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|. Introduction

Les bactériémies &taphylococcus aureusont responsables d’infections graves
conduisant parfois le patient au déces. Dans uporamlatant de 2013, Lauplaret al
estiment une incidence annuelle dans le monde &@tet 30 pour 100 000 personnes (1). Par
ailleurs, I'épidémiologie de§. aureussensibles a la méticilline (SASM) est moins connue
que celle de§. aureugésistants a la méticilline (SARM) malgré leur mnfance croissante
ces dernieres années et leur implication dans mfestions invasives (2). En 2013, nous
avons constaté une recrudescence des bactérienBesaareus dont les souches étaient
majoritairement sensibles a la méticilline (95%@¢ papport aux années précédentes au CHU
de Grenoble. En effet, 199 souchesSleaureusétaient isolées a partir d’hémocultures au
cours de I'année 2013 contre 154 en 2012, soitawggnentation de 29%. Cette tendance
s’est confirmée en 2014 puisque 197 hémocultures revenues positives & aureuscette
année-la.

L'objectif de ce travail était a la fois d'étudiefun point de vue clinique la population
concernée par linfection en 2013 et d’analyser Isuplan moléculaire les souches 8e
aureusmises en cause, afin de distinguer des facteursagige liés a I'h6te et/ou d’identifier
un clone particulierement virulent et ainsi metreceuvre dans le futur des actions adaptées
visant a enrayer le phénomeéne.

Dans un premier temps, je présenterai les diffésentéthodes disponibles actuellement pour
déterminer le génotype de souchesSdeaureuset pourquoi notre choix s’est porté sur la
technique duwspa typingpuis je ferai une revue de la littérature concetri@pidémiologie
actuelle des bactériémiesSa aureusen France, en Europe et aux Etats-Unis. Notreailrav
expérimental sera développé dans un second tempdastorme d’un article en anglais. Cette
étude a été menée en collaboration avec I'équippéedtiologie du CHU de Grenoble et plus
particulierement Brune Millon, qui a effectué leueil des données cliniques. Pour ma patrt,
j'ai réalisé la caractérisation moléculaire descbms deS. aureust évalué la distribution des
spa typeen regard des informations cliniques. L’'analysenplgéte de ces derniéres est

détaillée dans le manuscrit de Brune Millon.
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Il. Revue bibliographique

Caractériser les souches au sein d’'une espece @l@shdondamental pour connaitre
I'épidémiologie de linfection. Les méthodes de dagp moléculaire peuvent permettre en
effet d’établir avec certitude la source d'une aofilen ou de détecter une chaine de

transmission.

A/ Méthodes de typage moléculaire

Les méthodes de typage moléculaire ou méthodestygggoes reposent sur la
détection de polymorphismes au niveau de l'acideémue (ADN) de la bactérie et font
ainsi appel a des techniques de biologie moléeul&Hles présentent I'avantage d’apporter
des données peu susceptibles de varier dans lestémfa difféerence des méthodes
phénotypiques telles que la sensibilité aux ariipi@s. En outre, elles ont fait la preuve
d’étre plus reproductibles et plus discriminantes@nt donc les méthodes de choix pour
I'épidémiologie (3). On distingue principalemens lméthodes fondées sur la restriction de
I’ADN, sur I'amplification d’ADN par laPolymerase Chain ReactidPCR) et sur I'analyse
de séquence(s) d’ADN.

1. Le profil de macro-restriction du chromosome (PMRBY¥enu par champs pulsés

Le profil de macro-restriction du chromosome (PMR®B)enu par champs pulsés est
la technique de référence utilisée @enters for Disease Control and Preventi@DC) aux
Etats-Unis pour le typage moléculaire des soucleeStaphylococcus aurewst a ainsi été
choisi a la place du typage de bactériophages desisannées 1990 pour étudier la
dissémination des souches, en particulier lorsidé&pies nosocomiales (4).

Décrite par Maslowet al, cette technique est basée sur la restriction’AleN total
(génomique et plasmidique) par une enzyme domélguence de coupure est rare. L'enzyme
Smad, qui reconnait la séquence CCCGGG, est génératemtiisée poulS. aureusAinsi, on
obtient un nombre restreint (entre 20 et 50) des gragments d’ADN (entre 10 et 700 kbs)

qui ne peuvent étre séparés que par une électiegdh@n champs pulsés. Si les profils de
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restriction obtenus sont identiques en nombreik &e bandes pour les différentes souches
gue lI'on souhaite comparer, alors on conclue @&git d'une méme souche qui a disséminé
(Fig. 1). Si les profils de restriction differenhtee eux de trois bandes ou plus, on peut
affirmer que les souches n'ont pas de lien entes.eEnfin, une souche qui ne montre sur le
profil de restriction qu’'une ou deux bande(s) clém{g) par rapport a une autre est a

considérer comme un sous-type de la deuxieme (5).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13
¥b - - Eb
582 582
i88 igs
194 194
48.5 48.5

Fig. 1. Profils PMRC d’isolats provenant d’'une &pide. Les marqueurs de poids moléculaire sontiposiés

aux lignes 1 et 13. Les lignes 2 & 12 contiennkatane un isolat. D’aprés Bannerneral (4)

Bien qu'’il ait été démontré que le PMRC avait lespfort pouvoir discriminant parmi les
méthodes génotypiques, la méthode s’avere laberietipeu reproductible entre différents
laboratoires (Fig. 2). En outre, comme pour dautreechniques utilisant un gel,
linterprétation des résultats est souvent subjectiCes inconvénients rendent complexes

I'échange d’informations et la création d’'une bdsedonnées concernghitaureus
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Fig. 2. Analyse comparative d'images de gels olggrar PMRC a partir de 20 isolats $leaureugésistant a la
méticilline. De haut en bas, les résultats expéniagx de 3 laboratoires participant a une étude pasentés.
Malgré une moins bonne résolution des bandes poyahel du bas, l'identification des souches ételie

attendue sauf pour les souches 9 et 10. La quhlitgel est cependant trés inférieure a celle des detres et

atteste de la difficulté a comparer des donnéestir pe ce type de technique. D’'apres van Bellaml (6)

2. Technigues par amplification d’ADN

a) Empreinte génétique par PCRRAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)

La méthode repose sur I'amplification, a l'aide rd@ces spécifiques, de régions
polymorphiques de I'ADN identifiées dans le génobectérien a l'instar de celui des
eucaryotes (7). Ces séquences se caractérisenunmarpetite taille et une fréquence
d’apparition élevée. Initialement découvertes chEscherichia coli et Salmonella
typhimurium elles ont par la suite été mises en évidence gautres especes de bactéries
telles queS. aureusBien que leurs fonctions biologiques soient eaauoal identifiées, elles
pourraient étre impliguées dans la transcriptiartrdduction ou le maintien de I'organisation

du chromosome. L’amplification de ces répétitioesnpet d’obtenir des empreintes d’ADN
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suffisamment spécifiques et reproductibles poutirdiser des souches d’'une méme espeéce.
Soit deux amorces couvrent un domaine dont la s@guearie (Fig. 3A), soit les amorces
détectent une séquence consensus dont la locatisetiie au sein du génome (Fig. 3B).

