’a 91% des isolats de
S. lugdunensis sont associées a une infection significative®! ; pourcentage confirmé

en 2011 par Wu et al.®? avec un taux similaire d’infection a S. lugdunensis, égal a 83%.

Depuis sa découverte en 1988, des souches de S. lugdunensis ont été isolées
dans des infections de localisations variées mais principalement des infections de la
peau et des tissus mous (IPTM) et des infections invasives particuliérement séveres
et inhabituelles pour un SCN comme des infections ostéoarticulaires (IOA) et des
endocardites infectieuses (El).

14



Figure 3 : Infections de la peau et des tissus mous a S. lugdunensis.

A, abcés dorsal avec cellulite suite & une morsure d’insecte®.
B, érythéme cutané et écoulement cicatriciel aprés une dermolipectomie abdominale®.
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1.2.1. Infections de la peau et des tissus mous

La majorité des infections a S. lugdunensis sont des IPTM. Dans une étude
rétrospective monocentrique ameéricaine, il a été montré que sur un total de 143
infections a S. lugdunensis, 55,4% étaient des IPTM33. Une autre étude rétrospective
réalisée a Talwan rapporte que 41 sur 49 des isolats issus d’infections
communautaires étaient des IPTM3®2. En outre, le premier isolat clinique de

S. lugdunensis décrit provenait d’'un abcés de ganglion axillaire’.

Les IPTM a S. lugdunensis se caractérisent par des infections cutanées
profondes telles que des abces ou des surinfections de plaies, mais aussi des cellulites
ou des paronychies en particulier chez les patients débilités (diabétiques)’. Ces
infections peuvent étre de nature communautaire3* mais elles surviennent dans 75%
des cas aprés un geste chirurgical ou un traumatisme3>% (Figure 3). Toutefois, ces
infections peuvent aussi se présenter sous des formes superficielles telles que des

folliculites et des pustuloses chez les patients immunocompétents®’.

Les localisations des IPTM sont diverses. Ont été rapportées dans plusieurs
études, des infections dans la partie inférieure du corps (au niveau périnéal, inguinal
et plantaire), mais aussi au niveau mammaire et du cuir chevelu?37-38, La prévalence
de S. lugdunensis comme commensal dans ces différentes régions du corps peut

expliquer la localisation de ces IPTM?.

S. lugdunensis a aussi été décrit comme I'espéce prédominante isolée dans les
nodules et abces des patients atteints de la maladie de Verneuil suggérant un réle clé

de cette espéce dans I'évolution et 'aggravation de cette pathologie®”-3°.

1.2.2. Infections ostéo-articulaires

Il a été rapporté dans plusieurs études cliniques que S. lugdunensis pouvait étre
responsable d’'lOA. L’étude rétrospective de Douiri et al.4? a rapporté que sur un total
de 215 isolats de S. lugdunensis, 39,9% étaient responsables d’'une |IOA. Par ailleurs,
I'étude prospective de Argemi et al." rapporte que parmi 129 isolats de S. lugdunensis,
36,4% étaient impliqués dans une I0A.
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S. lugdunensis S. aureus S. epidermidis p-Value
(n=28) (n=30) (n=30)
Age (years) 67.5 (58-78) 60.5 (44-75) 67 (61-77) 0.34
Number of males 13 (46.4%) 20 (66.7%) 20 (66.7%) 0.196
Prosthesis site
Knee 16 (57%) 18 (60%) 11 (36.7%) 0.145
Hip 10 (36%) 9 (30%) 16 (53%) 0.158
Other 2 (7%) 3 (10%) 3 (10%)
Clinical signs
Fever 15 (53.6%) 9 (30%) 4 (13.3%) 0.004
Local signs of inflammation 13 (46.4%) 7 (23.3%) 4 (13.3%) 0.015
Surgery type
Irrigation and debridement 11 (39.3%) 10 (33.3%) 5 (16.7%) 0.144
One-stage surgery 6 (21.4%) 12 (40%) 16 (53.3%) 0.044
Two-stage revision 11 (39.3%) 8 (26.7%) 9 (30%) 0.568
Delay from surgery to infection (weeks) 12 (3-56) 44 (12-144) 84 (44-192) 0.0449
Samples
Number of positive samples 3.5 (1.5-5) 4 (3-5) 4 (3-5) 0.449
Total number of samples 5(2-6) 4 (3-5) 5 (4-6) 0.413
Treatment duration (weeks) 7 7 7
Outcome positive 89% 83% 97% 0.233

Tableau Il : Comparaison des données démographiques et cliniques des
patients présentant une infection ostéoarticulaire a S. lugdunensis, S. aureus
ou S. epidermidis*.

Figure 4 : Observation macroscopique des deux morphotypes des colonies
d’une souche responsable d’une infection ostéoarticulaire a S. lugdunensis®.

A, morphotype classique des colonies de S. lugdunensis au premier épisode.
B, variant a petites colonies isolé lors de I'épisode de récidive.
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Ainsi, S. lugdunensis peut étre responsable d’'lOA telles que des ostéomyélites
ou des IOA sur matériel, secondaires a un geste chirurgical ou a la pose d’'une
prothése articulaire. L’étude rétrospective de Seng et al.*' chez 47 patients atteints
d'lOA a montré que 33 (70,2%) d’entre eux présentaient une IOA sur matériel et
neuf (19,6%) présentaient une ostéomyélite. D’autre part, Douri et al.*° ont montré que
25 10A (64,1%) étaient des infections sur prothese de genou, de la hanche et de
I'épaule.

Plusieurs études rapportent une plus forte prévalence d’lOA a S. lugdunensis sur
prothése de genou plutét que sur prothése de hanche (89% versus 11%)%,
comparativement aux IOA a S. aureus qui surviennent aussi bien sur les deux types
de prothése (56,3% pour le genou versus 43,7% pour la hanche)*. Par ailleurs, le
délai d’apparition de I'lOA a S. lugdunensis est plus court apres l'acte chirurgical
qu'avec S. aureus et S. epidermidis. En effet, le délai avant 'apparition de l'infection
avec S. lugdunensis est de 12 semaines en moyenne, alors qu’il faut compter 44 et 48
semaines pour S. aureus et S. epidermidis respectivement*. En outre, les IOA a
S. lugdunensis sont significativement plus fébriles et plus inflammatoires que celles a
S. aureus et S. epidermidis** (Tableau IlI). De plus, I'évolution d'une IOA a
S. lugdunensis est moins favorable (89%) qu'une IOA a S. epidermidis (97%)*. Dans
tous les cas, il est nécessaire, en plus de I'antibiothérapie, de recourir a la chirurgie

pour traiter I'infection voire remplacer la prothése''43,

Enfin, I'équipe de I'hépital universitaire de Strasbourg a fait état d’'un cas de
récidive d’une infection sur prothése du genou avec la méme souche de
S. lugdunensis (méme antibiogramme et méme génotype)®. La particularité de cette
récidive était la morphologie des colonies observée lors du second épisode. Ces
derniéres se présentaient sous la forme de SCV, de petite taille et non hémolytiques
avec une croissance lente de plus de 72h® (Figure 4). A contrario, lors du premier
épisode, les colonies présentaient un aspect dit “classique” aprés 12h de culture sur

un milieu identique.
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1.2.3. Bactériémies et endocardites infectieuses

S. lugdunensis peut aussi étre responsable de bactériémie. Cependant, cette
manifestation clinique est trés rare puisqu’elle représente a peine 1% des bactériémies
a SCN (entre 0,3 et 0,87%)**". En effet, il s'agit du septiéme SCN le plus isolé de
bactériémies contrairement a S. epidermidis rencontré dans 30,3% des cas*®. Bien
que rares, des bactériéemies a S. lugdunensis associés a des chocs septiques ont été

décrits*849,

La prévalence des bactériémies a S. lugdunensis est faible mais celles-ci se
compliquent plus fréquemment d’une EIl que pour les autres staphylocoques. Dans
une étude rétrospective, Non et al.>® ont observé que sur une population de 74 patients
présentant une bactériémie a S. lugdunensis, 15% d’entre eux ont développé une El.
De plus, parmi les patients présentant une ou plusieurs hémocultures positives a

S. lugdunensis, 6,3% a 27% des patients présentaient une EI%°.

L’incidence des El a S. lugdunensis est principalement issue des données de
revues rétrospectives. En effet, une méta-analyse des cas d’El a S. lugdunensis
décrits entre 1988 et 2008 a recensé 67 cas dans la littérature scientifique®'. De leur
coté, Anguera et al.%? ont identifié lors de leur étude rétrospective, dix patients
présentant une El a S. lugdunensis parmi 912 cas d’El entre 1990 et 2003, soit une
prévalence de 1,1%. Patel et al.53 ont, eux, identifié¢ quatre isolats de S. lugdunensis
parmi 89 isolats de staphylocoques collectés de patients avec une El. Dans cette
etude, S. lugdunensis était responsable de 18% des El a SCN et de 44% des El sur

valves natives.

