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Liste des abréviations

a-HCCA : acide a-4-cyano-hydroxy-cinnamique

ADNe : ADN extracellulaire

BET : Bromure d’éthidium

BHI : Milieu coeur cervelle, brain heart infusion

BSA : Albumine sérique bovine, bovin serum albumin
CMH II : Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type II
EMCM : European Microbiology Criteria for Interpretation
eV : Electrons-volts
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h: heures

HUS : Hopitaux Universitaires de Strasbourg

IC : Intervalle de Confiance

IGV : Integrative Genome Viewer (logiciel)

INRA : Institut National de Recherches Agronomiques
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M : Molaire

Mb : Million de bases

min : Minutes

mM : Millimolaire

MLST : Multi Locus Sequence Typing

MSP : Main Spectra Projection

OR: 0Odd ratio

pb : Paire de bases

PBS : Tampon phsophate salin, phosphate buffered saline

PCA : Analyse en composant principaux, principal component analysis



PNAG : Poly-N-acetylglucosamine

PRClIs : Ilots chromosomiques en relation avec un phage, Phage-Related Chromosomal
Islands

SCN : Staphylocoques a coagulase négative
SCV : Variant a petites colonies, small colony variant
TBE : Tris, borate, EDTA

TFA : Acide tri-fluoro-acétique
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A. Taxonomie des staphylocoques et découverte de
Staphylococcus lugdunensis

Les staphylocoques sont des organismes unicellulaires appartenant au phylum des
Firmicutes et a la famille des Staphylococcaceae qui comprend le genre Staphylococcus.
Staphylococcus aureus est 'espece de staphylocoque la plus étudiée, car elle constitue un
des principaux agents infectieux en pathologie humaine. Il existe néanmoins de
nombreuses autres especes, souvent commensales chez 'homme mais aussi chez
I'animal, dont le role pathogéne est apparu avec les progres de la médecine. Les
thérapeutiques invasives et immunosuppressives ont donné l'occasion a ces autres
especes de staphylocoques d’exprimer tout leur potentiel de virulence comme S.
epidermidis [1]. On distingue classiquement S. aureus des autres staphylocoques par la
production d’'une coagulase, une protéine se fixant a la prothrombine, I'activant ainsi
puis capable de transformer le fibrinogéne en fibrine et de coaguler le plasma sanguin.
On oppose donc a cette espece les staphylocoques a coagulase négative (SCN). La
coagulase a été décrite il y a plus de 50 ans chez S. aureus avec l'identification de 2
activités distinctes qui correspondent en fait a la présence de protéines différentes [2].
Une coagulase libre (CoA) qui est une protéine sécrétée par la bactérie se liant au
fibrinogéne et qui active la cascade de la coagulation par l'activation directe de la
prothrombine [3]. Une coagulase liée qui correspond a deux protéines liées a la
membrane plasmique (CIfA et CIfB) se liant directement au fibrinogene et responsables
de 'agrégation plaquettaire. La capacité de ces 2 protéines a agréger les bactéries en
présence de fibrinogene leur a donné le nom de clumping factor. S'il s’agit des 2 facteurs
d’adhésion historiques au fibrinogéne mais nous savons maintenant que de nombreuses
protéines produites par S. aureus peuvent se fixer au fibrinogéne et que cela constitue
un médiateur central de sa virulence [4][5][6][7].

Dans le méme temps, I'intérét croissant des microbiologistes et des cliniciens pour les
SCN a permis l'identification de nombreuses nouvelles especes depuis 3 décennies et
certaines présentent des caractéristiques assez inattendues comme la production d’'une
coagulase, remettant en cause la dichotomie classique : S. aureus (coagulase positive) et
SCN [8]. D’'une maniere générale, I'identification de nouvelles especes de staphylocoque
a longtemps reposé sur leurs caractéristiques biochimiques, c’est a dire sur leur
équipement enzymatique. C’est dans ce contexte que Jean Freney et ses collaborateurs
ont travaillé dans les années 80 sur la mise au point de galeries d’identification
biochimique des staphylocoques et découvert deux nouvelles especesde SCN

Staphylococcus lugdunensis et Staphylococcus schlieferi [9]. Les auteurs ont pu montrer
que ces 2 staphylocoques possédaient une caractéristique tout a fait particuliere : la
production d’un clumping factor. Depuis, les microbiologistes ont montré que d’autres
SCN étaient capables de produire un clumping factor comme Staphylococcus sciuri ainsi
que plusieurs SCN issus du monde animal pouvaient produire une coagulase libre:
Staphylococcus intermedius (chien), Staphylococcus hyicus (porc), Staphylococcus
delphini (dauphin) et Staphylococcus lutrae (loutre) [8]. Ces nouvelles données, mais
surtout l'utilisation de l'information contenue dans les génomes bactériens (genes
ménagers, ARNr 16S, séquences de génomes complétes) ont bouleversé la taxonomie
des staphylocoques. Ryan Lampers et ses collaborateurs ont récemment proposé une
classification basée a la fois sur des criteres phylogénétiques en utilisant les séquences
de différents génes (géne codant pour I’ARNr 16S et les génes dnaj, rpoB, tuf) et sur des
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criteres biochimiques connus comme la coagulase libre, une approche particulierement
intéressante chez les procaryotes [10][11]. Dans une revue compléte de la littérature sur
les SCN, Karsten Becker et ses collaborateurs donnent une traduction synthétique de ces
nouvelles données et des principaux parametres phénotypiques permettant de
caractériser les staphylocoques (Tableau 1) [8].

Tableau 1. Classification des staphylocoques sur la base des relations phylogénétiques
établies entre plusieurs loci (géne codant pour '’ARNr 16S, dnaj, rpoB, tuf). (Reproduit et
traduit de Karsten Becker et coll., 2014).

Oxydase
Novobiocine

Coagulase

Groupe
Cluster

Espéce

Oxydase
Novobiocine
Coagulase

Groupe

Cluster

Espéce

Négative

Muscae

S. muscae
S. microti
S. rostri

Lugdunensis

Lugdunensis

Négative

Sensible

Positivel-variablez-négative3

Hyicus-Intermedius

Hyicus

S. hyicus?

S. agnetis?

S. chromogenes?
S. felis?

Auricularis

Auricularis

S. lugdunensis | S.

auricularis

Intermedius

S. intermedius!
S. delphini?

ssp. carnosus
ssp. utilis

S. condimenti
S. piscifermen-
tans

1 Positive, présence d’'une coagulase libre
ZVariable, présence d’'une coagulase libre variable selon les souches
3 Négative, absence de coagulase libre

Aureus

S. aureus
ssp. aureus?

S. lutrae? ssp. anaerobius?
S. pseudointer- S. simiae!
medius!
S. schleidefri

ssp. schleiferi?

ssp. coagulans?

Négative
Sensible
Négative

Simulans

Simulans- Pettenkoferi-

Carnosus Massiliensis
S. simulans S. pettenkoferi
S. carnosus S. massiliensis

Négative

Epidermidis-Aureus

Epidermidis Warneri
S. epidermidis S. warneri
S. capitis S. pasteuri
Ssp. capitis
ssp. urealyiticus
S. caprae
S. saccharolyticus
Résistant
Saprophyticus
. Cohnii-
Saprophyticus Nepalensis
S. saprophyticus S. cohnii
ssp. saprophy- ssp. cohnii
ticyus ssp. urealy-
ssp. Bovis ticus
S. equorum S. nepalensis
ssp. equorum
ssp. linens
S. gallinarum
S. succinus
SSp. succinus
ssp. casei
S. xylosus

Haemolyticus

S. haemolyticus
S. devriesei
S. hominis
ssp hominis
ssp. novobios-
epticus
S. jettensis
S. petrasii
ssp. croceilyt-
icus
ssp. petrasii

Positive

Sciuri

S. sciuri
ssp. Sciuri
ssp. carnaticus
ssp.rodentium
S. fleuretii
S. lentus
S. stepanovicii
S. vitulinus
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B. Etudes cliniques des infections a S. lugdunensis

L’identification des SCN dans les prélevements médicaux a completement bouleversé la
perception des cliniciens, des microbiologistes et des chercheurs en général sur la
notion de pathogénicité et la virulence. S. epidermidis est le SCN le plus souvent impliqué
en pathologie humaine, mais S. lugdunensis apparait au fil des études cliniques et
microbiologiques comme un SCN particulierement virulent.

Pour les besoins de ce travail, nous avons effectué une revue complete de la littérature
de toutes les séries cliniques de patients ayant présenté une infection a S. lugdunensis.
Nous avons exclu les cas cliniques isolés du tableau de synthese de ces études, mais leur
lecture est parfois pertinente. On retrouve ainsi la description de plusieurs patients
ayant présenté un état de choc dans le cadre d'une bactériémie, plusieurs endocardites
compliquées localement ou bien d’emboles septiques et des infections nécrosantes au
niveau de la peau ou des sinus [12][13][14][15][16][17][18].

Les séries cliniques répertoriées sont détaillées dans le Tableau annexe 1 (paragraphe
VII). On observe que les premieres publications ont surtout décrit des patients
présentant des infections de la peau et des tissus mous avant de voir apparaitre les
premieres séries colligeant des infections plus graves comme des bactériémies, des
endocardites ou des infections ostéo-articulaires. Ces études sont toutes rétrospectives
et s’étendent jusqu’'a 2016 sachant que ce travail de these a été débuté en 2013 et
qu’'entre 2013 et 2016, 8 études cliniques ont été publiées sur les 27 séries cliniques que
nous rapportons depuis 2002.

1. Infections de la peau et des tissus mous

On releve 668 cas rapportés dans la littérature, toutes études confondues. Ce type
d’'infection est initialement apparu comme le plus fréquent en particulier suite a la
publication d’une série importante de 491 patients présentant une infection a S.
lugdunensis dont 413 infections de la peau et des tissus mous par Sidsel Bocher et ses
collaborateurs [19]. Cette étude a eu le mérite d’alerter les cliniciens a propos de ce
pathogéne qui fut ensuite considéré comme émergent mais elle soufre d’'importants
biais méthodologiques, en particulier de l'absence de criteres de significativité
microbiologiques et de criteres cliniques stricts permettant d’écarter les préléevements
simplement contaminés ou colonisés. On peut donc penser que le nombre de cas
rapporté a été supérieur aux cas réels. On observe par contre que lI'ensemble des
souches testées étaient sensibles a I'oxacilline, ce qui est tres inhabituel pour un SCN. On
observe enfin que plusieurs séries font état de la fréquence des abcés chez ces patients,
une donnée tout a fait importante quand on envisage la production de possibles facteurs
de virulence [20][21].

2. Bactériémies et endocardites

Nous avons identifié 88 cas d’endocardites et 163 bactériémies a S. lugdunensis, ces
pathologies n’étant pas exclusives. En effet certaines séries seulement permettent de
déterminer la fréquence des endocardites au sein d’'une cohorte de patients ayant une
bactériémie et elle se situe entre 25 et 50% [22][23][24]. Po-Yen Liu et ses
collaborateurs ont effectué une revue complete de la littérature de tous les cas
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d’endocardites recensés dans la littérature et montrés que sur 67 endocardites 45%
étaient sans porte d’entrée identifiée, 80% sur valve native, 87% concernaient le coeur
gauche, 69% avaient nécessité une intervention chirurgicale et enfin la mortalité globale
était de 39% [25]. Ce taux de létalité tout a fait inquiétant doit étre interprété avec
précautions compte tenu du type d’analyse (revue de la littérature basée sur des études
rétrospectives). Plus récemment, Marwa A Sabe a rapporté un taux de guérison de 100%
dans une étude rétrospective de 15 cas ayant nécessité une prise en charge chirurgicale
dans 40% des cas [15]. Néanmoins, d’'une maniere générale la fréquence des
endocardites parait tout a fait exceptionnelle pour un SCN. La mortalité des
endocardites a S. aureus est habituellement proche de 20% et le recours a la chirurgie
nécessaire dans 26% des cas [26][27]. Concernant '’ensemble des SCN, la mortalité
décrite est en général proche de 12% et le recours a la chirurgie nécessaire dans 12%
des cas [28][8]. Il ne faut pas sous-estimer le biais de recrutement majeur que peut
représenter l'analyse de séries de cas rétrospectifs et de cas isolés, mais ces
observations restent inhabituelles. Concernant les bactériémies isolées, on peut signaler
les résultats de I'étude de Jung-Fu Lin et de ses collaborateurs qui ont recueilli le cas de
48 patients ayant présenté une infection a S. lugdunensis dont 41 bactériémies avec un
taux de mortalité de 21% sans en décrire les causes et sachant que 44% de ces
bactériémies n’avaient pas de porte d’entrée [29].

3. Infections ostéo-articulaires

Nous avons identifié 93 patients dans I'ensemble des séries cliniques publiées. La
premiere cohorte d’'importance a été décrite par Neel B. Shah et ses collaborateurs [30].
Les auteurs rapportent le cas de 28 patients dont 25 présentaient une infection de
prothese totale du genou. Une étude plus récente de Julien Lourtet-Hascoet et de ses
collaborateurs a comparé le cas de 28 patients présentant une infection ostéo-articulaire
a S. lugdunensis a celui de patients présentant une infection a S. aureus (n=30) et S.
epidermidis (n=30) [31]. Les auteurs montrent que plus de 90% des infections a S.
lugdunensis surviennent sur prothese articulaire et le plus souvent au niveau du genou
(57%), mais aussi que ces infections sont significativement plus inflammatoires que les
infections a S. aureus ou S. epidermidis. Le taux de guérison dans cette série est de 89%.

4. Autres infections

Les séries cliniques que nous avons détaillées dans le Tableau annexe 1 décrivent
d’autres types d’infections et en particulier des infections urinaires et pulmonaires. Mais
il faut parcourir les différents cas cliniques publiés pour observer la description
d’infections sinusiennes, neuro-méningées ou ophtalmologiques qui confirment le
tropisme large de cet agent infectieux comme cela est décrit avec tous les
staphylocoques [32][33][34][35].
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On retient a la lecture de ces articles plusieurs éléments concordants :

- Toutes ces études sont rétrospectives avec des biais de recrutements parfois
majeurs.

- Les infections de la peau et des tissus mous sont les plus fréquemment décrites.

- Les endocardites et les infections ostéo-articulaires sont apparues plus
récemment dans la littérature et constituent le deuxieme type d’infections les plus
fréquentes.

- La létalité des endocardites est importante ainsi que le taux de recours a la
chirurgie.

- Cette bactérie ne pose pas de probléeme de résistance aux antibiotiques.

5. Flore cutanée

Plusieurs études permettent de déterminer les lieux de portage de S. lugdunensis qui est
un agent commensal de la peau au méme titre que les membres du groupe S.
epidermidis-like (Tableau 1). Le travail prospectif de Léna Bieber et de ses
collaborateurs en Suede (étude n°l1 dans le Tableau 2) est le plus fiable
methodologiquement et montre que 66.7% des 75 volontaires sains inclus dans I'étude

sont porteurs de S. lugdunensis principalement au niveau de l'aine (32%) et au niveau
axillaire (20%).

Tableau 2. Etudes sur la colonisation a S. lugdunensis.

R1 Portage total Zones de portage

Aine Axillaire Périnée Nez Orteils
Etude 1, n=75 [36] 66.7% 32% 20% 14.7% 9.3% 5.3%
Etude 2,n=140 [37] 22% 22% - - - -
Etude 3,n=252 [38] 51.6% 39.3% 19.8% 17.9%

1R, référence

C. Virulence des staphylocoques

Le terme de virulence clinique est souvent utilisé par exces pour décrire la sévérité des
tableaux cliniques induits par un agent infectieux. La virulence au sens microbiologique
fait plutét référence a I'existence d’'une substance, le plus souvent protéique, produite
par un agent infectieux et responsable d’'un tableau clinique qui lui est directement
imputable ou qui y participe. Ce tableau clinique peut étre séveére, comme par exemple
dans le choc toxique staphylococcique induit par la toxine TSST-1 de S. aureus ou plus
bénin comme la furonculose récidivante induite par la leucocidine de Panton Valentine
produite par S. aureus [39]. Enfin, une méme toxine peut étre responsable de tableaux
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cliniques variables qui sont fonctions du site infecté, de I’'état du patient (notamment
immunitaire) et de la quantité de toxine produite, comme la leucocidine de Panton
Valentine qui est aussi responsable de pneumopathies nécrosantes extrémement
séveres [39].

La corrélation directe entre un tableau clinique particulier et la production d’une toxine
bactérienne est finalement rare si I'on considére I'’ensemble des infections bactériennes
mais particulierement instructif sur le plan physiopathologique et cela peut surtout
constituer le point de départ de thérapeutiques anti-toxiniques ciblées [40]. S. aureus
constitue a cet égard un modele d’étude. La variété, la gravité et la fréquence des
infections a S. aureus ont permis l'identification de protéines impliquées dans sa
pathogénicité, directement ou indirectement, constituant a proprement parler des
facteurs de virulence.

1. Virulence de Staphylococcus aureus

Plusieurs revues de la littérature extrémement completes ont été consacrées a la
virulence de S. aureus sur laquelle nous ne reviendrons pas en détail [27,41-43]. Cette
bactérie possede le plus large éventail de facteurs dits de virulence dont I'imputabilité
clinique chez I'homme n’est pas toujours parfaitement démontrée, mais possible au
regard des substances considérées, de leur effet in vitro et sur des modeles animaux. Il
est cependant important de noter qu'une majorité d’entre eux ciblent les éléments de
I'immunité innée qui préparent ou contribuent a I'immunité adaptative.

On distingue schématiquement 3 catégories de facteurs en fonction de leur localisation
et participant a la pathogénicité de S. aureus: les protéines sécrétées telles que les
toxines (cytotoxines et toxines superantigéniques) et les exoenzymes (protéases, lipases
entre autres), les protéines d’adhésion liées a la paroi bactérienne (facteurs d’adhésion
au fibrinogene et a la fibronectine par exemple), les protéines cytoplasmiques comme
les protéines impliquées dans la synthese de la capsule bactérienne. Ces facteurs de
virulence sont étroitement coordonnés au niveau transcriptionnel par plusieurs
systemes de régulation habituellement constitués de 2 composants et situés au niveau
de plusieurs loci : agr, saeRS, srrAB, IytRS et arlRS [44]. Ces systemes ont pour fonction
de percevoir les conditions environnementales et de stimuler ou inhiber la production
de certains facteurs de virulence.

a) Le locus agr, un systeme de régulation

Le locus agr est probablement le plus étudié et le mieux connu des systemes de
régulation. Il régule positivement l'expression de toxines sécrétées comme les
hémolysines a et (3, les leucotoxines ou TSST-1, mais réprime la transcription de
protéines d’adhésion comme la protéine A, la coagulase ou la protéine d’adhésion au
fibrinogene. Plusieurs dizaines de genes sont directement régulés par ce locus qui
controle aussi des fonctions métaboliques et de transport ce qui lui confére au final une
activité pléiotropique [45][46]. Son expression est cinétique au cours de la croissance
bactérienne, il est inhibé au début de la phase de croissance bactérienne ou les bactéries
expriment des facteurs d’adhésion leur permettant de s’établir au niveau d’un tissu par
exemple. L’'inoculum bactérien augmentant la concentration des métabolites signaux, les
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genes du locus s’activent pendant la phase de croissance exponentielle permettant la
synthese de facteurs comme les cytotoxines pour fournir les éléments nutritifs
nécessaires aux bactéries, mais aussi en inhibant la transcription des facteurs
d’adhésion pour permettre aux bactéries de se mobiliser et d’essaimer. Le locus agr est
constitué de 5 genes: agrA, agrC, agrD, agrB et hld sous le contrdle de 2 promoteurs
indépendants: P2 et P3. Lors de la phase exponentielle de croissance bactérienne le
gene agrD code pour une protéine AgrD qui est maturée et exportée par la protéine
AgrB ce qui génere un oligopeptide activateur dans le milieu extracellulaire. Ce peptide
s’accumule progressivement jusqu’a atteindre un seuil quantitatif qui est directement
fonction de la densité cellulaire bactérienne et qui permet sa fixation a un récepteur
transmembranaire, AgrC. Cette protéine change alors de conformation et entraine la
phosphorylation intra cytoplasmique de AgrA dont la conformation permet alors
d’activer le promoteur P2 (boucle d’auto d’auto-activation) mais aussi le promoteur P3
qui aboutit a la transcription du gene hld et la synthese d’'un ARN de 514 nucléotides,
I’ARNIIL 11 s’agit de I'effecteur final du systeme de régulation qui active la transcription
de genes codants pour diverses toxines (hémolysines et toxines superantigéniques entre
autres). Il peut aussi coder en tant qu’ARN messager pour une protéine, la 6-hémolysine,
une cytotoxine sans relation avec les capacités régulatrices de son ARN codant. Ce
meécanisme global de régulation de la virulence en fonction de la population bactérienne
est appelé détection du quorum ou quorum sensing [47]. Ces éléments sont résumeés
dans la Figure 1 [40].
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Figure 1. Régulation de la production de facteurs de virulence par le locus agr.
(Reproduit et traduit de Kong C et coll,, 2016).
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b) Facteurs de virulence de Staphylococcus aureus

Nous ne détaillerons pas I'’ensemble des protéines de virulence potentielle décrites chez
S. aureus dans le cadre de ce travail. Plusieurs revues de la littérature y sont consacrées
et le centre national de référence a référencé 185 genes de virulence et de résistance aux
antibiotiques qui peuvent étre recherchés a la demande [48][42,49,50][51][52]. Un lien
de causalité directe entre ces facteurs de virulence et une manifestation clinique
humaine est souvent difficile a établir et a pu étre décrit dans quelques situations.
Plusieurs revues de la littérature font état des relations entre ces toxines, modeéles in
vitro, animaliers et en pathologie humaine en particulier au niveau cutané ou les

interactions sont les plus nombreuses [42,53,54][52].

Leucocidine de Panton Valentine : il s’agit d’'une protéine composée de 2 sous unités :
LukS-PV et LukF-PV. Les geénes, contigus, codant ces protéines sont portés par un
bactériophage qui n’est retrouvé que chez 1 a 2% des souches, en France et en Europe.
Cette protéine présente une activité lytique in vitro limitée aux globules blancs:
monocytes, macrophages, polynucléaires et métamyélocytes. Elle est directement
impliquée dans la survenue d’infections cutanées abcédées récidivantes mais aussi de
pneumonies nécrosantes et d’'infections ostéo-articulaires. La corrélation entre les
pneumopathies et cette toxine a fait I'objet de débats dans la littérature, certaines études
produisant des résultats discordants. Cependant, 'usage de modéles expérimentaux de
souris humanisées pour le récepteur de la leucocidine rejoint la majorité des
observations établissant un lien de causalité directe en particulier chez les patients
jeunes, immunocompétents et infectés par des souches communautaires sensibles a la
méticilline [42,55,56][57].

TSST-1 et entérotoxines : il s’agit de toxines superantigéniques ayant un réle central
dans un tableau clinique d'une extréme gravité : le choc toxique staphylococcique, qui
peut survenir spécifiquement au cours des cycles menstruels (choc toxique menstruel)
ou a partir de plaies contaminées. Ces protéines sécrétées se fixent sur la partie externe
du complexe majeur d’histocompatibilité de type II (HLa-Dr) et du récepteur des
lymphocytes T (TCR et sa partie hypervariable V[3) dont elles induisent une activation
massive et non contr6lée aboutissant a la production de médiateurs inflammatoires en
grande quantité responsables de cet état de choc (médiateurs vasodilatateurs entre
autres). Des formes cliniques de moindre gravité sont aussi la manifestation directe de
ces toxines comme la scarlatine staphylococcique liée a TSST-1 ou les intoxications
alimentaires liées aux entérotoxines [52].

Il existe de nombreux autres facteurs de virulence dont le réle clinique est suggéré par
leur action in vitro et sur des modéles animaux [42,51].

La résistance bactérienne qui est un autre mode de virulence est aussi directement en
cause dans la problématique clinique que posent les infections a S. aureus, en particulier
les souches résistantes a la méticilline qui el sont a la quasi totalité des -lactamines.
Nous avons cité dans le Tableau 3 quelques uns des facteurs de virulence de S. aureus et
leurs principales cibles moléculaires et cellulaires [42,49,51].
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Tableau 3. Synthese des principaux facteurs de virulence de S. aureus et de leurs cibles

principales.
‘ Facteurs de virulences Cible principales R?
Cytotoxines formant des pores [58]
[59]
a-hémolysine Lyse des globules rouges
Lyse des lymphocytes
Lyse des polynucléaires neutrophiles
8-hémolysine Lyse des globules rouges
Lyse des polynucléaires neutrophiles
Y-hémolysine Lyse des polynucléaires neutrophiles
(HlgA + HIgB) Lyse des monocytes macrophages
Lyse des lymphocytes T
LukSF-PV Lyse des polynucléaires neutrophiles
(LukS-PV + LukF-PV) Lyse des monocytes macrophages
(Leucocidine de Panton Valentine)
LukED Lyse des monocytes macrophages
(LukS-E et LukF-D) Lyse des polynucléaires neutrophiles
Lyse des cellules dendritiques
HlgCB Lyse des monocytes macrophages
(HlgC + HlgB) Lyse des polynucléaires neutrophiles
Lyse de certains neuronnes
LukAB Lyse des polynucléaires neutrophiles
(LukS-A + LukF-B) Lyse des monocytes macrophages
(LukHG) Lyse des cellules dendritiques
LukMF’ Lyse des polynucléaires neutrophiles
(LukM-PV + LukF’-PV like) Lyse des monocytes macrophages
LukPQ Lyse des polynucléaires neutrophiles
Cytotoxines ne formant pas de pores [42]
B-hémolysine Lyse des monocytes macrophages
Lyse des globules rouges
Protéines d’adhésion [51]

Liées de maniére covalente a la paroi bactérienne

MSCRAMMs

CIfA (Clumping factor A) Adhésion au fibrinogene
CIfB(Clumping factor B) Adhésion au fibrinogene

FnBPA Adhésion a la fibronectine

FnBPB Adhésion a la fibronectine

Vwb Adhésion au facteur de von Willebrand
Cna Adhésion au collagene

Protéines porteuses d’'un NEAT

IsdA-B-C-H

Protéines de capture du fer
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(Iron surface determinant) Adhésion a a la matrice extracellulaire
Protéine en faisceau a 3 hélices

Protéine A Adhésion au  domaine Fc des
immunoglobulines
Facteur d’adhésion au facteur de von
Willebrand

Protéines a motif G5 répété

AdsA Inhibition de la fonction oxydative (pas
de propriétés d’adhésion)

SasX Inconnu

SraP Adhésion a la glycoprotéine 340 (gp340)
Adhésion aux plaquettes

SasB-D-F-J-K-L Inconnu

Bap Adhésion a la glycoprotéine 96 (gp96)

Toxines superantigénique ~ [52]

TSST-1
SEA a SEE, SEG a SEO, SEQ, SER, SET,

SEU

Toxines protéolytiques [49]

SspA Sérine protéase, clive certaines liaisons

(Protéase V8) peptidiques

ETA-B-D Protéases, clivent certaines liaisons

(Epidermolysines) peptidiques

Aur Métalloprotéase

(Auréolysine)

Echappement du systéme immunitaire [49]

[60]

CHIPS Inhibiteur du chimiotactisme des
polynucléaires neutrophiles

SCIN Inhibition du complément

Efb Inhibition du complément

Ecb Inhibition du complément

Eap, EapH1, EapH2 Inhibiteurs des sérines protéases
produites par les  polynucléaires
neutrophiles

Staphylokinase Inhibition de I'action des peptides
antimicrobiens dans le phagosome

SSL-7 Inhibition du complément

1R, références



2. Virulence des staphylocoques a coagulase négative

En dehors de S. lugdunensis, d’autres SCN sont aussi particulierement pathogene dans
les études cliniques: S. epidermidis et S. saprophyticus. 1l s’agit principalement
d’infections nosocomiales, sur matériels bien différentes des infections « toxiniques » a S.
aureus décrites ci-dessus. Néanmoins, la fréquence et la gravité des infections induites
par ces SCN et en particulier S. epidermidis a permis 'identification de plusieurs facteurs
contribuant probablement a sa virulence. Plusieurs revues de la littérature ont été
consacrées a ce sujet et notamment a S. epidermidis et les éléments rapportés dans les
paragraphes ci-dessous s’y référent [1,8,61,62].

a) Facteurs d’adhésion et production de biofilm

Il s’agit du principal médiateur de la pathogénicité des SCN, en particulier de S.
epidermidis, le plus souvent responsable d’infections sur matériel dans un contexte
nosocomial : infections sur cathéter vasculaire, sur prothese vasculaire ou prothese
articulaire. Le biofilm est un agglomérat bactérien au sein d’une structure
habituellement polysaccharidique (poly-N-acetylglucosamine) mais parfois protéique,
riche en ADN extracellulaire (ADNe) et en nutriments. Cette matrice constitue un espace
privilégié de survivance bactérienne ou la pénétration des antibiotiques est
extrémement difficile. Les bactéries peuvent s’attacher directement aux matériaux
implantés ou a la matrice extracellulaire qui les entoure avant de produire les éléments
qui constitueront un biofilm entourant ce matériel. On distingue 3 catégories de facteurs
d’adhésion :

- Protéines non covalentes : ce sont des protéines fixées de maniere non covalent au
peptidoglycane. Les autolysines représentent la principale famille protéique et
notamment la protéine AtIE de S. epidermidis. Ce facteur d’adhésion a la vitronectine est
responsable de la production du biofilm et du relargage d’ADNe qui est indispensable a
la persistance du biofilm. On peut aussi citer la protéine ClpP qui est nécessaire a la
production du biofilm et dont la régulation dépend directement d'un locus agr identifié
chez S. epidermidis et dont le réle est similaire a celui décrit chez S. aureus. D’autres
facteurs d’adhésion ont été décrits dans cette famille chez S. epidermidis comme Aae, une
autolysine ayant des propriétés d’adhésion au fibrinogene, a la fibronectine et la
vitronectine ; Embp, une protéine géante de 1100 kDa qui se lie a la fibronectine et
permet aussi d’établir des liaisons intercellulaires bactériennes.