A B
1 L L] ﬂ_ ‘H- ! _A.- ?
- ;. -
s = = = .= =

1 F 3 1 2 3
Ofs = =] o= = =
ol — — ®

Fig. 3. Empreinte génétique : deux variants. (Ayid#&on du site de liaison des amorces. Un sitsgmtdans
I’ADN 1 n’apparait pas dans les ADN 2 et 3. (B) M#ion du segment d’ADN alors que les sites desdinides
amorces sont constants. D’aprés van Belktial (7)

Selon une étude de van Belkwnhal (8), I'empreinte génétique par PCR détecte deis f
plus de variations génétiques que le typage deébaphages. En revanche, la supériorité en
termes de discrimination du PMRC sur I'empreinte&igue n'est pas démontrée dans les

différents travaux publiés (9,10).

b) MLVA
La méthode MLVA Multiple-Locus Variable number tandem repeat Ana)ysu
analyse des répétitions en tandem polymorphes tdétiecl'aide d’amorces spécifiques
plusieursloci, des répétitions en tandem polymorphes mais égalediautres genes tels que
le genemecA un variant LGA251rtecQ et la toxine PVLIUKF). Il est possible d’ajouter

les amorces correspondant aux marqueurs que l'ohage étudier dans le mix de PCR.
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Lorsque deux isolats different de ddagi ou plus, alors on considere qu’il ne s’agit pasade
méme souche. En comparant le MLVA spa typing méthode qui sera détaillée plus loin,
Boschet al soulignent le fait que son pouvoir discriminasit mettement supérieur, le nombre
de MTs MLVA type} étant quasiment deux fois plus élevé que le nerdbrSTsqpa typep
(11). De plus, sur 20 771 isolats collectés, 0.48matrpu étre typés par la méthosiea typing
contre seulement 0.01% avec la technique MLVA.

La méthode est certes faiblement colteuse maiemeesinconvénient d’étre peu utilisée

dans le monde, ce qui géne la comparaison de dennée

3. Méthodes basées sur le séquencage

A la différence d’autres méthodes pour lesquellesst difficile de comparer des
profils sur gels de fragments d’ADN provenant diéédents laboratoires, les techniques de
séquencage offrent 'avantage de pouvoir mettrepamallele des données non ambigués,

reproductibles entre laboratoires.

a) Multilocus sequence typin@ILST)

Cette méthode au fort pouvoir discriminant consisteléterminer la séquence de
plusieurs génes structuraux ou génes de ménageplifecation et le séquencgage de 450-500
paires de bases des sept garef, aroE, glpF, gmk, pta, tpi et yqiint été choisis pous.
aureus(12).

Pour chaque géne, la séquence est analysée aiéssigin alléle distinct. Chaque isolat est
ainsi défini par I'ensemble des alléles pour chades sept genes structuraux (profil allélique,
Fig. 4) et un type de séquenseduence typ€ST)) est attribué a chaque souche analysée ; par
exemple, les souches ayant le profil allélique 1-4-12-1-10 appartiennent au ST 5. Tous les
ST ayant cing des sept genes en commun sont reggalgns un méme complexe clonal
(clonal compleXCC)). Comme il existe de nombreux alleles powrqele géne de ménage, la
probabilité pour que deux isolats partagent le m@mnudil par hasard est tres faible. Par
conséquent, deux souches présentant le méme aliéfique peuvent étre considérées avec

une grande certitude comme appartenant au méme. clon
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glpF
11112223334 gk
55627892791671 11223333334
79688657612627 2223881355790
allele 1 GTCGGCAAGCGACT 0790568178302
allele 2 LAT.......A.T. allele 1 GACAGCACTGAGT
allele 3 AT....T..A.T. allele 2 T..TT. ... AC
allele 4 . ....... AT.. .. allele 3 ..T..TTA...AC
allele 6 .A............ allele 4 . T..TT.CA,..
allele 7 ...4a.......... allele 5 . LATT.C..AC
allele 8 AA....G......T allele 6 L Y
allele 9 ........AT.C.. allele 7 L LATT.C.CAC
allele 10 .AT.A.....A.T. allele 8 GT..TT.CA...
allele 11 A, .. .T..vuvunn allele 9 ...G.........
allele 12 .A....G....... allele 10 .GT..T..CA...
ENSNMSSNSSSNSS allele 11 A.T..TT....AC
NSSNSSNSSNNSS
arcc
1111111222222334 ArgE
GE74689999013379170 1111111222223333444
D987240389301229582 12380234589155671366333
allele 1 TAGTTGCCCAACTAAGATT 75194344604447921245579
allele 2 . G WG allele 1 AACGTCACCGCATACTCTCCTAC
allele 3 allele 2
allele 4 allele 3
allele 5 allele 4
allele 6 allele 5
allele 7 allele &
allele 7
allele 8
allele 9
allele X
allele ]
allele
allele
allele
allele N
allele 17 ....A. ... .coouBGuuunn Y. G LT TG,
SSSSSHNSSNNSSNNNSSS allele 17 ... A..G....G....A.T..G.
SHNSHNSNNNSHSSSS55SHSNSN

Fig. 4. Variants alléliques des gemgsF, gmk, arcC, aroELa séquence de nucléotides pour chague gene parmi
155 souches d8. aureusst retranscrite pour l'alléle 1. Pour les auties, seuls les nucléotides qui different

sont notés ; les autres sont représentés par das.d@'aprés Enrighet al (12)

Ainsi, il existe sur Internet un site correspondantine banque de données qui autorise
n'importe quel laboratoire a comparer une souche,fois le profil allélique renseigné dans
le logiciel, a I'ensemble des profils alléliuesclirs dans cette banque de données
(http://mist.ox.ac.uk La méthode a été validée aprés avoir obtenusédestats concordants

avec ceux recueillis par PMRC (12).

b) Spa typing
C’est en 1996 que le séquencage de la région pophigue X du géne de la protéine
A (spd a été proposé par Frénatyal pour le typage moléculaire & aureug13). Le gene
spacomprend environ 2150 paires de bases et compariertain nombre de régions aux
fonctionnalités distinctes: une région codant pdar liaison a la partie Fc de
limmunoglobuline, la région polymorphique X en gtien et une séquence nécessaire a

I'accroche de la paroi cellulaire (Fig. 5).
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Fig. 5. Géne de la protéine A. Les segments cooreignt a une séquence signal (S), la région qungtela
liaison a I'immunoglobuline G (A-D), la région hotogue a A-D (E), la partie COOH terminale (X), duo¢lut
les courtes séquences répétées €X la partie codant pour I'attache de la pardiutare (X.). Les amorces

choisies sont indiquées. D’apreés Shoptial (14)

Bien que la fonction biologique ne soit pas contaeégion polymorphique X pourrait servir
a étendre la portion qui se lie a 'immunoglobuligaifisamment stable dans le temps, elle
correspond a un nombre variable (entre 3 et 15gpétitions dont la plupart contiennent 24
paires de bases. La diversité de la région prouvientiélétions et de duplications de ces
répétitions mais aussi de mutations ponctuellesxiktence ddoci particulierement bien
conserveés qui entourent cette région polymorphiqueutorise l'utilisation d’amorcesspa
1113f etspa 1514r dans notre étude) pour une amplification P&R (Fig. 6) puis un
séquencage (Fig. 7).