La méta-analyse de Liu et al.’" a montré que cette espéce était principalement
responsable d’infection au niveau des valves cardiaques natives (78,7%)
contrairement aux SCN qui infectent principalement les valves prothétiques.
S. lugdunensis est aussi responsable d’infections sur valves prothétiques (11,9%) ou
dispositifs intracardiaques (pacemakers, défibrillateurs) (7,5%). Une fois sur deux, la
porte d’entrée du germe n’est pas déterminée®'.

Les El a S. lugdunensis sont des infections sévéres qui entrainent une
destruction tissulaire importante associée a la formation d’abces et de végétations
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volumineuses?®'. Le taux de mortalité des El a S. lugdunensis est significativement
plus élevé (38,8 a 50%) que celles a S. aureus (14,5%) et S. epidermidis (20%)%2. La
chirurgie est alors essentielle en plus de l'antibiothérapie. Elle est d’ailleurs plus
fréquente pour une El a S. lugdunensis (70%) qu’a S. epidermidis (60%) ou S. aureus
(36,9%), pourtant réputé trés virulent®2,

1.2.4. Autres infections

S. lugdunensis a également été isolé dans d’autres types de présentations
cliniques rares telles que des fasciites nécrosantes®, des infections du systéme
nerveux central (abcés cérébral®, infection de dérivation ventriculopéritonéale® et
méningite>®) des infections oculaires (endophtalmie® et kératite®’), des péritonites®®

ou encore des infections urinaires®®.
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1.3. Les facteurs de virulence

La diversité et la sévérité des infections a S. lugdunensis décrites dans la
littérature témoigne du fort pouvoir pathogéne de cette espece et a conduit plusieurs
eéquipes a étudier les mécanismes qui sous-tendent cette pathogénicité par

I'identification de facteurs de virulence.

1.3.1. Facteurs de colonisation

L’aptitude de S. lugdunensis a coloniser des surfaces biotiques ou abiotiques
suggére une forte capacité d’adhésion. Cette aptitude a coloniser est une étape
indispensable dans le processus de développement des infections car elle permet
I'implantation des bactéries sur les tissus de I'h6éte avant leur invasion via des protéines
appelées adhésines ou encore Microbial Surface Component Recognizing Adhesive
Molecule (MSCRAMM).

Les adhésines sont des protéines de surface liees de fagon covalente a la paroi
et sont capables de se lier soit directement a un récepteur membranaire de la cellule,
soit a des facteurs de la Matrice Extra-Cellulaire (MEC) de I'néte. La MEC est une
structure trés organisée, constituée d’'un réseau complexe de plusieurs composants et
en contact étroit avec les cellules qui les sécrétent. La MEC est constituée de
nombreux composants tels que le collagéne, la fibronectine, I'élastine, la laminine...%°
Ceux-ci se lient a des récepteurs cellulaires membranaires comme les intégrines de
type a et B, et constituent ainsi un premier point d’ancrage a I'’héte pour les bactéries®'.
Il a été montré par Paulsson et al.%? que S. lugdunensis est capable de se lier a de
nombreux composants de la MEC tels que le collagéne de type | et IV, le fibrinogene,

la laminine, mais avec une affinité inférieure a celle de S. aureus.

Cette capacité de liaison des MSCRAMM est liée a la présence de plusieurs
domaines protéiques essentiels®® : (i) un peptide signal d’adressage YSRIK/GXXE
(Tyrosine — Sérine — Arginine — Isoleucine — Lysine/Glycine — X — X — Acide
glutamique) au systéme de sécrétion sec, (ii) un ou plusieurs domaines de liaison aux
composants de la MEC, (iii) un motif d’ancrage a la paroi LPXTG (Leucine — Proline —
X — Thréonine — Glycine) et (iv) un signal de sortie chargé positivement. Lorsqu’une
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Figure 5 : lllustration des étapes de production, de maturation et d’ancrage
d’une protéine de surface a la paroi bactérienne®.

(1) La synthése de la paroi bactérienne commence dans le cytoplasme bactérien par
'assemblage des précurseurs formant le lipide I, transféré a travers la membrane plasmique.
(2) Les protéines de surface sont synthétisées en tant que précurseurs dans le cytoplasme.
Ces précurseurs portent, en position N-terminale, un peptide signal et, en position
C-terminale, un domaine d’ancrage a la paroi. Ce domaine est constitué d’'un motif d’ancrage
LPXTG, suivi d'un domaine hydrophobe (boite noire) et d'une queue de résidus chargés
positivement (+). Aprées clivage du peptide signal, permettant la translocation du précurseur,
le domaine hydrophobe et la queue chargée retiennent la protéine de surface au niveau de la
membrane. (3) Au niveau de la paroi, le précurseur est clivé entre la thréonine et la glycine
du motif LPXTG par une sortase A (transpeptidase ancrée a la membrane), (4,5) qui catalyse
une réaction de transpeptidation et de transglycolysation permettant I'attachement de la
protéine au peptidoglycane par l'intermédiaire du lipide II.
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Figure 6 : Représentation schématique de la protéine Fbl de S. lugdunensis et
de la protéine CIfA de S. aureus®®.

Depuis la partie N-terminale, les protéines Fbl et CIfA sont successivement composées d’un
peptide signal (S), un domaine de liaison au fibrinogéne (motifs N1, N2 et N3), un domaine
de motifs répétés SDSDSA et SD pour Fbl et CIfA respectivement, et un domaine d’ancrage
a la paroi LPXTG. A la difféerence de Fbl, CIfA posséde un site de clivage par une
métalloprotéase (SLAAVA) entre les motifs N1 et N2. Les pourcentages d’homologie des
motifs N1, N2 et N3 entre les deux protéines sont représentés sous les fleches.
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adhésine est traduite, le signal d’adressage en position N-terminale permet sa
translocation du cytoplasme vers la paroi via le systéeme sec. Ce signal est ensuite
clivé par une peptidase alors qu'une protéine de type sortase A va permettre
I'attachement de la protéine a la paroi (Figure 5)%. En effet, la sortase A permet de
cliver la liaison entre la Thréonine et la Glycine du motif LPXTG et catalyse une
réaction de transpeptidation qui permet I'ancrage de la protéine a la paroi

bactérienne®®.

Chez S. lugdunensis, cette capacité d’adhésion est imputée a ce jour a une
protéine de liaison au fibrinogéne (Fbl)¢57 et une protéine de liaison au facteur von
Willebrand (vWhl)8869,

1.3.1.1. La protéine de liaison au fibrinogéne, Fbl

La Fibrinogen binding protein, Fbl, est une protéine appartenant a la famille des
MSCRAMM. Elle est codée par le géne fbl, retrouvé chez toutes les souches de
S. lugdunensis® et utilisé comme marqueur spécifique d’identification de I'espéce par
Polymerase Chain Reaction (PCR)'°,

La protéine Fbl est composée de 881 acides aminés (aa) et présente une
homologie de 58% avec le Clumping factor A (CIfA), un important facteur de virulence
de S. aureus, responsable de la liaison au fibrinogéne et aux plaquettes’®. Une
organisation similaire a été décrite entre les protéines Fbl et CIfA (Figure 6)°.
Les domaines de liaison de la protéine Fbl présentent une identité protéique partielle ;
60% d’identité pour les motifs N2 et N3 mais seulement 19% pour le motif N1.

Les domaines R des genes clfA et bl contient de nombreux motifs répétés de 18
paires de bases (pb) codant un hexapeptide de type SD (Sérine — Acide aspartique)
et SDSDSA (Sérine — Acide aspartique ... — Alanine) respectivement®. Ces motifs de
18 pb sont présents en nombre variable. L’équipe de Hartford et al.”' a montré que la
capacité d’'une souche de S. aureus a adhérer a du fibrinogene immobilisé est
proportionnelle a la longueur du domaine R du gene clfA. En d’autres termes, plus le
nombre de motifs répétés est important, plus l'adhésion au fibrinogéne est

importante*.
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Le clonage du géne fbl chez une espéce incapable de lier le fibrinogéne,
Lactococcus lactis, a montré I'implication de Fbl dans la liaison au fibrinogéne soluble
et immobilisé®. Ces travaux ont aussi montré I'inhibition de la liaison de L. /actis au
fibrinogéne en présence d’anticorps (Ac) anti-Fbl. De méme, les Ac anti-Fbl inhibent
I'adhésion médiée par CIfA, confirmant la trés forte homologie des deux protéines®®.

Plus récemment, d’autres travaux ont confirmé ces résultats par la construction
de mutants de délétion du géne fbl chez trois souches de S. lugdunensis ; la délétion
entraine une abolition totale de 'adhérence des souches au fibrinogéne immobilisé ou
soluble et une restauration est observée aprés complémentation du géne fb/™2.
L’ensemble de ces résultats suggére que la liaison au fibrinogéne est uniquement

meédiée par Fbl.