- Protéines covalentes: il s’agit d'une vaste famille de protéines se liant a la matrice
extra cellulaire et attachées au peptidoglycane de maniere covalente ou Microbial
Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMMs). Ces
protéines s’ancrent au peptidoglycane par l'intermédiaire d’'une enzyme, la sortase A,
localisée sur la membrane plasmique et qui créait une liaison covalente entre une
thréonine et le peptidoglycane au niveau d’'un motif particulier: LPXTG (Leucine-
Proline-X-Thréonine-Glycine ou X est un acide aminé quelconque). Ces motifs sont
relativement simples a identifier au niveau de la séquence codante et S. epidermidis en
contient plus d'une dizaine. La protéine la mieux caractérisée est Fbe ou facteur
d’adhésion au fibrinogéne qui est proche du clumping factor A de S. aureus. Les
protéines de la famille Sdr ayant un motif sérine-aspartate répété, se lient au collagene
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et sont nombreuses chez S. epidermidis : SdrF, SdrG, SdrH. SesC est une autre protéine de
liaison au fibrinogeéne décrite chez quasiment toutes les souches de S. epidermidis. Bap
est une protéine permettant aux souches de S. aureus d’adhérer aux surfaces inertes et
plusieurs homologues ont pu étre mis en évidence chez S. epidermidis, S. haemolyticus et
S. cohnii. Enfin, Aap est une protéine d’adhésion intercellulaire décrite chez S.
epidermidis.

- Acides téichoiques: ce sont des polymeres de glycérol présents en grand nombre
chez les bactéries a gram positif et qui s’enchassent profondément dans la membrane
plasmique, ainsi que dans le peptidoglycane. Ils sont directement impliqués dans
'attachement de la bactérie a la fibronectine.

Ces facteurs d’adhésion permettent donc aux bactéries de s’établir au niveau du secteur
extracellulaire et sur des matériaux. De maniere concomitante les bactéries peuvent
collaborer a I'établissement du biofilm dont la composition est le plus souvent
polysaccharidique, mais le biofilm peut aussi comprendre des éléments protéiques qui
constituent des facteurs d’adhésion a part entiere.

- Biofilm polysaccharidique: il s’agit d'un glucosaminoglycane, le poly-N-
acteylglucosamine (PNAG) encore appelé adhésine polysaccharidique intercellulaire
(PIA). Ce composé dont la charge globale est positive se lie par interactions
électrostatiques aux charges négatives portées par les acides téichoiques de la paroi
bactérienne. La syntheése de PNAG est sous la dépendance d'un opéron, icaADBC, qui est
présent chez de nombreux SCN dont S. epidermidis et S. lugdunensis.

- Biofilm protéique : 'accumulation de biofilm est aussi sous la dépendance de facteurs
protéiques comme les protéines Bap, Bhp et Aap qui constituent des facteurs d’adhésion
aux surfaces inertes (Bap, Bhp) et entre les cellules bactériennes (Aap). Ces facteurs
protéiques jouent aussi probablement un rdle dans la synthese d'un biofilm riche en
polysaccharides dont les mécanismes restent a préciser.

- Détachement du biofilm: la lyse du biofilm est une étape fondamentale dans la
pathogénie bactérienne, car elle permet aux bactéries de se détacher de cet agglomérat
et d’essaimer dans l'organisme. Cela passe par l'intervention d’hydrolases (digestion du
PNAG), de protéases (digestion des liaisons protéiques) et de nucléases (digestion de
I’ADNe), mais aussi de modulines phénol-solubles. GIuSE (aussi appelée Esp ou SspA) est
une sérine protéase décrite chez S. epidermidis qui présente une activité protéolytique.
Cette protéine peut directement cliver le fibrinogene, la fibronectine, la
vitronectine, mais elle peut aussi dégrader les protéines d’adhésion intercellulaire
comme FnBPA, FnBPB, Eap et Emp. Plusieurs autres protéases décrites chez S.
epidermidis sont aussi impliquées dans la dégradation des protéines d’adhésion : SepA
(métalloprotéase), Ecp (cystéine protéase) et Eip. Il n’y a pas d’hydrolases décrites chez
S. epidermidis. Les nucléases dont le réle est évident dans la lyse du biofilm de S. aureus
(protéine Nuc) ont probablement une fonction similaire dans le détachement du biofilm
en particulier chez S. epidermidis qui produit une nucléase, la DNAse I, dont le réle est
probablement plus marqué au sein de biofilms protéiques. Les modulines phénol-
solubles sont de petits peptides de 20 a 45 acides aminés produits par de nombreux SCN
dont S. epidermidis chez qui on distingue a ce jour 7 peptides distincts. Ils existent aussi
chez S. aureus chez qui leur synthése est dépendante du locus agr (Figure 1). Le
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mécanisme d’action de ces peptides amphipathiques n’est pas parfaitement connu mais
semble passer par une action de surfactant conduisant a la dispersion du biofilm.

b) Echappement au systeme immunitaire

Les SCN peuvent étre internalisés par plusieurs cellules n’appartenant pas aux cellules
phagocytaires professionnelles et échappant de fait a leur vigilance. C’est le cas par
exemple des ostéoclastes et de S. epidermidis. Cette persistance intra-cellulaire passe
aussi par l'apparition d’'une forme métabolique particuliere que sont les variants a
petites colonies ou small colony variant (SCV). Ces bactéries ont un métabolisme
extrémement ralenti et sont de taille réduite. En culture cet aspect est tres
caractéristique sur une boite de Pétri ou elles forment de petites colonies souvent
blanches qui peuvent mettre plusieurs jours a apparaitre et requérir certaines
conditions de croissance particuliere comme la présence de CO2 dans I'atmosphere. Elles
échappent alors completement aux défenses immunitaires et constituent un facteur

démontré d’infections persistantes en particulier ostéo-articulaires [63,64].

Le biofilm constitue une véritable barriere physique qui empéche les cellules
phagocytaires comme les macrophages d’accéder aux bactéries et déclencher la réponse
immunitaire. Plusieurs protéases peuvent aussi dégrader certains médiateurs
immunitaires. La protéine Esp est une sérine protéase produite par S. epidermidis qui
dégrade la fraction C5 du complément. SepA est une métalloprotéase produite par S.
epidermidis qui peut cliver les peptides antimicrobiens. Les modulines phénol-solubles
ont aussi un role de stimulateurs du systeme immunitaire. Elles stimulent la voie NF-xf3
chez les macrophages et induisent la production de cytokines pro-inflammatoires,
stimulent la dégranulation des polynucléaires neutrophiles et inhibent leur apoptose.
Leur production est étroitement controlée par le locus agr-.

) Production de toxines

Les SCN d'une maniere générale expriment peu de facteurs de toxines par rapport a S.
aureus.

- Toxines cytolytiques : les modulines phénol-solubles comme chez S. aureus possedent
des capacités de lyse des polynucléaires neutrophiles et des érythrocytes, en particulier
la PSMy produite par S. epidermidis qui frome des pores dans la membrane de ces
cellules. Elle est impliquée dans la colite nécrosante des nouveau-nés et constitue un
facteur de virulence au sens clinique du terme, ce qui est exceptionnel chez les SCN.

- Toxines superantigéniques : la production d’entérotoxines par S. epidermidis a fait
I'objet de plusieurs articles parfois contradictoires. Il existe maintenant plusieurs
publications convergentes permettant de confirmer la présence de genes SE-like mais
aussi la production d’entérotoxines. Certains de ces genes ont pu étre identifiés sur un
ilot de pathogénicité : un variant de SEC et SE-like toxin L. Il n’y a néanmoins pas de
corrélation clinique formelle comme cela est démontré chez S. aureus.

- Production de bactériocines ou lantibiotiques : ce sont des peptides appartenant au
groupe des peptides antimicrobiens [65]. On considere classiquement leurs fonctions
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anti microbiennes mais leur activité sur I'’écosysteme notamment cutané est en fait a
I'origine de modifications écologiques permettant a S. epidermidis de s’établir
durablement au sein d’'une véritable niche et contribuent en fait a sa pathogénicité. S.
epidermidis produit ainsi plusieurs peptides largement décrits dans la littérature :

épidermine, Pep5, épilancine K7, épidermicine N101 et I'épicidine 280.

- Régulation de la pathogénicité : plusieurs systémes de régulation sont décrits chez S.
epidermidis : le systeme agr déja décrit chez S. aureus, le systeme [uxS/Al-2, le locus sar
et d’autres systemes de régulation moins bien décrits. Ces loci permettent de créer un
systeme de détection du quorum qui adapte et coordonne la réponse d'un ensemble de
bactéries aux conditions environnementales et internes. Le locus agr a été identifié chez
d’autres especes de SCN comme S. intermedius, S. warneri mais aussi S. lugdunensis. Les
meécanismes d’action et de régulation sont beaucoup moins connus que chez S. aureus,
méme chez S. epidermidis avec des résultats parfois contradictoires. D’'une maniere
générale chez S. epidermidis il semble que ce locus garde une fonction d’inhibition de la
production de facteurs d’adhésion et stimule la production de facteurs de destruction du
biofilm (protéases, nucléases, lipases) dans la phase de croissance exponentielle
bactérienne et cette régulation passe aussi par I'’ARNIII.

3. Facteurs de virulence de Staphylococcus lugdunensis

Contrairement a S. aureus il n’existe pas de lien direct entre un facteur de virulence
éventuel et un tableau clinique particulier chez S. lugdunensis. Pourtant, de nombreuses
études ont montré la présence de facteurs de virulences potentiels souvent proches de
ceux connus et étudiés chez S. aureus avec qui S. lugdunensis partage plus de 70% de son
génome [66]. Nous avons réalisé une analyse complete de la littérature a la recherche de
tous les facteurs de virulence potentiels et noté leur niveau d’identification : génétique,
protéique, fonctionnel. 11 en résulte un listing important de facteurs de virulence
potentiels que 'on peut inclure dans plusieurs catégories fonctionnelles, tout en gardant
a 'esprit que certains de ces facteurs n’ont jamais été identifié sur le plan fonctionnel ou
protéique mais uniquement sur la base d’homologies de séquences de genes :

Facteurs d’adhésion : Fbl (adhésion au fibrinogene), vIWf (adhésion au facteur de von
Willebrand), fbpA, sls (adhésion au fibrinogene), sortase A (protéine d’attachement
membranaire),

Cytotoxines : 6-like-hémolysine (SLUSH-A SLUSH-B et SLUSH-C), streptolysine-S-like
toxine (toxine formant des pores)

Superantigenes : EntE, EntG, EntH, Entl.
Résistance aux antibiotiques : -lactamase
Régulation de la virulence : agr, RNAII]I,

Biofilm et peptidoglycane : icaADBC (opéron de synthese du biofilm), atlL (systeme de
renouvellement du peptidoglycane)

Transport membranaire et métabolisme du fer: Isd (systeme de captation du fer),
sst (systeme d’internalisation du fer), esx (systéme de transport trans membranaire)
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Ces résultats sont détaillés dans le Tableau annexe 2 (paragraphe VII).

Cette étude de la littérature révele la quantité de facteurs de virulence potentiels décrits
chez S. lugdunensis. 11 faut néanmoins remarquer que peu de facteurs sont décrits a
plusieurs niveaux.

On retient de maniere synthétique a la lecture de tous ces articles quelques
caractéristiques centrales de S. lugdunensis :

- Les propriétés d’adhésion a la matrice extra cellulaire et la sécrétion d’'une
protéine d’adhésion au fibrinogéne

- L’existence d’'une hémolysine proche de la 8-hémolysine de S. aureus mais
indépendante du locus agr et 'ARNIIL

- Un systeme de transport du fer complexe et tres proche de celui de S. aureus.

- La sécrétion d’un biofilm principalement protéique.

Il n’'y a néanmoins aucune corrélation démontrée avec les manifestations cliniques que
nous avons décrites plus haut et dont la gravité interpelle les cliniciens.

D. Caractéristiques microbiologiques de Staphylococcus
lugdunensis

L’identification de S. lugdunensis a d’abord posé quelques problemes aux
microbiologistes, car certaines souches expriment un facteur d’adhésion au fibrinogene
lié (Clumping factor) qui servait historiquement a distinguer S. aureus des autres SCN
(en association avec la recherche d’une coagulase libre qui a la propriété de coaguler le
plasma par la conversion du fibrinogéne en fibrine et qui n’est au contraire pas produite
par S. lugdunensis). Cette problématique a donné lieu a de nombreuses publications
faisant état d‘erreurs d’identification de S. lugdunensis mais aussi des autres SCN
porteurs de Clumping factor comme S. sciuri et S. schlieferi et de ceux coagulant le
plasma comme S. intermedius, S. hyicus, S. delphini et S. lutrae. Ce constat a ouvert le
champ d’autres méthodes d’identification comme les méthodes génétiques basées par
exemple sur I’ARN ou encore la spectrométrie de masse, basée sur le protéome et qui
constitue aujourd’hui la méthode de choix en routine.

1. Caractéristiques générales

S. lugdunensis est un staphylocoque qui ne présente pas de conditions de cultures
particulierement exigeantes. Il pousse facilement sur milieu gélosé contenant 5% de
sang de mouton ou de cheval et forme des colonies blanchatres, crémeuses, brillantes,
régulieres et poussant en 18 a 24h en milieu aérobie sans enrichissement en CO;
nécessaire. Rarement, les cultures montrent la présence de variant qui peuvent
présenter certaines exigences de culture. Les variants a petites colonies (Small Colony
Variant, SCV) correspondent a des souches de S. lugdunensis dont le métabolisme est
différent de souches dites normales et qui présentent une taille d’environ 1/10eme des
colonies habituelles. Le métabolisme est globalement ralenti pour des bactéries qui se
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logeront plutot dans le milieu intracellulaire [63,67]. Le temps de culture de ces variants
est prolongé, de 48 a 72h et peut requérir un milieu enrichi en CO2 (jusqu'a 10%). Un
autre type de variant est dit rugueux (Rough Colony Variant) et correspond a des
bactéries dont le peptidoglycane est altéré et que I'on retrouve surtout chez les bactéries
a Gram négatif mais certains staphylocoques présentent cette caractéristique sans que
les conséquences pathologiques soient connues contrairement aux variants a petites
colonies qui sont impliqués dans les infections ostéoarticulaires. Les variant rugueux
poussent dans les mémes conditions que les souches sauvages mais présentent un
aspect de colonies fines, craquelées, a bords irréguliers. La figure 2 représente ces 3
aspects chez S. lugdunensis (souches et clichés EA7290).

A. Colonies de morphologie habituelle
(18h d’incubation)

B. Variant a petites colonies
(72h d’incubation)

C. Variant rugueux
(18h d’incubation)

Figure 2. Aspects culturaux de S. lugdunensis sur gélose au sang de mouton : colonies
sauvages (Panel A), variant a petites colonies (Panel B), variant rugueux (Panel C).

Certains prélevements cliniques nécessitent une étape transitoire avant de pouvoir
isoler la bactérie sur un milieu gélosé. Concernant les matériaux la majorité des
laboratoires hospitaliers universitaires utilisent désormais les ultrasons pour décrocher
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les bactéries souvent enchassées dans un biofilm résistant et les disperser dans un
milieu liquide permettant secondairement d’inoculer des milieux de culture standard.
C’est la sonication, une technique particulierement utile pour I'analyse des matériaux
prothétiques articulaires [68]. Concernant les milieux liquides comme les liquides
articulaires certains laboratoires inoculent les bactéries dans des flacons
d’hémocultures pédiatriques qui permettent de sensibiliser la détection de faibles
inoculum bactériens [69].

2. Identification par méthodes phénotypiques

S. lugdunensis est une bactérie prenant la coloration de gram avec un aspect de cocci
violets foncés au microscope optique. Les especes de SCN ne sont pas différentiables a ce
stade. Les galeries d’identification biochimiques ont connu un essor majeur ces 20
dernieres années et sont encore utilisées dans les laboratoires. Certaines sont
spécifiquement dédiées a l'identification des bactéries a gram positif comme les
staphylocoques, par exemple la galerie Vitek-GP (bioMérieux). Le principe est
d’identifier I'’équipement enzymatique de la bactérie présente en testant ses capacités de
transformation de différents substrats. Cette méthodologie constitue un moyen assez
simple et efficace pour identifier la majorité des especes de SCN, car la plupart se
différencient nécessairement par une ou plusieurs enzymes. S. lugdunensis est une
bactérie catalase positive qui se distingue des autres SCN par la présence d’une
pyrrolidonyl arylamidase et d'une ornithine décarboxylase. A cela s’ajoute l'aspect
général de la colonie mais aussi la recherche d’'une coagulase libre et d'un Clumping
factor. Ces différentes caractéristiques permettent d’identifier correctement la grande
majorité des staphylocoques (Tableau 4).

Cette méthode d’identification n’est pas fiable a 100% et méme si les galeries les plus
récentes ont amélioré la performance globale le pourcentage d’identification juste reste
inférieur a 100%, variant le plus souvent de 70 a 90%. Les SCN les plus fréquents sont
généralement bien identifiés comme S. epidermidis, S. haemolyticus ou S. saprophyticus,
mais d’autres SCN posent plus de problemes comme S. lugdunensis, S. hominis et S.
warneri. Pourtant, leur importance grandissante en pathologie humaine a fait de leur
identification un enjeu majeur dans les laboratoires de microbiologie. Les méthodes
génétiques ont constitué la premiere méthode de référence avant l‘utilisation de la
spectrométrie de masse dans les laboratoires de diagnostic.
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Tableau 4. Caractéristiques phénotypiques et biochimiques des staphylocoques.
(Adapté de Clinical Microbiology Procedures Handbook, Vol 4).
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S. aureus + + + + + - - D - + - + + + + + - - + +
ssp. aureus
S. lugdunensis D - +) - - + + D - + - D + - + (D) - - + +
S. epidermidis - - - - + - (D) + - + - + - - +) D - - + +
S. haemolyticus D - - - - + - - - + - - + D - (D) - - + +
S. hyicus - D - + + - - D - - - + - + N N N +
(vétérinaire)
S. intermedius - + (D) + + + - + - - - + (D) + D - - + +
(vétérinaire)
S. pseudointermedius - + - ? +3 + ? + + + - + + + + + - - + +
(vétérinaire)
S. schleiferi - - + + + + - - (+) + - - D - + - - R - -
ssp. schleiferi
S. saprophyticus D - - - - - - + + + + - + D - + - - + +
ssp. saprophyticus

1Signification des symboles : +, au moins 90% des souches sont positives ; +, au moins 90% des souches
sont faiblement positives ; -, au moins 90% des souches sont négatives; D, 11 a 98% des souches sont
positives ; 7, non déterminé.

2 Les paramétres du test sont propres aux différentes galeries commercialisées.

3 Le résultat est positif avec la galerie STAPH-ZYM mais négatif avec la galerie STAPH-API.

3. Identification par amplification génique

Le principe est de pouvoir différencier les especes de SCN par I'analyse de la séquence
nucléotidique de genes trés conservés entre les espéces comme : gyrA (gyrase), gap
glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase), sodA (superoxyde dismutase), rpoB
(ARN polymérase sous unité B), tuf (facteur d’élongation), hsp60 (protéine de choc
thermique); et/ou de deux ARN ribosomaux: I'ARN 16S, I'ARN 23S et leur région
intergénique (code généralement pour des ARNt). Le séquencage de rpoB et de ’ARN16S
sont probablement les deux approches les plus répandues et sont disponibles sous la
forme de kits commercialisés. Ces tests moléculaires restent relativement chers et
lourds a mettre en place au niveau du laboratoire en comparaison des tests
phénotypiques entierement automatisés. Plusieurs cibles ont été utilisées avec succes
pour l'identification de S. lugdunensis : ARN16S et la région intergénique entre ’ARN 16S
et ’ARN 23S, les genes hsp60, sodA et rpoB [71]. Ces méthodes constituent un véritable
gold standard, plus fiable que les tests phénotypiques, car le taux d’erreurs est quasi nul
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et le seul moyen de corriger les rares erreurs est un séquencage complet des souches qui
ne releve pas, pour le moment, du diagnostic de routine [72,73].

4. Identification par spectrométrie de masse

Les méthodes spectrométriques basées sur l'analyse du protéome bactérien ont
révolutionné le quotidien des laboratoires mais aussi I'identification des SCN. Alors que
les méthodes d’amplification et de séquengage n’ont jamais pu devenir des méthodes de
routine véritablement compte tenu de leur coft et des difficultés de mise en place, la
spectrométrie de masse a remplacé en 10 ans les autres méthodes d’identification dans
les laboratoires hospitaliers. Ces dernieres restent utilisées mais de maniere
complémentaire notamment en cas d’échecs avec I'identification spectrométrique ce qui
est rare. Par ailleurs les méthodes d’amplification génique fournissent surtout d’autres
informations que l'analyse protéomique ne donne pas (recherche de génes de résistance,
de virulence, analyses de clonalités). La méthodologie de la spectrométrie de masse est
décrite dans le paragraphe II. C. 3. a. L’application de la spectrométrie de masse a
I'identification des SCN permet I'identification de la quasi-totalité des especes de SCN et
la découverte de nouvelles especes. S. lugdunensis est une espece parfaitement identifiée
par cet outil qui est devenu le « gold standard » compte tenu de sa fiabilité. Plusieurs
études ont démontré sa non infériorité par rapport aux analyses géniques et sa
supériorité par rapport aux méthodes phénotypiques [73].

5. Sensibilité aux antibiotiques

Contrairement aux autres SCN et a S. aureus, S. lugdunensis est resté remarquablement
sensible a la quasi-totalité des antibiotiques. Certaines études montrent des résultats
discordants dans le Tableau annexe 1 mais elles ne refletent probablement pas la réalité
qui se dégage des autres publications. La fosfomycine est le seul antibiotique qui montre
une sensibilité tres variable avec des niveaux de résistance pouvant dépasser 50% des
souches selon les études, une résistance habituellement due a I'acquisition par ces
souches du gene fusB [74]. La production d’une (3-lactamase est fréquemment rapportée
dans les publications mais sa fréquence réelle est difficile a établir et varie de 0 a 75%
des souches (Tableau 1). Cette B-lactamase confere une résistance a la pénicilline
comme cela est le cas avec la quasi-totalité des staphylocoques et ne constitue donc pas
une caractéristique particulierement étonnante. Cette enzyme est en fait une
pénicillinase de bas niveau qui n'impacte en rien la sensibilité a 'oxacilline et donc a
I'ensemble des autres [(-lactamines. La recherche du gene mecA a l'origine d'une
résistance étendue aux [-lactamines et dont la fréquence pose de lourds problémes
thérapeutiques chez S. aureus, est presque toujours négative chez S. lugdunensis
(Tableau annexe 1). En comparaison, la résistance de S. epidermidis et S. haemolyticus a
I'oxacilline, et donc a I'ensemble des B-lactamines, est beaucoup plus fréquente et
concerne 80 a 100% des souches en fonction des études [8].

E. Autres applications microbiologiques de la spectrométrie
de masse

La spectrométrie de masse qui est utilisée en routine pour le diagnostic d’espece
bactérienne est apparue dans certaines publications comme un outil permettant
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I'identification de facteurs de virulence chez S. aureus et comme un outil de classification
des espéeces ou clustering.

1. Recherche de facteurs de virulence

La spectrométrie de masse a été proposée principalement pour l'identification de 2
facteurs de virulence chez S. aureus: la leucocidine de Panton Valentine et la &-
hémolysine, une observation particulierement intéressante dans la mesure ou S.
lugdunensis est producteur d'une -like hémolysine [75].

- Leucocidine de Panton Valentine : cette leucocidine est faite de 2 sous unités LukS-
PV de 32 kDa et LukF-PV de 35 kDa. Fadi Bittar et ses collaborateurs ont publié en 2009
une étude spectrométrique montrant que la présence d'un pic a 4448 m/z sur un spectre
de masse de S. aureus permettait d’'identifier la présence de cette leucocidine avec une
sensibilité de 100% [76]. Les auteurs ne précisaient pas quel peptide pouvait
correspondre a ce pic probablement pas lié a la protéine elle-méme compte tenu de son
poids moléculaire. Néanmoins, cette publication a soulevé de grands espoirs compte
tenu de la facilité de cette méthode par rapport aux méthodes d’amplification génique
qui ne permettent pas de s’assurer que le gene présent soit transcrit et traduit ou aux
méthodes d’identification directe de la protéine qui sont difficiles a mettre en place en
routine. Malheureusement, 2 équipes ont ensuite infirmé ces résultats en montrant que
ce pic spectrométrique était sans lien avec la présence ou pas d’une leucocidine de
Panton Valentine [77,78].

- 8-hémolysine : cette hémolysine est traduite a partir de ’ARNIII issu du gene hld et
son poids moléculaire est de 3 kDa. La 6-hémolysine présente 'avantage d’étre aussi le
reflet de la présence d'un locus agr fonctionnel. Julie Gagnaire et ses collaborateurs ont
les premiers montré que sa détection était possible en spectrométrie de masse avec la
détection d’'un pic de m/z attenduea 3000 [79]. La relation entre m/z et masse
moléculaire est directe et détaillée dans le paragraphe Il. C. 3. a. Florent Valour et ses
collaborateurs ont ensuite appliqué avec succes cette méthode pour caractériser le role
de la 6-hémolysine dans un modele d’'infection ostéo-articulaire [80].

2. Typage bactérien

Les hopitaux doivent parfois faire face a des épidémies liées a la transmission d’une
souche bactérienne particuliere. La relation clonale existante entre des souches d'une
méme espece mais recueillies chez patients différents doit alors étre prouvée. Les
methodes d’amplification géniques basées par exemple sur les genes ménagers sont les
plus éprouvées comme nous l'avons vu par exemple avec l'utilisation du Multi Locus
Sequence Typing de S. lugdunensis. Certains auteurs ont proposé d’utiliser les tracés
obtenus en spectrométrie de masse pour définir les relations existantes entre un panel
de souches bactériennes. Cette idée repose sur '’hypothése que 2 souches bactériennes
génétiquement identiques (par exemple transmises d'un patient a un autre dans le cadre
d’'une épidémie) aient aussi le méme protéome. On imagine les limites d'une telle
approche dans la mesure ou l'expression des genes bactériens est soumise a un
ensemble de facteurs de régulation intrinseques mais aussi extrinseques qui modifient
nécessairement le protéome. Néanmoins plusieurs études ont montré que la
spectrométrie de masse pouvaient étre appliquées avec succes au typage des souches
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dans le cadre d’épidémie, en particulier a des bacilles a Gram négatif (Acinetobacter
baumannii, Escherichia coli) avec une fiabilité égale a celle du typage moléculaire [81-
83]. Les travaux menés au sein du laboratoire par Louardi Moussaoui ont aussi permis
de montrer la fiabilité de la spectrométrie de masse pour le typage des bacilles a Gram
négatif mais aussi de S. aureus [84].

F.  Caractéristiques génétiques de Staphylococcus lugdunensis
1. Séquencages complets

Le premier séquencage complet de la bactérie a été réalisé par I'équipe de Herman Tse
et ses collaborateurs en 2010 qui publient la séquence de la souche HKU09-01 [85]. Ils
décrivent alors un génome de 2,6 Mpb avec un contenu en GC de 33.9%. IIs n’identifient
aucun plasmide et le génome annoté contient 61 ARNt et 2489 séquences codantes. Ils
identifient 8 ilots génomiques potentiels dont un consiste en une paire de régions
dupliquées de 32 kb. Simon Heilbronner et ses collaborateurs publient en 2011 un
deuxieme séquencage complet qui fait cette fois I'objet d’analyses in silico beaucoup plus
poussées, il s’agit de la souche N920143 [66]. Les caractéristiques générales du génome
sont comparables : 2.6 Mpb et un contenu en GC de 33.9%. Il faut néanmoins noter que
si le premier génome publié a pu étre séquencé entierement en fermant tous les
«trous » de séquence par des PCR additionnelles, ce deuxieme génome n’a pas fait
'objet de tels travaux et était initialement constitué de 6 trongons de séquence, appelés
contigs. Les auteurs expliquent que cette décision repose sur l'absence de zones
d’'intérét entre ces contigs lorsqu’ils sont alignés sur la séquence princeps publiée par
Herman Tse et ses collaborateurs. Ils identifient 56 ARNt, 2447 séquences codantes et
I'espéce de staphylocoque la plus proche phylogénétiquement est S. haemolyticus avec
78.3% d’homologies au niveau des séquences codantes, devant S. aureus (77.8%, souche
MRSA252) et S. epidermidis (74.7%, souche RP62a). Les génomes de HKU09-01 et
N920143 sont conservés a 95.4%. Les auteurs identifient alors tout une série de genes
codant pour des facteurs de virulence potentiels et déja détaillés dans le Tableau annexe
2. Ce sont les 2 seuls génomes complets ayant fait I'objet de publications a part entiere
mais depuis, plusieurs génomes ont été rendus disponibles sur la base de données NCBI
et 11 séquences sont désormais disponibles. Cependant, 4 séquences seulement sont
abouties, c’est a dire disponible sous la forme d’'un chromosome bactérien unique
(Tableau 5). Les autres séquences sont faites de morceaux de séquences plus ou moins
longs eux mémes constitués d’assemblages d’unités de rang inférieur (et par conséquent
plus petites) que sont les contigs (on parle de scaffolds).
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Tableau 5. Génomes complets de S. lugdunensis disponibles dans la base de données

NCBI au 01 avril 2017.
Assemblage Taille GC% Réplicons Scaffolds Geénes Protéines Dates
(Mpb)

HKU(09-01 GCA_000025085.1  2.65837 33.90 chromosome:NC_01 - 2513 2410 2010
3893.1/CP001837.1

N920143 GCA_000270465.1  2.59589 33.80 chromosome:NC_017 - 2460 2359 2011
353.1/FR870271.1

FDAARGO GCA001558775.1 257183 33.80 chromosome:NZ_CP0 - 2440 2336 2016

S_141 14022.1/CP014022.1

FDAARGO GCA001558815.1  2.,61383 33.90 chromosome:NZ _CP0 - 2456 2331 2016

S_143 14023.1/CP014023.1

M23590 GCA_000185485.1  2.52367 33.70 8 2386 2280 2010

ACS-027- GCA_000316075.2  2.61101 33.90 4 2459 2361 2012

V-Sch2

UCIM6116 GCA000542395.1  2.55438  33.60 47 2410 2335 2014

MJR7738 GCA_001546615.1 250183 33.70 41 2340 2275 2016

VCU139 GCA_000247225.2  2.52414 33.70 69 2407 2230 2012

VCU150 GCA_000649085.1  2.53605 33.70 28 2377 2301 2014

VCU148 GCA_000649125.1  2.51451 33.70 56 2394 2239 2014

Nous avons représenté dans la Figure 3 les relations hiérarchiques entre les génomes de
ces souches en utilisant un blast génétique directement a partir du site NCBI et
permettant de produire un dendrogramme a 'aide du programme NCBI Tree Viewer (v
1.13.0), basé sur l'alignement des séquences completes disponibles. Le dendrogramme
est représenté sous la forme d’un arbre circulaire et 'unité de mesure des distances est
arbitraire. Cet arbre montre la diversité des clusters présents qui ne semblent pas
s’agréger en un point unique. Les clusters présents ne regroupent pas non plus les
souches en fonction du niveau de finition du génome puisque les 4 génomes aboutis
(HKU09_01, N920143, FDAARGOS_141 et FDAARGOS_143) appartiennent a des clusters
distincts. Cette analyse tres globale des génomes est limitée dans son interprétation. Elle
est particulierement utile pour intégrer plusieurs génomes dans le cadre d’études
épidémiologiques. Dans notre cas l'objectif est surtout de nous assurer de l'absence
d’agrégation excessive des génomes qui malgré leur proximité doivent garder une
certaine divergence.