i

— — S ey ey e g

Fig. 6. Image d'un gel apres amplification de I'A@Mtrait par PCR, réalisé au cours de cette étuoeérét de
cette étape est de vérifier que 'ADN a bien étliié avant d’entamer I'étape du séquencage. Lasjoeurs
de poids moléculaire sont en haut et en bas dansuliés & gauche. Un témoin négatif a été placé apuit a
droite sur la ligne du bas. Dix-sept souches anéti¢ testées, une bande grise foncée révele ga€Raa bien

fonctionné.
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Fig. 7. Type de chromatogramme obtenu aprés séggempar technique Sanger. D’apoegratty.net

Par la suite, les séquences obtenues a partiodebes étudieées sont analysées a l'aide d’'un

logiciel et d’'une base de données internationalenqus renseigne sur #pa typeet le ou les

complexe(s) clonal(ux) correspondaritf://www.ridom.de/staphtypke/

Le spa typing présente de nombreux avantages lorsqu'on le ca@mpatamment aux
méthodes de macrorestriction en termes de rapiktéacilité d’exécution et d’interprétation,
de standardisation et de traitement des donnégsEmhDutre, la méthode s’est révélée aussi
discriminante et concordante avec les techniqgueS™MEet PMRC. Cependant, comme le
mentionne Tenoveet al (3), il apparait évident qu’aucune méthode nanymu’une seule
région du génome ne peut étre plus précise etnvdtive qu’'une technique s’appliquant a
'ensemble du génome. En revanche, la capacitépduyping a identifier des souches liées
d’'un point de vue moléculaire et épidémiologique ndaniere rapide et aisée en fait une
méthode tout a fait adaptée aux études épidémaplegi en premiére approche. C’est pour
toutes ces raisons que nous avons décidé de clmispa typingpour la caractérisation

moléculaire des souches dans notre étude.

c) Analyse de la casset®CCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome
mec)
Présente che3. aureudorsqu’il est résistant a la méticilline, la régisCCcomporte
le génemecAqui code pour la PLP2A ou PLP2’, PLP (ProtéinenLita Pénicilline) se
caractérisant par une faible capacité de liaisbandibiotique et conférant ainsi la résistance
de la bactérie a I'ensemble dgdactamines (16). Jusqu’'a présent, onze types deettas
SCCont été mis en évidence (17), d’autres seroninséiné découverts dans le futur (Fig. 8).
SCCest un élément génétique mobile présent seuledserd les genreStaphylococcugt
Macrococcusqui sont proches. En effet, ces derniers partalgentéme ancétre et auraient

divergé il y a environ 300 millions d’années selore étude des séquences ADN 16S et 23S

18



(16). Une étude génétique sur plusieurs isolat8derococcus caseolyticugsistant au-
lactamines provenant de Chine, du Japon et dedrttala révélé gu'ils n’étaient pas porteurs
du génemecAmais d’'un géne homologue nommé&cBprésent sur un plasmide et apportant
la résistance a la méticilline. Récemment, un agéme proche dmecAappelémecCa éte
identifié a partir d’isolats de SARM aussi bien iyine animale qu’humaine. D’un point de
vue génétiquanecCest distant denecAet demecBde maniére a peu pres équivalente.

Le SCCmec typingst utilisé en épidémiologie, il s’adresse doniuement auxS. aureus
résistants a la méticilline (SARM) et serait, set@ntains auteurs, indispensable a un typage
de qualité en complément d’autres techniques (MLSPE, typing (18). On distingue trois
techniques pour caractériser la cassette d’untistdarestriction de 'ADN par des enzymes
de digestion, la PCR multiplex et la PCR en temgsl,rces deux dernieres étant

recommandées par Turlej al pour des raisons de précision (19).
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d) Séquencage du génome complet

Enfin, le séquencage du génome compleSdaureusassure une caractérisation fine
et précise d'une souche donnée. Récemment, desotegies de nouvelle génération de
séquencage de 'ADN sont apparues au sein desalalr@s de microbiologie. L’utilisation
de ces plateformes rend possible le séquencagéradung complet de bactéries en seulement
guelques jours, permettant de distinguer en thédeiex génomes pour lesquels un seul
nucléotide différerait. Dans une étude compargtivieliée en 2014, SenGupthal ont typé
un panel de 44 SARM collectés sur une période ale &ns a travers I'état de Washington
aux Etats-Unis a l'aide de plusieurs méthodes tlsequencage du génome complet. A la
différence des techniques MLVA spa typing le séquencage du génome complet a établi le
caractére unique de chacune des souches, suggéeames autres méthodes comportent le
risque d’identifier par erreur des épidémies (2Qfialement réalisé par technique Sanger, le
séquencage du génome complet peut désormais é&eetuéf sur Miseq (lllumina) par
exemple, comme lillustrent les travaux de Holdgral (21). La limite réside cependant dans
le traitement des données obtenues, qui nécess#elides compétences bioinformatiques.

e) Puces a ADN
Les puces a ADN ou biopuce®NA microarray, comme IdentibacS. aureus
Genotyping (Alere Technologies, Jena, Allemagneforiment sur la présence ou non de
génes de résistance aux antibiotiques, de génedralence tels que les toxines ou les
adhésines et de géenes régulateurs globaux. Ces peomettent aussi d’'assigner la souche
testée aux clones épidémiques et pandémiqué&s dareussensible a la méticilline (SASM)

etS. aureusgésistant a la méticilline (SARM) présents dans base de données dédiée.

L’ADN génomique provenant d’'une colonie isoléeSQieaureusest amplifié environ 40 fois et
marqué par des nucléotides associés a la bidhi&n-dUTP (22). A la différence d'une
PCR standard, une seule amorce par cible est aj@autémix de PCR, ce qui implique la
production de produits de PCR avec un brin unigeeprincipe autorise ainsi le marquage et
'amplification d’'un nombre illimité de cibles. Cepdant, la sensibilité est moins bonne que
pour une PCR standard (alors que la contaminatian des amplicons est quasiment
impossible), la méthode est pour cette raison végsea un travail sur colonie et ne peut étre
appliguée a des prélevements (écouvillons, pug, € procéde par la suite a un transfert et
une hybridation de '’'ADN simple brin marqué sur yslaque ou des oligonucléotides (333

cibles pour Identiba&. aureussenotyping) correspondant a divers marqueurs ggrest ont
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préalablement été fixés. L'étape suivante consistévéler I'hybridation éventuelle par une
enzyme spécifique de la biotine appelée streptagigeroxidase. La reconnaissance des spots
se fait de maniere automatique. Enfin, I'analysepdafil par un automate dédié détecte la
présence ou l'absence des genes étudiés (Fig.u®, 'ensemble des informations est
comparé a une base de données de profils de sopehmasttant le rattachement de l'isolat a
un complexe clonal.
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Fig. 9. Image de biopuce apres hybridation et g#iai. D’aprés Alere Technologies (22)

Le principal avantage des puces a ADN réside damsibre important dieci étudiés en
parallele, ce qui implique une affiliation précégen complexe clonal. Des inconvénients a la
technique demeurent, notamment sa complexité (desgxoitation des données) et son colt
élevé, la réservant pour le moment aux laborat@pegialisés tels que le Centre National de
Référence des Staphylocoques.