Ainsi, Fbl est la protéine majeure de liaison au fibrinogéne et constitue a ce titre
un facteur de virulence primordial de cette espéce, seul SCN a ce jour a exprimer une
protéine homologue de CIfA. Toutefois, méme si le géne fbl est présent chez toutes
les souches de S. lugdunensis, une étude de Marlinghaus et al.”> a montré que sur
une collection de 104 souches, seulement 13% liaient fortement le fibrinogene, 14%
modérément et 73% ne le liaient pas. Ces résultats soulévent des questions quant a
I'expression du géne, la production et la putative maturation de la protéine mais aussi
la possible production d’une capsule chez certaines souches, qui masquerait ainsi
I'accessibilité du fibrinogéne a cette protéine de liaison.

1.3.1.2. La protéine de liaison au facteur von Willebrand, vWbl

Le facteur von Willebrand (vWf) est une glycoprotéine plasmatique jouant un réle
primordial dans I'hémostase primaire. Cette protéine est synthétisée par les cellules
endothéliales et les mégacaryocytes puis stockée par les granules alpha plaquettaires.
En cas de lésion vasculaire, le vIWf se lie au collagéne de la paroi vasculaire l1ésée par
I'intermédiaire des thrombocytes pour faciliter 'adhésion et 'agrégation plaquettaire.
Par ailleurs, il permet également le transport du facteur VIl et assure son activité

coagulante®®.
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Figure 7 : Représentation schématique de la protéine vWbl de S. lugdunensis®.

Depuis la région N-terminale, la protéine est successivement composée d’un peptide signal
(S), d’'une région non-répétée comportant le motif RGD de liaison aux intégrines (A), d’'un
domaine de 10 séquences répétées (R) et d’'un domaine d’ancrage a la paroi LPXTG (W).
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Figure 8 : Adhésion de S. lugdunensis a I'’endothélium vasculaire médiée in
vitro et in vivo par le vVWf%,

A, Visualisation par immunofluorescence de la liaison directe de S. lugdunensis (vert) au vVWf
(rouge) dans du plasma humain dans une chambre de micro-circulation.

B, Modele murin de perfusion veineuse mésentérique. Apres activation de I'endothélium
vasculaire, un inoculum de 3.10” UFC de S. lugdunensis couplé a un fluorophore a été
administré via un cathéter veineux jugulaire. L’adhésion de S. lugdunensis a I'endothélium
vasculaire n’a été visualisée qu’aprés son activation ; elle est nulle pour les souris dépourvues
de VWf (vwf"). Les valeurs de significativité statistique **P < 0,01 et ***P < 0,001 ont été
obtenues avec le test Mann—Whitney.
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L’un des facteurs de virulence de S. lugdunensis est capable de se lier au VW8,
Il s’agit de la protéine vWblI, codée par le géne vwbl, appartenant elle aussi a la famille
des MSCRAMM. Cette adhésine est composée de 2060 aa et comporte tous les
domaines fonctionnels permettant d’assurer sa fonction (peptide signal et motif
d’ancrage a la paroi). Elle comporte surtout en position C-terminale un domaine de dix
séquences répétées de taille variable permettant I'attachement au vWf via une
séquence de liaison de 24 aa®® (Figure 7). Il est a noter, en position N-terminale, un
motif RGD (Arginine-Glycine-Asparagine), motif retrouvé chez les protéines capables

de se lier aux intégrines28,

Le réle de I'adhésion de S. lugdunensis au VWf dans les étapes initiales du
développement des El a récemment été démontré®®. En effet, les travaux de
Liesenborghs et al.® ont démontré la co-localisation de S. lugdunensis et de vVWf par
immuno-marquage dans un modele de chambre de micro-circulation sanguine. lls ont
aussi montré que I'adhésion de S. lugdunensis a I'endothélium vasculaire activé est
en partie médiée par le vWf dans un modele murin de perfusion veineuse
meésentérique. Le réle de vWbl a finalement été confirmé dans un modéle murin
d’endocardite puisque l'adhésion de S. lugdunensis a la valve aortique était

significativement réduite en absence de vWf®° (Figure 8).

De facon intéressante, il a été mis en évidence que seuls S. aureus et
S. lugdunensis possedent la capacité dadhésion au vWf, confirmant que
S. lugdunensis serait le seul SCN a posséder une protéine possédant une telle
fonction. Ainsi, la protéine vWbl jouerait un role critique dans I'attachement aux Iésions
endothéliales vasculaires de 'endocarde et pourrait contribuer au développement des
végetations et a la pathogenése des endocardites infectieuses a S. lugdunensis.

1.3.1.3. Les protéines de surface putatives Sls

L’analyse du génome complet de la souche N920143 séquencée par
Heilbronner et al.”® a permis l'identification de sept génes codant des S. lugdunensis
surface proteins (Sls) putatives. L'analyse in silico a montré que ces protéines
possedent des domaines conservés relatifs a une fonction d’adhésion, a savoir un

peptide signal et un motif d’ancrage a la paroi. Les sept protéines, SIsA a G, ont un
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Figure 9 : Représentation schématique des protéines SiIsA a G potentiellement
ancrées a la paroi bactérienne’s.

Les domaines prédits sont indiqués dans des carrés grisés. Sont représentés, le peptide
signal (S), les domaines répétés structurellement proches d’'une immunoglobuline, le domaine
de liaison au fibrinogéne (N1, N2 et N3), les domaines B similaires a 'adhésine Cna (CnaB),
le domaine de liaison au N-acétylglucosamine (G5), le domaine de liaison a I'albumine (GA),
le domaine de liaison aux mucines (MucBP), les domaines de protection contre la réponse
immunitaire de I'héte (Rib) et le domaine d’ancrage a la paroi (LPXTG).
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poids moléculaire compris entre 20,8 et 380 kilodaltons (kDa) (Figure 9). Parmi elles,
cing présentent une organisation particuliere et des motifs putatifs de liaison aux

facteurs de I'héte :

- La protéine SIsA de 1930 aa (207 kDa) comprend 12 domaines répétés non
identiques, structurellement proches d’'une immunoglobuline G, et localisés entre

la région N-terminale et le motif LPXTG.

- La protéine SIsD de 1137 aa (176 kDA) présente en position N-terminale des
motifs N1, N2 et N3 de structure similaire au domaine de liaison au fibrinogéne
de I'adhésine SdrG de S. epidermidis™. Du c6té C-terminal, sont présents deux
domaines répétés similaires aux domaines B de I'adhésine Cna permettant la
liaison de S. aureus au collagéne. Toutefois, il a été identifie une mutation non-
sens (codon stop) en position C-terminale en amont du motif LPXTG, rendant

son ancrage a la paroi bactérienne incertain.

- La protéine SISE de 3459 aa (364 kDa) comporte en position N-terminale un
domaine G5 de liaison au N-acétylglucosamine, retrouvé dans les protéines
SasG et Aap qui sont impliquées dans la formation de biofilm de S. aureus et
S. epidermidis respectivement®3. Ce domaine est suivi de 46 séquences répétées
d'un motif de 31 aa. Cependant, un décalage du cadre de lecture (FS:
Frameshift) est localisé en position C-terminale, rendant son expression

incertaine.

- La protéine SIsF de 659 aa (73kDa) comporte un domaine GA de liaison putatif
a lalbumine présentant une organisation similaire a celui de [I'espéce

Peptostreptococcus magnus’.

- La protéine SIsG de 2032 aa (220 kDa) présente un motif MucBP de liaison aux
mucines (protéines du mucus) et plusieurs motifs répétés Rib, retrouvés dans
des protéines de surface du streptocoque du groupe B. Ces motifs pourraient

étre impliqués dans la protection contre la réponse immunitaire de I'h6te’®.

Ces MSCRAMM putatives sont particulierement intéressantes car elles peuvent
possiblement jouer un réle dans I'adhésion aux tissus épithéliaux de I'hnéte, dans
I'échappement au systéme immunitaire et dans la formation de biofilm”3. A ce jour,

aucune équipe n’a caractérisé la fonction de ces protéines, certainement du fait de
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Figure 10 : Représentation schématique de la structure des autolysines de
type Atl au sein du genre Staphylococcus™.

Les autolysines de type Atl comportent deux domaines catalytiques : un domaine de type
N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase (AM) et un domaine de type glucosamidase
N-acétylglucosaminidase (GL). Les domaines a activité enzymatique sont séparés par des
séquences répétées R1, R2 et R3 comportant des motifs GW (Glycine — Tryptophane). Les
autolysines comportent également en position N-terminale d’un peptide signal (SP) suivi d’'un
propeptide (PP).
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Figure 11 : (A) Comparaison de la capacité de la souche parentale de
S. lugdunensis DSM4804 et de son mutant DSM4804Aat/L a former du biofilm.
(B) Virulence comparée de ces deux souches dans un modéle d’infection du
nématode Caenorhabditis elegans®'.

A, Capacité des souches a former du biofilm aprés 24h d’incubation en microplaque.

B, Survie du nématode C. elegans apres 3h, 5h, 24h et 48h d’infection avec la souche
sauvage en gris et la souche mutée en noir. La valeur de significativité statistique *P < 0,001
a été obtenue avec le test Mann—Whitney.
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leur taille importante, de la difficulté de transformation de S. lugdunensis, mais aussi

des possibles phénoménes de compensation entre elles chez un mutant de délétion.