Il existe de nombreuses méthodes de classification hiérarchiques pour les analyses
génétiques et protéiques que nous avons appliquées par exemple a la spectrométrie de
masse et donc 'analyse transcriptomique (paragraphe II. C. 3. e.).
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Figure 3. Relations phylogénétiques entre tous les génomes des souches de S.
lugdunensis publiés au 01 avril 2017 (dendrogramme réalisé directement a partir d’'un
BLAST génétique).

2. Séquencage de genes cibles

Plusieurs publications ont permis le séquencage de certains genes ciblés (Tableau
annexe 2) dans la perspective d'étudier des genes de virulence potentiels. L’'autre
objectif du séquencage de certains geénes est aussi de pouvoir établir des relations
phylogénétiques entre les souches. Martine Pestel Caron et ses collaborateurs a Rouen
ont proposé un schéma de typage des souches de S. lugdunensis a partir des genes
ménagers, c’est le Multi Locus Sequence Typing ou MLST [86]. Cette méthode classique
de typage au niveau génétique permet d’établir des clusters, c’est a dire des groupes
homogeénes de bactéries qui se ressemblent en se basant sur les variations des
séquences intragéniques de geénes indispensables a la survie bactérienne, et
normalement toujours présents, les genes ménagers. Elle est couramment utilisée pour
de nombreuses especes bactériennes comme S. aureus dans le cadre par exemple
d’épidémies a la recherche d’un clone particulier [87,88]. Concernant S. lugdunensis les
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auteurs ont choisi un panel 7 génes : aroE, dat, ddl, gmk, Idh, recA et yqiL. A partir de ces
genes les auteurs ont isolé 4 a 9 alleles en fonction de chaque géne et établis 20 profils
de séquence aboutissant a 5 complexes clonaux distincts. Cette équipe a répété ces
travaux en utilisant cette fois des genes de virulence potentiels, mais présents sur toutes
les séquences connues : atl, hib, isd], SLUG_0905, SLUG_16930 et vwbl [89]. A partir d’'un
nouveau panel de souches ils ont répété la méme analyse de typage et établis 40 profils
de séquence et 6 complexes clonaux. Cette approche permet d’avoir un outil puissant
pour l'exploration de cette espece bactérienne qui d’'un c6té constitue une bactérie
commensale de la peau et d’'un autre présente une pathogénicité tout a fait inattendue
pour un SCN.

G. Les éléments génétiques mobiles

Les variations génétiques chez les bactéries constituent un moyen d’adaptation a
I'environnement et sont a l'origine de I'’émergence de souches parfois pathogénes
[90][91][92]. Les mutations spontanées constituent le premier mode de variation mais
I’émergence de variants pathogeénes repose surtout sur le transfert de matériel
génétique. Ces transferts sont faits d’ADN libre, d’éléments génétiques spécialisés
(plasmides et transposons) ou peuvent aussi se faire par l'intermédiaire de virus
(phages). Il existe en outre 3 principaux moyens de transferts de cette information
génétique : la conjugaison, la transformation et la transduction. Les facteurs de virulence
au sens large (comprenant les genes de résistance aux antibiotiques) sont parfois portés
par de tels éléments génétiques mobiles qui deviennent transférables au sein d'une
méme espece bactérienne et parfois entre especes distinctes. Les facteurs de virulence
de S. aureus ont ainsi la caractéristique d’étre presque toujours issus de genes portés par
des éléments génétiques mobiles, échangeables d’'une souche a I'autre et parfois issus de
SCN alors que le transfert de matériel génétique vers ces derniers n’est pas encore
démontré in vivo [93-95]. Cette éventualité serait d’'une grande importance clinique
compte tenu du risque potentiel de voir émerger des SCN hautement pathogenes,
virulents. Ces transferts d’information génétiques ont une importance cruciale pour
expliquer I'évolution et I'adaptation bactérienne comme celle de S. aureus et de ses
facteurs de virulence [93,95,96]. Nous allons redéfinir brievement ces quelques notions.
Les mécanismes de transferts d'information génétique sont traités indépendamment des
vecteurs de transfert de cette information mais, ils sont en pratique étroitement liés.

1. Mode de transferts de I'information génétique

Les différents mécanismes de transferts de I'information génétique chez les bactéries
sont illustrés dans la Figure 5.

a) La transformation

Il s’agit d’'un transfert direct d’ADN libre exogéne directement dans le cytoplasme de la
cellule bactérienne qui l'intégre ensuite de maniére fonctionnelle dans son génome. Ce
mécanisme repose sur la capacité d’'une bactérie donnée a accepter un tel matériel
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étranger, on parle de compétence. La compétence est sélective et repose le plus souvent
sur une identité d’espece. Haemophilus influenzae par exemple n’intégrera un ADN
exogene libre que s'il est issu d’'un autre Haemophilus influenzae. Cette sélectivité est
mediée par de protéines membranaires reconnaissant une séquence consensuelle
propre a une espece donnée et sans laquelle 'ADN en question ne peut pas pénétrer
dans le cytoplasme bactérien. Un tel signal n’est pas indispensable pour d’autres especes
comme Streptococcus pneumoniae, mais I'état de compétence sélective repose a ce
moment la sur des signaux intercellulaires permettant a la cellule bactérienne de ne
devenir compétente que lorsqu’elle est entourée de bactéries de la méme espece. Chez S.
pneumoniae par exemple, 'ADN fixé a la membrane plasmique est ensuite clivé par une
endonucléase en fragments courts de 5 a 15 kb puis dégradé en ADN simple brin qui est
transféré dans le cytoplasme puis intégré a 'ADN chromosomique au niveau d’une
région homologue. La transformation est naturellement et finalement assez limitée a
plusieurs niveaux. Elle ne permet le transfert que de petites séquences d’ADN, son
efficacité est modérée (fréquence de transformation habituellement de 0.1 a 1% et au
maximum de 20%) et elle n’est possible qu’a certains moments de la croissance
bactérienne (souvent en phase exponentielle de croissance) et dans certaines conditions
(carences nutritives par exemple). D’'un point de vue expérimental, cette propriété a
néanmoins permis la manipulation génétique de nombreuses especes. Certaines
bactéries comme E. coli sont tres facilement transformables in vitro par de ’ADN
exogene en utilisant des moyens physico chimiques comme l'adjonction d’ions Ca?*. Il
devient relativement simple de transférer une séquence d’ADN méme double brin
comme un plasmide par exemple dans le cytoplasme bactérien.

S. aureus constitue au contraire une espece plus difficilement transformable compte
tenu de l'existence d'un systéme de restriction aux modifications ou Restriction-
Modification System (RM system) dont il existe 4 types distincts [97,98]. Ce systeme
repose sur un ensemble de protéines de reconnaissance de I’ADN exogene et de
nucléases bloquant 'incorporation d'un ADN exogéne étranger issu d'une autre espéce
bactérienne. Certaines méthodes permettent parfois de dépasser cette barriere avec
l'utilisation de moyens physico-chimiques comme |'électroporation pour permettre a un
plasmide de franchir la membrane plasmique.

b) La conjugaison

Il s’agit d’un transfert unidirectionnel d’ADN d’une bactérie donneuse vers une bactérie
receveuse et qui nécessite l'intervention d'un plasmide (unité d’ADN cytoplasmique
indépendante du chromosome bactérien et autoréplicative) et d'un contact physique
entre les 2 bactéries. Ce mode de transfert repose sur I'expression par le plasmide d'un
facteur F ou facteur de fertilité. Il s’agit de genes codant pour des protéines
membranaires qui vont reconnaitre la cellule receveuse, les pili sexuels. Ces protéines
permettent la liaison physique des deux cellules bactériennes puis I'établissement d’un
pont cytoplasmique (port conjugatif) a travers lequel est ensuite transféré le plasmide
ou épisome, en cours de réplication. Une cellule bactérienne portant déja des pili sexuels
ne peut pas se lier a une autre bactérie qui en est, elle-méme, porteuse et c’est ce qui
définit les caracteres de bactéries donneuse et receveuse. Une fois le pont formé, ’ADN
plasmidique est clivé au niveau d’un site appelé oriT ou origine de transfert et ’ADN se
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réplique selon un mécanisme particulier dit en cercle roulant. Il aboutit a la synthese
d’'un ADN simple brin qui est transféré vers la cellule receveuse a travers le pore
conjugatif. L’ADN polymérase III rétablit ensuite I'intégrité de 'ADN plasmidique au sein
de chaque cytoplasme en synthétisant le brin complémentaire.

Les plasmides ici considérés peuvent aussi s'intégrer dans le chromosome de I'hdte et
portent alors le nom d’épisome dont la taille est importante: 70 a 120 kb. Cette
recombinaison entre un plasmide et le chromosome bactérien s’effectue par
I'intermédiaire d’homologies de séquence conduisant a l'intégration entrecroisée du
plasmide (crossing-over). Le phénomene de conjugaison est toujours possible car
I'information génique du plasmide n’a pas changé et va conduire au transfert de matériel
chromosomique de la bactérie donneuse. Le chromosome en amont de l'origine de
transfert est progressivement transféré. Théoriquement, '’ensemble du chromosome de
la cellule donneuse pourrait ainsi étre transféré jusqu’a revenir jusqu’a l'origine de
transfert mais le pore conjugatif est tres instable et ne reste en place que peu de temps
ne laissant le plus souvent que pour quelques génes la possibilité d’étre transférés. Une
fois dans le cytoplasme de la bactérie receveuse I’ADN transféré est intégré au
chromosome bactérien, mais il ne contient pas le plasmide qui n’a pas été transféré
compte tenu de l'insertion initiale en crossing-over dans la bactérie donneuse de ses
genes. Par contre, la bactérie receveuse peut ainsi acquérir de nouveaux genes lui
conférant de nouvelles propriétés comme par exemple des genes de résistance aux
antibiotiques. Il existe au sein de la cellule donneuse de nombreuses séquences
d’'insertions dans le chromosome bactérien et souvent plusieurs copies du plasmide
dont l'insertion est finalement fréquente et simple on parle alors de donneurs a haute
fréquence de recombinaison (Hfr).

Les plasmides conjugatifs jouent un réle central dans le transfert de genes de résistance
aux antibiotiques chez S. aureus [99].

) La transduction

Il s’agit d’un transfert d’ADN par l'intermédiaire d’un virus dont la capside va protéger le
matériel génétique a transférer. Ce sont les bactériophages. Nous détaillerons la notion
de phage dans la partie suivante. Le processus de transduction est lié au fait que
I'encapsidation de matériel génétique n’est pas spécifique a I’ADN viral et peut
comprendre n'importe quelle partie de 'ADN bactérien dans une certaine limite de taille
dépendante de la taille de la capside assemblée. L’absence d’ADN viral conduit a parler
de particules virales défectives. Le phage excrété se fixe ensuite sur une cellule cible ou il
vient injecter I'ADN contenu. Cet ADN ne peut pas se répliquer, mais peut
éventuellement s’intégrer au chromosome hote par recombinaison au niveau
d’homologies de séquences. En l'absence d’intégration, on parle de transduction
abortive et les caractéristiques génétiques transmises par le phage ne sont pas
transmises a la descendance. Le matériel génétique porté par le phage peut concerner
des régions spécifiques du génome dont il est issu (transduction spécialisée ou
restreinte) ou n’avoir aucune spécificité et porter n'importe quelle partie du génome
(transduction généralisée). Les phages constituent une entité fondamentale pour le
transfert de matériel génétique chez S. aureus, mais aussi chez les SCN et les phages
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peuvent transporter des éléments comme des plasmides ou plus généralement des ilots
génomiques parfois porteurs de facteurs de virulence, ce sont les ilots de pathogénicité
[100]. Chaque bactérie est souvent porteuse de plusieurs séquences codant pour un
phage.

d) Autres mécanismes

D’autres mécanismes ont récemment été décrits pour le transfert horizontal de matériel
génétique mais leur caractérisation est encore naissante et ils ne concernent pas les
staphylocoques. Citons simplement la recombinaison chromosomique par fusion
cellulaire transitoire, les connections cellulaires par nanotubes, la sécrétion d’ADN au
sein de vésicules membranaires et les agents de transferts géniques qui sont proches
des phages (Gene Transfert Agent, GTA) [91,101].
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Figure 4. Principaux mécanismes de transfert de l'information génétique chez les
bactéries. (Reproduit et traduit de Soucy S.M. et coll., 2015).
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2. Unités de transferts de I'information génétique

Apres avoir vu les mécanismes nous allons maintenir décrire les différentes unités
mobilisables d’'une bactérie a I'autre pour le transfert d'information génétique, on parle
d’éléments génétiques mobiles. On distingue les phages, les transposons, les plasmides
et d’autres unités de transfert horizontal du matériel génétique dont I'existence est
parfois limitée a certains genres bactériens, parfois appelés ilots chromosomiques. La
classification de ces éléments mobiles est parfois contradictoire et nous nous sommes
basés sur les criteres proposés par Richard P. Novick et ses collaborateurs pour la
classification des ilots chromosomiques chez les bactéries a Gram positif [102]. Les
auteurs proposent de définir a coté des plasmides, phages et transposons les ilots
chromosomiques en relation avec un phage (Phage-Related Chromosomal Islands,
PRCIs), une famille d’éléments génétiques mobiles incluant les llots de pathogénicité de
S. aureus. Cette famille se caractérise par I'absence intrinseque de tout gene permettant
a la séquence d’étre mobilisée en dehors du chromosome bactérien et donc par sa
dépendance a une séquence codant pour un phage, habituellement localisée a proximité
pour permettre sa mobilisation, on parle de phage aidant (helper phage). Les auteurs
identifient des PRCIs dans plusieurs especes bactériennes : S. aureus, S. epidermidis (SeCl
pour S. epidermidis Chromosomic Island), S. haemolyticus (ShCI) et S. saprophyticus
(SsCI) entre autres. L'abréviation SaPI pour S. aureus (S. aureus Pathogenicity Island) est
préférée a celle de SaCl qui est plus logique car on constate que les 1lots
chromosomiques de cette espece sont toujours porteurs de facteurs de virulence et cela
permet de conserver une nomenclature utilisée depuis plusieurs années pour identifier
les flots de S. aureus.

Tous ces éléments mobiles sont a l'origine de modifications parfois rapides du génome

des souches et constituent une grande partie de ce que I'on appelle le génome accessoire.

En effet chaque espece bactérienne possede un corps de génome (core genome) qui est
trés bien conservé d’une souche a l'autre et un génome accessoire qui est hautement
variable [103].

a) Les plasmides

Ce paragraphe s’appuie sur la nomenclature proposée par Chris Smillie, Maria Pilar
Garcillan-Barcia et leurs collaborateurs qui classent les plasmides en fonction de leurs
protéines de mobilisation [104,105]. Masaki Shintani et ses collaborateurs ont par
ailleurs publié une revue complete de la littérature sur les plasmides actuellement
connus et dont les séquences sont régulierement actualisées et disponibles sur le site du
European Nucleotide Archive [106,107]. Les auteurs rapportent que sur plus de 4602
plasmides de séquence connue, 96% sont d’origine bactérienne, 46.5% sont décrits chez
les Proteobacteria et 24.6% chez les Firmicutes, principalement chez les bactéries a
Gram négatif (90%). Les plasmides chez les Firmicutes sont habituellement de petite
taille et mesurent en moyenne 39 kb avec un contenu en GC moyen de 34.4%. Un seul
plasmide a été décrit chez S. lugdunensis, pLUG10, un plasmide de résistance au
cadmium (référence NCBI: NC_002093.1) [108]. Inversement 90% des souches de S.
aureus sont porteuses de plasmides. Ce sont des structures nucléotidiques le plus
souvent circulaires et autos réplicatives dont I'organisation est modulaire. Les plasmides
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sont le plus souvent identifiés par le préfixe « p » suivi d’'un identifiant ou par le préfixe
«Inc» qui fait référence a la méthode maintenant désuete de classification basée sur
I'incompatibilité des plasmides (impossibilité pour certains plasmides de coexister dans
la cellule bactérienne).

- Module de réplication REP : les génes rep issus de ce module ont longtemps servi et
servent encore parfois a définir les familles de plasmides [109]. Ce module détermine
directement le nombre de copies du plasmide qui sera produit dans le cytoplasme
bactérien. La présence d'un gene rep est indispensable pour pouvoir parler de plasmide.
La réplication se déroule au niveau d'un site spécifique, l'origine de réplication
végétative, oriV qui interagit directement avec le produit du gene rep présent.

- Module de Mobilisation MOB : il repose sur la présence d’'une famille de protéines:
les relaxases. Elles clivent 'ADN au niveau de l'origine de transfert évoquée dans le
paragraphe précédent, oriT. Ce module peut aussi contenir des genes codant pour des
protéines indispensables a la mobilisation du plasmide appelées T4CP (Type 4 Pili
Coupling Proteins) et qui sont directement impliquées dans le transport de ’ADN a
travers le pore conjugatif. Le module MOB peut étre classé en 6 groupes distincts : MOB,
MOBEg, MOBy, MOBp, MOBq et MOBy.

- Module de conjugaison MPF (Mating Pair Formation) : le module de conjugaison
comprend les génes codant pour les protéines nécessaires a I'établissement d’un pore
conjugatif. Cet ensemble fonctionnel de 12 a 30 protéines est appelé systeme de
sécrétion de type 4 (Type 4 Secretion System, T4SS). Ce systéeme est mal connu chez les
procaryotes en dehors de certains genres comme les Ricketsia, mais il est bien présent
chez les Firmicutes et en particulier chez S. aureus [110,111]. Le module MPF peut étre
classé en 4 groupes distincts : MPFr, MPF¢, MPF; et MPFr. Rappelons que les systemes de
sécrétion de type 4 constituent une grande famille de complexes protéiques impliqués
dans des processus biologiques indépendants des plasmides comme par exemple le
transfert de protéines et que ces classes s’appliquent en fait principalement aux
plasmides. Il est toutefois intéressant de rappeler que d’'une maniere générale, ils sont
souvent impliqués dans la virulence et la pathogénie bactérienne [112].

- Module d’établissement: il s’agit d'un ensemble de génes impliqués dans le maintien
de I'intégrité du plasmide au sein d'une cellule hote.

- Module d’adaptation: les génes de ce module sont les moins étudiés et sont
impliqués dans les mécanismes d’adaptation et de réaction aux conditions
environnementales impactant directement la fitness du plasmide.

Les plasmides sont d’'une grande variété et certains possédent I'’ensemble de ces
modules alors que d’autres sont limités a un module de réplication associé a une
relaxase. Sur lI'ensemble des plasmides connus chez les procaryotes environ 1/4
possedent un module MOB et un module MPF, ils sont dits conjugatifs car ils peuvent a
eux seuls étre transférés par conjugaison a une nouvelle cellule. Un autre quart ne
posseéde pas de module MPF mais un module MOB parfois réduit a la présence d’'une
relaxase et d'une origine de transfert, ils sont dits mobilisables ou transférables. En effet
ils peuvent « profiter » du systéeme de sécrétion d’'un plasmide aussi présent dans le
cytoplasme pour étre transféré par conjugaison selon les mémes modalités que pour un
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plasmide conjugatif. Enfin, la moitié des plasmides ne posséde pas de module MOB ou
MPF, ils sont dits non transmissibles. Méme en présence d'un autre plasmide ayant un
module MOB et MPF complet, il ne peut étre transféré par conjugaison. Cette derniere
catégorie est habituellement constituée d’entités de petites tailles, réduites a quelques
kb et quelques genes comme un gene de réplication et un gene de résistance bactérienne
comme chez S. aureus chez qui ils représentent environ 2/3 des plasmides décrits [113].
D’autres sont de plus grande taille. L’'interprétation de ce constat n’est pas consensuelle.
Le maintien de ces plasmides dans la bactérie hote représente un colit métabolique qui
devrait conduire a leur disparition mais il semble que 'avantage sélectif que peuvent
conférer les genes portés par ces plasmides soit suffisant pour expliquer leur
persistance au fil des générations [114]. Il semble par ailleurs que ces plasmides non
transmissibles par conjugaison soient en réalité transférables par le biais d’autres
mécanismes comme la transduction, la transformation ou la cointégration de plasmides ;
mais ces mécanismes semblent marginaux. Frances G. O’Brien et ses collaborateurs ont
récemment découvert chez S. aureus que la présence d’une origine de transfert dans un
plasmide non transmissible pouvait étre suffisante pour le rendre mobilisable par
I'intermédiaire d'une activation en trans de la relaxase d'un plasmide conjugatif
conjointement présent [99,115]. Ce nouveau mécanisme est peut-étre la clé qui permet
d’expliquer la persistance et la diffusion de tels plasmides. Ces catégories de plasmides
et leur répartition sont représentées dans la Figure 6 [104]. Les plasmides non
transmissibles représentent la majorité des plasmides décrits, loin devant les plasmides
mobilisables ou conjugatifs et leur taille se situe le plus souvent aux alentours de 5kb et
35 kb. Le type de plasmide n’est pas signalé dans la dénomination de ces derniers mais
se déduit des genes présents et de son organisation modulaire. La taille d’'un plasmide
n’est pas suffisante pour en déduire sa catégorie.

Le plasmide pLUG10, décrit chez S. lugdunensis, est un plasmide de 3117 pb (référence
NCBI: NC_002093.1) portant trois séquences codantes potentielles mais aucune
relaxase ou systeme de sécrétion. Il s’agit donc d'un plasmide non transmissible selon la
terminologie décrite ci-dessus, méme si, comme nous l'avons expliqué pour S. aureus,
des mécanismes de mobilisation existent peut-étre.
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Figure 5. Catégories fonctionnelles de plasmides (Panel A et B) et répartition
numérique en fonction de leur taille (Panel C). (Reproduit et traduit de Smillie et coll.,
2010).

b) Phages

Ce paragraphe s’appuie sur les éléments taxonomiques proposés par Marie Deghorain et
ses collaborateurs dans une revue complete de la littérature ainsi que sur les
actualisations fournies par l'organisme de référence pour la taxonomie des virus,
I'International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) [116,117]. Plusieurs revues
de la littérature ont par ailleurs remis en perspective I'importance et 'actualité de
I'étude des phages [118,119]. La quasi-totalité des bactéries sont porteuses de phages
dont les séquences codantes peuvent représenter une partie importante du génome
bactérien, 10% chez S. pneumoniae par exemple. Les phages sont des structures virales
qui peuvent porter en leur sein de I'’ADN ou de I'ARN issu de la bactérie hote et le
transmettre. Ce sont donc des vecteurs majeurs des transferts génétiques horizontaux.
Ils contribuent parfois a la virulence bactérienne, car ils peuvent porter les genes codant
pour des facteurs de virulence comme chez S. aureus chez qui ils représentent une part
importante du génome accessoire [100]. Tous les génomes de S. aureus codent
habituellement pour au moins 1 phage, mais de nombreuses souches peuvent étre
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porteuses de plusieurs phages, jusqu’a 4. Les SCN sont aussi porteurs de phages, mais
contrairement a S. aureus, ils ne semblent pas porteurs de facteurs de virulence. Ils ont
été décrits principalement chez S. epidermidis et S. haemolyticus et présentent les
mémes caractéristiques que les phages portés par S. aureus. Une séquence codant
possiblement pour un phage, ®SL1, a été identifiée chez S. lugdunensis dans le génome
de la souche N920143 décrit dans les paragraphes précédents. L’émergence de souches
de SCN virulentes et I'identification d'llots de pathogénicité chez les SCN éclairent d’'une
nouvelle maniere I'intérét des phages dans ce genre bactérien alors que notre capacité a
les repérer a été révolutionnée par les approches in silico découlant des données de
séquencage.

Le matériel génétique porté par les phages est de taille tres variable et peut aller de
simples brins d’ARN de 3.5 kb jusqu’a des fragments d’ADN natif de 500 kb. Ce matériel
génétique est transporté au sein d’une particule virale qui constitue le phage en tant que
tel et dont la structure est le plus souvent constituée d’une téte de symétrie icosaédrique
et d’'une queue non contractile et ne sont pas enveloppés (Siphoviridae). Certains phages
peuvent aussi étre de structures polymorphe ou filamenteuse. La trés grande majorité
des phages appartient a 'ordre des Caudovirales qui se divisent en 3 familles: les
Siphoviridae, les Podoviridae, les Myoviridae. Les phages peuvent présenter 2 évolutions
distinctes au sein de son hote bactérien : un cycle lytique qui aboutit a la multiplication
du phage et a la lyse cellulaire, ou un cycle lysogénique qui conduit a la latence du
génome du phage dans I'hdte sous la forme d’une structure pseudo-plasmidique ou
intégré au chromosome bactérien on parle alors de prophage ou de phage tempére. Le
terme de prophage désigne souvent le génome en tant que tel par exemple intégré au
sein du chromosome bactérien (Figure 6) [119]. Ce phage tempéré peut conduire a
I'intégration d’'un matériel génétique exogene qui, s'il est exprimé (transcrit et traduit),
peut changer les caractéristiques de I'hdte qui peut par exemple fabriquer un facteur de
virulence (exemple de Corynebacterium diphteriae et de la toxine diphtérique issue d’'un
prophage). Cela s’appelle la conversion lysogénique.

La grande majorité des phages décrits chez S. aureus et les quelques phages décrits chez
les SCN appartiennent a la famille des Siphoviridae et sont le plus souvent des phages
tempérés détectés sous la forme de prophages au sein du chromosome bactérien. Les
autres phages appartiennent a la famille des Podoviridae et des Myoviridae Le génome
des phages est organisé de fagon modulaire avec plusieurs catégories fonctionnelles.

- Module lysogénique : il regroupe les genes impliqués dans I'établissement d’un cycle
lysogénique avec notamment une intégrase.

- Module de métabolisme de '’ADN: on y retrouve les genes impliqués dans les
fonctions de réplication et de régulation de ’ADN.

- Module de paquetage et encapsidation de 'ADN: ce sont les génes permettant
I'encapsidation d’un fragment d’ADN. On retrouve notamment une terminase

- Module de la queue : ce sont les génes dédiés a la synthese de la queue du phage.

- Module de lyse: ce sont les génes impliqués dans I'établissement d'un cycle lytique
comme les endolysines.
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- Module de virulence : ce sont les génes qui pourront conférés a ’hote une virulence
particuliere comme par exemple les toxines superantigéniques de S. aureus comme seaq,
seg, sek, les facteurs d’évasion du systéme immunitaire comme chip et le géne codant
pour la leucotoxine de Panton Valentine.
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Figure 6. Cycle lytique et lysogénique des phages. (Reproduit et traduit de Georges PC
Salmond et coll., 2015).

Sur la base des éléments taxonomiques proposés par Marie Deghorain et ses
collaborateurs, on peut donc distinguer chez les staphylocoques plusieurs
caractéristiques aux 3 familles de phages qui sont rapportées dans la Figure 7 [120].
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A. Siphoviridae, organisation modulaire. En violet le module lysogénique, en orange le métabolisme de
I’ADN, en vert le paquetage de '’ADN et les génes de synthese de la téte, en bleue la queue, en rose les
génes du module de lyse et en violet d’éventuels génes de virulence. Les genes de virulence sont
habituellement situés a la fin du génome ou juste apres le module de lysogénie. Le module de paquetage
présente une organisation structurale souvent proche de 2 séquences de phage connues: Sfi21 et Sfill
avec: une terminase (petite sous unité TerS et grande sous unité TerL), une protéine portale (Port), une
protéine hypothétique (H) et enfin une protéine de téte (protéine majeur, MHP et parfois mineure, mHP).
B. Podoviridae, organisation modulaire mais une partie des genes en gris est sans fonction connue. La
séquence débute souvent par un geéne de liaison a '’ADN simple brin (ADNsb) alors que '’ADN polymérase
est plus distante (ADNp). C. Myoviridae, 'organisation est modulaire et I'on retrouve aussi certains genes
de fonction inconnue en gris.

Figure 7. Caractéristiques des familles de phages le plus souvent observées chez les
staphylocoques. (Reproduit et traduit de Deghorain et coll., 2012).
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Les phages constituent un mode de transfert de l'information génétique privilégié
compte tenu de leur nombre en particulier chez S. aureus chez qui I’échange
d’informations génétiques est extrémement fréquent. On peut observer ainsi une
importante variabilité du génome accessoire au sein d'une méme flore bactérienne
[121]. En dehors de la transduction généralisée ou spécialisée que nous avons décrites
dans le paragraphe précédent et qui constituent le modele de transfert habituel des
phages, plusieurs autres mécanismes existent et sont décrits dans la revue de la
littérature proposée par George P. C. Salmond et ses collaborateurs [119]. L'un de ces
moyens est |'utilisation des phages par des ilots chromosomiques.

c) flots chromosomiques et flots de pathogénicité.