B/ Epidémiologie moléculaire des bactériémi&s aureus

1. En France et en Europe

Peu de données sont disponibles sur les bactésémi®. aureusen France et en
particulier celles impliquant des SASM. Seule Igioé Centre fait I'objet d’'une surveillance
de ce type d’infection depuis 2000 avec la cooprade trente-cing hopitaux et cliniques.

Les observations ont été publiées a plusieurssepiies dernieres années par van der Mee-
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Marquetet al (23—-25). Depuis 2000, une baisse réguliére deitlence des bactériémieSa
aureusa été constatée dans cette région, suivie en gadéine soudaine augmentation de
80% confirmée par les statistiques des annéeseaultés (Fig. 10). Celle-ci correspond a une
hausse des bactériemies a SASM et a SARM peuagtssfrésistants a pas plus de trois
antibiotiques en dehors de la pénicilline G et’dedcilline) comme par exemple les SARM
résistants aux fluoroguinolones (NORSA FQ). Van Mlere-Marquetet al rapportent une
stabilité du nombre de SARM sans diminution francBaggérant que les méthodes
employées pour prévenir la diffusion des SARM, vosgd’isolement du patient, ne sont pas
appliguées de maniére satisfaisante ou bien qa’elee sont pas suffisamment efficaces.
Parallelement & 'augmentation des NORSA FQ, lelmmende SASM porteurs du géne de la
toxinetst s’accroit, les auteurs évoquent ainsi un possidheentre ces deux observations et
I'utilisation croissante des fluoroquinolones erarkre ces dernieres années. En effet, ces
antibiotiques seraient capablasvitro d’entrainer des mutations sur des genes codamnti@ou

topoisomérase |V et d’'induire le transfert horizdmte genes de virulence tels que le géhe

2002 003 2004 005 2006

15 supens BSI W MESABSI  WC-MRESA BSI BNORSA BSI
Hitat MRESA BS] BMESA BSl B EMSSA BSL  Eist MESA BSI

Fig. 10. Incidence des bactériémieS.aureus(pour 1000 jours d’hospitalisation) dans la régi@entre selon
I'année, le profil de sensibilité aux antibiotiquedes genes de virulend@Sl|, Bloodstream infectiol-MRSA,
classical multiresistant MRSA; NORSA, nonmultitasisMRSA; EMSSA, MSSA with resistance to quinslone

or to at least two antibioticdD’aprés van der Mee-Marquet al (24)

Au cours de la période d’étude 2007/2008, les date SASM et SARM identifiés a l'aide
de la méthode MLST appartiennent aux complexesacborCC5, 8, 22, 30 et 45. Les isolats
de SASM sont trés variés; a l'inverse, les soudgeSARM sont plutét homogenes et pour la
plupart rattachés au clone Lyon (ST8-IV) et au elpédiatrique (ST5-1V). A partir de 2007

apparaissent des souches du complexe clonal 388gssauparavant uniquement chez les
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animaux d’élevage, qui représentent 11% des bantées a SASM en 2014. Elles sont

associées aux infections ostéo-articulaires et endocardites ainsi qu’'a la porte d’entrée

chirurgicale. Les patients impliqués sont plus gmugue ceux infectés avec une souche d'un

clone autre que CC398.

L’hétérogenéité des SASM est décrite plus largersanEurope par Grundmarh al dans

une étude portant sur 2890 SASM et SARM responsabiefections invasives de septembre

2006 a février 2007, utilisant les méthodpgs typinget MLST et faisant appel a 26 centres

nationaux de référence d& aureusa travers I'Europe (26). En effet, seuls cipp type

comprennent quasiment la moitié des SARM (48,1&Ndis que la méme proportion de

SASM est représentée par 8pa typedifférents. Lespa typele plus couramment identifié

varie selon le pays considéré (Fig. 11).

Country

Austria
Belgium
Bulgaria
Croatia

Cyprus

Czech Republic
Denmark

Finland

France

Greece

Hungary
Iceland

Portugal

Romania
Slovenia
Spain
Sweden
UK

MS5A spa Type

MRS A spa Type

(]
120
107
2
50

9

a4

nz
195

71

1st (%)
1081 (8.3}
002 (9.4)
w056 (103)
1050 (10.0)

w002 (22.2)

015, 1130 (5.3}
1230 (7.4}

1026 (133)
002 (11.4}
1008 (11.2)
1267 (150}

081, 2156 (10.6)
b

w021 (7.1)

091 (10.04)
1435 (211}

b

w0el (7.7
W0es {9.1)
1127 (129)

o8 (8.3)

1021, 1284 (12.0)
1091 (20.8)

1002 (12.4)

1015 (5.2}

W12, 1127 (5.6)

2nd (%)

1002 (5.7}
1209 (4.7}

1078, 1148, t156, 11346 (6.9}

1005, 1015, t1361 (8O}

d

1024, 1122, 11081 (4.3}
1002, 1127 {46}

a

w08 (6.1}
1084 (7.1}
1012 {100}

1012, t0B4 (7.60)
w012 (47}
t0B4 (8.8}
w015 (13.2)

1127 (6.2}
was (9.1}
1084 (9.9

1002, 145 (6.32)

1005, t008, 450 (2.0)
1015 (104)

1012, 1067 (B0}
1084 (B.2)

1021 (4.2)

Brd (%)

1012 {5.0)
1012, 1091, t740 (3.7}
a

L1654 (6.4)

t056, t156, t491, 11231 (3.2)
1065, 1WE4 {3.7)

t012 (4.4}
015, 1091 (6.1}

a

1002, 1015, 12115 (4.7}

078, 1127, 1166, 13682, 1548 36 B4

1012 {7 5)
1313, 1698 (7.9)

1002, 1012, t0B4 (42}
002, 115, 1095 (3.7}
015 (7.6)

tO21, 1127, t148 1148, 1179,
t189 {4.2)

a
t005 (8.5)
1015 (4.5}
t012 (5.7}
nine different typas

n Tst (%)
54 1190 (185}
B8 1008 (296§
25 1030 (3600
38 t041 {268}
7 1012, t30
(2B.6)
51 1003 {667}
4 1024, 1037
(50.0
T b
111 008 (4846)
B2 1032 [254)
15 1002, toa4
[26.7)
Ll 1032 (386}
0 —
1032 (452}
a7 141 {343}
5 b
12 w001, 132
(3004
a b

fi] —
47 1037 (2981

40 1032 (325}

11 1030 (54.5}
10 041 (700}
b1 | 067 (47.3}
5 b

60 1032 {61.7)

2nd (%)

1041 {15.7)
1002, 1038 {137)
1037 (16.0)

1091 (10.5)

a

132 (13.7)

LFFT (7.2}
1003 (28.1)
1037 {20.0)

1041 (25.0)

1515 (95)
1008 (2E.4)

1012 (20.0)

1003; 1015 (149}

1002 (20.0

1127 {36.4)
a

1002 (15.4)

1788, t1516 {33}

3rd (%)

1001 (148}
1740 {125)
t01a (120}

w026, 11002
(831

W02 {78}

1024 {5.4)
001 (8.6

a

1062 {13.56)
1022 (4.8}
1001 (134}

002, w22
(100}

1002, 141,
11574 (64)

1535, 1747,
12357 (7.5)

015 (8.1}

1008 {7.7}

a

“All remaining spa types equally distributed.
¥No ranking, all spa types equally distributed.
doi:10.1371fjoumal pmed. 10002 15 1004

Fig. 11. Premier, deuxiéme et troisiespa typede SASM et SARM les plus fréquents selon le paysmeen et

les proportions correspondantes. D’aprés Grundreaah (26)
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Quel que soit la résistance a la méticilline, letears n’ont pas montré de lien entrega
type précis et la mortalité 14 jours apres le diageosfinfection invasive &S. aureus
révélant qu’aucuspa typen’est synonyme d’hyper-virulence en particulier.