1.3.1.4. L’autolysine AtIL

Les autolysines ou hydrolases du peptidoglycane (HPG) assurent des fonctions
physiologiques essentielles au sein de la cellule bactérienne. Elles sont notamment
impliquées dans la croissance cellulaire, le turnover du peptidoglycane et le processus
de septation cellulaire’”. La plupart des HPG sont composées de deux régions, I'une
possédant 'activité enzymatique et I'autre un domaine de liaison a la paroi de fagon
non covalente. Toutefois, parmi les HPG, sont décrites les autolysines bifonctionnelles
de type °“Atl°, comportant deux domaines catalytiques. Au sein du genre
Staphylococcus, les autolysines “Atl” présentent une structure similaire, avec de la
région N-terminale a la région C-terminale : un peptide signal (SP), un propeptide (PP),
un domaine catalytique de type amidase (N-acétylmuramoyl-L-alanine amidase [AM]),
des séquences répétées possédant des motifs GW (Glycine — Tryptophane) (R), et un
domaine catalytique de type glucosamidase (N-acétylglucosaminidase [GL])"®7°
(Figure 10).

Chez S. lugdunensis, une autolysine bifonctionnelle, nommée AtIL, a été décrite
en 2009 par Bourgeois et al.8 Par la suite, I'implication d’AtlL dans la virulence a été
montré grace a la délétion du géne codant cette autolysine’®®'. La délétion affecte la
capacité de la souche mutée a former du biofilm”®8" ainsi que sa virulence dans un
modéle d’infection du nématode Caenorhabditis elegans (Figure 11)%. Par ailleurs,
AtlL est également impliquée dans la liaison a la fibronectine, la vitronectine et au
fibrinogéne, mais aussi dans les processus d’adhésion et d’internalisation de
S. lugdunensis par les endothéliales EA.hy9267°.

Ainsi, en plus de ses réles physiologiques essentiels a la bactérie, AtlL joue un
réle significatif dans les processus d’adhérence, d’internalisation cellulaire et de
formation de biofilm.
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Figure 12 : Pathogenése des infections sur cathéter et facteurs influengant la

Le processus de formation de biofilm a la surface d’un cathéter intravasculaire est représenté
en quatre étapes. Apres I'attachement initial, les bactéries s’accumulent a la surface du
cathéter et le biofilm se développe par des processus d’adhésion intercellulaire médiée par
des exopolymeéres polysaccharidiques, des protéines et de I’ADN extracellulaire. Une fois le
biofilm mature, des bactéries peuvent se détacher et gagner la circulation sanguine pour

formation de biofilm3°.

coloniser de nouvelles surfaces et entrainer des complications emboliques.
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1.3.2. La formation de biofilm

Le biofilm est une communauté structurée de cellules bactériennes englobées
dans une matrice hétérogene et adhérente. Cette architecture bactérienne confére
généralement une moindre sensibilité aux antibiotiques et peut étre a I'origine d’échecs

thérapeutiques, car ces derniers diffusent peu ou mal dans cette matrice®?.

Le développement d’'un biofilm est un processus complexe et multifactoriel qui

peut étre divisé en trois étapes® (Figure 12) :
- L’adhésion initiale
- L’accumulation et la maturation du biofilm

- Le détachement et la dispersion du biofilm

1.3.2.1. L’adhésion initiale

L’adhésion initiale est la premiere étape de la formation du biofilm. Elle
commence par un attachement “réversible” puis ‘irréversible” des cellules
bactériennes a une surface biotique ou abiotique telle que les dispositifs médicaux.
Cette étape d’adhésion est le produit de liaisons physico-chimiques faibles remplacées
par des liaisons médiées par les composants de la surface bactérienne telles que les
MSCRAMM ou les autolysines. Ces protéines jouent un réle prépondérant dans la

colonisation qui constitue la premiére étape du processus infectieux3063,

1.3.2.2. La maturation du biofilm

Une fois solidement attaché a une surface, le biofilm va se développer lors d’'une
phase de maturation. Cette phase est caractérisée par une adhésion intercellulaire via
la production d’'une matrice composée de plusieurs éléments. Chez S. aureus, le
composé majeur de cette matrice est un exopolymére polysaccharadique nommeé
polysaccharide intercellular adhesin (PIA), mais des acides teichoiques, de I'Acide
DésoxyriboNucléotidique (ADN) extracellulaire (ADNe) et des protéines de surface
peuvent également la composer®3. Tous ces composants permettent une structuration

du biofilm et une architecture en trois dimensions. Toutefois, I'absence du locus ica
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Figure 13 : Voie de synthése du polysaccharide intercellular adhesin (PIA) par
le locus ica®.

Le locus ica est impliqué dans la synthése du PIA. Les protéines IcaA et IcaD sont des
N-acétylglucosamine transférases qui catalysent la formation de longues chaines de
monomeéres de N-acétylglucosamine. L’élongation et 'export du PIA sont sous la dépendance
de la protéine membranaire IcaC jusqu’a sa N-désacétylation par la protéine IcaB qui introduit
les charges positives primordiales pour 'adhésion du PIA a la surface bactérienne.
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chez certaines especes de staphylocoques ou chez certaines souches de S. aureus

et de S. epidermidis ne signifient pas qu’elles ne peuvent pas former de biofilm&+85,

Ainsi, il existe deux types de maturation du biofilm : 'adhésion PIA-dépendante
et 'adhésion PlA-indépendante.

L’adhésion PIA-dépendan

Chez S. aureus et S. epidermidis, le PIA est également connu sous le nom de
poly-N-acétylglucosamine. Le PIA est le principal composant de la matrice des biofilms
des staphylocoques qui donne I'aspect du “’slime”8. Il porte une charge positive nette
qui favorise les interactions avec les acides téichoiques chargés négativement a la
surface des bactéries et permet ainsi les interactions électrostatiques avec les cellules

bactériennes et donc la maturation du biofilm®’.

Chez les staphylocoques, le locus ica (pour intercellular adhesion) est composé
de quatre génes, icaA, icaB, icaC, icaD, et d'un régulateur transcriptionnel, icaR. Ce
locus est impliqué dans la synthése du PIA. Les protéines IcaA et IcaD sont des
N-acétylglucosamine transférases qui catalysent la formation de longues chaines de
monoméres de N-acétylglucosamine. L’élongation et I'export du PIA sont sous la
dépendance de la protéine membranaire IcaC jusqu'a sa N-désacétylation par la
protéine lcaB qui introduit les charges positives primordiales pour I'adhésion du PIA a
la surface bactérienne®® (Figure 13).

L’adhésion PIA-indépendant

La formation du biofilm peut également ne pas dépendre du PIA. Dans ce cas, la
formation de biofilm et les interactions entre les bactéries peuvent étre médiées par
des protéines de surface. Chez S. aureus et S. epidermidis, des protéines ont été
identifiées dans la matrice qui compose le biofiim en plus des MSCRAMM déja
impliquées dans le processus d’adhésion initiale®.

26






Staphylococcus lugdunensis

Chez S. aureus, a partir de souches trés adhérentes et fortement productrices
de biofilm, a été identifiée la Biofilm Associated Protein (Bap)®. Cette protéine est
impliquée dans la formation de biofilm et dans I'adhésion intercellulaire. En outre, la
protéine Bap est capable d’interagir avec le PIA lorsqu’il compose le biofilm.
Cependant, en absence de ce composé, la protéine Bap a elle seule peut induire la
formation de biofilm®. Par ailleurs, il a été démontré chez S. aureus que la protéine A
ou encore les protéines FnbpA et FnbpB de liaison a la fibronectine influeraient sur la
formation de biofilm. En effet, O’Neil et al.8° ont montré qu’'un mutant du géne bap ou
un double mutant des génes fnbpA et fnbpB étaient incapables de former du biofilm.

Chez S. epidermidis, une protéine homologue de la protéine Bap a été identifiée,
la Bap homolog protein (Bhp)®, jouant le méme réle que chez S. aureus. Une protéine
a eégalement été identifiee dans le biofilm de S. epidermidis, nommée Accumulation-
associated protein (Aap) jouant un role important dans les biofilms PIA-indépendant®®.
Dans ces biofilms, la protéine Aap contribuerait a la fois a I'étape d’adhésion initiale
mais aussi a la phase de maturation en créant des liens entre les cellules bactériennes

par la formation de “fibres” a leur surface®88,

Enfin TADNe généré par la lyse bactérienne agit comme une “glue” dans le

biofilm grace a sa charge négative et contribue ainsi a sa structuration®.

1.3.2.3. Le détachement du biofilm et la dispersion du biofilm

Le détachement du biofilm va permettre la dissémination des bactéries dans
I'organisme de I'héte et la colonisation de nouvelles surfaces. Cette dissémination peut
étre la résultante de forces meécaniques comme le flux sanguin ou l'action de
protéases, de glycosyl hydrolases, de phenol-soluble modulins (PSM) et de nucléases
qui dégradent la matrice du biofilm. Cette dispersion peut conduire a des complications
emboliques de l'infection® (Figure 12).