Comme nous 'avons expliqué plus haut, les ilots de pathogénicité sont bien décrits chez
S. aureus et appartiennent en fait a une plus large famille d’éléments génétiques mobiles
que Richard P. Novick a proposé d’appeler ilots chromosomiques en relation avec un
phage (Phage-Related Chromosomal Islands, PRCIs) dans la mesure ou ces zones du
génome bactérien n’ont pas de genes de mobilisation, mais peuvent utiliser ceux d’'un
phage alors appelé phage aidant et qui est le plus souvent un phage tempéré, ou
prophage, c’est a dire un phage dont le génome est intégré au génome de I'hdte. Ces
phages peuvent passer d'un cycle lysogénique a un cycle lytique en fonction de facteurs
de régulation des filots de pathogénicité et qui profitent de leur cycle lytique pour
augmenter le niveau de mobilité et de transmissibilité. Les ilots de pathogénicité de S.
aureus sont les plus nombreux (la quasi-totalité des souches séquencées en sont
porteuses d’au moins 1), les mieux connus, et ils portent de nombreux facteurs de
virulence comme des toxines superantigéniques et des leucotoxines. Ces éléments du
chromosome bactérien sont donc mobiles et ont fait l'objet de nombreuses
recombinaisons. IlIs se distinguent du corps du génome de leur hote a plusieurs niveaux :
le contenu en GC, la fréquence d’utilisation de certains codons, la présence de genes de
mobilité. Ces différences sont a la base d’outils bioinformatiques d’identification utilisés
a partir des génomes complets et décrits dans les matériels et méthodes (paragraphe II.
F. 5. g.). Notons néanmoins que contrairement aux bacilles a Gram négatif comme E. coli
le contenu en GC des ilots de pathogénicité chez S. aureus est souvent proche de celui du
coeur du génome, ou core génome, car les recombinaisons se font au sein méme de
I'espece contrairement a E. coli.

IIs présentent une organisation modulaire assez variable, mais certains éléments sont
constants et permettent leur caractérisation. Cette organisation modulaire est
généralement décrite selon la méme convention que pour les phages, mais on retrouve
aussi des éléments communs avec les plasmides comme une protéine de réplication et
une origine de réplication. Leur longueur est trés variable, mais ils mesurent
habituellement 15 kb environ.

- Module d’intégration: on y retrouve une intégrase, mais aussi souvent une
excisionase.

- Module de métabolisme de ’ADN: on y retrouve les genes impliqués dans les
fonctions de réplication et de régulation de ’ADN.
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- Module de réplication : il contient le géne de réplication rep et une primase pri ainsi
qu’une origine de réplication ori.

- Module d’encapsidation : ce sont les genes d’encapsidation du phage aidant.

- Module de virulence : les génes de virulence se situent généralement en début ou en
fin de séquence.

L’organisation des principaux ilots de pathogénicité des staphylocoques est reproduite
dans la Figure 8 [102].

d) Autres unités d’échange de I'information génétique

A coté des plasmides, phages et llots de pathogénicité on décrit d’autres unités
échangeables notamment chez les staphylocoques :

- Séquences d’insertion [122] : il s’agit de courtes séquences, mesurant parfois
quelques centaines de paires de base et porteuses d'un gene codant pour une
transposase. Ces séquences sont en outre reconnaissables par la présence de séquences
inversées répétées a leurs extrémités (de 10 a 40 pb). Leur dissémination le long d’'un
chromosome bactérien et leurs homologies favorisent les épisodes de recombinaisons
homologues. Les séquences d’insertion peuvent s’associer entre elles lors des
phénomenes de recombinaison et emmener un fragment de génome qui serait présent
entre elles. On parle de transposon composite, car cela ressemble a un transposon sans
en avoir les caractéristiques, mais leur dénomination Tn fait référence a leur similarité
avec ces derniers. Les séquences d’insertion codent aussi parfois pour des genes de
régulation impliqués dans I'expression de la transposase, mais aussi dans celle de geénes
adjacents. Elles ne codent pas pour des facteurs de virulence ou de résistance aux
antibiotiques chez S. aureus par exemple mais les transposons composites peuvent en
étre porteurs. Les séquences d’'insertion ne sont pas transférables horizontalement en
I’état, mais peuvent s’intégrer aux éléments génétiques mobiles décrits précédemment
devenir transférables.

- Transposons [123] : il s’agit de séquences nucléotidiques dont I'importance est
fondamentale chez les eucaryotes ou elles représentent une part importante du génome
tout comme chez les procaryotes chez qui elles peuvent porter des éléments de
virulence. Chez S. aureus par exemple ces séquences portent habituellement les genes de
résistance aux antibiotiques. Les transposons sont par définition porteurs d’'un gene
codant pour une transposase et leur longueur chez S. aureus est variable de 3 a 60 kb. On
ne retrouve pas de séquences courtes répétées aux extrémités, mais deux séquences
dites terminales (de 35 a 48 pb) qui sont aussi reconnues par la transposase. Ils sont
porteurs d’'un gene codant pour une résolvase (TnpR) qui permet de terminer I'étape de
recombinaison. La plupart des souches de S. aureus sont porteuses d'un ou deux
transposons, mais il en existe plusieurs centaines que I'on identifie habituellement par le
préfixe Tn suivi d’'un numéro d’identification. Ces éléments peuvent se déplacer au sein
du génome bactérien, mais ne sont pas transférables sans I'aide des éléments génétiques
mobiles décrits précédemment.
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Novick et coll.,, 2010).

49



- Eléments conjugatifs et intégratifs (Integrative and Conjugative Elements, ICE)
[124,125]: il est apparu ces dernieres années que certains transposons présentent des
caractéristiques tout a fait particulieres puisqu’ils sont capables d’étre extraits du
chromosome bactérien, circularisés, transférés a une bactérie par un mécanisme
conjugatif avant d’étre réintégré au génome de 1'hdte et présentent donc des
caractéristiques alliant celles d’'une transposon, d'un prophage et d’'un plasmide. Un
temps appelés phages conjugatifs ils sont désormais dénommés Eléments Conjugatifs et
Intégratifs et sont particulierement impliqués dans les phénomenes de dissémination de
la résistance bactérienne. On note toutefois dans certaines publications la persistance
d’une distinction entre transposons conjugatifs et éléments conjugatifs et intégratifs.

- Cassettes chromosomiques staphylococciques (Staphyococcal Cassette
Chromosome, SCC) [126-128]: il s’agit de portions d’ADN relativement longues
mesurant de 3 a 60 kb et insérées au niveau du gene orfX (code une méthyl transférase
ribosomale) chez les staphylocoques. Elles integrent toujours un gene ccr qui est une
sérine recombinase et qui catalyse les réactions d’excision/intégration de cet élément
génétique dont la mobilité est finalement relativement faible par rapport aux autres
éléments décrits précédemment. On retrouve dans ces cassettes le gene mec (SCCmec) a
'origine de la résistance des staphylocoques (S. aureus et SCN) a la méticilline et par
extension a toutes les [ lactamines. Le transfert des cassettes d'un staphylocoque a
I'autre peut se faire par les différents mécanismes décrits précédemment mais est moins
bien connu.

e) [lots génomiques

On retrouve dans la littérature le terme d’ilots génomiques dont la définition peut varier
au gré des publications. Mario Juhas, Morgan G. I. Langile et leurs collaborateurs ont
publié deux revues de la littérature permettant d’avoir une définition relativement
consensuelle des ilots génomiques [129,130]. Le flou entretenu par ce terme vient du
caractere tres générique de ce terme dont on comprend qu’il se réfere a toute partie du
chromosome bactérien « indépendante » et c’est souvent le cas des éléments acquis par
transferts horizontaux. Les analyses de séquences de génomes entiers permettent
parfois d’identifier des séquences d’origine visiblement étrangere a la bactérie
(changement du contenu en GC par exemple), sans pour autant retrouver d’éléments
permettant de faire rentrer le morceau de séquence dans une des catégories décrites
dans ce paragraphe. Il faut attendre parfois plusieurs mois, années pour qu’'une équipe
démontre finalement que la séquence en question reléve en fait d'une catégorie connue
(plasmide intégratif par exemple) et I'llot en question change de dénomination. Il semble
ainsi licite de considérer ce terme comme une définition générique de tous les éléments
génétiques acquis horizontalement au sein du chromosome bactérien et qui constituent
souvent une partie conséquente du génome accessoire de la bactérie et non pas comme
une catégorie a part entiére. Cela exclut de fait les plasmides extra chromosomiques et
les phages mais inclut les prophages et les plasmides intégrés. On retrouve aussi dans la
littérature le terme d’ilets pour les ilots de plus petite taille, souvent inférieure a 10 kb.
On peut ainsi dégager quelques caractéristiques communes aux ilots génomiques :

- Segments du chromosome bactrien mesurant de 10 a 200 kb.
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- Le contenu en GC varie souvent par rapport a celui de la bactérie et son core génome.
- Suivent souvent une séquence codant un ARNt.
- Sont souvent encadrés par des séquences répétées.

- Comprennent souvent des genes impliqués dans les phénomenes intégratifs et
conjugatifs.

- Comprennent souvent des genes offrant un avantage sélectif a la bactérie (genes de
virulence, génes de résistance entre autres).

Ces notions appliquées aux éléments génétiques mobiles des staphylocoques sont
illustrées dans la Figure 9.
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Figure 9. Ilots génomiques et intégration des différents éléments génétiques mobiles
chez les staphylocoques.

H. Synthese et objectifs du travail de these

S. lugdunensis est donc un agent infectieux, commensal de la peau qui présente des
caractéristiques microbiologiques inhabituelles le rapprochant de S. aureus mais il
constitue surtout pour les cliniciens la cause d’infections particulierement graves et
fréquentes. Ces observations peuvent étre mises en parallele avec la découverte de
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plusieurs facteurs de virulence potentiels sur le plan fonctionnel, génétique ou protéique.

Pourtant, jusque-la, aucun élément dans la littérature n’a permis d’établir un lien de
causalité entre ces facteurs de virulence in vitro et la sévérité des infections in vivo. Le
travail de thése que nous allons présenter a eu pour objectif d’explorer ce lien entre
facteurs de virulence et manifestations cliniques des infections a S. lugdunensis.

Nous avons tout d’abord exploré de maniere rétrospective la pathogénicité de S.
lugdunensis aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg, mais pour essayer de remplir le
plus rigoureusement possible notre objectif nous avons développé une approche
translationnelle en menant de front une étude clinique prospective et une analyse de la
virulence de S. lugdunensis au sein du laboratoire. Nous avons posé I'hypothese de
I'existence d’un facteur de virulence produit par la bactérie et qui serait impliqué dans
certaines présentations cliniques particulieres (endocardites, infections ostéo-
articulaires par exemple). Il s’agit d'un travail exploratoire pour lequel aucune donnée
préalable n’était assez forte pour servir de point de départ, autrement dit aucun facteur
de virulence décrit in vitro n’a jusque-la pu étre relié a une manifestation clinique
particuliere chez 'homme. Par ailleurs, les facteurs de virulence décrits in vitro et
présents dans la quasi-totalité des souches ne semblaient pas a méme de répondre a
notre objectif qui est d’'identifier un facteur permettant de distinguer les souches entre
elles et donc les patients entre eux. C'est pour ces raisons que nous avons décidé de
rechercher de nouveaux facteurs de virulence potentiels au niveau du laboratoire tout
en essayant de catégoriser le plus rigoureusement possible les patients.

Nous avons donc formulé un objectif principal et plusieurs objectifs secondaires :
Objectif principal :

e Rechercher l'existence d'un lien statistiquement significatif entre une
manifestation clinique et un facteur de virulence.

Objectifs secondaires :

e Décrire les aspects cliniques des infections a S. lugdunensis

e Rechercher les facteurs de risque des infections a S. lugdunensis

e Etudier les caractéristiques génomiques de S. lugdunensis en réalisant un
séquencage complet et en recherchant les facteurs possiblement impliqués dans
sa virulence
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A. Etudes préliminaires

1. Epidémiologie des staphylocoques aux Hopitaux
Universitaires de Strasbourg

La mise en place de l'identification bactérienne par spectrométrie de masse a
radicalement changé le regard des microbiologistes et des cliniciens sur I'épidémiologie
bactérienne hospitaliere et communautaire. Cet outil qui a rapidement remplacé la
majorité des méthodes d’identification biochimiques/phénotypiques bactériennes a été
mis en place aux HUS de 2008 a 2010 pour l'identification bactérienne systématique en
particulier des SCN issus de prélevements biologiques. Nous avons mené une étude
épidémiologique rétrospective comparant I'épidémiologie des SCN identifiés au
laboratoire de microbiologies des HUS pendant la période 2007-2008 (identification
phénotypique des SCN) et la période 2011-2012 (identification par spectrométrie de
masse). Nous avons secondairement comparé les profils de sensibilité aux antibiotiques
de ces souches bactériennes et déterminé la significativité microbiologique d’un
échantillon aléatoire de 50 souches.

- Identification phénotypique des SCN: pendant cette premiere période et compte
tenu du temps nécessaire a la caractérisation des staphylocoques, seules les souches
répondant aux criteres de significativité microbiologique recommandés par la Société
Francaise de Microbiologie ont fait I'objet d’analyses ultérieures [131]. La premiere
étape a consisté a rechercher la présence d’'une coagulase libre a partir de plasma de
lapin reconstitué (Bio-Rad, Marne-La-Coquette, France) et d'une coagulase liée a partir
de particules de latex recouvertes de fibrinogene humain, de protéine A et de
polysaccharides capsulaires de S. aureus (Pastorex Staph-Plus, Bio Rad). Les
staphylocoques négatifs pour ces deux tests ont alors été considérés comme SCN (non
aureus) et fait I'objet d’'une identification d’espéce a l'aide de tests biochimiques (Vitek 2,
Biomérieux, Craponne, France).

- Identification par spectrométrie de masse: pendant cette deuxieme période la
rapidité et le faible cout d’utilisation de la spectrométrie de masse ont permis
'identification systématique de tous les staphylocoques exceptés ceux isolés de
prélevements de gorges ou vaginaux (recherche de streptocoque [(-hémolytiques
uniquement) ou, sauf exception, ils doivent étre considérés comme des colonisants
simples. Le spectrometre de masse utilisé au laboratoire de microbiologie est un MALDI-
TOF MS: Matrix-Assisted Laser Desorbtion/Ionization-Time of Flight Spectrometry
(Bruker Daltonics, Wissembourg, France) associé a l'algorithme d’identification
bactérienne Biotyper (Bruker Daltonics, Wissembourg, France). La description de cette
méthode d’identification des bactéries est détaillée plus loin dans le paragraphe II-C-3.
L’identification de chaque SCN a été réalisée selon les recommandations du fabricant a
partir d’'une colonie bactérienne associée a 1 pul de matrice d’ionisation (donneur
d’électrons) : acide a-4-cyano-hydroxy-cinnamique (a-HCCA). La matrice est préparée a
la concentration de 3 mg/ml dans une solution a 50% d’acéto-nitrile, 2.5% d’acide tri-
fluoro-acétique (TFA) et 47.5% d’eau distillée. Les spectres des masses peptidiques
obtenus dans une fenétre de 2 a 20 kDa sont ensuite analysés par le logiciel Biotyper
RTC 3.0 (Bruker Daltonics, Wissembourg, France). Pendant la durée d’étude, 3 versions
du logiciel ont été successivement utilisées et correspondent a des versions toujours
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plus riches en spectres de références : version 3.0.2.0 (3476 spectres dont 132 spectres
d’espéces de staphylocoques), version 3.1.1.0 (3740 spectres dont 132 spectres
d’espéces de staphylocoques) et la version 3.1.2.0 (3955 spectres dont 139 spectres
d’espéces de staphylocoques). Un score d’identification supérieur ou égal a 2 est
considéré comme fiable pour I'identification d’espece, un score entre 1.7 et 1.99 comme
intermédiaire et un score strictement inférieur a 1.7 comme insuffisant pour considérer
'identification comme fiable (recommandations du fabricant). Dans cette étude, tous les
SCN avec un score d’identification strictement inférieur a 2 ont été exclus.

- Sensibilité aux antibiotiques: la sensibilité des SCN aux antibiotiques a été
déterminée selon les recommandations de I'EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testings) en vigueur au moment de I'étude a l'aide du
VITEK 2 (Biomérieux) ou par la méthode de diffusion en milieu gélosé [132].

- Significativité microbiologique des prélevements (Tableau 6) : la significativité
microbiologique des souches isolées était évaluée en sélectionnant de maniere aléatoire
50 souches (ou toutes les souches si le nombre total de souches identifiées pour une
espece donnée était inférieure a 50) de chaque espece de SCN identifiées et en
recherchant les criteres de significativité recommandés dans I'EMCM (European
Microbiology Criteria for Interpretation) [133].

- Analyses statistiques : la distribution des différentes especes de SCN pendant ces
deux périodes d’identification a été analysée a I'aide d’un test du x? avec une limite de
significativité fixée a 0.05 (p<0.05). La distribution des niveaux de significativité
microbiologique des 50 souches sélectionnées a aussi été comparée avec la méme
méthode statistique.

- Autorisation du comité d’éthique : selon 'avis du comité d’éthique cette étude ne
requérait aucune autorisation particuliere en particulier aupres des patients dans la
mesure ou les souches bactériennes uniquement ont été étudiées apres anonymisation
et sans recours aux données cliniques. Par ailleurs les souches bactériennes étudiées ont
été considérées comme « déchets » biologiques.
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Tableau 6. Critéres microbiologiques de 'EMCM pour déterminer la significativité des
prélevements microbiologiques.

Echantillon Culture Examen Flore associée Significativité
direct
Hémocultures = 2 positives Oui
avec la méme
bactérie
1 positive/1 Non (douteux
faite en oncologie)
1 positive/2 Non
faites
Urine > 105 ufc/mlt > 104 Oui
leucocytes/ml
Autres Non
résultats
Cathéter >1000 ufc/ml Oui
intravasculaire <1000 ufc/ml Oui
et 1
hémoculture

positive avec la
méme bactérie

Autres Non
résultats
Prélevements > 2 positifs Cocci Gram + Oui
superficiels 1 positif/1 Cocci Gram + 1 espece Oui
réalisé
Autres Non
résultats
Prélevements > 2 positifs sur Oui
profonds 2 réalisés
1 positif Cocci Gram + 1 espece Oui
1 positif Présence de Douteux
PNN?
Autre résultat Non

1 ufc, unité format une colonie
ZPNN, polynucléaires neutrophiles

2. Etude rétrospective de la pathogénicité de Staphylococcus
Iugdunensis

Apres la mise en évidence de I'épidémiologie des SCN aux HUS et de la pathogénicité
probable de S. lugdunensis nous avons voulu tester cette hypothese dans le cadre d'une
étude rétrospective de tous les dossiers des patients ayant présenté un prélevement
positif a S. lugdunensis aux HUS entre 2010 et 2014. L’ensemble des souches étant
identifié par spectrométrie de masse au laboratoire de microbiologie des HUS.
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- Identification par spectrométrie de masse : selon les mémes modalités que celles
décrites dans le paragraphe II-A-1.

- Sensibilité aux antibiotiques : selon les mémes modalités que celles décrites dans le
paragraphe II-A-1.

- Significativité clinique des prélevements (Tableau 7) : tous les types de
prélevements ont été inclus dans cette étude. La significativité clinique reposait sur une
étude du dossier du malade afin de savoir si la présence d'un S. lugdunensis dans un
prélevement correspondait a une infection certaine, douteuse ou s'il s’agissait d'une
simple colonisation voire d’'une contamination du prélevement. Nous avons donc établi
des critéres composites a partir des criteres de significativité microbiologique de
I'EMCM et de criteres strictement cliniques. Les criteres cliniques sont issus des
recommandations de plusieurs sociétés savantes. Les recommandations Européennes
(EMCM) pour l'interprétation des hémocultures associées a des criteres additionnels
établis par David Souvenir et ses collaborateurs qui permettent d’interpréter une seule
hémoculture positive a SCN en évaluant globalement I'état septique du patient, 'absence
de diagnostic différentiel et la présence d'une porte d’entrée [133][134]. Ces criteres de
ont déja été utilisé dans l'étude de bactériémies a S. lugdunensis avec une bonne
performance diagnostique [135]. Concernant les infections ostéo-articulaires nous
avons retenus les criteres de la société Américaine d’infectiologie [136]. Enfin, les
prélevements de la peau et des tissus mous ne font pas I'objet de recommandations
spécifiques et nous avons établi des criteres locaux.

- Analyses statistiques : les caractéristiques démographiques et cliniques des patients
ont été comparées a I'aide d’un test du x? ou d’un test exact de Fisher avec une limite de
significativité fixée a 0.05 (p<0.05).

- Autorisation du comité d’éthique: cette étude a été approuvée par le comité
d’éthique de la région est (CPP IV est, Strasbourg, France) qui a requis une non
opposition orale des patients a I'utilisation de leurs données.
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Tableau 7. Criteres permettant de définir le statut clinique des patients présentant un
prélevement positif a S. lugdunensis

Echantillon Culture Clinique Significativité
Hémocultures > 2 positives Sepsis Oui
1 positive/1 faite  Sepsis Douteux

Oui si criteres de Souvenir
et col.[134]

1 positive/2 faites Pas de sepsis Non

Prélevements > 2 positifs Ostéite Oui

ostéo-articulaires .
Arthrite

Avec ou sans
matériel

1 positif/1 fait Ostéite Douteux
Arthrite

Avec ou sans
matériel

1 positif Pas de Non
signes
d’infection

Peau et tissus 1 positif  en Signes Oui
mous culture pure infectieux
locaux
1 positif Signes Douteux
polymicrobien infectieux
locaux
1 positif Pas de Non
signes

infectieux




B. Etude prospective de la virulence de Staphylococcus
lugdunensis dans les infections séveres : étude VISLISI

1. Design de I'étude

Il s’agit d’'une étude prospective monocentrique aux Hopitaux Universitaires de
Strasbourg regroupant plusieurs hopitaux : I'hopital civil, le nouvel hopital civil, I'hopital
de Hautepierre, le centre de chirurgie orthopédique et de 1a main d’lllkirch (CCOM) et le
centre médico-chirurgical d’obstétrique de Schiltigheim. Les HUS regroupaient en 2016,
2428 lits d’hospitalisation et toutes les spécialités médicales et chirurgicales sont
représentées.

a) Investigateurs et équipes associées

La liste des investigateurs cliniques est résumée dans le Tableau 8. La liste des
laboratoires et équipes scientifiques associées est résumée dans le Tableau 9.

Tableau 8. Investigateurs cliniques de I'étude VISLISI

Qualité Titre Nom Service Hospitalier
Investigateur PU-PH Yves Hansmann Service Maladies Infectieuses et
Principal Tropicales, Nouvel Hopital Civil
Investigateur PHU Xavier Argemi Service Maladies Infectieuses et
Associé Tropicales, Nouvel Hopital Civil
Investigateur PH Nicolas Lefebvre Service Maladies Infectieuses et
Associé Tropicales, Nouvel Hopital Civil
Investigateur PH Kilifa Meghit Service d'Immunologie Clinique,
Associé Nouvel Hopital Civil
Investigateur CCA Nawal Douiri Service Maladies Infectieuses et
Associé Tropicales, Nouvel Hopital Civil
Investigateur CCA Marion Baldeyrou Service Maladies Infectieuses et
associé Tropicales, Nouvel Hopital Civil
Investigateur CCA Cécile Ronde-Oustau CCOV, illkirch

associé
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Tableau 9. Laboratoires et équipes scientifiques associées a I'étude clinique VISLISI

Virulence Bactérienne Précoce Dr Gilles Prévost Daniel Keller (ingénieur de
- EA 7290 - Faculté de recherche)
Médecine de Strasbourg

Dr Philippe Riegel (médecin,

microbiologiste)
Immunologie Rhumatologie Pr Seiamak Bahram Paul Nicodeme (ingénieur
Moléculaire - INSERM U1109 - de recherche)

Université de Strasbourg

Laboratoire de Spectrométrie  Pr Sarah Cianférani Jean-Marc Strub (ingénieur
de Masse Bio-Organique - UMR de recherche)

71-78 (CNRS-UdS) - Institut

pluridisciplinaire Hubert

Curien de Strasbourg

Laboratoire de Santé Publique Pr Nicolas Meyer Mickael Schaeffer (ingénieur
- Hopitaux Universitaires de de recherche)
Strasbourg

b) Promoteur

L’étude VISLISI est promue par les HUS et fait I'objet d'un Projet de Recherche Interne
(PRI 2013 - HUS n° 5616).

c) Financement

L’étude VISLISI est financée par les fonds propres de 'EA 7290 et par I'obtention par
I'obtention de la bourse «Jeune chercheur » du College des Enseignants de Maladies
Infectieuses et Tropicales (20 000 euros).

d) Objectifs de I'étude
- Objectif principal :

o Rechercher la présence de facteurs de virulence dans les infections séveres a S.
lugdunensis.

- Objectifs secondaires :

e Etablir les caractéristiques cliniques des infections a S. lugdunensis.
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e Analyser les facteurs de risque associés aux infections séveres sur le plan clinique
(antécédents et comorbidités, traitements immunosuppresseurs), immunologiques
(réponse inflammatoire, acteurs du systeme immunitaire).

e Etablir les caractéristiques spectrométriques de S. lugdunensis.

e Etudier les caractéristiques génétiques de S. lugdunensis.

e) Criteres d’inclusion et d’exclusion

- Criteres d’inclusion : ils ont été basés sur l'identification de patients qui présentaient

des infections certaines a S. lugdunensis et répondant a certains criteres
sociodémographiques :

e Hommes ou femmes volontaires agés de 18 ans ou plus (exclusion des mineurs
compte tenu du caractere exploratoire de cette étude interventionnelle et de
I’absence de bénéfice attendu a leur inclusion, préconisation du comité d’éthique).

e Patients affiliés a un régime de sécurité sociale.
e Sujet ayant été informé des résultats de la visite médicale préalable.

e Consentement éclairé daté et signé par l'investigateur et le participant avant le
début de toute procédure liée a I'essai.

e Infection a S. lugdunensis établie selon des criteres stricts et détaillés dans le
Tableau 10.

Les criteres d’infection détaillés dans le Tableau 10 sont le résultat des 2 études
préliminaires décrites dans les paragraphes précédents qui nous ont permis d’affiner les
éléments permettant de poser le diagnostic d'infection a S. lugdunensis.

- Critéres d’exclusions : les critéres retenus ont été les suivant :

e Sujet présentant un prélevement positif a S. lugdunensis, mais ne remplissant pas
les criteres d’infection sus cités.

e Sujet en situation d'urgence.

e Sujet privé de liberté ou sous sauvegarde de justice.
e Sujet sous tutelle.

e Sujet sous curatelle.

e Sujet en période d’exclusion dans un autre protocole.

62



Tableau 10. Criteres permettant de définir lune infection certaine a S. lugdunensis dans

le cadre de I’étude VISLISL

Echantillon

Culture

Clinique

Flore associée

Significativité

Hémocultures =2 positives  Sepsis Oui ou non Oui
1 positive/1 Sepsis Non Oui si remplit
faite les critéres de
Souvenir et col.?
[134]
1 positive/2 Pas de sepsis Peu importe Non
faites
Prélevements = 2 positifs Ostéite Oui ou non Oui
ostéo- .
articulaires Arthrite
Avec ou sans
matériel
1 positif/1 fait Ostéite Non Ouisile
_ prélévement ne
Arthrite vient pas d’'une
A niche connue 2
vec ou sans
matériel
1 positif Pas de signes Peu importe Non
d’infection
Peau et tissus 1 positif/1 fait Signes infectieux Non Oui
mous locaux
> 2 positifs Signes infectieux Peu importe Oui
locaux
1 ou plusieurs Signes infectieux Oui non
positif locaux
1 ou plusieurs Pas de signes Peu importe Non
positifs infectieux
Urines Bactériurie > Signes Non Oui
105/ml d’infection
urinaire haute
Leucocyturie
> 10%/ml
Toute autre Non
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situation

Cathéter Comptage 2 Signes infectieux Oui
central 1000 UFC/ml3 locaux
Toute autre Non
situation

1 criteres de Souvenir et coll,, ils sont détaillés dans la publication indiquée en référence.

2 niche

connue, il s’agit des niches ou il a été démontré que S. lugdunensis faisait partie de la flore

résidente : le nez, les creux axillaires et les plis inguinaux [37][36][38].
3 comptage pathologique selon la méthode de Cléri modifiée par Brun et Buisson [137][138].

f) Criteres d’évaluation

- Criteres d’évaluation principaux: l'objectif étant de recherche des facteurs de
virulence dans les infections séveres a S. lugdunensis nous avons défini 8 groupes de
patients sur la base de caractéristiques qui feraient évoquer la présence de facteurs de
virulence potentiels :

Sepsis VS pas de sepsis.

Infection profonde VS infection superficielle.
Présence de matériel VS pas de matériel.
Présence d'une collection VS pas de collection.

Localisations septiques secondaires VS pas de localisations septiques
secondaires.

Porte d’entrée présente VS absence de porte d’entrée.
Bactériémie VS pas de bactériémie.

Présence d'un déficit immunitaire connu acquis ou congénital VS pas de déficit
immunitaire.

Parallelement, nous avons mis en place une recherche systématique de facteurs de
virulence au sein du laboratoire

Facteurs de virulence recherchés sur le plan fonctionnel : entérotoxines, TSST-1,
leucotoxine staphylococcique, épidermolysines, f-hémolysine.

Recherche antigénique : entérotoxines staphylococciques A, B, C, D, E, G, H, |,
TSST-1, LukS-PV, LukF-PV, HlgA-B-C, LukE, LukD.

Purification de certaines protéines en cas d’identification fonctionnelle ou
antigénique (leucotoxines, épidermolysines et entérotoxines).
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- Critéres d’évaluation secondaires : les critéres retenus ont été les suivant :

Caractéristiques cliniques des infections a S. lugdunensis: antécédents et
comorbidités (score de Charlson), histoire de la maladie, manifestations cliniques,
parametres biologiques biochimiques, hématologiques, inflammatoires, résultats
des examens complémentaires menés dans le cadre de leur prise en charge,
réponse au traitement, morbi-mortalité [139].

Facteurs de risque associés aux infections séveressur le plan clinique
(antécédents et comorbidités), immunologiques (réponse inflammatoire,
phénotypage lymphocytaire, dosage du complément, dosage des
immunoglobulines).

Caractéristiques spectrométriques de S. Ilugdunensis: analyse du profil
spectrométrique des extractions protéiques issues des souches bactériennes.