2. Aux Etats-Unis

A limage de la France, les travaux publiés aux t€tinis se concentrent
essentiellement sur I'épidémiologie moléculaire d®&RM alors que les SASM sont
impliqués de facon courante dans des infectionasines. L'analyse espa typingde 708
souches américaines de SASM isolées a partir déri@mies et d’'infections de peau et tissus
mous de 2004 a 2010 dévoile une large diversit&tggre contrastant avec la distribution
clonale habituelle des SARM (27). Parmi les 8pa typedentifiés, pat002 (n = 63, 8,9%)
et t008 (n = 56, 7,9%) sont les plus fréiquemmeppadés dans cette étude. Alors que la
prédominance despa typene semble pas varier selon la région ou la périsp@t008 est
identifié presque deux fois plus souvent dansnésctions de peau et tissus mous comparé
aux septicémies (respectivement 11,1% versus 5{5%Q,008).

Fowleret al ont quant & eux génotypé sua typing MLST etSCCmede cas échéant, 379
isolats deS. aureus(125 SARM et 254 SASM) et les ont classé en toaigories selon
limpact clinique : portage nasal (n = 118), infentnon compliquée (n = 104) et septicémie
(n = 157) (28). Dix-huit complexes clonaux ont @&éntifies parmi 371 isolats (huit se sont
avérés non typables), dont trois (CC5, CC15, C@d)montré une association significative
avec la sévérité de l'infection, ce qui correspendermes depa typeaux types 2 (CC5) et
16 (CC30). Dans un autre travail de la méme équipe,relation est établie entre les souches

du complexe CC30 et celles isolées lors d’endotzs@R9).
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ABSTRACT

Bacteraemia due t&taphylococcus aureumean severe infections, which are sometimes
responsible for patient death. In 2013, we notednarease of this infection in the French
teaching hospital of Grenoble compared to 2012 %)2%his observation was confirmed in
2014. This work aimed to study population concerhgdnfection in 2013 and to genotype
correspondings. aureusstrains in order to identify a host risk factodéor a virulent clone
and then elaborate adequately program to conteoirttection. Clinical data did not indicate
any new risk factor. One hundred eighty-ei@taureusisolates (4.8% were methicillin-
resistant) on 199 corresponding bacteraemia weagacterised withspa typing method.
Among 108spa typest571, t002, t008 and t084 were the most prevaotmajor clone was
identified. There is no difference between commuaitquired strains and hospital-acquired
ones, between isolates associated with infectivdoearditis and other ones. Thus, we
demonstrated that there is no new host risk faatat no emergent clone in the French
teaching hospital of Grenoble in 2013. On the nbmimgic side, it would be interesting to
further characterise our strains to determine tiosimnic profile and other virulence factors.

Keywords:Staphylococcus aureuacteraemisgpatyping
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INTRODUCTION

The epidemiology oStaphylococcus aureusfection has changed dramatically over the past
15 years (1). Methicillin-resistai®. aureugMRSA) infections, once confined to individuals
in the hospital setting, are now routinely seethsncommunity. Coordinated research efforts
have successfully characterised the distributionMRSA clonal types across different
geographic regions and care settings. Although icibiisusceptibleS. aureus(MSSA)
accounts for a large proportion of staphylococaédtions, comparatively little is known
about its molecular epidemiology, in particulaFrance.

S. aureushacteraemia, methicillin-resistant as well as spisicke, is a worldwide problem
associated with increased morbidity and mortalityoag hospitalized patients; therefore, the
identification of the factors influencing its risgenetic or environmental, is of great concern
for the prevention of this infection (2).

In 2013, a significant increase 8f aureudacteraemia was observed in the French teaching
hospital of Grenoble compared to the previous yeBmsinvestigate this, clinical data of all
cases ofS. aureusbacteraemia in 2013 were collected and correspgn@iolates were
characterised bgpa typing in order to determine any new risk factoid/@r a potential

emerging clone.

MATERIALS AND METHODS

Study population. All cases ofS. aureusbacteraemia in the French teaching hospital of
Grenoble (2000 beds) in 2013 were retrospectiveljected. S. aureusbacteraemia was
defined as at least one positive blood culture goeréd with the Bactec system (Becton
Dickinson, USA). Demographic, clinical and theragpeuwata were collected from the
patient’s medical records. Data concerned age,tgpxabroad, immunocompromised status,
comorbidities, foreign body,S. aureus nasal carriage status, the leading cause of
hospitalisation, medical history, origin of the temaemia (classified as either community-
acquired or hospital-acquired), severity and daratf hospitalisation. Infective endocarditis
(IE) diagnosis was based on modified Duke critena patients were classified in three

groups: definite IE, possible IE and excluded IE.

S. aureus isolates.One hundred and ninety-nine bacteraemia-assoc&tadreusstrains of
2013 conserved at room temperature in agar tubes eedlected. Th&. aureussolates were
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identified on the basis of their characteristic vgito pattern, colony morphology, Gram
staining, catalase test and slide test for clumpaggor (Staphytect Plus; Oxoid, UK). All
identifications were confirmed by MALDI-TOF MS, wug a Microflex LT instrument
(Bruker Daltonics, USA), Flexcontrol 3.0 softwaradathe Biotyper 2.0 database (Bruker
Daltonics, USA).

Antimicrobial susceptibility testing. Susceptibility testing was performed on Mueller-
Hinton agar plates by the disk diffusion methodtifaatic disks; Bio-Rad, USA), according
to CA-SFM guidelines. Antibiotics tested were cefiox kanamycin, tobramycin, gentamicin,
netilmycin, amikacin, doxycycline, erythromycin,ndiomycin, pristinamycin, linezolide,

rifampicin, cotrimoxazole, ofloxacin, fusidic acisfomycin, vancomycin, and teicoplanin.