Tout ce processus d’adhésion et de formation de biofilm est sous le contrdle de
mécanismes de communications entre les bactéries appelés “quorum sensing” sous
le controle du régulateur global de la virulence agr (accessory gene regulator)®®
(cf paragraphe 1.4).
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Figure 14 : Evaluation de la matrice extracellulaire du biofilm de
S. lugdunensis et S. epidermidis par microscopie confocale a balayage laser®'.

A/B, Visualisation de la présence ou de I'absence de polysaccharide intercellular adhesin
(PIA) dans la matrice du biofilm de S. epidermidis RP62A (A) et de S. lugdunensis IDRL-2640
(B). Le PIA est coloré en vert et les cellules en rouge par des marqueurs fluorescents. De
larges structures de PIA sont visibles dans le biofilm de S. epidermidis mais pas dans celui
de S. lugdunensis.

C/D, Détection de protéines extracellulaires dans le biofilm de S. epidermidis RP62A (C) et
de S. lugdunensis IDRL-2640 (D). Le marquage SYPRO Ruby permet la coloration des
protéines en rouge et le marquage Syto-9, celle des bactéries en vert. La quantité de protéines
est significativement plus importante pour le biofim de S. lugdunensis que celui de
S. epidermidis.
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Figure 15 : Comparaison de I’organisation génétique du locus ica de
S. lugdunensis, S. aureus, S. epidermidis et S. caprae®'.

Une région chromosomique de 7,6 kb englobant les génes icaADBC de S. lugdunensis a été
séquencée a partir des isolats IDRL-2414 et IDRL-2664. Un géne codant une glycosyl
hydrolase putative de 344 acides aminés (ORF) a été identifié a la position ou le géne icaR
est présent chez les autres espéces de staphylocoques. Les pourcentages d’identité
protéique entre les protéines Ica de S. lugdunensis et celles des autres staphylocoques sont
indiquées sous les fleches.
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1.3.2.4. Le biofilm de S. lugdunensis

Frank et al.®' ont étudié la matrice du biofilm de S. lugdunensis et montré sa
nature essentiellement protéique. En effet, via des traitements par la protéinase K, la
matrice du biofilm a été déstabilisée. La composition du biofilm de S. lugdunensis a
également été confirmée par une étude de microscopie confocale ou le marquage

SYPRO Ruby a révélé une importante quantité de protéines (Figure 14)°',

De maniere surprenante, il existe chez S. lugdunensis un homologue du locus
ica partageant une identité protéique de 29 a 61% avec celui de S. aureus et de
S. epidermidis (Figure 15)°'. Cependant, il ne semble pas étre exprimé par
S. lugdunensis puisque son biofilm est PIA-indépendant. A ce jour, les protéines qui le
composent n’ont toujours pas été identifiées.

En 2015, Rajendran et al.%? se sont intéressés aux génes impliqués dans la
formation de biofilm. Pour ce faire, une banque de mutants de S. lugdunensis a été
créée par insertion aléatoire d’un transposon (Tn917) dans le génome®2. Parmi les
5000 mutants d’insertion obtenus, un seul présentait une capacité réduite a former du
biofilm. Le séquengage du site d’insertion du transposon a alors permis d’observer que
le transposon était inséré dans le géne comEB, impliqué dans la compétence
bactérienne. Par ailleurs, la matrice du biofilm de la souche mutante comportait une
quantité inférieure d’ADNe par rapport a la souche sauvage, non expliquée par une
diminution de I'expression des genes d’autolysines, ni par une diminution de la viabilité
cellulaire ou par une diminution de l'activité autolytique. Ainsi, le géne comEB serait
impliqué dans la formation de biofilm via un mécanisme de libération d’ADN

indépendant de la lyse bactérienne®.

La capacité a produire du biofilm ne semble pas étre une caractéristique
“obligatoire” de cette espece. Une étude évaluant la capacité de 38 souches (22
souches isolées d’'IPTM, neuf d’infections profondes et sept d’infections sur matériel)
a produire du biofilm en microplaque a montré que seulement 36,8% des souches
produisaient du biofilm®3. De plus, cette capacité variait en fonction du type d’infection
puisque 57,1% des souches responsables d’infections sur matériel produisaient du
biofilm contre 36,4 et 22,2% des souches responsables d’'IPTM et d’infections

profondes, respectivement®. Une étude récente sur la capacité de former du biofilm
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Figure 16 : Activité hémolytique synergique de S. lugdunensis par CAMP-test?.

Strie verticale de la souche RN4220 de S. aureus et stries perpendiculaires des souches de
S. lugdunensis IDRL-5258 (a gauche) et IDRL24-14 (a droite).
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par BioFilm Ring Test® a montré que 71,4% des 28 souches responsables d'lOA
etudiées étaient capables de former du biofilm en moins de deux heures et que 100%
I'étaient aprés quatre heures d’incubation®.

La capacité de S. lugdunensis a former du biofilm peut donc étre considérée
comme un réel facteur de virulence, en particulier dans les infections sur matériel®%+.

Les facteurs impliqués a ce jour sont AtlL, ComEB et IsdC (cf paragraphe 1.3.4).

1.3.3. Les hémolysines ou toxines cytolytiques

Au sein du genre Staphylococcus, S. aureus est le seul qui est capable de
produire de nombreuses toxines endommageant les membranes des cellules de I'h6te
via la formation de pores conduisant a la lyse des cellules. Parmi ces toxines, figurent
les hémolysines qui induisent la lyse des érythrocytes. Il a été décrit chez
S. aureus, plusieurs protéines, comme les a-, [3- et 9-hémolysines ou encore les PSM,
conférant a cette espéce une activité hémolytique®.

Aucun géne codant une a-, 3- et 9-hémolysine n’a été identifié au sein du génome
de S. lugdunensis®. Toutefois, une activité hémolytique agissant en synergie avec une
R-hémolysine exogéne a été mise en évidence chez S. lugdunensis et peut étre
révélée par un CAMP-test?. Ce dernier consiste a réaliser, sur une gélose au sang de
mouton, une strie centrale avec une bactérie productrice d’une B-hémolysine exogéne
(S. aureus par exemple) et a inoculer les souches a tester sous forme de stries

perpendiculaires? (Figure 16).

Cette activité hémolytique synergique a été observée pour une majorité de
souches de S. lugdunensis, 95% dans une premiére étude® et 77% dans une
seconde®. Cette activité est due a la présence d’une d-hémolysine codée par I'opéron
Staphylococcus Ilugdunensis Synergetic Hemolysin (slush). Ce locus slush est
composé de trois génes, slush-A, slush-B et slush-C, responsables de la synthése de
trois peptides a I'activité o-toxin-like®.

Il existe une forte homologie de séquence entre les peptides SLUSH et les
peptides de type PSM de plusieurs especes de staphylocoques. En effet,

Rautenberg et al.'® ont montré une importante similarit¢ en terme de taille, de
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séquence et de charge de ces peptides avec les PSM de type B de S. aureus et
S. epidermidis. Ceci suggére que les peptides SLUSH appartiendraient a la famille des
PSM de type R et seraient sous le contrdle du locus agr'®.

Il a aussi été décrit chez S. lugdunensis un géne partageant une identité de 85%
avec le géne hib de S. aureus, codant une R-hémolysine’®. Ce géne pourrait coder
chez S. lugdunensis une protéine a activité putative de sphingomyélinase,
responsable de la lyse de la sphingomyéline, composant majeur de la membrane des
érythrocytes''. Ce géne est fortement prévalent puisqu’il a été retrouvé chez 97% des
58 souches analysées par Szabados et al.8.

1.3.4. Le locus isd, systeme d’acquisition du fer

La survie bactérienne est fonction de la capacité des bactéries a résister au
systéme immunitaire de I'héte, mais elle repose aussi sur leur capacité a s’adapter et
a ajuster leur métabolisme afin de se développer et de répondre a leur environnement
immeédiat. Cette aptitude a survivre et s’adapter est rendue possible par la présence
de facteurs de fitness, dont plusieurs concourent a I'acquisition du fer. En effet, le fer
est un élément essentiel a la croissance des bactéries et pas seulement chez les

staphylocoques'®?.

Il existe chez les staphylocoques plusieurs systémes de capture du fer. Parmi
ceux-ci figure celui codé par le locus Iron-regulated Surface Determinant (isd). C’est
le seul systeme de capture du fer a ce jour identifié chez S. lugdunensis, qui est
d’ailleurs le seul SCN a le posséder’s.