Caractéristiques génétiques de S. lugdunensis : séquencage de novo de 10 souches.

g) Plan expérimental

Chaque patient éligible a été vu en consultation pour 'inclusion et le recueil des données
para-cliniques et une deuxieme consultation a été systématiquement organisée a 1 mois
de l'inclusion pour évaluer la guérison et réaliser un bilan sanguin de contréle. Ce
deuxieme prélevement sanguin propre a l'‘étude a aussi permis d’établir une
« échantillotheque » avec conservation du sang total et sur tube EDTA. Ces éléments
sont résumes dans le Tableau 11.

Tableau 11. Plan expérimental de 'étude VISLISI.

Présélection Inclusion Suivi
JO-J2 J0-]2 130

Information du sujet X

Consentement éclairé signé X

- Evaluation clinique X

- Prélevement sanguin : X
Hémogramme, bilan rénal, bilan hépatique,
bilan inflammatoire

- Evaluation clinique X

- Prélevement sanguin X
Hémogramme, phénotypage lymphocytaire,

dosage du complément, dosage pondéral

des immunoglobulines
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h) Autorisation du comité d’éthique

La recherche a été menée en conformité avec les principes de la déclaration d'Helsinki et
les bonnes pratiques cliniques. Chaque sujet éligible a recu une information complete et
éclairée sur 1’étude, oralement et par l'intermédiaire d’'un document écrit. Le
consentement signé a été recueilli secondairement apres un délai de réflexion propre a
chaque patient.

Les données a caractere personnel ont été traitées dans les conditions définies par la loi
n°78-17 du 06 janvier 1978 relative a l'informatique et aux libertés modifiée par la loi
n°2004-801 du 06 aout 2004 et des textes réglementaires pris pour son application.
Conformément a I'article R.5121.13 du Code de la Santé Publique, les investigateurs et
toutes les personnes appelées a collaborer a I'essai sont tenus au secret professionnel.
Tout rapport, communication orale ou écrite occasionnée par cette étude est transmise
au promoteur et publiée conformément a la charte de publication des HUS.

L’étude VISLISI a regu un avis favorable du comité de protection des personnes est IV
(CPP IV) et est enregistré sous le numéro ID-CRB 2013-A01057-38.

2. Méthodologie statistique

La méthodologie statistique a été construite avec la collaboration du laboratoire de
Santé Publique des HUS.

Calcul du nombre de sujets nécessaires: il s’agit d'une étude exploratoire,
prospective dont I'objectif est de mettre en évidence le réle d’'un éventuel facteur de
virulence dans les infections a S. lugdunensis. Les patients seront classés en 8 groupes
détaillés dans les criteres d’évaluation principaux et comparés en fonction de la
présence d’éventuelles toxines (facteurs de virulences). La taille de I'échantillon a été
estimée en fonction des parametres suivant: une significativité globale de 5% et une
puissance de 80%. L’ampleur de l'effet clinique d'une éventuelle toxine devra-t-étre
large, au moins 60%. Compte tenu du nombre de tests statistiques qui seront
potentiellement réalisés, la significativité individuelle de chaque test est fixée a un
risque alpha de 0,00037. A partir de la formule de Casagrande et Pike, on peut évaluer
que le nombre de sujets nécessaire pour rejeter I’hypothese nulle est de 82 si les
proportions respectives dans chaque groupe sont de 25 et 75% et que la taille des
groupes est identique. Pour une différence plus importante, par exemple 20 vs. 80%, 58
sujets sont nécessaires. Ces calculs donnent donc une idée approximative du nombre de
sujets nécessaires dans la mesure ou le nombre de sujets dans chaque groupe ne peut
étre prévu a I'avance. En conclusion, I'inclusion de 82 patients est nécessaire dans cette
étude exploratoire.

Analyse des résultats : les variables continues sont exprimées par leurs moyennes et
leur déviation standard et les variables catégorielles par leur fréquence et leur
pourcentage. Les analyses statistiques inférentielles ont été menées selon I'approche
bayésienne. Les relations entre les facteurs de virulence potentiels et les groupes de
patients ont été analysés a l'aide de régressions logistiques. Les caractéristiques
cliniques et para-cliniques ont été évaluées a l'inclusion et a la visite de suivi. Les
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résultats sont présentés sous la forme d'odds ratio (OR) avec leur intervalle de
crédibilité a 95% a posteriori, mais aussi avec la probabilité Pr que cet OR soit
strictement supérieur a 1: Pr=Pr(OR>1). Lorsque cette valeur Pr est proche de 1, cela
indique une probabilité forte que 'OR soit supérieur a 1. Lorsque cette valeur Pr est
proche de 0, cela indique une probabilité forte que I'OR soit inférieur a 1. Une
probabilité Pr proche de 0,5 indique qu’il y a peu de chances que I'OR soit significatif,
autrement dit il y a peu de chance que les 2 éléments considérés aient une association
statistiquement significative, positive ou négative. Rappelons que les méthodes
Bayésiennes n’utilisent pas la p-valeur utilisée dans le cadre fréquentiste et que la valeur
Prici indiquée ne doit pas étre confondue avec cette p-valeur. La distribution a priori du
log(OR) est une distribution gaussienne modérément informative ((N (m=0, s2=2.33)),
ce qui implique qu’a priori, 'OR a 95% de chances d’étre dans l'intervalle [1/20 ; 20].
Suivant les principes de la théorie bayésienne, l'inférence statistique est basée sur la
distribution a posteriori de 'OR. Les analyses bayésiennes ont été réalisées avec les
logiciels JAGS (v 4.2.0) et R (v 3.2.0). Pour chaque analyse, apres une période de chauffe
de 5000 itérations, 100000 itérations ont été réalisées et la convergence a été vérifiée en
utilisant des graphiques de type séries chronologiques pour suivre la chaine MCMC sur
chaque itération. La convergence a été constatée dans tous les cas.

3. Mise en place de I'étude

a) Recueil des données cliniques

Toutes les données de I'étude clinique ont été saisies par l'intermédiaire du logiciel
CleanWeb (v 164, Télémédecine Technologies, Boulogne-Billancourt, France). Les
données cliniques ont toutes été controlées en fin d’étude afin de vérifier les criteres
d’inclusion/exclusion, I'exactitude des parametres recueillis et la catégorisation des
malades. Un technicien de recherche clinique a aussi controlé la qualité du recueil
informatique par la recherche d’anomalies sur le logiciel CleanWeb : valeurs erronées,
données manquantes.

b) Recueil des souches bactériennes

Tous les prélevements positifs a S. lugdunensis ont été identifiés dans les 24h a partir du
laboratoire de microbiologie a I'aide du logiciel Glims (v 8.10.11). Les souches issues de
patients inclus ont été identifiées en fonction du numéro d’inclusion de VISLISI_1 a
VISLISI_82. Les souches issues de prélevements contaminés ou de simples colonisations
ont aussi été conservées et identifiées en fonction de leur ordre de recueil: C_1, C_2 ...
etc. Les souches issues d’infections, mais en 'absence d’inclusion du malade dans le
protocole clinique, ont été identifiées en fonction de leur ordre de recueil : 1_1,1_2... etc.
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) Conservation des souches bactériennes

Toutes les souches bactériennes recueillies ont été repiquées afin de confirmer
'identification bactérienne et congelées a -82°C a 'EA7290. Toutes les souches princeps
ont fait I'objet de plusieurs aliquotes pour les utilisations ultérieures et afin d’éviter
toutes mises en cultures itératives qui pourraient impacter le phénotype bactérien. Le
milieu de congélation utilisé associe un bouillon cceur cervelle (milieu Brain Heart
Infusion, BHI) stérilisé et 10% de glycérol.

BHI : extrait de cervelle de veau 12.5 g/I, extrait de cceur de beeuf 5 g/l, protéines de lait
10 g/], glucose 2 g/1, NaCl 5 g/1, Na,HPO4 2.5 g/1.

C. Analyses bactériologiques
1. Identification des souches bactériennes

L’identification des souches bactériennes a été réalisée par spectrométrie de masse
selon la méthodologie décrite au paragraphe II-A-1.

2. Tests de sensibilité aux antibiotiques

Les tests de sensibilité aux antibiotiques ont été réalisés selon la méthodologie décrite
au paragraphe II-A-1.

3. Analyse des profils en spectrométrie de masse

a) Rappels méthodologiques

La spectrométrie de masse est utilisée dans un grand nombre de domaines dont la
protéomique bactérienne [140][141]. Cette technique d’analyse structurale d’un
composé s’adresse a des substances placées en phase gazeuse, ionisées puis analysées.
On retrouve de maniere centrale et constante un échantillon (source d’ions), un
analyseur et un détecteur. L’analyseur mesure le rapport entre la masse (m) et la charge
(q) de chaque espéece ionique. De facon conventionnelle ce n’est pas la charge g qui est
mesurée mais sa valeur absolue z. Chaque ion est donc caractérisé par une valeur m/z
qui lui est propre. Le détecteur mesure en fonction des différentes valeurs de m/z
'intensité du signal correspondant. Le spectre correspond donc a la variation du courant
ionique en fonction de m/z. Dans le cadre de la microbiologie on utilise le plus souvent
des spectrometres de masse a temps de vol, I'’échantillon excité par un LASER est associé
a une matrice d’ionisation, 'ensemble est analysé avant représentation graphique des
différents pics de m/z présents dans I’échantillon (Figure 10) [140].

Ionisation de I’échantillon : les échantillons en protéomique bactérienne sont fragiles
et de grande taille. Ce sont des molécules polaires, peu volatiles et sensibles a la chaleur.
Leur vaporisation nécessite un transfert rapide et bref d’énergie pour éviter toute
dégradation thermique. Il faut dans le méme temps pouvoir ioniser ces molécules. Cette
double exigence est respectée avec l'utilisation d’'une part d’'une source énergétique
comme les photons d'un laser et d’autre part par l'utilisation d'un vecteur d’ionisation
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appelée matrice qui protege la source d'une ionisation directe. Ce phénomene
d’évaporation et d’ionisation simultanée est appelé désorption. Le choix d’'une matrice
est fondamental en fonction de l'objectif recherché et de I'échantillon analysé. La
matrice en spectrométrie de masse est un composé aromatique cristallisable déposé
toujours en exces par rapport a l'échantillon (104 molécules de matrice pour une
d’échantillon). Une fois I’échantillon séché sur une plaque, la matrice choisie est déposée
sous la forme d’une solution saturée et I'évaporation du solvant utilisé va permettre sa
co-cristallisation avec I’échantillon. La source énergétique choisie ionise directement la
matrice qui secondairement ionise les molécules de I’échantillon par transfert de
protons. L'énergie fournie par la source permet dans le méme temps l'évaporation de
I’échantillon déposé. Le passage en phase gazeuse des molécules ionisées permet
ensuite leur transfert vers 'analyseur. Le type d’ionisation dépend du type d’échantillon.
Dans le cas des peptides il s’agit d’'une ionisation positive par l'intermédiaire de
groupements accepteurs de charges positives :

R-NH,+H* = R-NH3*

Il existe de nombreuses matrices possibles dont certaines sont détaillées dans le
Tableau 12.

Il existe plusieurs méthodes d’ionisation indirecte de I'échantillon dont :

- I'électrospray : il consiste a appliquer un champ électrique fort a travers un capillaire
sur un liquide contenant I’échantillon. Ce champ provoque une accumulation de charges
a la surface du liquide en sortie de capillaire formant un nébulisat hautement chargé.
L’évaporation du solvant permet progressivement de réduire la taille des gouttelettes
formées jusqu’a ce que le champ électrique a leur surface soit suffisant provoquant leur
désorption.

- le LASER : les photons qu'il produit fournissent I’énergie nécessaire a I'ionisation de la
matrice et a la vaporisation de I'échantillon. En protéomique bactérienne le LASER UV a
N2 est le plus souvent utilisé. Sa longueur d’onde est de 337 nm et chaque photon
apporte une énergie de 3.7 eV.

Il existe actuellement d’autres méthodes d’ionisation que nous ne détaillerons pas ici :
I'impact électronique, la photoionisation a pression atmosphérique, le Fast Atom
Bombardment et l'ionisation chimique.
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Figure 10. Représentation schématique de la spectrométrie de masse: dépdt de
I’échantillon (Panel A) et calcul du temps de vol (Panel B). (Reproduit et traduit de
Andrew E. Clarck et coll,, 2013).
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Tableau 12. Matrices les plus souvent utilisées en spectrométrie de masse lorsqu’une
ionisation indirecte des échantillons est nécessaire.

| Composé Abréviation Analyte

acide a-cyano-4-hydroxy-cinnamique  o-HCCA Peptides de 0.7 a 10 KDa
Hydrates de carbone

Acide sinapique SA Peptides de 10 a 150 KDa
Dendrimeres

Acide 2,5-dihydroxybenzoique 2,5-DHB Peptides
Hydrates de carbone

2,5-dihydroxyacétophénone 2,5-DHAP Glycoprotéines de 8 a 100 KDa

Acide hydroxy 3-piconilique 3-HAP Oligonéucléotides de 1 a 30 KDa

- Analyse de I’échantillon : 'analyseur a pour objectif de séparer les ions produits en
fonction de leur rapport m/z, que ce soient les ions issus de I’échantillon mais aussi des
ions issus de la matrice dans le cadre par exemple du MALDI. L’analyseur procede par
I'application de champs électriques ou magnétiques sur le faisceau de particules ionisées
produites qui vont étre déviées secondairement. L’analyseur a temps de vol est le plus
simple dans son principe et le plus souvent utilisé en protéomique bactérienne en
particulier dans les laboratoires de microbiologie, on parle d’analyseur de type Time Of
Flight (TOF). Il repose sur I'analyse du temps de vol de chaque molécule ionisée dans un
tube de longueur connue et apres application a la source d’ions d’une différence de
potentiel constante V. Cette tension confere une énergie cinétique (Ec=1/Z2mv?)
homogénéisée a la valeur zV) (z étant la charge de l'ion analysé).

Ec=2zVo=1/2mv? =1/2m(d?/t?)

Cette égalité contient le rapport m/z que 1'on peut déduire directement de la vitesse v,
c’est a dire du temps t que met un ion donné a franchir la distance d.

m/z = 2Vo(t2/d?)

Le rapport m/z est donc directement dépendant du temps de vol car Vy et d sont connus.
Autrement dit, apres I'accélération initiale induite par Vyles ions volent d’autant plus
vite qu'ils sont plus légers et I'analyseur mesure le temps que met I'ion a parvenir au
détecteur. En mode linéaire un analyseur posseéde une faible capacité de discrimination
des ions, car la longueur du tube est limitée par son encombrement. Pour y pallier les
analyseurs actuels utilisent 2 méthodes: l'allongement « artificiel » du tube par des
miroirs appelés réflectrons, et par 'homogénéisation des énergies cinétiques dans la
source avant leur injection dans I'analyseur (extraction retardée). D’autres analyseurs
peuvent étre utilisés et nous ne détaillerons pas leur fonctionnement ici: le
spectromeétre de masse a transformation de Fournier, I'Orbitrap, le piége ionique, le
triple quadripole et le secteur magnétique.

- Détection : il existe différents types de détecteurs mais les plus souvent utilisés sont
des détecteurs multiplicateurs d’électrons. Le principe de base repose sur la production
d’électrons lorsque le courant ionique rencontre un solide (conversion ions-électrons)
de maniere a avoir un signal mesurable électriquement. Les ions ayant terminé leur
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trajet dans I'analyseur viennent percuter en fin de parcours une électrode et émettent
des électrons qui sont a leur tour accélérés pour venir frapper un multiplicateur d’ou
sera émis une nouvelle quantité d’électrons déterminée par la quantité initiale, et ainsi
de suite, cette électrode multiplicatrice d’électrons est appelée dynode. Ce processus
permet de produire des courants mesurables puisqu'un ion peut générer 10 a 107
électrons. Ces courants sont finalement interprétés sous la forme d'un graphique
représentant en fonction de l'intensité du signal la masse de l'ion considéré, prenant la
forme d'un pic comme dans I'’exemple de la Figure 11.
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Figure 11. Exemple de représentation d'un profil spectrométrique d'une souche de S.
lugdunensis obtenu par MALDI TOF/MS et comparaison en fenétre a deux tracés de S.
aureus et E. coli.

b) Objectifs du travail en spectrométrie de masse

Plusieurs publications ont montré la capacité de la spectrométrie de masse et
notamment du MALDI TOF/MS de réaliser des typages de souche dans le cadre par
exemple d’épidémies hospitalieres a la recherche d'un clone [81][82][83]. D’autres
publications suggérent sa capacité a identifier des pics d’intérét comme celui de la delta
hémolysine de S. aureus (une toxine produite par S. aureus) aux alentours de 3 kDa, c’est
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a dire dans une fenétre d’identification compatible avec le spectrometre de masse utilisé
au laboratoire de microbiologie de Strasbourg [79][78]. L’objectif a donc été double :

- Rechercher de pics permettant de discriminer les souches en fonction de leur
provenance clinique.

- Rechercher des clusters.

Les mesures spectrométriques de masse ont été réalisées pour ce travail sur un
spectromeétre de masse a temps de vol, Microflex LT (Bruker Daltonics, Wissembourg,
France) avec un LASER a Nz a 337 nm avec une fréquence de répétition des tirs de 60 Hz,
une durée de 3 ns par tir (Figure 12). Le laser est controlé par le logiciel FlexControl (v
3.4, Bruker Daltonics, Wissembourg, France). Apres désorption les ions sont accélérés
par une tension de 20 kV appliquée sur la plaque puis par une 2¢me grille successive
mises sous tension a 20 kV. Le nombre de tirs est fixé a 140 par dép6t afin d’obtenir un
spectre optimal. A titre d’exemple, 40 a 80 tirs sont généralement suffisants pour
obtenir un spectre suffisamment représentatif, permettant d’identifier S. lugdunensis.
Mais 'objectif est ici d’obtenir le plus grand nombre possible de pics dans le spectre.

Tube de vol et détecteur

Support d’analyse et de
représentation
graphique du spectre

Zone de chargement de
la plaque

Figure 12. Spectromeétre de masse utilisé au laboratoire de Microbiologie de Strasbourg
et dans le cadre de cette étude (MALDI-TOF MS, Microflex LT, Bruker Daltonics).

) Caractérisation des profils spectrométriques

Les profils spectrométriques pour une souche bactérienne donnée ont été produits dans
plusieurs conditions et a partir de plusieurs échantillons :

- Dépots direct d'une colonie bactérienne : a 12h, 24h ou 72h de mise en culture.
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- Dépot d’extractions protéiques : protéines extraites le jour méme ou congelées et
protéines extraites selon 2 protocoles différents.

- Souches utilisées : nous avons inclus dans cette partie du travail I'ensemble des
souches issues de I'étude VISLISI mais nous avons aussi utilisé des souches issues de
prélevements contaminés ou de simples colonisations puisque I'étude VISLISI a consisté
pour chaque souche identifiée au laboratoire de microbiologie a établir chez les patients
et de maniere prospective s’il s’agissait d’'une infection certaine ou pas.

- Culture bactérienne et extraction protéique: les souches bactériennes sont
cultivées sur milieux gélosés au sang de mouton 24h a 37°C. Cinq colonies (soit 5 a 10
mg de culture bactérienne) sont prélevées et mises en suspension dans 300 pL d’eau
stérile, mises en agitation avant I'addition de 900 pL d’éthanol pur. La suspension est
homogénéisée avant centrifugation a 10000 x g pendant 2 min et élimination du
surnageant. Le culot bactérien est alors remis en suspension par 'ajout de 50 pL d’acide
formique 70% (v/v) suivi d'un vortexage et de l'ajout de 50 uL d’acétonitrile avant
homogénéisation délicate. Le mélange est centrifugé 2 min a 10000 x g et le surnageant
transféré dans un tube Eppendortf. Il s’agit des protéines cytoplasmiques solubilisées.

- Choix et préparation de la matrice : La matrice d’a-HCCA est la plus adaptée aux
analyses protéomiques de S. lugdunensis. La préparation est identique a celle détaillée
dans le paragraphe II. A. 1.

- Dépot des échantillons : nous réalisons pour chaque échantillon 10 dépots de 1 pL
chacun. Apres séchage a I'air libre (environ 10 minutes), nous ajoutons 1 pL de matrice
avant nouveau séchage a l'air libre ce qui va permettre la co-cristallisation de
’échantillon. Une fois les dépots terminés la plaque est chargée dans le spectrometre de
masse.

- Identification microbiologique: chaque souche a fait l'objet d’'une nouvelle
identification avant toute autre analyse a l'aide du logiciel Maldi Biotyper Compass
Explorer (v 4.1.40, Bruker Daltonics) selon les instructions du fabricant (parametres
détaillés dans le paragraphe II. A. 1.). Seules les souches avec un score d’identification
fiable (=2) ont été analysées. En cas de doute la souche princeps a fait I'objet d’'un
repiquage et d'une ré-identification complete.

d) Recherche de pics discriminants

La recherche de pics discriminants a été réalisée a 'aide du logiciel FlexAnalysis (v 3.4,
Bruker Daltonics). Ce logiciel permet la visualisation des spectres, des changements
d’échelle et des alignements de spectre. Nous avons donc dans chacune des conditions
expérimentales décrites ci-dessus aligné les spectres en fonction de la provenance de la
souche :

- Spectres des souches VISLISI et spectres de souches issues de
contamination/colonisations

- Spectres issus de VISLISI en fonction des catégories de patients
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Sepsis VS pas de sepsis

Infection profonde VS infection superficielle

Présence de matériel VS pas de matériel

Présence d'une collection VS pas de collection

Localisations septiques secondaires VS pas de localisations septiques
secondaires

Porte d’entrée présente VS absence de porte d’entrée

e Bactériémie VS pas de bactériémie

La Figure 13 montre un exemple de fenétre de visualisation des spectres avec le logiciel

FlexAnalysis par lequel nous avons essayé d’objectiver la présence de pics discriminants.

Cifp—

Pic spectrométrique a 6800 Da

Souches

.
.
.

bactériennes 1, 2, 3 ...

A. intensité des pics en unités arbitraires (u.a.)
B. poids moléculaire correspondant au pic représenté en Daltons.

Figure 13. Analyse d’'un alignement de spectres de souches de S. lugdunensis centrés
sur une échelle de taille a I'aide du logiciel d’analyse FlexAnalysis (v 3.4, Bruker
Daltonics) et montrant un spectre discrimant la moitié des souches a 6800 Da.

e) Classification hiérarchique et clustering des souches

La recherche d’une relation hiérarchique entre les souches et de clusters a partir des
spectres protéiques est un moyen simple pour rechercher d’éventuelles relations
phylogénétiques, ces derniéres n’étant que suggérées par de telles analyses qui ne les
démontrent en rien. Les parameétres de ce type d’analyse ont été particulierement
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étudiés par Louardi Moussaoui dans notre laboratoire dans le cadre d'un travail de these
[84]

Nous avons réalisé deux types d’analyse :

- Classification hiérarchique (dendrogrammes) a partir des spectres principaux :
nous avons tout d’abord réalisé un spectre commun a chaque souche puisqu’elles ont
toutes fait I'objet de 10 dépots. L'objectif étant d’obtenir un spectre le plus représentatif
possible. En effet la présence d’'un pic sur un dépot qui ne serait retrouvé sur aucun
autre doit faire envisager qu'il s’agit d’'un « contaminant », qui ne correspond pas a une
protéine de la bactérie. Nous avons donc établi un spectre commun a chaque souche
avec les parametres suivants :

Fréquence minimale des pics: 75%

Nombre de pic maximal désiré par souche : 70

Nous avons ensuite généré un dendrogramme dont I'objectif est d’évaluer la proximité
du spectre commun de chaque souche. De nombreux parametres sont ajustables et
dépendent de l'objectif recherché. Dans notre étude, nous voulons comparer des
souches de méme espece et donc probablement tres proche, I'objectif est de réussir a
mettre en évidence des différences méme légeres entre ces spectres. Nous avons fixé les
parametres d’analyse suivants :

Mesure de la distance : méthode euclidienne

Indice d’agrégation: moyenne, la distance entre 2 classes est calculée comme la
moyenne des distances entre tous les objets appartenant a 'une des deux classes

- Clustering a partir d’'une analyse en composants principaux : il s’agit d'une
méthode complexe qui décompose les variables, ici les spectres des souches, en
variables décorrélées et calcule leurs coordonnées dans un nouvel espace a 2 ou 3
dimensions. Ces tableaux représentent ainsi les liaisons linéaires de ces variables et peut
permettre de visualiser des relations qui seraient passées inapergues sans cette
transformation des données. Ces relations dans notre exemple sont des groupes de
souches que I'on identifie a ce moment sous la forme de nuages de points ou un point est
une souche. Il faut déterminer plusieurs parametres préalables :

Méthode: quantum (méthode mathématique d’analyse des données décorélées
recommandée pour ce type d’analyses [142])

Parametre Q : 2.4

Distance minimale entre 2 points : 0.1 (parametre par défaut)

[térations : 4 (parametre par défaut)

Etapes pour chaque itération : 20 (parametre par défaut)

D. Recherche de facteurs de virulence
1. Recherche d’un facteur d’adhésion au fibrinogene

Les capacités d’adhésion au fibrinogene de S. lugdunensis ont été identifiées des les
premiéres années suivant son individualisation et il s’agit d’'un des facteurs de virulence
potentiel les mieux étudiés chez cette bactérie au niveau fonctionnel, protéique et
génétique (protéine de membrane codée par le gene fbl). Cette protéine est a I'origine
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des problemes d’identification récurrents de ce pathogene avant l'ére de la
spectrométrie de masse puisqu’il s’agit normalement d'une caractéristique propre a S.
aureus que l'on distingue des autres staphylocoques en parlant de staphylocoques a
coagulase négative et de S. aureus, sous-entendu a coagulase positive. Par contre
contrairement a S. aureus, S. lugdunensis ne sécrete pas de facteur d’adhésion au
fibrinogéne et les surnageants de culture ne coagulent pas le plasma. Le facteur
d’adhésion au fibrinogene a été décrit dans des modeles animaux d’endocardite comme
un potentiel facteur de virulence qui précipite une cascade d’adhésion puis de
coagulation sur I'’endocarde rapidement destructrice et compliquant la pénétration des
antibiotiques [5][143]. Nous avons donc recherché ce facteur d’adhésion sur I’ensemble
de nos souches.

- Test d’agglutination : Nous avons réalisé un test d’agglutination rapide avec le kit
Pastorex Staph Plus (Bio-rad, Marnes la Coquette, France). Il s’agit d'un test
d’agglutination de billes de latex recouvertes de fibrinogene permettant de mettre en
évidence le clumping factor, des immunoglobulines G permettant de révéler la présence
de la protéine A (protéine membranaire spécifique de S. aureus et reconnaissant le
fragment cristallisable des immunoglobulines) et d’anticorps spécifique des
polysaccharides de la capsule de S. aureus. Nous avons donc considéré qu'un test
d’agglutination positif évoquait la présence d’'un facteur d’adhésion au fibrinogene
puisque S. lugdunensis n’est pas porteur de protéine A ni d'une capsule
polysaccharidique. Certaines souches produisent une capsule mais faite d’acide
glutamique [144]. Nous avons suivi les instructions du fabricant. Le témoin positif est
une souche de S. aureus V8 et le témoins négatif une souche de S. epidermidis B206. Une
a 3 colonies de S. lugdunensis sont mises en suspension avec une goutte de réactif a I'aide
d’'un batonnet pendant 10 secondes. Le support est ensuite mis en mouvement
délicatement pendant 30 secondes, afin d’homogénéiser l'ensemble. La présence
d’agglutinats a 30 secondes est considérée comme une réaction positive. Les analyses
sont toutes réalisées en double exemplaire et avec une double lecture indépendante des
résultats par 2 opérateurs. Nous avons aussi réalisé une lecture a 1 min sans pour autant
retenir la réaction comme positive mais a titre informatif. Une synthese du principe de
ce test est représentée dans la Figure 14.
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Fbl, facteur d’adhésion au fibroinogene de S. lugdunensis.

Figure 14. Utilisation du test Pastorex Staph Plus pour la détection du facteur
d’adhésion au fibrinogeéne (clumping factor) de S. lugdunensis.

2. Recherche d’'une béta hémolysine

La béta-hémolysine est une toxine produite par S. aureus. 1l s‘agit d'une
sphingomyélinase de 35 KDa codée par le gene hlb qui, a la différence des toxines
formant des pores membranaires (alpha, gamma et delta hémolysines), hydrolyse les
sphingolipides membranaires, précipitant la lyse cellulaire [42]. Son action sur les
globules rouge reste moindre que pour d’autres toxines hémolytiques et elle est
responsable d’'une hémolyse partielle que 1'on distingue sur géloses au sang de mouton,
par exemple. Cette hémolyse partielle a pour caractéristiques d’étre majorée en
présence de protéines de streptocoques du groupe B réalisant un aspect de synergie
hémolytique lorsque 2 colonies de chaque espece sont mises a proximité I'une de I'autre
sur une glose au sang, il s’agit du CAMP test. Il s’agit d'une méthode de caractérisation
des streptocoques mais que nous avons souhaité détourner pour identifier une béta
hémolysine chez S. lugdunensis car certaines publications ont permis l'identification
chez la majorité des souches d'un locus codant pour une possible béta hémolysine (locus
SLGD_0006), et que certaines souches entrainent une hémolyse partielle sur sang de
mouton [145]. Certaines publications ont par ailleurs montré que la réalisation d’un
CAMP test classique est négative lorsqu’on utilise un streptocoque du groupe B, mais
devient positive avec le dépot central de souches de Staphylococcus intermedius [146].
Cette observation n’est probablement pas liée a la présence d’'une synergie hémolytique
dans le cadre de la production d’'une béta-hémolysine, mais probablement due a la
production d’'une autre hémolysine par S. lugdunensis, la delta-like hémolysine. Il s’agit
d’'une hémolysine codée par le locus SLUSH (3 génes SLUSH A, B et C) qui présente des
homologies de séquence et de fonction avec la delta hémolysine de S. aureus (géne hld)
[75][147]. Elle est a la base de I'hémolyse synergique observée avec d’autres souches de
staphylocoques, comme S. intermedius.
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- Réalisation du CAMP test: Nous avons donc réalisé un CAMP test selon la
meéthodologie décrite précédemment sur I’ensemble des souches. Une strie centrale de
streptocoque B est déposée au centre d’'une gélose au sang de mouton et les souches
testées sont déposées autour sous la forme de stries perpendiculaires s’arrétant a 5 mm
de la strie centrale de streptocoque. Puis, la boite de Pétri est mise en incubation 24h en
aérobiose a 37°C avant lecture visuelle a la recherche d'un croissant d’hémolyse entre
les 2 stries testées, témoignant d’'une hémolyse synergique (Figure 15). Nous avons
répété I'analyse en utilisant ensuite une souche de S. intermedius a la recherche d'une
hémolyse synergique, témoignant plutot de la présence d’'une delta-like hémolysine.
Nous avons utilisé comme témoin positif S. aureus P83, une souche productrice de béta
hémolysine, et comme témoins négatifs S. epidermidis et S. aureus V8, 2 souches non
productrices de béta hémolysine.