Spa sequencing.Polymerase Chain Reaction (PCR) &pa typing was performed using
primers targeting thespa gene as previously described (3). Briefly, genodNA was
extracted from a three hours culture of bacteridramn-heart infusion broth by using spin
columns with an enzymatic (Lysostaphin) pre-steprisure lysis of the bacteria (QIAamp®
DNA Mini Kit, QIAGEN). Purified DNA was amplified ¥ primers ¢palll3F 5'-
TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC-3’; spal514R 5-CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT-
3’). Each 50 pL PCR mixture contained 25 pL of 26¢rRix Ex TagDNA polymerase HS
(TaKaRa, Otsu, Japan), 5 pL of the forward andreevd0 uM primers, 10 pL of nuclease
free water and 5 pL of DNA. A negative control (DNilee water) was included. The PCR
was performed using a TProfessional TRIO Therma&esy¢Biometra, Germany) with an
initial denaturation step at 95°C for 2 min folladvby 30 cycles of denaturation at 94°C for
30 s, annealing at 60°C for 30 s and extensior2dC For 30 s and a final extension step at
72°C for 5 min. Five microliters of PCR product wexnalysed by gel electrophoresis in 1%
agarose gel in 1X Tris-borate-EDTA buffer and vidwesing Gel Red Nucleic Acid stain
(Interchim, Montlugon, France) under UV light. P@Poducts were then purified during an
enzymatic step (Exosap; Ozyme, France). The segseoicboth strands were determined.
Sequencing was performed using the same primershandlye terminator method on an ABI
3130xI sequencer (Applied, USA). PCR sequence imachixtures contained 3.85 pL of
BigDye Terminator, sequencing primers (PA 1113F BAd1514R, 2pmol/uL), 0.5 pL of
purified PCR product and 5.6 pL of DNA free watB'CR were performed on a S1000
Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) with the following mditions: an initial step at 95°C for 1
min followed by 25 cycles at 96°C for 10 s, 50°C %os, and 4 min at 60°C. Dye terminator
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cycle sequencing reaction products were purifiethvi pL of EDTA 125 mM, 1 L of
sodium acetate 3M and 50uL of ethanol 100%, theasggended in 15 pL of highly deionized
formamide.Spatypes were assigned through spatype databaseww.ridom.de/spaserver

3).

RESULTS

Patient characteristics. Over the study period, 199. aureusclinical strains were isolated
from blood culture. Sixty seven percent of theisgavere isolated from mem & 133) and
33% from womenr{ = 66). The mean age of the infected individuals wa.6 years, with a
range of 12 days to 95 years. One hundred and-florée patients (71.9%) were hospitalized
in medical units, 29 (14.6%) in surgical units a2d (13.6%) in intensive care units.
Community-acquired (CA) infections accounted for.880 (h = 101) of the cases and
hospital-acquired (HA) infections for 49.2% (= 98). The clinical description of the
population is reported in Table 1.

Strain characteristics. Although 199 strains were initially included inigrstudy, two were
not found, five did not grow after conservationgonas identified agscherichia coliand
were subsequently excluded. Three are about théeacterised (Fig. 1). Of the 188 strains
that we typed, the overall MRSA rate was 4.8%(9) and the major associated resistances
of the 188 isolates concerned erythromyain=(39, 20.7%) and ofloxacim(= 12, 6.4%)
(Table 2). Of note, all the isolates were suscéptilm vancomycin. Among the 188
characterised isolates, MRSA were detected in Zrl%2) of the HA infectionsn= 94) and

in 7.4% 6@ = 7) of the CA infectionsn(= 94). Three MRSA were only resistant to ofloxacin

excluding penicillin and methicillin (33.3%).

Among the 188S. aureussolates examined, 10&patypes were identified, two of which
were newly assigned during this study. One of & isolates was not able to be assigned a
spatype through the protocol described above andomasequently excluded from clustering
analyses. For two patients, tw®. aureusisolates were identified corresponding to two
different spatypes. The frequency of easbatype was variable, with 1 to 16 isolates per
clonal type. Eighty-onspatypes were represented by only one single isoletde 27 were
represented by at least two isolates. The largeseavas t571, which accounts for 16 isolates
(8.5% of all isolates), either in CA or HA infeati®. Note that 11 of these strains were
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resistant to erythromycin (68.8%) (Table 2). Thieeotmost prevalergpatypes were t002n(
=11, 5.8%), t008n(= 9, 4.8%) and t08M(= 8, 4.2%). Among MRSA isolates, t008 was the
most frequently detectedh € 5, 55.6%). Only one MRSA isolate was typed tO80ich is
probably related to ST80. Figure 2 illustrates pmevalences of thepa types within our
sample. Using the integrated BURP algorithm, th8 4iia types were divided into 1§pa
clonal complexes and 19 singletspatypes (Supplementary data S1). Five clonal congdex
are not yet given a nama, (b, c, d, & The prevalence of easpaclonal complex (or cluster)

is noted in Table 2. Ten strains were excluded Umxa@f a number of repeats smaller than
five. The four major clonal complexepaCC t015, CC t012, CC t024 and CC t002 contained
42.6% @ = 46) of thespatypes and 53.2%n(= 101) of the strainsSSpaCC t015, CC t084,
CC t002 and CC t012 were the clonal complexes thst fiequently detected for isolates
associated with infective endocarditis (definited gmossible) (Fig. 3). The same clonal
complexes except fagpa CC t084 were identified for strains not associatgth infective
endocarditisSpaCC t015, CC t012, CC t002 and CC t005 were therolaisters detected for
isolates associated with severe infection (intemstare unit admission, septic shock and
deaths attributable). The same clonal complexesmxor spa CC t005 were detected for
strains associated with no severe infectipa CC t015 was the most prevalent clonal
complex for strains isolated in bone and joint atilens, in skin and soft tissue infections and
in infections of intravascular deviceSpaCC t012 was mostly detected for strains associated

with respiratory infections and urinary tract infeas.

DISCUSSION

Significant research has characterised the ewnsludnd spread of MRSA in hospital
and community settings. Despite this, comparatiVigthe is known about the evolution and
spread of MSSA. Several reports have examineddllationship between MRSA and MSSA
in both colonisation and infection and have notiggh lnates of MSSA invasive disease (4). In
2013, a 29% increase &. aureus mainly methicillin-susceptible (95%), bacteraemias
observed in the French teaching hospital of Grenabimpared to the previous years. This
study aimed to characterise 8ll aureussolates associated with bacteraemia in 2013deror
to discriminate between coincident but independefections and epidemics caused by a
single isolate as it directly affects the prevemtand hygienic measures to be implemented.
Clinical data were also collected for determiningy ainknown risk factors fo6. aureus

bacteraemia and interpretisgatypes according to clinical status.
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Regarding antimicrobial susceptibility, MRSA straiwere more prevalent in CA infections
than in HA infections, attesting that MRSA infecttoare now routinely identified in the
community (1). The majority of MRSA were related 9pa t008 clone, which is usually
observed in the USA (5). Only one MRSA isolate wesbably associated with the European
clone ST80. This observation supports a recentrrdpp Deurenberget al showing that
MRSA clones are disseminating worldwide (5).