Initialement décrit chez S. aureus, ce locus, composé de 10 génes, code un
ensemble de protéines permettant la libération du fer de ’lhémoglobine et son transport
jusque dans le cytoplasme de la bactérie’® (Figure 17). Parmi elles, les protéines
IsdA, IsdB, IsdC et IsdH ancrées a la paroi via un motif LPXTG ou NPQXN/P. Les
protéines de surface IsdB et IsdH permettent I'extraction et la liaison de 'hémoglobine
grace a des domaines protéiques particuliers appelés NEAT (pour NEAr iron
Transporter). L’héme va ensuite étre transféré aux protéines IsdA et IsdC pour son
internalisation via les transporteurs membranaires IsdD, IsdE et IsdF. Enfin, les
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Figure 18 : Comparaison du locus isd de S. aureus et de S. lugdunensis™.

Les motifs NEAT sont représentés par des rectangles grisés. Les génes orthologues sont
reliés par un trait noir et le pourcentage d’identité des protéines codées par ces génes est
de : I1sdB 36,8% ; IsdC 57,6% ; IsdE, 74,7% ; IsdF, 57,7% ; SrtB, 58,2% ; I1sdG, 68,2%. Les
motifs d’ancrage a la paroi LPXTG et NPQXN sont indiqués par des fléches. Les génes isdH
et isdl de S. aureus sont situés hors du locus isd, comme suggéré par des ronds noirs.
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mono-oxygénases cytoplasmiques IsdG et Isdl vont cliver le noyau porphyrine de

I'néme pour libérer le fer ferreux (Fe?*) a des fins métaboliques'®.

Méme si le locus isd de S. aureus présente une organisation similaire et un fort
pourcentage d’identité (de 36,8% a 74,4% selon les protéines) avec celui de
S. lugdunensis, il existe quelques différences’ % (Figure 18) :

- Un nombre de génes différents selon I'espece. Le locus isd de S. lugdunensis
comprend trois genes supplémentaires codant des transporteurs

ATP-Binding Cassette, totalement absents du locus isd de S. aureus

- La présence de seulement deux protéines ancrées a la paroi via un domaine
LPXTG chez S. lugdunensis (1sdB et IsdJ) contre trois chez S. aureus (IsdA, IsdB
et IsdH). Ces protéines, toutes composées de domaines NEAT, sont ancrées au
peptidoglycane par l'intermédiaire de la sortase A19%196,

- Le géneisdD, absent chez S. lugdunensis, est remplacé par le géne isdK, codant
une protéine comprenant un domaine NEAT.

- La présence du géne isdP codant [lautolysine IsdP  chez
S. lugdunensis'®, a la place de celui codant la mono-oxygénase Isdl.

- Enfin, la localisation de ce locus au sein des génomes de S. aureus et
S. lugdunensis est différente, suggérant une acquisition indépendante du /ocus
par ces deux especes. En effet, celui de la souche de S. aureus MRSA252 est
localisé au centre du chromosome, alors que celui de S. lugdunensis est proche
de l'origine de réplication’s.

S. lugdunensis posséde ainsi des facteurs facilitant sa survie et son
développement dans les tissus de I'hote. Méme si le réle de ce systéme de capture du
fer dans la pathogénicité des infections a S. lugdunensis reste a démontrer, sa
capacité a dégrader les molécules d’héme pourrait étre un facteur permettant la
colonisation et l'invasion des tissus cardiaques. En effet, la souche de S. aureus
Newman dont les génes codant les mono-oxygénases IsdG et Isdl ont été inactivés,
présente une virulence moindre par rapport a la souche sauvage dans un modele
murin de formation d’abcés systémiques. En effet, une réduction significative de la

formation d’abces cardiaques et rénaux a été observée chez les souris infectées par

31



Iron poor

Stem Pentaglycine
GlcNAc Mur2Ac § peptide crossbridge

Figure 19 : Modéle de contribution de I'autolysine IsdP a I’acquisition de
I’héme chez S. lugdunensis'®.

Dans des conditions restreintes en fer, IsdP est exprimée et remodeéle la paroi en clivant les
ponts pentaglycines permettant I'attachement de la protéine IsdC au peptidoglycane (en bleu)
via la sortase B. Une sous-population de protéines IsdC (en vert) est également présentée a
la surface de la bactérie. L’action coordonnée de l'autolysine et de la sortase permet de
saturer la paroi avec de nombreuses protéines IsdC, de sorte que la protéine IsdC exposée
en surface puisse lier 'héme extracellulaire et 'acheminer de la paroi a la membrane
plasmique. Dans des conditions riches en fer, les génes isdC et isdP ne sont pas transcrits.
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la souche mutante, avec une diminution de la charge bactérienne de deux unités

logarithmiques au niveau cardiaque et d’'une unité logarithmique au niveau rénal'%’.

Il a également été montré I'implication de ce locus, et notamment de la protéine
IsdC dans la formation de biofiim dans des conditions limitantes en fer chez
S. lugdunensis'®®. La protéine IsdC est liée a la paroi, non-exposée a la surface, mais
confinée au sein du peptidoglycane afin d’assurer la fonction de transfert de 'héme
jusqu’a la membrane bactérienne'®. Ce confinement dans le peptidoglycane est rendu
possible par une sortase B, codée par le gene srtB, présent au sein du locus isd. Dans
le cas de la délétion complete du locus isd, de la délétion seule du géne isdC ou du
gene srtB, il n'est plus possible pour une souche mutante de S. lugdunensis de former

du biofilm198,

Farrand et al.'® ont proposé un modeéle décrivant la contribution des protéines
IsdC et IsdP dans l'acquisition du fer. Ainsi, l'autolysine IsdP, de par son rdle
physiologique dans I'hydrolyse du peptidoglycane, faciliterait le processus de liaison
et de positionnement de la protéine IsdC a la paroi via la sortase B dans des conditions
limitantes en fer. En accord avec cette hypothése, il a été montré que les génes isdC
et isdP étaient surexprimés dans ces conditions (Figure 19)'%. Ainsi, I'autolysine IsdP
joue un réle dans la réorganisation de la paroi bactérienne pour I'acquisition de

I'hémoglobine et I'absorption de fer durant I'infection%°.

1.3.5. La lugdunine

En 2016, les travaux de Zipperer et al'® ont consisté a étudier I'activité
anti-S. aureus d’'une collection de 87 souches de staphylocoques, isolées a partir des
fosses nasales. Parmi les 87 isolats, seule la souche de S. lugdunensis IVK28 inhibait
la croissance de S. aureus USA300, et ce uniquement en milieu gélosé dans des

conditions limitantes en fer.

L’analyse du surnageant de culture de la souche IVK28 a permis d’identifier une
molécule antibiotique codée par le locus lug, composé de quatre génes : lugA, lugB,
lugC et lugD, organisés en une structure opéronique. Cet opéron pourrait étre sous le
contréle d’un régulateur de la famille TetR appelé lugR. Le locus a été retrouvé chez

toutes les souches de S. lugdunensis testées (n = 17) et exclusivement chez
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Figure 20 : Evaluation de I’activité anti-microbienne de la lugdunine vis-a-vis
de S. aureus'®.

Des géloses de milieu minimum ont été inoculées avec la souche de S. aureus USA300 et
avec des cultures de nuit des souches de S. lugdunensis IVK28 sauvage (wild type), mutante
(IVK28AlugD) et complémentée (IVK28AlugD::pRB474-lugD). Les géloses ont ensuite été
incubées 24 heures a 37°C avant 'observation d’'un diameétre d’inhibition de la croissance de
S. aureus
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S. lugdunensis, suggérant un marqueur spécifique de I'espéce’®. Le faible
pourcentage de GC (GC%) de l'opéron lug (26,9%) comparativement au 33,8 GC%
du génome de S. lugdunensis, suggere une potentielle acquisition par transfert

horizontal%°.

Des travaux de mutagénése dirigée ont été effectués chez la souche de
S. lugdunensis IVK28 afin de déléter le géne lugD. La souche mutée ne présentait plus
aucune activité anti-microbienne vis-a-vis de la souche de S. aureus USA300
comparativement a la souche sauvage, mais le phénotype a été restauré par

complémentation avec un géne porteur d’une copie du géne lugD'® (Figure 20).

La lugdunine est composée d’un peptide cyclique de cinq aa et d’'un hétérocycle
thiazolidine ayant une activité anti-microbienne envers les bactéries a Gram positif.
Cette molécule a une activité bactéricide envers les bactéries difficiles a traiter comme
les souches de S. aureus résistantes a la méticilline (SARM) ou les souches de
S. aureus de sensibilité intermédiaire aux glycopeptides'®. Ainsi, les différences en
termes de niches privilégiées de portage de S. aureus et de S. lugdunensis pourraient

étre expliquées par la production de la lugdunine®°.

1.3.6. Autres facteurs de virulence
1.3.6.1. Résistance au lyzozyme

Le lyzozyme est un composant essentiel du systéme immunitaire inné de I'héte,
lui permettant de se défendre face aux infections bactériennes. Il est le produit de la
lyse du lysosome des cellules granulocytaires et monocytaires. Le lyzozyme a une

activité muramidase qui hydrolyse les chaines glycanes du peptidoglycane.