Strie de S. intermedius
ou de streptocoque B

Stries de S. lugdunensis

Zone de recherche d’une
hémolyse synergique

Figure 15. Réalisation schématique du CAMP test avec S. lugdunensis a la recherche
d’'une hémolyse synergique.

3. Tests d’hémolyse sur globule rouge humain et de lapin

L’activité hémolytique de certaines souches de S. lugdunensis a conduit a mesurer cette
hémolyse de maniere quantitative sur globules rouges humains et de lapins. Nous avons
pour cela utilisé les surnageants de culture puisque les hémolysines sont des toxines
normalement sécrétées. Deux milieux de culture ont été testées : milieu BHI et un milieu
YCP élaborés localement. Nous utilisons dans ces manipulations un tampon phosphate
salin de type PBS.

Milieu de culture YCP : acide pyruvique 16 g/l, extraits de levure 30 g/1, acides aminés
issus de la caséine 20 g/1, NaoHPO4 2.5 g/1, KH2P04 0.41 g/1.
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Tampon PBS: Na;HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, KCI 2.7 mM, NaCl 140 mM, pH 7.3-7.4.

Le sang humain est issu de déchets sanguins non utilisés du laboratoire de microbiologie
de Strasbourg. Le sang de lapin est issu de I'espéce « argenté de Champagne ».

- Recherche d’une activité hémolytique : La méthodologie est la méme sur globules
rouges humains ou de lapins. Un culot (environ 1 ml) est lavé 3 fois avec 10 ml de PBS
puis centrifugé 10 min a 1200 x g. Les GR sont mis en suspension dans 0.4% de PBS et la
concentration ajustée a une densité optique de 8 a 414 nm (dilution au 20¢™e dans de
'eau distillée). Les surnageants de culture sont obtenus par I'inoculation d’'une colonie
issue d'un milieu gélosé dans un puits additionné de 500 ul de BHI ou YCP mis en
agitation douce 24h a 37°C en aérobiose. Les cultures sont ensuite centrifugées 5
minutes a 10000 x g pour éliminer le culot bactérien. Le surnageant a tester est disposé
dans une plaque 96 puits par dilutions successives de 2 en 2 dans du PBS avec un
volume final de 200 pl. On ajoute ensuite 100 pl de suspension de globules rouges avant
incubation 45 min a 37°C. La plaque est ensuite centrifugée 3 minutes a 300 x g. La
lecture de I'hémolyse se fait par spectrophotométrie a l'aide d'un spectrometre
Multiskan MC (Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France) lisant la densité optique a 414
nm de 100 pl de surnageant. Le blanc est effectué contre I'air. Le témoin positif est une
suspension de globules rouges et de saponine a 1%. La saponine est un hydrocarbure
naturellement hémolytique. Le témoin négatif est une suspension de PBS et de globules
rouges seuls. L’hémolyse est exprimée en pourcentage par la formule suivante :

% hémolyse:(DO414'anég)/( mTpos'aneg)*loo

DO : densité optique
MTheg : moyenne des DO du témoins négatif
mTpos: moyenne du témoins positif

Le titre d’hémolyse est donné par l'inverse de la dilution donnant au moins 50%
d’hémolyse.

4, Tests de leucotoxicité

La leucotoxicité des staphylocoques est une caractéristique importante expliquant la
virulence de S. aureus qui fabrique de nombreuses toxines ayant une activité
leucotoxique que ce sont les leucotoxines proprement dites comme la leucocidine de
Panton Valentine, ou encore les hémolysines comme la delta hémolysine. L’existence
d’'une delta-like hémolysine chez S. lugdunensis nous a donc amené a tester son activité
sur des polynucléaires humains. Nous avons pour cela utilisé les propriétés du bromure
d’éthidium (BET), un agent intercalant de ’ADN. Ce composé aromatique devient
fluorescent lorsqu’il est exposé aux ultraviolets et il prend une couleur rouge orangée. Il
a par ailleurs la propriété de se fixer aux acides nucléiques ce qui augmente d’un facteur
20 l'intensité de sa fluorescence apres excitation. Il permet donc de mesurer dans une
suspension de polynucléaires neutrophiles le niveau de lyse cellulaire qui entraine un
relargage de I'’ADN qui n’est pas accessible au BET quand les cellules sont intactes.

- Préparation des polynucléaires humains: nous avons utilisé des poches de
concentrés cellulaires recueillies a I'Etablissement Frangais du Sang. La technique de
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recueil des globules blanc est habituelle et fait appel a l'utilisation d’'un milieu de
séparation permettant de séparer les globules blancs des globules rouges. Le sang
recueilli est dilué dans un soluté salé a 140 mM de NaCl (40 ml de sang et 80 ml de NaCl)
dans un tube Falcon de 50 ml additionné de milieu de séparation des lymphocytes (MSL
Eurobio). Cette concentration de sel est retenue dans la suite du paragraphe pour le
milieu « NaCl ». Le tube est centrifugé 20 minutes a 800 x g. Nous recueillons le culot
riche en globules rouges et polynucléaires. Ce dernier est repris dans 30 ml de NaCl et
10 ml de dextran a 6% puis le tube est verticalisé 30 minutes. Trente ml de surnageant
riche en polynucléaires neutrophiles sont récupérés et centrifugés 6 minutes a 1600 x g,
le surnageant est éliminé puis le culot remis en suspension dans 0.5 ml de NaCl. Les
hématies résiduelles sont lysées par I'ajout de 18 ml d’eau distillée puis I'équilibre est
rétabli au bout de 40 secondes par I'ajout de 2 ml de NaCl. Une nouvelle centrifugation
permet de récupérer les polynucléaires qui sont remis en suspension dans un tampon :
NaCl 140 mM, KCI 5 mM, glucose 10 mM, Hepes 10 mM ; a raison de 107 cellules/ml. Le
pH est ajusté a 7.3 a I'aide de tris. Les traces éventuelles de calcium sont chélatées par de
I'EGTAa 0.1 M.

- Préparation des surnageants de culture de S. lugdunensis : les surnageants sont
préparés en milieu BHI selon la méme méthodologie qu’au paragraphe II-D-3.

- Tests de leucotoxicité: nous préparons d’abord 500 ul d'une suspension de
polynucléaires neutrophiles a 10° cellules/ml avec 1 pg/ml de BET. Nous rajoutons
ensuite 500 pl de surnageant de culture bactérienne et I'ensemble de la solution
homogénéisée est transféré dans des cuves de lecture d’un spectrofluorometre Scan 1
(Photon Technology Internaitonal, Longjumeau, France). Le témoin positif est une
leucotoxine de Panton Valentine a 50 nM et le témoin négatif un tampon EGTA. Les
mesures de fluorescence sont effectuées a 0 et 30 min. La fluorescence est recueillie
apres excitation par le spectrofluorometre a 310 et 600 nm. L’intensité de fluorescence
est comparée au témoin négatif en utilisant le ratio de fluorescence a 0 et 30 min.

5. Recherche de leucotoxines et toxines superantigéniques par
Dot Blot et Western Blot

Compte tenu des éléments de virulence clinique décrits en introduction, de la capacité
de S. lugdunensis a lyser les globules rouges mais aussi les globules blancs, et enfin de sa
proximité génomique avec S. aureus par rapport aux autres SCN nous avons voulu
rechercher des facteurs de virulence connus chez S. aureus que sont les leucotoxines et
les toxines superantigéniques.

Les leucotoxines sont pour la plupart des toxines formant des pores dans la membrane
des cellules cibles et se répartissent en deux groupes principaux, les toxines alpha
(pores formés par une hélice alpha hydrophobe) comme la delta hémolysine, et les
toxines béta (pores formés par de brins béta s’assemblant en tonneaux) comme les
toxines a deux composés [43]. Ces derniéres constituent le groupe le plus étudié avec
notamment la leucocidine de Panton Valentine (association de 2 sous unités, LukS-PV et
LukF-PV) impliquée dans divers tableaux cliniques plus ou moins séveres (furonculose,
pneumopathies nécrosantes, ostéomyélites) ou encore la gamma-hémolysine
(association de 2 sous unités, HlgA ou HlgB et HigC) [43].
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Les toxines superantigéniques sont nombreuses chez S. aureus et leur mode d’action est
par définition commun. Ces protéines se lient comme la majorité des antigénes
étrangers aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de type II (CMH II)
exprimées par les cellules présentatrices d’antigene (lymphocytes B, macrophages,
cellules dendritiques notamment). Mais cette liaison ne se fait pas au niveau de la niche
antigénique habituelle au sein du CMH II mais au niveau du domaine HLA-DR. Ainsi
présenté aux lymphocytes T CD4*, le superantigene va se lier avec certaines régions
constantes de la chaine V-béta du récepteur des lymphocytes T CD4*, une chaine externe
au site de reconnaissance spécifique des antigénes permettant habituellement une
reconnaissance spécifique par les lymphocytes T CD4* d’un antigéne présenté par le
CMH II. L’activation lymphocytaire T qui en résulte est alors massive et aspécifique,
polyclonale. Un superantigene donné peut lier 5 a 10% des lymphocytes T CD4* chez un
individu. La production de cytokines qui en résulte est aussi massive (TNF-q, Il-1, I1-2 et
IFN-a) et cette réaction inflammatoire se traduit par une vasodilatation massive jusqu’a
un état de choc. On décrit ainsi chez S. aureus la toxine du choc toxique staphylococcique
(TSST-1), les entérotoxines Aa E,Getla U.

Nous avons donc mis en place une recherche systématique d’entérotoxines (A a I), de
TSST-1 et de LukS-PV, LukF-PV, HigA, HigB et HIgC. Deux techniques ont été utilisées : le
Dot Blot et le Western Blot, le laboratoire disposant de toxines purifiées et de leurs
anticorps spécifiques dans le cadre de son activité d’étude de S. aureus.

- Détermination de la concentration protéique des surnageant de culture: Nous
avons tout d’abord déterminé la concentration protéique des surnageant de culture
préparés en milieu BHI. La méthode de Bradford permet d’étalonner les concentrations
par rapport a une protéine de concentration connue l'albumine de bovin (Bovin Serum
Albumin, BSA) a 250 pg/1 [148]. Le réactif utilisé est produit par Bio Rad. L’absorbance
est mesurée a 595 nm a l'aide d’'un spectrophotometre Multiskan MC (Thermo Fisher
Scientific, Illkirch, France). Le pigment utilisé est le bleu de Coomassie qui réagit avec
'arginine, la lysine et l'histidine et sa liaison ces acides aminés modifie sa structure et
donc son absorbance maximale qui se déplace de 465 a 595 nm. On établit ainsi une
courbe étalon en comparant I'absorbance d’'une gamme étalon de BSA aux échantillons.
Nous avons ensuite homogénéisé tous les surnageant de maniére a obtenir une
concentration protéique finale de 300 pg/ml en diluant avec du PBS.

Réactif Bio rad : H3P04 50%, méthanol pur 25%, eau distillée 25%.

Le Dot Blot: nous déposons 1 pl de chaque surnageant a la concentration protéique de
300 pg/ml sur une plaque de nitrocellulose préalablement découpée. La membrane est
ensuite saturée par du lait écrémé qui est retiré par aspiration avant ajout de 20 ml de
tampon PBS-Tween 20 a 0.1%. On ajoute ensuite 10 ml du méme tampon avec du lait
écrémé a 1% et des anticorps primaires a 1 ug/ml. L’ensemble est incubé a 10°C avant 5
lavages au PBS-Tween 20 et ajout d’anticorps secondaires diluée au 1/2000¢me (anti IgG
de lapin couplés a de la peroxydase issue de chevre). L'ensemble est laissé 1 h a
température ambiante avant révélation, grace a la peroxydase sur un film photosensible
(chimiluminescence).

Le Western Blot : certains surnageant apparaissent comme positifs au Dot Blot et nous
avons secondairement réalisé un Western Blot pour déterminer plus précisément cette
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positivité apres migration du surnageant sur gel SDS-PAGE. Nous réalisons d’abord une
migration des surnageant sur gel SDS-PAGE 10% dans un tampon de migration TBE
(Tris, Borate et EDTA a pH 8.5). On dépose 10 pl de chaque surnageant dans les puits
avant migration en deux temps : 200 V et 98 mA puis 200 V et 45 mA pendant 52 min. Le
gel est ensuite transféré sur une membrane de nitrocellulose par migration de gel a
membrane (dépot des gels en sandwich) 1h a 30 V. La membrane est ensuite saturée
dans un bain de tampon PBS-Tween 20 a 0.1% avec 5% de lait écrémé. Les anticorps
primaires, secondaires te la révélation sont ensuite réalisés comme pour le Dot Blot.

6. Recherche d’une activité protéolytique

Les différentes recherches menées ci-dessus nous ont amené a constater la présence de
profils tres variables en électrophorese sur gel SDS PAGE et a suspecter une activité
protéolytique forte. La protéolyse peut étre le résultat de nombreux facteurs,
notamment expérimentaux indépendants de la bactérie testée. Mais elle peut aussi
résulter de l'action de protéases. Les protéases sont des enzymes protéolytiques
appartenant a de nombreuses familles et a I'origine de fonctions biologiques variées. S.
aureus sécrete des toxines a activité protéolytiques comme la sérine protéase SspA, les
épidermolysines, une cystine protéase SspB et 'auréolysine qui est une métalloprotéase
[43][42]. Chaque protéase hydrolyse les liaisons peptidiques en fonction de I'affinité de
son site catalytique, certaines étant assez spécifiques alors que d’autres hydrolysent de
multiples liaisons peptidiques comme I'auréolysine par exemple qui est une
thermolysine de la famille M4 des métalloprotéases et dont le role dans les infections
ostéo-articulaires est suspecté [149][150][151]. Partant de ce constat nous avons donc
évalué l'activité protéolytique des surnageants de culture des 82 souches a l'aide d'un
substrat disponible commercialement l'azocaséine. L’azocaséine est une protéine
couplée a une amine aromatique. Lorsque cette liaison est digérée par une protéase la
protéine libere alors ce groupe d’atomes chromophoriques, soluble dans l'acide
trichloroacétique, auquel il donne une couleur rouge orangée. L’intensité de cette
couleur évaluée par la densité optique a 440 nm est fonction de la quantité d’azocaséine
libérée c’est a dire de l'intensité de la protéolyse. Cette méthode d’évaluation qualitative
et quantitative de la protéolyse est simple a mettre en ceuvre et fiable [152].

- Mesure de la protéolyse sur I'azocaséine : les surnageants de culture en milieu BHI
sont filtrés a 0.22 pum. Deux cents pl de surnageant sont prélevés et ajoutés a 600 pl de
tampon MES (0.1 mM, CaCl; 3 mM, pH 6) et 200 pl d’azocaséine a 25 g/1 (Sigma-Aldrich).
L’ensemble est incubé 18 heures a 37°C avant 'ajout de 200 pl d’acide trichloroacétique
pur et centrifugation 5 min a 10000 x g. Un ml de surnageant est ensuite prélevé et
transféré dans une cuve avec 200 pl de NaOH a 7.5 M. L’absorbance a 440 nm est
obtenue par spectrophotometrie (Multiskan MC, Thermo Fisher Scientific, Illkirch,
France). Cette densité optique est lue contre de I'eau pure qui constitue le blanc et
permet au final d’évaluer I'activité protéolytique du surnageant testé.

Nous avons dans ces conditions expérimentales évalué le pH optimum d’activité de la
protéase, mesuré 'effet d’inhibiteurs potentiels comme I'EDTA (chélateur du calcium) et
la phénantrholine (chélateur du zinc) et enfin évalué les concentrations optimales de
calcium et de zinc.
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- Etude du pH optimum : L’activité a été testée sur un intervalle de pH de 5.5 a 9 en
utilisant 2 systemes de tampons ayant des pH optimums distincts en respectant la regle
chimique d’avoir un pH de solution tampon a moins d’1 unité de pH de son pKa. Le pKa
étant le pH permettant d’avoir 50% des molécules sous forme acide et 50% sous forme
basique :

- tampon MES (pKa=6.1) et tampon MOPS (pKa=7.2) : pHde 5.5a 7.5

- tampon HEPES (pKa=7.5) et tampon Bicine (pka=8.3) :pHde 7a9

Le pH est ajusté a I'aide de NaOH a 10 M.

- Etude des inhibiteurs : Nous avons testé le pouvoir inhibiteur de la phénanthroline et
de 'EDTA.

- Phénanthroline 1-10 : la phénantroline 1-10 a été testé dans les conditions
expérimentales princeps (MES 0.1 mM, CaCl; 3mM, pH 6) a des concentrations de 0 a
100, 75, 50, 25, 10 et zéro uM. Nous avons ensuite testé la restauration d’activité par
'ajout de zinc a 400 puM apres utilisation de la phénanthroline a 100 pM.

- EDTA : 'EDTA a été testé dans les conditions expérimentales princeps (MES 0.1 mM,
CaCl; 3mM, pH 6) a 10, 1, 0.1 et zéro M.

- Etude des cofacteurs: l'activité a été évaluée en fonction de différentes
concentrations de zinc et de calcium.

- Zinc: nous avons préparé une solution de ZnSO4 a 0.1 M dans de 'eau distillée et
mesuré l'activité protéasique dans les conditions expérimentales princeps (MES 0.1 mM,
CaCl; 3mM, pH 6) a des concentrations de 10-3, 10-4, 10->, 106, 10-7 et zéro M.

- Calcium : nous avons préparé une solution de CaCl; a 1 M dans de l'eau distillée et
mesuré l'activité protéasique dans des conditions expérimentales modifiées (MES 0.1
mM, pH 6) avec addition de CaCl; a 10-2, 2.10-3, 2.10-* et 2.10-> M.

- Etude des températures : plusieurs températures ont été testées dans les conditions
expérimentales princeps (MES 0.1 mM, CaCl; 3mM, pH 6): 27, 32, 37, 42, 47, 52, 57 et
62°C.

E. Identification d’'une nouvelle protéase

1. Purification de la protéase

a) Rappels méthodologiques

La mise en évidence d'une activité protéasique chez certaines souches de S. lugdunensis
est apparue comme facteur de virulence potentiel et nous avons mis en place un
protocole de purification de cette protéase par chromatographie sur colonne.

Il existe 4 types principaux de chromatographie sur colonne dont les principes sont
résumés dans le Tableau 13.
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Tableau 13. Chromatographies sur colonne utilisées pour la purification de protéines.

Affinité Interaction Pasdeligand Ligand de compétition
spécifique de (spécifique) ou des conditions
compétition rompant les interactions
protéine/protéine (non

spécifique)
Echange d’ions  Charge de surface Force ionique Force ionique élevée,
faible modifications de pH
Interactions Hydrophobicité Force ionique Force ionique faible
hydrophobes forte
Exclusion de Radius
taille hydrodynamique

Le principe de la chromatographie sur colonne est de disposer d’'une matrice inerte qui
va retenir les protéines d'un échantillon par l'intermédiaire d’'un groupe fonctionnel de
cet échantillon avant élution a 'aide d’'un solvant permettant le décrochage progressif
des protéines de cette masse inerte et que I'on recueille progressivement dans le temps.
L’analyse de ces fractions d’élution se fait d’abord par leur densité optique a 260 et 280
nm puisque I'absorbance des protéines est maximale a 280 nm et plus faible a 260 nm a
I'inverse de I'ADN. Le choix des tampons, du pH, de la colonne est directement
dépendant de la protéine que I'on souhaite purifier. Nous résumons ici le principe
général de 2 méthodes de chromatographies utilisées dans ce travail.

- La chromatographie par échange d’ions: elle sépare les protéines en fonction de
leur charge nette. Une phase stationnaire chargée positivement lie les protéines
chargées négativement et inversement. La charge nette des protéines dépend de leur
composition en acides aminés dont la charge varie en fonction du solvant utilisé qui
échange des ions hydrogeénes en fonction du pH. On détermine ainsi le point
isoélectrique pHi d’une protéine donnée qui est le pH auquel la moitié est chargée
négativement, I'autre moitié positivement et la charge globale est donc neutre. Ainsi en
fonction du pH et du solvant utilisé une protéine pourra se fixer a une matrice
échangeuse d’anions ou de cations. Le calcul du pHi est possible pour une protéine
connue mais dans un contexte exploratoire ou la protéine n’est pas connue il faut tester
plusieurs solvants et plusieurs conditions de pH. Les groupes fonctionnels chargés les
plus souvent utilisés sur la matrice de la phase stationnaire sont:

- Ammonium quaternaire, échangeur d’anions fort

- Diéthylaminoéthyle, échangeur d’anions faible

- Méthyl sulfonate : échangeur de cations fort

- Carboxy méthyl, échangeur de cations faible

La colonne de chromatographie doit étre équilibrée avant son utilisation habituellement
avec un tampon de faible force ionique identique au tampon utilisé pour I"’échantillon a
analyser. Une fois I’échantillon chargé a une vitesse variable la colonne est lavée avec un
tampon de force ionique plus élevé. La derniére étape est celle d’élution qui consiste a
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décrocher les protéines liées a la matrice en utilisant des contre-ions comme les ions Na*
pour les cations et les ions Cl- pour les anions. L’utilisation d'un gradient de
concentration de I’éluant entraine alors un décrochage séquentiel des protéines qui sont
récupéreées en sortie sous la forme de fractions qui passent devant le lecteur de densité
optique. L’objectif est d’évaluer I'absorbance a 260 et 280 nm et déterminer la nature de
la molécule décrochée a un instant T.

- La chromatographie d’interaction hydrophobe: elle sépare les protéines en
fonction de leur caractere hydrophobe. Elle peut étre employée en tant que phase
initiale de purification d’'une protéine ou en phase finale d’'une chromatographie de
purification pour éliminer des traces d’impuretés dans I’échantillon. La phase
stationnaire est constituée d’'une matrice liée a des molécules hydrophobes, apolaires,
portant le plus souvent un groupe fonctionnel alkyle (souvent un groupe butyle ou
octyle) ou aryle (souvent un groupe phényle). La colonne de chromatographie doit étre
équilibrée avec un tampon de force ionique élevée ayant une forte concentration en sels
come le sulfate d’'ammonium, identique au tampon utilisé pour I'échantillon a analyser.
L’objectif étant de trouver la concentration en sels la plus faible possible dans le tampon
car au dela d'une certaine concentration ils entrainent la précipitation des protéines
dans un échantillon. Les molécules d’eau de l'enveloppe d’hydratation des protéines
sont mobilisées pour hydrater les anions et actions provenant de la dissociant du sel et
cela entraine un changement de la conformation de la protéine révélant des zones
superficielles non polaires, hydrophobes se fixant par affinité a la phase stationnaire. La
phase d’élution s’obtient en diminuant la concentration saline, par exemple de sulfate
d’ammonium, permettant a la protéine de reprendre sa conformation originelle ce qui
masque les zones d’'interaction d’hydrophobe et décroche la protéine.

b) Purification de la protéase par chromatographie

Dans le cadre de notre travail nous avons donc de mettre au point un protocole de
purification en essayant plusieurs conditions expérimentales et nous rapportons ici les
conditions finales ayant finalement permis de purifier au mieux la protéase. Nous avons
procédé a une purification en deux temps a partir a partir du surnageant de culture de la
souche VISLISI_22 ayant une activité protéolytique forte (mesurée avec l'azocaséine).
Nous avons réalisé une premiere étape de capture de la protéase par chromatographie
d’interactions hydrophobes, puis une phase de purification par chromatographie par
échange d’ions. L'ensemble des manipulations a été effectué sur un appareil de
chromatographie AKTApurifier 10 (GE Healthcare, Strasbourg, France).

- Préparation du surnageant de culture: le surnageant de culture a été préparé a
partir d’'une colonie dans 10 ml de BHI mise culture 6h a 37°C puis 1 ml de cette
suspension est de nouveau incubée dans 200 ml de BHI associé a du Ca?* a 2 mM
pendant 18h a 37°C en agitation a 200 tours/min. La culture est ensuite centrifugée 15
minutes a 7000 g a 4°C. Le surnageant est alors filtré a 0.45 pm et nous vérifions ensuite

son activité protéolytique sur 'azocaséine selon le protocole décrit au paragraphe II-D-6.

L’échantillon est ensuite mélangé a un tampon Tris avec du sulfate d’'ammonium et de
manieére a obtenir un pH a 8 : Tris 20 mM, CaCl; 2 mM, (NH4)2S04 3 M.
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- Etape 1, capture de la protéase par chromatographie d’interaction hydrophobe :
nous avons utilisé une colonne PHE source 15 (GE Healthcare Life Science) de 16 ml,
porteuse d'un groupe fonctionnel phényl destiné a immobiliser les protéines du
surnageant par interactions hydrophobes. Apres équilibration de la colonne
’échantillon est injecté a 4 ml/min puis lavé avec le tampon suivant : Tris 20 mM, CaCl
2 mM, (NH4)2S04 1.2 M, pH=8. L’élution est ensuite lancée par un gradient décroissant
de 1200 mM a zéro mM de (NH4)2SO4 a pH8 en 144 ml et avec 2 mM de CaCls. Les
fractions gardant une activité protéolytique sont ensuite purifiées par chromatographie
par échange d’ions.

- Etape 2, chromatographie par échange d’ions: nous avons utilisé une colonne
MonoQ 1 ml (GE Healthcare, Strasbourg, France) qui porte une matrice échangeuse
d’anions forts recouverte d'un ammonium quaternaire: O-CH2-CHOH-CH2-0-CH2-
CHOH-CH2-N+(CH3)3. Apres équilibration de la colonne I’échantillon 2 est injecté puis
lavé avec le tampon suivant : Tris 50 mM, CaCl; 2 mM, pH=8. L’élution est ensuite lancée

par un gradient croissant de 0 a 300 mM de NaCl a pH 8 en 137 ml et avec 2 mM de CaCl.

Les fractions gardant une activité protéolytique sont ensuite analysées par
électrophorese.

- Etape 3, électrophorese des fractions protéolytiques: les différentes fractions
éluées a l'issue des étapes 1 et 2 ont été analysées par électrophorese sur gel SDS-PAGE.
Nous avons utilisé un gel Mini Protean TGX a 12% sans f3-mercaptoéthanol et une
coloration au bleu de Coomassie en suivant les instructions du fabricant. La migration
est effectuée a 200 V apres dépot de 10 pl d’échantillon dénaturé par chauffage a 95°C
pendant 5 min (tampon du fabricant de type Tris HCl, Laemmli Sample Buffer™). Le gel
est ensuite coloré par un bain de 30 min a 60°C avec une solution de coloration de bleu
de Coomassie R_250 (0.1%), eau distillée (49.9%), méthanol (40%), acide acétique
(10%). Le gel est ensuite décoloré par 3 bains successifs a 60°C d'une solution d’eau
distillée (50%), méthanol (40%) et acide acétique (10%).

2. Séquencage peptidique de la protéase

a) Rappels méthodologiques

La séquence peptidique de la protéine purifiée a pu étre obtenue avec I'utilisation d’'une
methode de chromatographie liquide a haute pression associée a une analyse par
spectrométrie de masse. Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec la plateforme
de protéomique de Strasbourg Grand-Est, LSMBO, UMR 7178, IPHC.

Le principe est donc de fragmenter la protéine purifiée a 'aide d’enzymes comme la
pepsine qui va produire un ensemble complexe de peptides. La trypsine est une
protéase stable qui clive de maniére spécifique les protéines du coté C-terminal des
résidus de lysine et d’arginine. Ainsi, a partir d'une base de données de séquences
protéiques, on peut prédire la liste des masses d’'une protéine donnée apres digestion
par la trypsine (on parle d’empreinte peptidique massique). Et donc en comparant les
masses obtenues par spectrométrie de masse des peptides digérés on peut retrouver la
séquence peptidique de la protéine faisant 'objet de I'étude. Cette approche ayant des
limites pratiques liées en particulier a la pureté de la protéine testée, une approche
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complémentaire a révolutionné I'identification des protéines, la spectrométrie de masse
en tandem. Le principe repose sur la réalisation d’'une deuxieme analyse de masse par
spectrométrie apres fragmentation d'un peptide analysé par un premier spectrometre.
Cette fragmentation est obtenue par la mise en collision du peptide avec un gaz inerte
comme l'argon dont I'énergie cinétique est transformée en énergie vibrationnelle ce qui
fragmente le peptide au niveau de la liaison amide des acides aminés. Ces fragments
sont analysés par un deuxiéme spectrometre de masse et la liste des différentes séries
d’ions peptidiques générés est limitée permettant de déduire la séquence en acides
aminés.

En pratique, les peptides digérés sont ainsi séparés par chromatographie liquide en
phase inverse sur une colonne C18 qui sépare les peptides en fonction de leur taille et de
leur hydrophobicité. Le solvant d’élution permet de diriger les peptides a des temps
distincts (appelé temps de rétention) vers un spectrometre de masse de type
Electrospray. L'appareil effectue alors une analyse standard de masse (phase MS du
travail, les données de MS ne sont pas exploitées) puis sélectionne les 3 peptides les plus
abondants qui sont a nouveau fractionnés par collision avec de l'argon. L’appareil
analyse alors les masses de ces fractions (phase MS/MS du travail, ces données sont
exploitées) et a l'aide d’'un logiciel d’analyses reconstitue la séquence peptidique
probable qui a pu donner naissance a ces peptides. Cette méthode d’analyse est donc
appelée nanoLC-MS/MS.

b) Séquencage peptidique de la protéase

Dans le cadre de ce travail nous avons donc analysé les deux fractions protéolytiques
issues de la chromatographie par échange d’ions et identifiées sur le gel SDS-PAGE. Les
analyses ont été faites a partir de la découpe de ce gel.