Van der Mee-Marquett al. have conducted a regional surveillanc&oaureusacteraemia
since 2000 in the Centre region of France (2.5ionilinhabitants) (6,7). They reported a
regular decrease in incidence, followed by a sudderease in 2006, which was confirmed
the next yearsS. aureusisolates were mainly methicillin-susceptible asetwed in the
present study. Their great proportion of NORSA BQlso reported in our study, even if the
MRSA part of our sample is little. According to MLSnethod, their MSSA isolates were
highly diverse and MRSA ones more homogenous. Rlggexalentin-Domelieret al
highlighted the emergence of ST388 aureusacteraemia (8), as it is described worldwide
(9); indeed, ST398 bacteraemia incidence showeelvansfold increase between 2007 and
2010 with different isolates from the livestock-@sated multiresistant and highly pathogenic
clone described before. In Valentin-Domeledral study, 18 ST398 strains collected on an
annual 3-month bacteraemia survey were almost athigillin-susceptible and belonged
mainly to thespatypes t571 and t1451. In our study, the largesteiwas t571 (8.5% of the
188 typed isolates) while t1451 was therost prevalent clone. However, we must confirm
the attribution of isolates exhibitingpa type t571 and t1451 to ST398. Note tbpa type
t571 strains described so far were resistant taohides due termT mediated erythromycin
resistant. In this study, 68.8% of tepatype t571 strains are erythromycin resistant. This
important result shows us that we are probably atstcerned by the dissemination of this
clone, which is not the case for all European coesmitas in Germany. MSSA t571
represented only 0.14% of German isolates fronctidas in human between 2006 and 2012
(20).

In contrast to the clustering usually noted with 8Rstrains, the main part of our isolates,
which was methicillin susceptible, showed a largaadic diversity. This finding is consistent
with the previous report of Grundmamh al which indicated similar MSSA heterogeneity
across Europe (11). In the same way, wide genatersity without geographical or temporal
clustering of MSSA was observed in the US (12). Tafidhe more prevalent MSSA clones
found in our studygpat002 and t008) are analogous to MRSA strains &swta commonly
circulating ones in Europe (11). These data supihertprevious findings of Orscheét al
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and suggest that spread ®f aureughrough hospitals and the community is relatedartor
the characteristics of particular clones than tohmelin resistance, for example the presence
of genes encoding Panton-Valentine leucocidin (P&tgtoxin (13). Moreover, some studies
raised the possibility that MRSA originated throughe transfer of staphylococcus
chromosomal cassetteec(SCOmeq into extant MSSA lineages with a genetic backgobu
common to MRSA (14). Conversely, other MSSA lineag®uld have a genetic background
uncommon to the MRSA clones, supporting the notlat these MSSA lineages may not
provide a stable genomic environment for the iraégn of SC@ne¢ as has been shown
before (15).

With clinical data that correspond to staphylocbcsaates, we observe that no particidpa
type or clonal complex is associated with sevefecitions becausspa types are equally
distributed whatever the severity of the infectidukewise, no majorspa type or clonal
complex was identified when strains responsibledifinite or possible IE was considered. In
an article by Nienabeet al., MSSA IE isolates were significantly more likely be CC30
(16). This result was not verified in our studyjcg only 3 among the 15 isolates associated
with CC30 were found in IE. Our observations wesasistent with a study by Tristaat al
comparing IE and bacteraemia isolates showingalvatd range of differens. aureuslonal
complexes were found to be involved in IE (17). épart by Feilet al. described the
molecular characteristics of 338. aureusand noted no link between MLST type and
capability of triggering an infection (18). On tlwentrary, Boothet al identified genetic
differences with PFGE when strains from asymptocnadiriers were compared to those from
infected patients (19). For other bacteria &8eptococcus pneumoniaer Neisseria
meningitidis studies are more unequivocal and show a cleacas®n between strain type
and pathology (20,21). Fest al. explained their results by a weak link betweemaliby and
virulence factors. In other words, isolates wittlie same clone may be distinct due to their
virulence factors and therefore their capabilityrdécting the patient.

Our study is not without limitations. First, it wlduhave been interesting to charactei$se
aureusstrains of 2012 in order to compare to those df32@nd distinguish some genetic
differences since the rate 8f aureusbacteraemia was lower in 2012; unfortunately, they
were not available. Furthermore, given the typmofecular characterisation of strains, which
concerns only a small part of the genome, our teslould be completed. The detection of
virulence factors could be analysed by the use afieoarray available in the National

Reference Center of Staphylococcus in Lyon (puepl8tType®, Alere).
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Table 1. Classification of. aureusbacteraemia according to associated infection aitg severity of the

infection (intensive care unit admission, septioccdhand deaths attributable)

CAinfections  HA infections  Total,(%)
Associated infection site
Bone and joint infections 25 6 31 (15.6)
Skin and soft tissue infections 27 11 38 (19.1)
Infections of vascular foreign body 22 42 64 (32.2)
Respiratory infections 8 9 17 (8.5)
Urinary tract infections 5(2.5)
Infective endocarditis (definite) 7 1 8 (4.0)
Infective endocarditis (possible) 31 25 56 (28.1)
Total infective endocarditis 38 26 64 (32.2)
Severe infections 21 31 52 (26.1)

199 strains

4

* 8 excluded
2 not found
S dried

1E. co

* 3 about to be characterised

U

188 typed

O

179 MSSA

v

9 MRSA

Fig. 1. Flowchart of the strains selection
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Table 2. Antibiotic resistance profiles of 188 &tels ofS. aureuscollected in 2013 in the teaching hospital of

Grenoble

MSSA MRSA t571

(n=179) (n=9) (n=16)

S R (%) S R(%) S R (%)
Antibiotic
Oxacillin 179 0 0 9(100) 16 0
Gentamicin 178 1(0.6) 9 0 16 0
Tobramycin 178 1(0.6) 5 4(44.4) 16 0
Kanamycin 176 3(1.7) 4 5(55.6) 16 0
Amikacin 177  2(1.1) 6 3(33.3) 16 0
Netilmycin 178 1(0.6) 9 0 16 0
Doxycycline 175 4(2.2) 9 0 16 0
Erythromycin | 143 36(20.1) 6 3(833.3) 5 11 (68.8)
Lincomycin 175 4(2.2) 7 2(22.2) 16 0
Cotrimoxazole| 178 1(0.6) 9 0 16 0
Fosfomycin 179 0 9 0 16 0
Fusidic acid 179 0 9 0 16 0
Pristinamycin | 179 0 9 0 16 0
Rifampicin 179 0 8 1(11.1) 16 0
Nitrofurantoin | 179 0 9 0 16 0
Ofloxacin 175 4(2.2) 1 8(88.9) 16 0
Linezolid 179 0 9 0 16 0
Teicoplanin 179 0 9 0 16 0

9

0 16
Total 179 9 16

Vancomycin 179 0
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spa t1313
80%
spa t267
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Fig. 2. Overall frequency afpatypes. Types witk2 isolates per type are categorized as “others” 95 of 108
total spatypes).
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Fig. 3. A & B: Frequency obpa clusters ofS. aureusisolates by clinical origin (community- and hospit
acquired infections); C & D: Frequency epa clusters ofS. aureusisolates from patients with infective

endocarditis (definite and possible) and patieritsomt infective endocarditis.