Chez S. lugdunensis et comme tous les staphylocoques, il a été décrit le géne
oat qui code une O-acétyl transférase responsable d'une O-acétylation du
peptidoglycane''®. Cette modification de I'acide N-acétyl-muramique entraine une
résistance au clivage par le lyzozyme. S. lugdunensis présente la particularité de
résister a de fortes concentrations de lyzozyme, de I'ordre de 400 mg/ml, et peut ainsi

contourner certaines étapes du systéme immunitaire inné'°,
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Figure 21 : Evaluation de la capacité des macrophages a éradiquer les souches
de S. lugdunensis HKU09-01, de S. aureus USA300 et de Micrococcus luteus''3.

Les cultures de macrophages murins RAW 2664.7 (A) et humains M-CSF (B/C) ont été
infectées avec chacune des trois souches. Le nombre de bactéries intracellulaires viables a été
évalué aprés de 1,5 heures et 24 heures (A-C). Ce nombre a aussi été évalué aprés 48 et 72
heures d’infection pour la souche de S. lugdunensis HKU09-01 (C). Les données représentent
le nombre d’UFC/mL moyen de trois expériences indépendantes. Les valeurs de significativité
statistique ont été obtenues avec le test de Student (A/B) et le test de Dunnett (C) avec *P <
0,05, **P < 0,01et ***P < 0,001.
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Figure 22 : Survie comparée de la souche de S. lugdunensis HKU09-01 sauvage
ou délétée du géne oatA dans un modéle murin d’infection systémique’3.

Le nombre de bactéries survivantes dans le foie des souris infectées a été évalué huit heures
aprés l'inoculation de la souche HKU09-01 par voie intraveineuse. La valeur de significativité
statistique ***P < 0,001 a été obtenue par un test de Student.
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Les macrophages participent a la lyse des bactéries par leur capacité de
phagocytose mais aussi par la production de composés oxygéneés reéactifs,
I'acidification du phagosome, l'activation de protéases lysosomales et la lyse du
peptidoglycane grace au lyzozyme''. Il a été montré in vitro et in vivo que S. aureus
est capable de persister et de se répliquer dans les phagolysosomes des

macrophages''2.

Pour explorer les interactions entre les macrophages et S. lugdunensis,
Flannagan et al.'"® ont infecté des cultures de macrophages murins (RAW 264.7) et
humains (M-CSF) avec la souche de S. lugdunensis HKU09-01. Apres 1,5 heures et
24 heures d’infection, un traitement par la gentamicine a été réalisé pour éliminer les
bactéries extracellulaires et ensuite évaluer le nombre de bactéries intracellulaires
viables apres phagocytose. Ainsi, il a été observé que la souche HKU09-01 était
capable de persister jusqu’a 72 heures mais pas de se répliquer dans les
macrophages (Figure 21). Pour conforter ces observations, des macrophages ont
parallelement été infectés par la souche de S. aureus USA300 et une souche de
Micrococcus luteus, connues respectivement pour leur capacité a résister ou non a la
lyse par les macrophages''2. A la différence de S. lugdunensis, la souche de S. aureus
USA300 est capable de survivre dans les macrophages mais aussi de s’y répliquer
puisque le nombre de bactéries observé était nettement supérieur aprés 24 heures
d’'incubation. M. luteus a, lui, été complétement éliminé par les macrophages aprés 24

heures.

Pour compléter ce travail, un mutant délété du géne oat a été construit. La
capacité de la souche mutante, ne présentant plus un peptidoglycane O-acétylé, a
survivre dans les macrophages murins a été évaluée in vitro. Cette analyse a montré
qgu’'aprés 24 heures, il y avait une diminution significative de bactéries intracellulaires
viables de la souche mutante par rapport a la souche parentale. Ce défaut de
persistance intracellulaire de la souche délétée du gene oat signifie que
I'O-acétylation du peptidoglycane jouerait un réle clé dans la résistance a la lyse par

les macrophages.

Le réle du géne oat a été ensuite étudié dans un modéle in vivo d’infection
systémique chez la souris (Figure 22). Des souris ont été infectées par voie

intraveineuse avec la souche sauvage et la souche délétée du géne oat puis un
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dénombrement des bactéries intra-hépatiques huit heures aprés 'inoculation a montré
que la souche sauvage était significativement plus internalisée que la bactérie
mutante, soulignant I'importance de la résistance au lyzozyme dans la survie

bactérienne’3.

By

Ainsi, la capacité des macrophages a limiter la croissance bactérienne
intracellulaire de S. lugdunensis contribue a la lutte du systéme immunitaire contre
I'infection. Néanmoins, lincapacit¢é de ces cellules de I'immunité a éradiquer
complétement les bactéries suggére que S. lugdunensis pourrait persister chez
'Homme, les macrophages jouant le réle de réservoir, a partir duquel les bactéries
pourraient essaimer. Ce réservoir pourrait €galement constituer une protection contre

des facteurs extracellulaires du systéme immunitaire de I'note'3.

1.3.6.2. La lugdulysine

Plus récemment, une activité protéolytique a été identifiee chez 50 des 81
souches isolées dans un contexte d’infection avéré a I'hopital universitaire de
Strasbourg''. La protéine responsable de la protéolyse a été purifiée puis analysée
par nano-chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse. L’analyse de
la séquence peptidique a permis d’identifier une pré-protéine de 37 kDa présentant
une homologie de séquence de 62,4% avec la métalloprotéase Shpl (aussi appelée
hycolysine) de Staphylococcus hyicus. Ainsi, la protéine a activité protéolytique
identifiée chez S. lugdunensis est une métalloprotéase dépendante du zinc, nommeée

lugdulysine.

L’hycolysine de S. hyicus est une métalloprotéase isolée d’'une espéce bien
décrite en médecine vétérinaire, responsable d’infections chez le porc. Le réle des
métalloprotéases dans les pathologies humaines a aussi été décrit. Par exemple, chez
S. aureus, la métalloprotéase nommeée auréolysine est impliquée dans le
développement des IOA en participant au remodelage de la MEC. En effet, il a été
montré dans un modéle d’ostéomyeélite chez la souris que la souche délétée du géne
codant la métalloprotéase induisait une destruction osseuse moindre par rapport a
celle liée a la souche sauvage'“. Il s’agira donc maintenant de démontrer dans un

modeéle animal son implication dans la virulence de S. lugdunensis.
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Figure 23 : Modéle d’activation de la transcription de ’ARNIII du /ocus agr
chez S. aureus'.

Le locus agr code un systéme de quorum sensing auto-activable du promoteur P2 et de la
molécule effectrice, 'ARNIIl. Ce dernier régule I'expression de nombreux facteurs de
virulence sécrétés comme des toxines et inhibe I'expression des protéines de surface. En
outre, la protéine AgrA régule I'expression des phenol soluble modulins et de plusieurs génes
du métabolisme.
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1.4. Le locus agr, systéme de régulation globale de la virulence

Chez S. aureus, I'expression des différents facteurs de virulence est contrélée
par des systémes de régulation qui permettent de coordonner leur expression. |l s’agit
le plus souvent de systémes a deux composants qui contrélent au niveau
transcriptionnel I'expression des facteurs de virulence, en réponse directe a un
stimulus de 'environnement. |l existe chez S. aureus plusieurs systémes de régulation
dont le plus étudié est le locus agr. Ce dernier est décrit comme un systéme de quorum

sensing qui joue un réle de régulateur global de la virulence'5:116,

Le locus agr a tout d’abord été caractérisé chez S. aureus, puis par analogie de
séquence, il a été identifié chez S. lugdunensis'’. Chez S. aureus, le locus agr
comprend deux opérons sous le contréle de deux promoteurs distincts nommeés P2 et
P3, donnant lieu a deux transcrits, I'Acide Ribonucléotidique (ARN) Il et 'ARNIII.
L’ARNII est composé de quatre cadres de lecture (agrA, agrC, agrD, agrB) alors que

I’ARNIII contient le cadre de lecture de la 9-hémolysine (hld)''® (Figure 23).

Lors de la phase exponentielle de croissance bactérienne, le géne agrD code un
peptide auto-inducteur (PAI) qui est maturé et sécrété dans le milieu extérieur via la
protéine transmembranaire AgrB. Cet PAI s’accumule alors dans le milieu extérieur
jusqu’a atteindre une concentration seuil, fonction de la densité bactérienne. Le PAI
va alors se fixer a une histidine kinase transmembranaire codée par le gene agrC.
L’activation d’AgrC induit la phosphorylation de la protéine AgrA entrainant une
modification de sa conformation. La protéine AgrA peut alors se fixer au promoteur P2,
ce qui active la transcription du locus agr et entraine une boucle d’auto-activation.
D’autre part, la protéine AgrA se fixe au promoteur P3, ce qui conduit a la transcription
du géne hld et a la synthése de I’ARNIINI"'>11® (Figure 23).