- Préparation de I’échantillon: le gel est lavé dans 50 pl de NH4HCO3 et 50 pl
d’actéonitrile et déshydraté dans 100 pl d’acétonitrile avant réduction du gel (DTT 10
mM, NH4HCO3 25 mM, 1h a 57°C) et alkylation (iodoacétamide 55 mM, NH4HCO3 25
mM). Le gel est ensuite mis en suspension dans une solution de trypsine a 12.5 ng/pl et
dilué dans une solution de NH4sHCO3 a 25 mM avant incubation 12 h a 37°C. Les peptides
digérés sont extraits du gel dans une solution contenant 65% d’actétonitrile, 34.9%
d’H20 et 0.1% d’HCOOH avant exploitation chromatographique.

- Chromatographie liquide a haute pression : les colonnes utilisées sont apolaires et
piege les peptides par interactions hydrophobes et en fonction de leur taille
(chromatographie en phase inverse). Les analyses sont réalisées sur un appareil
nanoACQUITY Ultra-Performance-LC (Waters, Milford, USA). Les échantillons sont
d’abord piégés dans une pré-colonne Symetry C18 de 5 pm (Waters Corporation) qui
dessale et concentre I’échantillon puis séparés dans une colonne ACQUITY UPLC
BEH130 C18 de 1.7 um (Waters, Milford, USA). L’élution est réalisée a 300 nL,/min dans
un gradient de 1 a 40% d’un solvant (acide formique 0.1% dans l’acétonitrile) sur 35
minutes a 50°C puis pendant 5 min a 65% du méme solvant.

- Analyses MS et MS/MS : les analyses ont été effectuées sur un spectrometre de masse
a temps de vol SYNAPT (Waters, Milford, USA) associé a une source ionique de type
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électrospray. Le voltage du capillaire est fixé a 3.2 KV et le voltage du cone a 40 V. Le
passage du mode MS a MS/MS est automatique et précalibré. Un cycle MS est fixé a 0.5
seconde par scan sur une échelle de 250 a 1700 m/z. Un cycle MS/MS est fixé a 0.7
secondes par scan sur une échelle de 50 a 2000 m/z. Seuls les 3 peptides les plus
abondants, préférentiellement doublement et triplement chargés ([M+2H]?* et
[M+3H]3*), sont fragmentés par l'argon et font l'objet d’'une analyse MS/MS sous
controle du programme MassLynx 4.1 (SCN 566, Waters). Pour un peptide sortant de la
colonne de chromatographie un cycle MS et 3 MS/MS dure environ 6 secondes. Un
peptide donné est habituellement fragmenté en 50 a 400 composés (pas tous
exploitables en termes de signature spectrométrique). L’'information MS n’est pas
exploitée, seule l'information des 3 cycles MS/MS est exploitée, chaque spectre est
caractérisé par la masse de l'ion parent, son temps de rétention et les masses des
fragments. Les données brutes sous converties sous la forme d’une liste de pics par le
programme ProteinLynx Browser (v 2.5).

- Interprétation des données : la liste des pics est comparée a la base de données Swiss
Prot a I'aide du logiciel Mascot (v 2.4.1, Matrix Science).

3. Séquencage du gene codant pour la protéase

Le géne codant pour la protéase identifiée a fait 'objet d’'un séquencage inclus dans les
analyses de génome entier décrites au paragraphe II-F. Nous avons extrait la séquence
complete du gene codant pour la protéase a partir du génome de VISLISI_22 a l'aide du
logiciel Artemis (v 16.0.0).

4, Recherche du gene codant pour la protéase sur '’ensemble des
souches de S. lugdunensis

Apres avoir obtenu la séquence du gene codant pour la protéase, nous avons tout
d’abord vérifié la correspondance entre cette séquence nucléotidique et la séquence
peptidique obtenue par nano LC-MS/MS. Nous avons choisi de réaliser une Polymerase
Chain Reaction avec une polymeérase de type Taq incluse dans le kit Taq PCR Kit E5000S
(BioLabs). La PCR a été réalisée selon les bonnes pratiques, dans 2 salles distinctes pour
les étapes d’extraction et d’amplification de I’ADN avec un nettoyage systématique des
paillasses a chaque étape par de la RNAse/DNAse. Les différentes étapes de cette PCR
sont les suivant:

- Design des amorces : nous avons choisi des amorces respectant les criteres requis
pour une PCR avec la Taq polymérase : longueur de 20 a 30 nucléotides, 40 a 60% de GC,
des températures de fusion théoriques supérieures a 45°C et a moins de 5°C d’écart
pour les 2 amorces et une concentration finale entre 0.05 et 1 uM. Les amorces ont été
fabriquées par GATC Biotech AG (Konstanz, Germany).

- Extraction de ’'ADN : 'ADN a été extrait et quantifié selon les mémes modalités qu’au
paragraphe II. F. 4.

- Préparation du mix d’amplification : le mix d’amplification a été préparé en salle
« propre » avec pour chaque souche a amplifier: 5 pl de tampon du fabricant (Taq
Reaction Buffer™), 1 ul de désoxyribonucléotides a 10 mM, 1 ul de chaque amorce sens
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(forward, F) et anti-sens (R, reverse), 0.25 pl de Taq et 40.75 pl d’eau distillée stérile.
Apres passage en salle « contaminée » nous ajoutons 1 pl d’ADN.

- Amplification: les amplifications ont été réalisé sur un thermocycleur TC-3000
TECHNE (Bibby Scientifiq, Cole Parmer, Roissy, France) avec les cycles suivant: 1 cycle
de dénaturation (30 secondes a 95°C), 30 cycles d’amplification (dénaturation 30
secondes a 95°C, hybridation 30 secondes a 45°C, élongation 1 min a 68°C), 1 cycle de
terminaison (5 minutes a 72°C). Les échantillons sont maintenus a 4°C a partir de la et
nous ajoutons un tampon de charge.

- Révélation: nous avons tout d’abord fait migrer I'ADN amplifié par une
électrophorese sur gel d”agarose a 1.5% additionné de BET (0.5 ug/ml). Nous déposons
10 pl de I’échantillon amplifié dans chaque puits avant migration d’1h30 a 6 Watts dans
un tampon TBE. Le gel est enfin révélé aux ultra-violets.

5. Etude de la séquence nucléotidique du gene de la protéase

La détection du géne codant pour la protéase ne peut suffire pour conclure qu’il est
nécessairement exprimé dans la bactérie, sa traduction en ARN messager nécessite la
présence de plusieurs domaines en amont et en aval du gene. L’ARN polymeérase doit
d’abord reconnaitre une séquence en amont du gene afin de se fixer, c’est la région
promotrice habituellement décomposée en deux courtes séquences nucléotidiques
situées 10 et 35 paires de bases en amont du codon initiateur de la protéine, on parle de
boites. L’ARN polymérase est un complexe protéique de 5 sous unités (az, B, B’, w, c’est
I'enzyme coeur) qui recrute secondairement une sous unité o indispensable a la
reconnaissance du promoteur chez les bactéries, cette sous unité appartient le plus
souvent a la famille des facteurs sigma o7% et se détache des le processus de
transcription entamé [153]. La deuxieme séquence nécessaire est un site d’attachement
du ribosome. Rappelons que la transcription et la traduction des génes puis des ARN
messagers est simultanée chez la bactérie en I'absence de noyaux. Ce site d’attachement
du ribosome est une courte séquence nucléotidique généralement située 5 a 8 paires de
base en amont d'un codon initiateur. On observe classiquement une séquence de 9
nucléotides : AGGAGGUAA, décrite par John Shine et Lynn Dalgarno et qui porte leur
nom: séquence de Shine Dalgarno [154]. Elle est souvent incomplete mais reste
fonctionnelle. Enfin '’ARN polymérase se dissocie a la fin du gene soit en rencontrant un
site de terminaison soit par l'intermédiaire d’'une protéine de terminaison. La protéine
de terminaison rho constitue un facteur extrinseque de terminaison et on parle de
terminaison rho dépendante. La terminaison rho indépendante est basée sur la présence
de séquences nucléotidiques palindromiques, particulierement riches en GC et se
terminant par un segment de bases répétées, 6 a 8 adénines [155]. La séquence
palindromique provoque la formation d’une structure en boucle de I'’ARN messager met
I’ARN polymérase en attente, alors que la fin de la séquence n’est plus que constituée de
liaisons adénine-uracile faibles en énergie, le brin se détache de 'ADN et la transcription
s’arréte.

Nous avons donc recherché ces 3 éléments sur les séquences nucléotidiques en amont et
en aval du gene codant pour la protéase a I'aide d’outils bioinformatiques. La séquence a
été extraite des données de séquencage complet décrites dans le paragraphe suivant.
Nous avons aussi recherché un peptide signal dans la mesure ou la protéase identifiée
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est présente dans les surnageants de culture et est donc sécrétée. Ces travaux sont
toujours basés sur la séquence issue du génome de VISLISI_22, une souche fortement
protéolytique. Nous avons aussi dans un deuxiéme temps établi les relations
phylogénétiques existantes entre la protéase de S. lugdunensis et les protéines qui en
sont les plus proches.

- Recherche d’'un promoteur : nous avons utilisé I'outil en ligne BPROM accessible sur
la plateforme Softberry. Il s’agit d'un logiciel de screening des séquences nucléotidiques
reconnaissant ’ARN polymérase ¢7° et il s’agit du cas le plus fréquent chez S. aureus
[156]. Le résultat est rendu sous la forme de zones promotrices potentielles avec un
score de probabilité qui est fonction de la séquence nucléotidique et de sa position. Le
promoteur n’est pas systématiquement situé 10 et 35 nucléotides en amont du codon
initiateur mais on le retrouve presque toujours dans les 150 nucléotides d’amont.

- Recherche d’'un site d’attachement du ribosome et terminateur : nous avons utilisé
le serveur en ligne Reg RNA 2.0, c’est une suite de programmes qui fournit de tres
nombreux parametres sur la séquence nucléotidique soumise [157]. Il permet
I'identification de sites d’attachement du ribosome mais aussi modélise les potentiels
terminateurs rho indépendants.

- Recherche d’un peptide signal : nous avons utilisé le serveur SignalP 4.1. il s’agit d'un
programme accessible en ligne qui identifie sur une séquence nucléotidique les zones de
clivage peptidiques possibles correspondant a la partie de signalisation des protéines
excrétées [158]. Les résultats sont fournis sous la forme d'une identification de portion
de séquence avec une certaine probabilité de clivage.

- Etude phylogénétique : nous avons déduit la séquence en acides aminés du géne
codant pour la protéase et réalisé une analyse phylogénétique en se basant sur les 21
protéines les plus proches en utilisant I'outil d’analyse de séquences BLAST (Basic Local
Alignement Tool) avec les parametres suivant :

Web BLAST : protein Blast

Database : séquences protéiques non redondantes

Algorithme : Blastp

Nous avons ensuite sélectionné les 21 protéines avec le score d’homologie le plus grand
et sans redondance d’espece bactérienne et établi un arbre phylogénétique a partir de
BLAST avec les parametres suivant :

Méthode : neighbour joining

Différence maximale : 0.9

F. Séquencage de novo et analyse des génomes
1. Séquencage de nouvelle génération

Les nouvelles techniques de séquencage de '’ADN qui sont en fait en place depuis bientot

10 ans ont completement révolutionné I'approche des génomes en particulier bactériens.

Les couts ont diminué de maniére drastique a partir de 2007, date de la mise a
disposition de techniques de remplacement de la méthode Sanger utilisée initialement
pour le séquencage génomique. Un suivi régulier de ce cout par séquence est disponible
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au lien suivant: www.genome.gov/sequencingcostsdata et illustre bien la rapidité des
progrés technologiques dans ce domaine. Les bactéries, particulierement les
protéobactéries, font I'objet du plus grand nombre de projets de séquencage, devant le
séquencage eucaryote (Figure 16).
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Figure 16. Nombre de nouveaux projets de séquencage par année (panel A) et
répartition de ces projets en fonction du phylum des Bacteria (Panel B). (Adapté et
traduit du Joint Genome Institute, https://gold.jgi.doe.gov/statistics , acces le 17 janvier
2017).

Une revue de la littérature publiée en 2016 a fait la synthése de toutes les méthodes de
séquencage disponibles, leurs avantages, leurs inconvénients et le cout approximatif de
chacune [159]. Nous ne reviendrons pas en détail sur cette revue exhaustive mais on
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distingue aujourd’hui 3 méthodes principales de séquencage : le séquencage Sanger
(méthode historique, séquengage dit de premiere génération), le séquengage de courtes
séquences nucléotidiques en de multiples exemplaires (séquencage dit de 2¢me
génération) et le séquencage de larges portions de génomes en un seul exemplaire
(séquencgage dit de 3¢me génération), cette approche étant la plus récente et disponible
sur le marché depuis 2010 mais effective commercialement depuis 2014. La différence
réside donc dans la longueur des fragments séquencés ou reads et du nombre de
séquences nécessaires permettant d’obtenir la séquence définitive du génome étudié. Le
taux d’erreur par base est un parametre fondamental dans le choix d'une de ces
méthodes. Le Tableau 14 résume les propriétés des principales plateformes de
séquencage disponibles actuellement.

Tableau 14. Exemple de 2 plateformes de séquencage disponible en 2017 : [llumina
(2éme génération) et Oxford Nanopore (3¢™e génération).

Plateforme Longueur Débit Nombre de  Durée de Taux d’erreur Cout
desreads maximum reads séquencage par base
(paires de (giga maximum (heures, h)
bases, pb) bases, Gb) par
séquence
Illumina 36 (SE1) 9-11Gb 300 Millions 7h 0.1% 230$
HiSeq (substitution)
2500 v2
50 (PE?)  25-30Gb 600 Millions 16 h 90$
100 (PE) 50-60 Gb 27 h 52%
150 (PE)  75-90 Gb 40 h 45%
250 (PE) 125-150 60 h 40$
Gb
Oxford Jusqu’a Jusqu’'a >100.000 48 h 12% 750%
nanopore 200 kb 1.5 Gb (insertions,
MK-1 délétions)
MinilON

1PE, Paired End, séquencage par paires
2SE, Single End, séquencage non pairé

La majorité des génomes publiés vient de séquencage de 2¢me génération. Le principe de
ces séquenceurs a haut débit est toujours le méme :

- Construction d’'une banque d’ADN: '’ADN a analyser est fragmenté de maniére
aléatoire puis traité avec un fragment de Klenow. Il s’agit d’'un fragment issu de I'’ADN
polymérase qui conserve une activité polymérase 5’—=3’ et exonucléase 3’'=5’ mais a
perdu son activité exonucléase 5'—3’ (dégradation de I'’ADN néosynthétisé). Ce
traitement permet d’obtenir des fragments d’ADN compatibles avec deux ligands fixés
aux extrémités 5 et 3’ de I'’ADN par une ligase, on parle d’adaptateurs (appelés
adaptateur A et B). L'un des deux ligands est biotinylé (adaptateur A) et se fixe sur un
support solide (billes ou plaques) couverte de streptavidine qui a une forte affinité pour
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la biotine. L’autre adaptateur (adaptateur B) servira plus tard d’amorce pour
I'amplification a venir.

- Amplification des fragments d’ADN: deux techniques différentes sont
habituellement utilisées pour amplifier ces fragments d’ADN fixés : une PCR en émulsion
pour les fragments liés a des billes (technologie SOLiD et Ion Torrent, Thermo Fisher) ou

une PCR par formation de ponts a partir de fragments fixés a un support solide
(technologie Illumina, [llumina Inc.).

- Le séquencage : il repose sur la détection séquentielle de signaux luminescents ou
fluorescents qui sont analysés et convertis en séquence nucléotidique.

Le séquencage Illumina est une technologie tres rependue en microbiologie compte tenu
des nombreuses plateformes existantes, de sa rapidité, de sa fiabilité, de son cout et de
sa bonne adéquation avec la majorité des génomes notamment bactériens. Nous ne
détaillerons pas les autres techniques de séquencage dans le paragraphe suivant.

2. Séquencage Illumina

Il s’agit d'une technique de séquencage de deuxieme génération la plus repandue dans
les laboratoires travaillant sur les génomes bactériens. Le séquencage [llumina est basé
sur l'incorporation réversible de nucléotides fluorescents identifiés par lecture optique.
Cette technologie a beaucoup évolué au fil des années et les séquenceurs les plus récents
comme le séquenceur Illumina HiSegX produisent des séquences avec des débits massifs
(800 a 900 Gb), une quantité de reads extréme (2.6 a 3 milliards), en peu de temps
(moins de 3 jours) et avec un taux d’erreur toujours minime (<0.1%, principalement des
substitutions) [159]. Le principe reste néanmoins le méme (Figure 17).

Banque de fragments d’ADN : les fragments d’ADN sont préparés comme nous l’avons
expliqué ci-dessus, puis sont fixés par 'intermédiaire de I'adaptateur A biotynilé a une
surface solide ou flow-cell recouverte de streptavidine.

Amplification: la plaque est recouverte d’oligonucléotides complémentaires des
adaptateurs fixés précédemment mais seul I'adaptateur A permet la fixation initiale des
fragments. Le fragment fixé est ensuite dénaturé puis suivi d’'un cycle de PCR (ADN
polymérase associée a des oligonucléotides) permettant d’amplifier les fragments fixés.
Le fragment vient ensuite se fixer en pont sur le deuxieme oligonucléotide
complémentaire de son adaptateur libre (adaptateur B) formant un pont qui est suivi
d’'un cycle de PCR, amplifiant ainsi le fragment sous forme d'un pont qui est ensuite
dénaturé et aboutit a 2 ADN monobrins complémentaires fixés par 2 oligonucléotides
différents. Ce procédé est répété plusieurs fois aboutissant a une amplification clonale
des fragments d’ADN. Puis, avant le séquencage proprement dit, les fragments
complémentaires liés par 'adaptateur B sur le deuxieme oligonucléotide sont clivés, ne
laissant sur la plaque qu’'un ensemble de fragments liés par l'adaptateur A et
correspondant dans chaque zone géographique de la plaque a un brin d’ADN identique
amplifié de nombreuses fois (cluster) permettant finalement son séquencage.

Séquencage du fragment amplifié : la plaque est mise en contact avec une mixture
d’ADN polymérase, d’oligonucléotides bloqués en 3’ et marqués par un fluorophore
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clivable propre a chaque base. A chaque cycle d’amplification PCR un seul nucléotide est
incorporé sur le fragment fixé (car bloqué en 3’), la surface est lavée puis excitée par 4
lasers permettant de détecter la fluorescence propre a chaque zone d'immobilisation
d'un fragment et donc le nucléotide incorporé. Le fluorophore est ensuite clivé et
I'extrémité 3’'OH régénérée a l'aide d’'un agent réducteur. Un nouveau cycle permet
d’identifier le nucléotide suivant. Le séquencage en paralléele des clusters aboutit a une
banque de fragments de séquences brutes qui font finalement l'objet d’analyses
bioinformatiques pour nettoyer les séquences, reconstruire des fragments plus longs
d’ADN ou encore les alignés sur un autre ADN a la recherche de similarités.

Panel A

Liaison des fragments a la
plaque par I'adaptateur A

Hybridation en pont puis Génération de clusters de
amplification en pont par fragments d’ADN identiques
I'intermédiaire de sur une zone de la plaque

|'adaptateur B
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en 3’ etliésaun cluster et régénration du
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Figure 17. Principes du séquencage Illumina avec une étape d’amplification (Panel A)
puis une étape de séquencage (panel B). (Adapté et traduit de Sara Goodwin et coll,

2016).
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3. Choix d’'une méthode de séquencgage pour Staphylococcus
lugdunensis

Le choix de la technologie et des parametres de séquencage de S. lugdunensis a été fait
en fonction des questions auxquelles nous souhaitions répondre et en tenant compte du
faible nombre de génomes complets disponibles :

- Quelles sont les caractéristiques générales du génome ?
- Retrouve-ton des genes de virulence, notamment ceux décrits dans la littérature
- Existe-t-il des éléments génétiques mobiles ?

Pour répondre a ces questions il a fallu envisager un séquencage complet et une
annotation de novo ainsi et pas un simple alignhement de morceaux de séquences sur des
séquences connues ou un transfert d’annotations existantes.

Plusieurs autres éléments ont aussi été décisifs :

- Le génome de S. lugdunensis est de petite taille a priori (2.6 Mb dans la
littérature).

- Il s’agit d'un génome bactérien avec probablement peu de séquences répétées.

- Par définition, il n’y a pas d’'intron.

- Nous souhaitons des séquences les plus fiables possibles.

Pour répondre a ces contraintes nous avons décidé de faire appel a la technologie de
séquencage Illumina avec les parametres suivant :

- Séquencage par pair: elle est préférable pour permettre un assemblage de novo de
bonne qualité

- Fragments longs : 125 pb

- Profondeur de séquencgage supérieure a 150

Nous avons ainsi pris contact avec I'entreprise GATC qui a produit les séquences brutes
(paires de fragments de 125 pb) a I'aide d'un séquenceur Illumina HiSeq 2500 (GATC
Biotech AG, Konstanz, Germany). Les séquences brutes ont ensuite fait 'objet d’analyses
qualitatives avant 'assemblage.

Nous avons séquencé 10 souchesissues d’infections distinctes et de colonisations
certaines :

VISLISI_21 : bactériémie récidivante sur cathéter veineux central

VISLISI_22 : endocardite destructrice sur valve native avec emboles septiques multiples
VISLISI_25 : arthrite du genou sur protheése totale

VISLISI_27 : arthrite du genou sur prothese totale

VISLISI_33 : abces hépatique spontané

VISLISI_37 : endocardite sur valve native

VISLISI_38: arthrite de hanche sur prothese totale

C_33: frottis cutané nasal systématique

C_34:liquide gastrique

C_47 : frottis de cathéter veineux central (comptage de Bruin-Buisson <1000 ufc/ml)
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4. Extraction de ’'ADN

Les souches bactériennes sont cultivées a partir de la souche princeps sur milieu gélosé
au sang de mouton 24H a 37°C. Une colonie est ensuite mise en culture en milieu liquide
BHI selon le protocole décrit au paragraphe II. D. 3. Une nouvelle culture sur gélose au
sang de mouton est faite a partir de cette suspension bactérienne parallelement pour
identification par spectrométrie de masse directement a partir d’'une colonie et selon le
protocole décrit au paragraphe II. A. 1. L'extraction d’ADN est réalisée a l'aide du
MasterPure DNA Purification Kit (Epicentre, Madison, USA). Un ml de la suspension
bactérienne est centrifugé pour récupérer le culot bactérien (5 min a 2500 x g). Le culot
bactérien est remis en suspension dans 150 pl de tampon (Tris HCl a 10 mM, EDTA a
1mM, pH=7.5) avant l'ajout de 1pl de Ready-Lyse Lysosyme™ et incubation de 30
minutes a 37°C. On ajoute ensuite 150 pl de tampon Gram Positive Lysis Solution™ avec
1 pl de protéinase K a 50 ug/ul avant incubation de 15 min a 65-70°C et réalisation d'un
meélange rapide toutes les 5 min. Le tube est alors laissé en air ambiant jusqu’a atteindre
37°C puis mis sur glace pour procéder a la précipitation de I'’ADN a partir de 300 ul de ce
meélange. On ajoute 175 pl de MPC Protein Precipitation Regent™ et apres agitation
douce I'ensemble est centrifugé 10 minutes a 10000 x g a 4°C. Le surnageant est
transféré dans un nouveau tube Ependorff avec 1 ul de RNAse A a 5 pg/pl, I'ensemble est
agité vigoureusement puis incubé 30 min a 37°C. On ajoute enfin 500 pl d’isopropanol
pur en inversant le tube 30 fois permettant la précipitation finale de 'ADN qui est
récupéré apres nettoyage du culot a I’éthanol 70% par élimination du surnageant et
évaporation finale sous hote a flux laminaire. L’ADN est remis en suspension dans 35 pl
de tampon (Tris HCl a 10 mM, EDTA a 1mM, pH=7.5).

Chaque échantillon d’ADN est ensuite analysé a l'aide d'un spectrophotometre
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientifiq) pour évaluer la quantité d’ADN et mesurer
son absorbance permettant ainsi de I’évaluer sur le plan qualitatif. L’objectif fixé est un
ratio d’absorbance 260/280 nm = 1.8 et un ratio 260/230 > 1.9. Nous avons enfin réalisé
une électrophorese de ces ADN sur un gel d’agarose a 0.8% mélangé a 0.5 pg/ml de BET
pour s’assurer de l'absence de dégradation. Un pl d’ADN est préparé a partir des
concentrations mesurées précédemment pour chaque échantillon et déposé sur le gel
avant migration de 1h dans un tampon TBE et révélation aux ultraviolets.

5. Assemblage des génomes

La suite des travaux sur les séquences repose sur la mise en place d’'un certain nombre
d’outils bioinformatiques :

- par l'utilisation directe de lignes de commandes sur un systéme Linux avec lequel sont
compatibles la quasi-totalité des outils d’analyse bio informatique.

- par l'utilisation d’une plateforme Galaxy qui fournit une interface simple accessible en
ligne pour certains outils bioinformatiques parfois complexes [160]. Nous avons utilisé
la plateforme MIGALE de I'Institut National de Recherches Agronomiques (INRA) qui
donne acces a une instance Galaxy. La version des programmes utilisés par cet
intermédiaire sont donc rappelés dans leur version Galaxy : FastQC (Galaxy v 0.10.0) par
exemple.
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a) Controle qualité des séquences brutes

Les séquences brutes produites par le séquenceur prennent la forme de fichiers Fastq,
les adaptateurs sont préalablement retirés par le prestataire GATC. Ce format contient
toutes les séquences obtenues sous la forme de séquences courtes issues d'un seul
amplicon, ou reads, de 125 pb environ dans notre travail. Le séquencage étant établi par
paires nous disposons alors pour chaque souche d'un fichier FastQ1l et d'un fichier
FastQ2 ou chaque read est identifié de maniere a pouvoir étre ensuite associé a son read
pair. Par ailleurs ce format FastQ donne pour chaque base un score de qualité basé sur la
probabilité d’erreur du nucléotide fournit, il donne une idée de la qualité de la séquence
consensus obtenue puisqu’il existe un taux d’erreur incompressible lors du séquencage.
Il s’agit d’'un score « phred » (du nom du programme d’origine, Phred, lui ayant donné
naissance dans le cadre des controles qualités des premiers séquencages). Il est traduit
par un code normalisé Américain pour I’échange d’informations, I’ASCIL. Cette
évaluation qualitative de chaque nucléotide et de chaque read est fondamentale avant
leur utilisation. Des programmes sont disponibles afin d’effectuer I'ensemble des
controles sur ces séquences a partir de ces scores, comme le programme FastQC (Galaxy
v 0.10.0). Cet outil permet plusieurs mesures :

- Score de qualité par positions de bases : doit étre en moyenne supérieur a 30 pour étre
suffisant.

- Contenu en GC par positions de bases : doit étre normalement constant.

- Contenu en GC global : doit correspondre a ce qui est attendu pour la bactérie si des
séquences sont déja connues, 33.8% pour S. lugdunensis.

- Distribution des tailles des séquences : permet de s’assurer que 'objectif de reads de
125 pb est bien rempli.

- Nombre de séquences dupliquées

- Surreprésentation de motifs: permet notamment de rechercher des contaminants
résiduels comme les adaptateurs.

b) Assemblage des séquences brutes

L’assemblage des séquences brutes nécessite l'utilisation de programmes menant des
opérations mathématiques complexes. Le processus central consiste a retrouver pour
tous les reads des zones de recouvrement suffisamment significatives pour considérer
qu’elles proviennent de la méme zone d’ADN et que la séquence qui en résulte est la
bonne, on parle de séquence consensus (Figure 18).
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Séguence analysée
ATGACGATGGGACATGACGATACGATGCATCAGCATCGACTACTGATACGCACT

TGACGATACGATGCATCA
CGATGGGACATGACGA

ATGACGATGGGA
GGACATGACGA Reads
ATGACGATACGATG
CGATGCATCAGCATCGAC
TCGACTACTGATACGCACT st

ATGACGATGGGACATGACGATACGATGCATCAGCATCGACTACTGATACGCACT
Séquence consensus

Figure 18. Représentation schématique d’'une séquence consensus a partir de reads
issus d'un séquencage.

Néanmoins ce type d’assemblage est difficilement réalisable en pratique car il
consomme une quantité importante de mémoire vive compte tenu de la quantité de
reads produits. Pour palier a ce probléme les programmes d’assemblage procedent a
une découpe préalable de ces reads en fragment de petites tailles que I'on appelle K-
mers, K représentant la taille du fragment, par exemple pour des fragments de 3 pb on
parle de 3-mers. Le programme assemble I'ensemble de ces K-mers en retrouvant les
zones de recouvrement comme décrit dans la Figure 18. L’assemblage de ces K-mers est
possible en déterminant dans un ensemble de K-mers recouvrant les K-mers se suivant,
ce qui revient a établir un graphe de De Bruijn. Il consiste a retrouver tous les
recouvrements d'une longueur K-1 comme expliqué dans la Figure 19. On parle de
chemin puisque ce graphe retrouve avec '’ensemble des K-1 mers disponibles le chemin
qui permet de reconstituer une séquence consensus. Cette méthode mathématique est

d’'une grande efficacité et diminue la mémoire vive nécessaire pour réaliser 'assemblage.

La longueur des alignements de séquence est beaucoup plus petite et le processus
repose surtout sur une analyse redondante que I'ordinateur est plus a méme de mener a
bien rapidement et efficacement qu’en recherchant des alignements plus longs.
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Séquence a
reconstituer

AGATGATTCG

K-mers=3-mers GAT

Graphe de De Bruijn A

Figure 19. Découpage d’'un read de 10 pb en ensemble de 3-mers. (Adapté de Illumina
De Novo Sequencing Technical Note,
http://support.illumina.com/sequencing/literature.html, acces le 17 janvier 2017).