39



Table 2. Frequencies apa clusters. CA: Community-acquired infections; HAodpital-acquired infections; IE: Infective endodtisd(definite and possible); severe

infections: intensive care unit admission, septiock and deaths attributable

Cluster (prevalent types) No. of No. of No. of No. of No. of IE No. of no IE No. of severe No. of no
spa types (%) strains (%) CA strains (%) HA strains (%)  strains (%) strains (%) infections severe
(n=108) (n=188) (n=94) (n=94) (n=61) (n=127) strains (%) infections

(n=46) strains (%)
(n=142)

t015 (t015, t050, t230, t571, t1451, t4896) 22 (20.4) 46 (24.5) 24 (25.5) 24 (25.5) 19 (31.1) 28 (22.0) 11 (23.9) 35 (24.6)

t012 (t012, t018, t021) 10 (9.3) 20 (10.6) 9(9.6) 11 (11.7) 6(9.8) 14 (11.0) 8(17.4) 13(9.2)

t024 (t008, t024, t1171) 7 (6.5) 18 (9.6) 12 (12.8) 6 (6.4) 4 (6.5) 14 (11.0) 1(2.2) 15 (10.6)

t002 (t002) 7 (6.5) 17 (9.0) 8(8.5) 9(9.6) 6(9.8) 11 (8.6) 4 (8.7) 13(9.2)

t189/3380 (t267) 6 (5.6) 8(4.3) 4 (4.3) 4 (4.3) 2(3.3) 6(8.7) 3(6.5) 4(2.8)

1216 (t216) 5(4.6) 6(3.2) 1(1.1) 3(3.2) 1(1.6) 3(2.4) 1(2.2) 3(2.1)

t084 (t084, t279, t346) 5(4.6) 14 (7.4) 8(8.5) 6 (6.4) 8(13.1) 6(4.7) 2(4.3) 10 (7.0)

t005 (t005) 4(3.7) 7(3.7) 2(2.1) 5(5.3) 1(1.6) 6(4.7) 3(6.5) 4(2.8)

t167 3(2.8) 3(1.6) 0 2(2.1) 1(1.6) 1(0.8) 0 2(1.4)

t127 (t177) 3(2.8) 4(2.1) 2(2.1) 2(2.1) 2(3.3) 2(1.6) 2(4.3) 2(1.4)

a 2(1.9) 2(1.1) 1(1.1) 1(1.1) 2(3.3) 0 1(2.2) 1(0.7)

b (t056) 2(1.9) 4(2.1) 4 (4.3) 0 1(1.6) 3(2.4) 0 4(2.8)

c 2(1.9) 2(1.1) 0 2(2.1) 1(1.6) 1(0.8) 1(2.2) 1(0.7)

d 2(1.9) 2(1.1) 2(2.1) 0 1(1.6) 1(0.8) 0 2(1.4)

e 2(1.9) 2(1.1) 1(1.1) 1(1.1) 0 2(1.6) 0 2(1.4)
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IV. Synthése des résultats et perspectives

Parmi les 199 bactériémies & aureussurvenues en 2013, 101 (50,8%) étaient
communautaires et 98 (49,2%) étaient nosocomiakegrande majorité des patients étaient
hospitalisés dans un service de médecine (71,9%3. foyers infectieux associés a la
bactériémie étaient variés, allant de I'infectigtém-articulaire a celle du tractus urinaire. On
note en particulier 64 cas d’endocardite infecie(82,2%) si I'on tient compte a la fois des
endocardites infectieuses probables et certainles $es criteres de Duke modifiés. D’'un
point de vue clinique, aucun nouveau facteur dguasn’a été identifie. Sur les 199 souches
de S. aureuscorrespondantes aux bactériémies, 188 ont puty@iges selon la méthode du
spa typing Ces 188 isolats étaient composés de 179 SASN¥9et de 9 SARM (4,8%).
Cent huit spa typeont été identifiés, dont le plus frequent étaif1t58.5%,n = 16).
L’hypothése d’'un éventuel clone émergent respoesadlla recrudescence des bactériemies a
S. aureusau CHU de Grenoble a donc été écartée. Néanmgpass71 est probablement
rattaché au complexe clonal CC398, dont I'incidecrméssante a récemment été observée en
France et dans le reste du monde ces dernieressarigres avoir rassemblé resa typeen
cluster, aucune différence n’a été constatée entre leshesuiées a des infections graves et
celles liees a des infections moins graves. Enepatncurcluster de spa typeen particulier
n’était associé a I'endocardite infectieuse.

Prochainement, nous souhaiterions affiner la cérisettion moléculaire de certaines de nos
souches au Centre National de Référence des Staplyles a Lyon a l'aide de biopuce
(StaphyTyp@&, Alere). L’association au CC398 des isolsmt571 serait ainsi établie avec
certitude. Un profil toxinique particulier, expligot la hausse récente des bactériémies
associees, pourrait étre mis en évidence par tatteique. Il serait également intéressant
d’effectuer le génotypage des soucheSdaureusies années suivantes, selon la méthode du
spa typing afin d’étudier I'évolution de la distribution depatypedans le temps. Sur le plan
clinique, la population comportant des facteursiggue de développer une bactériémig. a
aureus notamment le port de matériel étranger vascylairaugmenté. Par conséquent, ce
constat devrait influencer le médecin dans sa mécFintroduire et de maintenir ou non un

dispositif intra-vasculaire chez un patient.
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THESE SOUTENUE PAR : Isabelle BONNET

TITRE :
Caractérisation moléculaire de 188 souches de Staphylococcus aureus

responsables de bactériémies au CHU de Grenoble sur ’année 2013

CONCLUSIONS

Les bactériémies & Staphylococcus aureus sont synonymes d’infection grave et
aménent parfois le patient au déces. En 2013, nous avons remarqué une recrudescence de ce
type d’infection par rapport 4 I’année précédente au CHU de Grenoble. En effet, 199 souches
de S. aureus étaient isolées a partir d’hémocultures au cours de "année 2013 contre 154 en
2012, soit une augmentation de 29%. Cette tendance s’est confirmée en 2014 puisque 197

hémocultures sont revenues positives a S. aureus cette année-la.

L’objectif de ce travail était a la fois d’étudier la population concernée par I’'infection en 2013
et d’analyser sur le plan moléculaire les souches de S. aureus mises en cause, afin de
distinguer des facteurs de risque liés & I’hdte et/ou d’identifier un clone particuliérement
virulent et ainsi mettre en ceuvre dans le futur des actions adaptées visant a enrayer le

phénomene.

Les données cliniques de notre étude n’ont pas montré de nouveau facteur de risque. D un
point de vue biologique, 188 isolats de S. qureus, dont 9 étaient résistants a la meéticilline
(4,8%), issus de bactéricmies en 2013 ont été caractérisés selon la méthode du spa typing.
Parmi les 108 spa type identifiés, t571, t002, t008 et t084 sont les plus fréquents. Aucun clone

majoritaire n’a été mis en évidence. 1l n"apparait pas de différence majeure entre les souches



issues d’infections communautaires et celles acquises a 1"hopital, entre les isolats responsables
d’endocardite infectieuse et les autres. L’ensemble des résultats concorde avec les données
publiées jusqu’a présent dans d’autres régions de France ou du monde. Grace a ce travail
mené en collaboration avec 1I’équipe d’infectiologie, nous avons ainsi démontré qu’il n’y avait
pas de nouveau facteur de risque lié & I’hdte, ni de clone émergent au CHU de Grenoble pour
I"année 2013. Sur le versant microbiologique, il serait intéressant d’affiner fa caractérisation
moléculaire de nos souches afin de connaitre le profil toxinique et d’autres facteurs de

virulence.
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