L’ARNIIl constitue l'effecteur final du locus agr qui régule positivement et
négativement la transcription de nombreux facteurs de virulence de S. aureus. En
effet, il régule positivement la transcription de nombreux génes codant des facteurs de
virulence  sécrétés  (exoprotéases, lipases, entérotoxines, leucocidines,
hémolysines...)'"®11%, Mais en méme temps, il réprime la transcription des génes
codant des protéines d’adhésion (protéine A, FnbpA, FnbpB...)""®11% Par ailleurs, la

protéine AgrA réprime la transcription de plusieurs géenes impliqués dans le
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Figure 24 : Modéle de régulation par le systéme agr de la formation de biofilm
chez S. aureus'.

Lorsque le systeme agr est inhibé ou désactivé, S. aureus adhére aux surfaces et forme un
biofiim. Quand la densité bactérienne augmente, le locus agr s’active pour induire la
transcription des génes codant des protéases et les phenol soluble modulins pour revenir a
I'état planctonique et coloniser de nouvelles surfaces.
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métabolisme de la bactérie comme celui impliqué dans la synthése des acides aminés
ou celle des carbohydrates. A contrario, AgrA stimule la transcription des génes codant
des PSM a et B en se fixant sur leur promoteur'®.

Chez S. aureus, le locus agr intervient également dans le développement du
biofilm en régulant I'expression des génes favorisant la colonisation et de ceux

favorisant le détachement et la dissémination des bactéries''® (Figure 24).

L’expression du locus agr suit la courbe de croissance bactérienne. Au début de
la phase de croissance, il est inhibé chez les cellules planctoniques ; la production de
protéines de surface est alors induite, facilitant I'adhésion bactérienne et la
colonisation. Les bactéries peuvent alors adhérer aux surfaces et s’agréger pour
former un biofilm mature''®. L’augmentation de I'inoculum bactérien se traduisant par
une augmentation de la concentration de PAI, la transcription du locus agr va étre
activée au cours de la phase de croissance exponentielle. La transcription du systéme
de régulation agr va d'une part réprimer la transcription des genes codant les
adhésines et d’autre part promouvoir la transcription des genes codant des
exoenzymes telles que les protéases et les PSM. Les bactéries peuvent alors se

détacher du biofilm et essaimer pour coloniser de nouvelles surfaces*3115,

Le locus agr de S. lugdunensis partage une identité nucléotidique de 63% avec
celui de S. aureus et une organisation similaire avec la présence des promoteurs P2
et P3 et des génes agrA, agrB, agrC et agrD, mais il ne comporte pas le géne hld. Bien
que 'homologie de séquence de '’ARNIII entre ces deux espéces soit faible, la fonction
régulatrice de ce transcrit pourrait étre la méme. Contrairement a S. aureus, la
d-hémolysine de S. lugdunensis n’est pas codée par le locus agr, mais son expression

resterait sous son contrdle®117,

Le locus agr de S. aureus comporte une région hypervariable qui s’étend de la
région 3’ du géne agrB a la région 5’ du géne agrD. Ce polymorphisme affecterait en
particulier la séquence des génes codant le PAI et son récepteur. L'étude du
polymorphisme de ces génes a permis d’identifier quatre alléles (agr-type | a IV) chez
S. aureus'® et deux alléles (agr-type | et 1) chez S. lugdunensis''®. Tseng et al.’?' ont
confirmé ces résultats par le séquengage du locus agr chez 11 souches responsables

de bactériemie isolées a I'hdpital universitaire de Taiwan. lls ont identifié quatre
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souches de agr-type | et sept de agr-type Il. Aucune différence n’a été observée
concernant la production de biofilm PIA-indépendant entre les souches, mais une
activité hémolytique et protéolytique plus importante a été observée pour les souches
d’Agr-type Il.

Ainsi, le locus agr pourrait étre un important régulateur de la virulence de
S. lugdunensis, mais aucune caractérisation fonctionnelle n’a été réalisée a ce jour

chez cette espéce.

Depuis la revue de Frank et al.?2 soulignant combien S. lugdunensis était différent
des autres SCN, les preuves cliniques, microbiologiques et génétiques s’amoncellent.
Cette espéce est responsable de différents tableaux cliniques, dont certains sont
parfois séveres, et trés comparables a ceux de S. aureus. C’est I'espéce de SCN la
plus virulente?. Il est de ce fait considéré par certains comme “a wolf in sheep’s
clothing”. Cependant, les mécanismes reliant les facteurs de virulence identifiés aux

formes cliniques décrites restent encore a élucider'? (Figure 25).
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2. Séquencgage haut débit et virulence de S. lugdunensis

2.1. Le séquengage haut débit

Depuis plus d’'une dizaine d’années, le séquencage a haut débit est devenu un outil
tres utilisé, ayant de nombreuses applications en microbiologie. L’automatisation du
séquengage Sanger, qui constituait la premiere génération de séquengage a laissé place
aujourd’hui a plusieurs méthodes de séquengcage communément appelées “Next
Generation Sequencing” (NGS) basées sur le séquencage parallele et massif de milliers a
millions de petits fragments d’ADN'2%. Dans la littérature, I'arrivée du NGS s’apparente au
début des méthodes d’amplification d’ADN par PCR ou la principale limite de son utilisation
est I'imagination'?®. En effet, cette technologie a été utilisée pour le séquengage de novo
pour notamment la caractérisation de nouveaux génomes bactériens, le génotypage par
I'identification de Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) pour la recherche de mutations
conférant des résistances aux antibiotiques, des études de méta-génomique afin de

caractériser les communautés multi-espéces d’'un site ou d’'un environnement donné'23.124

L’avancée majeure offerte par le NGS est la capacité a produire des volumes de
données toujours plus grands a des couts toujours plus bas au fil des années. Cela a permis
de réaliser des études comparatives et évolutives a grande échelle. Pour ce faire, plusieurs
méthodes ont été utilisées, proposées par de nombreux constructeurs. Selon les
technologies utilisées, les méthodes de séquencgage utilisent diverses stratégies pour la
préparation des échantillons, le séquengage, la détection des nucléotides mais aussi pour
I'assemblage et I'alignement des génomes. Nous décrirons ci-aprés deux technologies de
NGS aux propriétés differentes mais complémentaires utilisées dans notre travail pour le
séquencgage de génomes complets : le séquengage de seconde génération /llumina et le
séquencgage de troisieme génération Pacific Biosciences'?*.

2.1.1. Le séquencage lllumina

Le séquencgage /llumina est une technologie tres utilisée aujourd’hui que ce soit pour
la recherche scientifique ou pour la recherche clinique. Avant de procéder au séquencgage,
il est nécessaire de constituer une banque ADN appelée librairie d’ADN. Cette collection
consiste a fragmenter ’ADN génomique bactérien par sonication (traitement par ultrason).
Les millions de fragments d’ADN générés sont ensuite fixés a une surface de séquencgage
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Figure 26 : Principe de la Bridge PCR pour la formation de clusters d’ADN lors
du séquengage lllumina.

(1) Les fragments d’ADN fixés sur la flowcell servent (2) de matrice a 'ADN polymérase pour
'extension et la synthése du brin complémentaire. (3) Le brin matrice est éliminé par
dénaturation. (4) Les extrémités 3’ des brins complémentaires s’hybrident avec des amorces
fixées sur la flowcell (5) pour synthétiser de nouveaux brins d’ADN complémentaires afin de
former des ponts d’ADN double brin. (6) Le pont d’ADN double brin est séparé par
dénaturation. (7) Les brins anti-sens sont éliminés par clivage de I'adaptateur libérant
'extrémité 3’ des brins sens. (8) Un nouveau cycle de PCR se répéte afin de former des
clusters d’ADN.
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Figure 27 : Principe de I'incorporation des quatre terminateurs de séquence
fluorescents réversibles utilisés lors du séquencgage lllumina'®.

Les quatre types de nucléotides terminateurs marqués sont ajoutés dans la flowcell. Lors du
séquencage, ’ADN polymérase incorpore un nucléotide complémentaire marqué émettant
une fluorescence spécifique. Une fois la fluorescence émise et détectée, le terminateur
fluorescent est clivé permettant I'ajout d’'un nouveau nucléotide marqué.
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ou flowcell, apparentée a une lame de verre de microscope divisée en huit microcanaux ou
se déroulent les réactions d’amplification et de séquencgage. Pour fixer les fragments d’ADN
sur cette lame, des sondes nucléotidiques appelées adaptateurs sont ajoutées a leurs
extrémités. Ces adaptateurs vont d’'une part leur permettre de se fixer de fagon aléatoire sur
la flowcell par hybridation avec les amorces complémentaires qui en recouvrent la surface
et d’autre part permettre la réaction d’amplification en phase solide ou “Bridge PCR"
(Figure 26). Les fragments d’ADN fixés servent de matrice a une ADN polymérase pour la
synthese des brins complémentaires qui seront alors fixés de fagon covalente a la flowcell.
Les brins matrice sont ensuite éliminés par dénaturation et I'extrémité 3’ des brins
complémentaires s’hybride avec des amorces fixées sur la flowcell. LADN polymérase
synthétise a nouveau le brin complémentaire pour former un pont d’ADN double brin. Les
deux