Il existe plusieurs programmes d’assemblage répondant chacun a des besoins
spécifiques. Plusieurs études ont comparé la performance de ces programmes en
fonction des données : type d’ADN (bactérien, viral ou humain) et au type de données
(reads Illumina ou autres techniques de séquencage). Le programme SPAdes offre des
performances optimales pour les génomes bactériens de petite taille et avec des
séquences Illumina [161]. Le principal élément d’incertitude consiste a choisir les K-
mers qui donneront le meilleur assemblage final. Apres plusieurs essais et compte tenu
des données de la littérature nous avons choisis les K-mers 21, 33 et 55 (Galaxy v 1.4).
Le programme ne permet pas d’obtenir d’emblée une séquence entiere mais des
fragments assemblés, plus ou moins longs, on parle de contigs. Il donne pour chaque
contig sa taille et son niveau de couverture c’est a dire le nombre de reads qui ont été
alignés pour le fabriquer sachant que plusieurs reads peuvent couvrir la méme région,
c'est a la base du niveau de couverture qui constitue un critere qualitatif de
I'interprétation de la séquence. Certains criteres de qualité doivent étre remplis pour
considérer les reads produits qui peuvent résulter d’aléas mathématiques. Nous avons
retenus des reads de taille minimale de 500 pb et avec une profondeur de couverture
d’au moins 10, des niveaux habituellement retenus dans la littérature. Le programme
SPAdes permet de sélectionner les contigs selon ces critéres. Enfin, nous contrdlons 2
critéres qualitatifs majeurs dans une procédure d’assemblage : N50 et N90. Il s’agit de
parametres qui permettent d’avoir une représentation de la répartition de la longueur
des contigs dans 'assemblage. Un assemblage fait de nombreux contigs de petite taille
est souvent de moins bonne qualité qu'un assemblage de contigs de plus grandes tailles.
La valeur N50 est la taille en kb du plus petit contig au dela duquel la somme de la taille
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des contigs est 250% de la taille totale du génome. La valeur N90 est la taille en kb du
plus petit contig au dela duquel la somme de la taille des contigs est 290% de la taille
totale du génome. Il n’existe pas de valeurs seuil mais dans le cadre de soumission de
génomes a la banque de données GeneBank par exemple on retient que la valeur N50
doit étre >5 kb. Autrement dit, la somme de tous les contigs de plus de 5 kb doit
représenter au moins 50% de la taille totale du génome. Le taux de couverture minimale
retenu par GeneBank pour les contigs inclus dans une séquence est de 10.

SPAdes (v 3.10.1) a éteé utilsé en lignes de commandes sur les génomes de grande taille
car l'interface Galaxy ets limitée dans la taille des fichiers natifs. La ligne de commande
suivant a été utilisée :

« spades.py -k 21,33,55 —-careful -1 read_1.fastq -2 read_2.fastq -o output directory »

Le parametre « -k » correspond aux choix des K-mers comme nous l'avons expliqué
précédement.

L’option « —-careful » permet de corriger certaines erreurs d’assemblage comme des
décalages ou des insertions et délétions accidentelles dans I'assemblage.

c) Assemblage final

Le programme d’assemblage peut donc donner un ensemble de contigs qui répondent
aux criteres qualitatifs décrits ci-dessus. Ces contigs peuvent ensuite étre assemblés
sous la forme de scaffolds qui constituent un ordonnancement supérieur a I'aide d’un
génome de référence quand il est disponible. Pour S. lugdunensis l'existence de 2
génomes complets et annotés permet de mener ce travail. Le principe est d’aligner ces
contigs a la séquence connue de maniére a obtenir un ordre cohérent avec les séquences
précédentes. Certains programmes peuvent ensuite tenter de combler les « trous » qui
séparent ces contigs, soit en repartant des séquences brutes (fichiers Fastq) soit en
inscrivant un nombre déterminé de « N » a la place des nucléotides. En effet 'alignement
a la séquence de référence peut montrer que 2 contigs sont en fait éloignés d’a peine
quelques nucléotides. Nous avons utilisé une suite de logiciels a partir des contigs
produits par SPAdes et ce apres controle qualitatif et retrait des contigs ne répondant
pas aux criteres qualitatifs préétablis. Il s’agit de la suite PAGIT, dont nous décrivons ici
les principales fonctionnalités dans le cadre de ce travail, mais une description détaillée
de la fonctionnalité de chaque programme et les lignes de commande utilisées sont
détaillées dans I'article princeps [162].

- Etape 1, alignement des contigs sur une séquence de référence : le programme
ABACAS (Algorithm-Based Automatic Contiguation of Assembled Sequences v 1.3.1)
permet d’aligner les contigs dans le bon ordre sur une séquence de référence (nous
utilisons ici la souche séquence N920143) [163]. Les contigs ne s’alignant pas sur le
génome de référence sont mis dans un fichier séparé. La ligne de commande et options
suivantes ont été utilisées :
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« perl $PAGIT_HOME/ABACAS/abacas.pl -r N920143_genome -q spades_assembly -p
nucmer -m -b -o output_prefix »

L’option « -p nucmer » correspond au choix d’un alignement des sequences a partir de la
sequence nucléotidique.

L’option « -m » permet d’afficher un génome aligné sous la forme de plusieurs fichiers
de sorite (format fasta).

L’option « -b » conduit a garder les contigs non alignés dans un fichier séparé et de
pouvoir donc ensuite retravailler dessus.

- Etape 2, combler les trous entre ces contigs et produire des scaffolds: le
programme IMAGE (Iterative Mapping and Assembly for Gap Elimination, v 2.4.1)
permet de combler certains trous de séquence en repartant des fichiers bruts (Fastql et
Fastq2) [164]. Pour cela le programme recherche tous les reads pairés pouvant se placer
sur l'extrémité d'un contig et ce de maniere itérative jusqu’a la fermeture du trou de
séquence ou jusqu’a ce qu’il n’y ai plus de reads pairés appropriés. Une étape
supplémentaire de scaffolding nécessite une autre commande a partir du fichier produit.
La ligne de commande et options suivantes ont été utilisées pour combler les trous a
partir de la sortie d’ABACAS :

« perl $PAGIT_HOME/IMAGE /image.pl -scaffolds ABACAS_assembly -prefix read_1.fastq
read_ 2.fastq —iteration 1 -all_iteration 9 -dir_prefix ite -kmer 55 »

Le parametre « -iteration » définissent le nombre de fois ou le programme va repartir
du dernier fichier de sortie pour tenter, a nouveau, de comble les trous a partir des
fichiers fastq natifs. Le chiffre 9 est apparu apres plusieurs essais comme le plus adapté.

Le parametre « -kmer » définit la taille des Kmers utilisés par le programme sur les
reads bruts dans la tentative de comblement des tours. Nous avons utilisé des tailles
variables selon les génomes et les essais, entre 31 et 91.

La ligne de commande et options suivantes ont été utilisées pour I'étape de production
d’un scaffold :

« perl $PAGIT_HOME/IMAGE/contigs2scaffolds.pl IMAGE_assembly
IMAGE_assembly_placed 300 0 scaffolds »

Le parametre « 300 » donne le nombre de N qui seront insérés dans le scaffold en
presence d’un trou de sequence.

Le parametre « 0 » donne la taille minimum des contigs qui peuvent étre inclus dans le
scaffold, en choisissant 0 on donne ainsi I'ordre au programme d’inclure tous les contigs
dans le scaffold.

- Etape 3, correction des erreurs dans la séquence consensus: nous utilisons le
programme ICORN (Iterative Correction of Reference Nucleotides, v 0.97) [165]. Le
programme ICORN corrige les insertions, délétions (jusqu’a 3 pb) en partant de la
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séquence consensus issue des analyses précédentes sur laquelle sont de nouveau alignés
les reads des fichiers bruts (Fastql et Fastq?2).

«icorn.start.sh IMAGE_scaffold_assembly 1 6 read_1.fastq read_2.fastq 100,500 250 »

Le parametre « 1 6 » fait reference au nombre d’itérations qui vont étre lances dnas le
programme de correction, 6 itérations est un chiffre standard qui s’est révélé suffisant
dans le cas de nos génomes.

Le parametre « 100,500 250 » correspond a la taille estimée minimale, maximale et
moyenne des insertions des reads pairés. Dans le cas du séquengaqge Illumina que nous
avons utilisé pour les assemblages la taille moyenne des insertions des reads pairés est
bien de 2x125 pb c’est-a-dire 250 pb.

- Etape 4, visualisation de la séquence finale : nous utilisons le programme Artemis (v
16.0.0) qui permet aussi d’effectuer secondairement des comparaisons de séquence
[166].

- Etape 5, analyse qualitative de la séquence : nous utilisons le programme QUAST
(Galaxy v 2.1) pour analyser la séquence consensus finale en termes de longueur et
contenu en GC, mais aussi pour la comparer a la séquence de référence choisie et donner
des statistiques importantes comme le niveau de couverture de la séquence de référence
par cette nouvelle séquence.

d) Annotation des génomes

L’annotation des génomes nouvellement assemblés est une étape fondamentale dans le
cadre d’'un travail de séquencage de novo. Plusieurs programmes d’annotation sont
disponibles et nous avons décidé d’utiliser la suite de programmeS AGMIAL en
collaboration avec I'INRA de Jouy en Josas [167]. AGMIAL permet tout d’abord une
analyse des contigs (Contig Analysis Manager) qui permet la détection et classification
des genes (SHOW), la détection des ARNt (tRNA-Scan), la détection des ARNr
(RNAmmer) et la détection des terminateurs (Petrin) puis transmet les données a un
analyseur des séquences peptidiques extrapolées de ces données (Protein Analysis
Manger). Ce dernier analyse les produits des genes a la recherche de similarités
(domaines, motifs, signatures fonctionnelles) et permet la visualisation des voies
meétaboliques du génome. Pour chaque protéine, on retient alors le meilleur « hit » Blast
contre UniProt: e<10-3 et un alignement sur 50% de la longueur ou plus. AGMIAL
produit en fin de processus un fichier GeneBank visualisable avec de nombreux
programmes comme Artemis (v 16.0.0) ou Integrative Genome Viewer (IGV, v 2.3) et
exploitable par de nombreux logiciels d’analyse fonctionnelle du génome que nous
aborderons dans le paragraphe suivant [166][168].

e) Analyse fonctionnelle des génomes

L’analyse fonctionnelle des génomes est une étape fondamentale pour l'interprétation
des caractéristiques génétiques globales de la bactérie. Cette analyse revient a
déterminer le réle biologique de chaque protéine potentielle identifiée dans le cadre de
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I'annotation du génome assemblé. Il existe plusieurs méthodes d’analyses fonctionnelles
mais la plus consensuelle repose sur un vocabulaire précis mis en place depuis 1998 par
un consortium de chercheurs impliqués dans la génomique et l'interprétation des
données issues de séquencage, c’est le Gene Ontology Consortium [169]. Depuis sa mise
en place cette base de données s’est massivement enrichie et fournit aujourd’hui un
langage consensuel qui permet d’interpréter des données issues d’annotations de génes
et de les représenter sous la forme de tableaux ou de graphiques. Il existe plus de 40000
termes ontologiques s’intégrant dans 3 catégories principales : les processus biologiques,
les fonctions moléculaires et la localisation cellulaire [170]. Les processus biologiques
correspondent a la capacité d’'une protéine a entrainer une chaine de réaction biologique,
avec un début et une fin déterminées, et ayant une finalité biologique connue comme par
exemple une fonction de métabolisation d'un substrat ou de biosynthese. Une fonction
moléculaire correspond a une fonction isolée de la protéine comme par exemple son
activité catalytique. Enfin, la localisation cellulaire permet de prédire la localisation
finale de la protéine comme par exemple une protéine membranaire ou cytoplasmique.
Un géne codant une protéine peut donc étre interprété a plusieurs niveaux par ses
ontologies. L'interprétation des données a I'échelle d'un génome entier est difficile a
I’état brut et nécessite d’associer des filtres a ces catégories en fonction de la question
qui est posée. Dans le cas de S. lugdunensis, nous cherchons a avoir une carte d’identité
globale des genes annotés. Le principe repose donc sur la mise en place de catégories
meres ou « GO slims ». Il existe d’infinies possibilités, mais la question que nous posons
dans ce travail est assez simple et habituelle dans le cadre de 'analyse d’'un nouveau
génome et nous avons utilisé les GO slims génériques accessibles sur le site du « GO
consortium » [171].

Pour obtenir les GO terms de chaque gene annoté il existe de nombreux programmes et
nous avons utilisé le programme InterProScan (v 4.8) avec la ligne de commande
suivante :

\« iprscan —cli -i strain.faa -nocrc -iprlookup -goterms —format raw -o final_file.txt »\

Les options de ce logiciel ont été choisi par les collaborateurs de I'INRA qui ont lancé ce
programme au sein de la platefiorme bioinformatique de I'INRA.

InterProScan est aussi le fruit du travail d’'un consortium remettant constamment a jour
la base de données [172][173]. Il s’agit d'un logiciel accessible en ligne ou en ligne de
commandes pour les recherches s’effectuant a I'échelle d’'un génome entier. Le principe
central repose sur l'identification de motifs fonctionnels au niveau de la séquence
peptidique a l'aide de multiples outils d’identification de motifs comme SignallP par
exemple qui permet la recherche de peptides signaux sur une séquence peptidique, ou
des outils plus généraux reposant souvent sur des processus markoviens comme Pfam.
Au final plus de 10 programmes peuvent étre utilisés comme ressource d’identification
[172].

La représentation des résultats sous la forme de graphiques est nécessaire pour illustrer
les résultats mais les données sont brutes sont essentielles pour tout travail de
comparaison. Pour les besoins de ce travail, nous avons utilisé un programme élaboré
dans le cadre d’'une collaboration avec Mr Nicodéme Paul (Immunologie Rhumatologie

104



Moléculaire - INSERM U1109 - Université de Strasbourg) permettant la création de
graphiques quantitatifs a partir des fichiers bruts des GO slims.

f) Comparaison des génomes

Nous avons tout d’abord utilisé le programme QUAST (Galaxy v 2.1) qui permet une
comparaison tres générale du génome nouvellement assemblé a un génome de
référence. Nous avons ensuite mené deux approches comparatives complémentaires.

- Alignement des séquences au génome de référence: nous avons utilisé le
programme BRIG (Blast Ring Image Generator, v 0.95) qui est un programme
bénéficiant d’'une interface graphique trés simple d’usage permettant de maniere
circulaire un génome sur lequel viennent s’aligner des séquences qui lui sont comparées
[174]. Ces comparaisons sont basées sur un BLAST entre la séquence de référence et la
séquence a comparer et un ensemble de filtres permettent de fixer les limites de
similarité. L'intérét est de pouvoir visualiser de maniere globale l'alignement de 2
séquences, puisqu’en I'absence de séquence semblable le programme laisse un blanc
dans la séquence qui est comparée, mais surtout de pouvoir rechercher des genes dans
cette référence et visualiser rapidement leur présence dans les séquences comparées. Ce
programme s’applique aussi parfaitement a la représentation circulaire de séquences
plus courtes associées a leurs annotations, comme nous le verrons dans le paragraphe
dédié aux éléments génétiques mobiles. Dans le cadre de cette étude, nous avons donc
aligné la séquence de référence N920143 (référence NCBI: NC_017353.1) a 'ensemble
des 7 séquences produites.

- Relations phylogénétiques : nous avons voulu explorer les relations phylogénétiques
entre nos différents génomes, mais aussi avec les génomes déja disponibles dans la
banque de données Gene Bank. Nous avons utilisé I'outil CSI Phylogeny (v 1.4) qui est un
outil en ligne permettant de construire un arbre phylogénétique a partir de génomes
entiers [175]. Nous avons inclus les 7 séquences nouvelles de notre étude, ainsi que les
autres séquences de S. lugdunensis disponibles dans Gene Bank: N920143 (référence
NCBI: NC_017353.1) HKU09-01 (référence NCBI: NC_013893.1), FDAARGOS_141
(référence NCBI: NZ_CP014022.1) et FDAARGOS_143 (référence NCBI:
NZ_CP014023.1). Cet outil base son analyse sur les polymorphismes nucléotidiques
uniques (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) de haute qualité et nous avons fixé les
parametres suivants :

- Profondeur minimale de couverture : 10

- Distance minimale entre 2 SNP : 10 pb

- Qualité minimale : 30

- Z score: 1.96

Il s’agit des parameétres par défaut du progarmme qui sont particuliéerement adaotés a
I'étude phylogénétique des génomes bactériens de petite staille comme ceux des
staphylocoques.
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g) Recherche d’éléments génétiques mobiles

Recherche de prophages : l1a recherche d’éléments génétiques pouvant correspondre a
des prophages a été réalisé par I'intermédiaire de 1'outil PHASTER (Phage Search Tool
Enhanced Release) [176][177]. Cet outil en ligne recherche sur la séquence
nucléotidique du génome ou sur le fichier d’annotation toute séquence compatible avec
un phage. Les séquences identifiées sont ensuite annotées par l'outil et analysées
(contenu en GC, recherche d’homologies). Un outil de visualisation graphique permet
d’analyser le produit de cette annotation.

Recherche de plasmides: la recherche de plasmides est plus complexe que celle de
phages méme si plusieurs outils en lignes sont aussi disponibles. Leurs performances
sont néanmoins moins bonnes que pour la recherche de séquences de phage. Nous
avons donc utilisé une approche différente en se basant sur les contigs qui n’avaient pas
pu étre inclus dans le chromosome principal a l'issue de notre procédé d’assemblage.
Nous avons réalisé une annotation de novo pour chacun de ces contigs en travaillant
particulierement sur les contigs ayant une profondeur de couverture plus élevée que la
moyenne. En effet I'une des particularités des plasmides est qu’ils sont souvent présents
en plusieurs exemplaires dans la bactérie. Cette propriété conduit souvent a une
amplification anormalement élevée de la séquence lors de I'étape d’amplification du
séquencage ILLUMINA. Cela se traduit au final par une profondeur de séquencage de la
séquence plus élevée que pour le chromosome bactérien. Il est difficile voir impossible
d’établir un lien de proportionnalité précis qui permettrait par exemple d’évaluer le
degré de duplication par rapport a la profondeur de séquencage mais l'information de
base reste pertinente: une séquence présente en plusieurs exemplaires est plus
amplifiée et correspond souvent a un plasmide. Afin de controler la qualité de ces
contigs extra-chromosomiques nous avons réalisé un alignement des fichiers bruts sur
le contig pour nous assurer de 'homogénéité de la couverture. En effet, il est important
de s’assurer que la couverture élevée d'un contig n’est pas liée a l'amplification
accidentelle d'un ou plusieurs reads sur ce méme contig. L’homogénéité de la couverture
est controlée visuellement a I'aide du logiciel IGV (v 2.3). La procédure d’alignement ou
mapping est effectuée a I'aide du logiciel Bowtie (Galaxy v 1.1.2), un logiciel adapté aux
séquences ILLUMINA [178].

Recherche d’ilots de pathogénicité : de nombreux outils sont disponibles, en ligne ou
en lignes de commandes pour la recherche d'llots, basés sur les propriétés intrinseques
d’'un génome et de son annotation [179]. Nous avons utilisé I'outil IslandViewer3 qui est
disponible en ligne et qui associe 3 outils : IslandPick, SIGI-HMM et IslandPath-DIMOB
[180]. IslandPick analyse les régions variables du génome soumis par rapport a une base
de données de génomes proches en partant du principe que les ilots génomiques sont
des éléments potentiellement distincts d’'une souche a I'autre a la différence du génome
de base ou core-génome. L’utilisation d’'un logiciel d’alignement des séquences entre
elles comme IslandPick permet finalement d’identifier les séquences uniques (logiciel
MAUVE). SIGI-HMM est probablement I'un des outils les plus puissants disponibles. Ce
logiciel analyse l'utilisation des codons dans chaque gene du génome. La fréquence
d’utilisation des codons est relativement stable dans une bactérie et 'identification de
modifications de fréquence de cette utilisation signe la présence potentielle d'un ADN
étranger. Cette partie de I'analyse est appelée SIGI. Les créateurs du logiciel ont ensuite
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introduit un modele statistique de Markov caché (Hidden Markov Model, HMM) qui
reconnait la forme théorique prise par un ilot génomique. IslandPath-DIMOB étudie sur
le génome soumis les variations du contenu en base, en GC notamment, la présence de
genes de mobilité et la fréquence d’utilisation des codons. En effet, les flots génomique
sont des séquences parfois issues d’'une espece distincte et portent des genes ayant
permis sa mobilité qu’ils soient devenus silencieux ou pas. L’ensemble de ces résultats
est représenté sous la forme d'un graphique circulaire du génome permettant de
visualiser simultanément le résultat de la recherche des 3 logiciels.

h) Recherche de génes de virulence

Nous avons recherché tous les génes de virulence décrits dans littérature et dont la liste
est détaillée dans le Tableau annexe 2. Nous avons aussi analysé le locus agr, un locus
fondamental dans la régulation de la virulence chez S. aureus. Pour réaliser cela, nous
avons tout d’abord construit des fichiers d’alignement a I'aide du logiciel Bowtie (Galaxy
v 1.1.2) et aligné grace au logiciel IGV (v 2.3) I'ensemble des séquences sur la séquence
de S. lugdunensis N920143 (référence NCBI: NC_017353.1) porteuse de I'ensemble des
genes étudiés [178][168]. En effet, cette méthode d’analyse ne permet pas d’identifier
un gene de virulence particulier s’il n’est pas présent dans le génome de référence. Le
logiciel IGV permet aussi de visualiser le polymorphisme nucléotidique de chaque
séquence par rapport a la référence (insertion, délétions) et les changements d’acides
aminés qui en écoulent (mutation silencieuse, changement d’acide aminé, mutation non-
sens).

i) Syntheése des programmes utilisés

Nous avons réalisé dans le Tableau 15 une synthese des logiciels utilisés, les modalités
d’utilisation et I'objectif recherché pour les travaux d’assemblage et d’analyse des
génomes de S. lugdunensis. Comme nous I'avons signalé plus haut certains Imogiciels
étaient accessibles sous la forme d’outils en ligne (Web Base Tools), avec des interfaces
graphiques classiques apres installation sur un environnement windows ou mac
classique, par lignes de commandes dans un environnement mac ou Linux ou enfin a
partir d’'une plateforme Galaxy et en particulier ici celle de 'INRA a Jouy en Josas.
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Tableau 15. Synthese des logiciels utilisés pour 'assemblage et I'analyse des génomes

de S. lugdunensis.

Modalités

Version Objectif

Assemblage et analyse globale des génomes

FastQC Galaxy 0.10.0 Controle qualité des reads
SPAdes LDC? 2.9.0 Assemblage des reads
SPAdes Galaxy 1.4 Assemblage des reads
ABACAS LDC 1.3.1 Alignement de l'assemblage sur la
séquence de référence
IMAGE LDC 24.1 Fermeture des trous, étape de scaffolding
ICORN LDC 0.97 Correction des erreurs d’assemblage
QUAST Galaxy 2.1 Controéle qualité de 'assemblage final
AGMIAL Collaboration - Annotation des génomes
INRA
CSI Phylogeny Interface Web 1.4 Analyse phylogénétiques des génomes
Annotation fonctionelle
InterProScan LDC 4.8 Annotation fonctionnelle des génes
Représentation graphique des génomes
Artémis Interface 16.0.0 Affichage linéarie des génomes
graphique
IGV Interface 2.3 Affichage linéaire des génomes
graphique
BRIG Interface 0.95 Alignement et comparaison des génomes
graphique par I'intermédiaire de BLAST
Recherche d’éléments génétiques mobiles
PHASTER Interface Web - Recherche de phages
IslandViewer3 Interface Web Recherche d’ilots de pathogénicité

1LDC, Lignes de Commandes
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III. Publication des résultats
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A. Article 1: L'utilisation de la spectrométrie de masse en
routine dans les laboratoires de microbiologie améliore
I'identification des staphylocoques a coagulase négative et met
en évidence la pathogénicité de S. lugdunensis

Auteurs : Argemi X, Riegel P, Lavigne T, Lefebvre N, Grandpré N, Hansmann Y, Jaulhac B,
Prévost G, Schramm F

Statut de I'article : publié

Revue : Journal of Clinical Microbiology
Impact Factor 2014 : 3.9

Rang SIGAPS : B

Résumé de I'article :

Objectifs de I'étude : Cette étude a pour objectif principal de comparer la performance
de la spectrométrie de masse pour lidentification des SCN avec les méthodes
phénotypiques d’identification comme avec le Vitek 2 (Biomérieux, Craponne, France).
L’objectif secondaire est de déterminer sur un échantillon aléatoire de 50 souches de
SCN le nombre de prélevements répondant aux criteres de significativité
microbiologiques, autrement dit le nombre de prélevements qu'il faut considérer
comme contaminés ou pas.

Résultats : Concernant l'identification des SCN cette étude montre que l'identification
systématique des SCN par spectrométrie de masse donne un éclairage tout a fait
nouveau sur l'épidémiologie des SCN dans les prélevements médicaux. Elle montre
d’abord que l'identification de SCN est plus fréquente que celle de S. aureus sur une
période de 1 an (8388 SCN contre 5066 S. aureus). Si la fréquence relative des
principales especes de SCN est relativement constante on note par contre 'identification
de nouvelles especes de SCN comme S. pettenkoferi dont le role en pathologie humaine
est de plus en plus décrit; ou encore une plus grande prévalence d’especes déja
présentes auparavant comme S. capitis ou S. warneri. Concernant la significativité
microbiologique cette étude révele que S. lugdunensis est 'espece de SCN la plus souvent
significative, dans 40% des prélevements, alors que la seconde espece la plus souvent
significative, S. schleiferi, ne I'est que dans 26% des prélevements.

Conclusion : cette étude qui avait pour objectif premier de montrer le role de la
spectrométrie de masse dans un laboratoire de microbiologie permet de constater que S.
lugdunensis ne se comporte probablement pas comme une bactérie commensale simple
comme plusieurs publications le signalaient déja en 2014 lors de I'analyse des résultats.
Ces travaux ont conduit a la mise en place de I'étude rétrospective suivante.
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Implementation of Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization—Time
of Flight Mass Spectrometry in Routine Clinical Laboratories
Improves Identification of Coagulase-Negative Staphylococci and
Reveals the Pathogenic Role of Staphylococcus lugdunensis

Xavier Argemi,? Philippe Riegel,® Thierry Lavigne,? Nicolas Lefebvre,® Nicolas Grandpré,” Yves Hansmann,® Benoit Jaulhac,”

Gilles Prévost, Frédéric Schramm®
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The use of matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) for staphylococcal
identification is now considered routine in laboratories compared with the conventional phenotypical methods previously used.
We verified its microbiological relevance for identifying the main species of coagulase-negative staphylococci (CoNS) by ran-
domly selecting 50 isolates. From 1 January 2007 to 31 August 2008, 12,479 staphylococci were isolated with phenotypic meth-
ods, of which 4,594 were identified as Staphylococcus aureus and 7,885 were coagulase negative staphylococci. Using MALDI-
TOF MS from 1 January 2011 to 31 August 2012, 14,913 staphylococci were identified, with 5,066 as S. aureus and 9,847 as CoNS.
MALDI-TOF MS allowed the identification of approximately 85% of the CoNS strains, whereas only 14% of the CoNS strains
were identified to the species level with phenotypic methods because they were often considered contaminants. Furthermore, the
use of MALDI-TOF MS revealed the occurrence of recently characterized Staphylococcus species, such as S. pettenkoferi, S. con-
dimenti, and S. piscifermentans. Microbiological relevance analysis further revealed that some species displayed a high rate of
microbiological significance, i.e., 40% of the S. lugdunensis strains included in the analysis were associated with infection risk.
This retrospective microbiological study confirms the role of MALDI-TOF MS in clinical settings for the identification of staphy-

lococci with clinical consequences. The species distribution reveals the occurrence of the recently identified species S. petten-

koferi and putative virulent species, including S. lugdunensis.

C oagulase-negative staphylococci (CoNS) are normal inhabit-
ants of the human skin that lately have revealed themselves as
significant etiological agents causing nosocomial infections, par-
ticularly in medical devices (1-4). Until recently, the phenotypic
identification of >40 currently recognized CoNS species re-
mained a challenge, because the technique was labor-intensive
and uncommon CoNS were usually not identified (5, 6). Until
recently, CoNS identification at the species level was performed
only for clinical isolates that were considered clinically significant
according to clinical or microbiological criteria. Meanwhile, ma-
trix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass spec-
trometry (MALDI-TOF MS) has emerged as a reliable, fast, and
cost-effective alternative for bacterial species identification and is
now widely used in microbiology laboratories (7, 8). This method
allows the identification of all staphylococci isolated in the clinical
setting, thus rendering the use of well-known tests, such as free or
bound coagulase tests, unnecessary. Previous reports have shown
that MALDI-TOF MS is a reliable method to identify Staphylococ-
cus at the species level; however, questions regarding the impact of
such methods in clinical settings remain uncertain (9). Staphylo-
coccus epidermidis is probably the major CoNS species causing
nosocomial infections, although other CoNS, such as S. lugdunen-
sis, S. schleiferi, and S. saprophyticus, have been reported as even
more pathogenic in a range of both nosocomial and community-
acquired infections (10-13).

The present study retrospectively compares the results of
staphylococcal identifications in the routine workflow of a clinical
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laboratory before and after implementation of MALDI-TOF MS,
details the methicillin susceptibility of the isolates, and compares
the pathogenic roles of the various identified CoNS species based
on microbiological data. Of the microbiological data, 14,913
staphylococci were identified by MALDI-TOF MS during a 16-
month period from almost all clinical specimens without taking
into account their possible involvement in a pathogenic process.
Using this systematic method, an accurate representation of the
various staphylococcal species was obtained in clinical specimens,
and novel data for S. pettenkoferi and S. lugdunensis were acquired.
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MALDI-TOF MS for CoNS Identification

TABLE 1 Criteria for microbiological relevance of bacteria isolated from clinical specimens according to the European Manual of Clinical

Microbiology
Associated

Specimen type Culture result Direct examination result flora Considered significant
Blood culture =2 positive bottles with same bacterium Yes

1 positive/1 performed No, but considered doubtful if

patient is coming from an
oncology ward

1 positive/=2 performed No
Urine =10> CFU/ml =10" leukocytes/ml Yes

Other results No
Intravascular catheter ~ >1,000 CFU/ml Yes

<1,000 CFU/ml plus positive blood Yes

culture with same bacterium

Other results No
Superficial =2 positive Cocci Gram positive Yes

1 positive/1 performed Cocci Gram positive 1 species Yes

Other results No
Deep =2 positive with same bacterium Yes

1 positive Cocci Gram positive 1 species Yes

1 positive Presence of neutrophil polynuclear cells Doubtful

Other results No

MATERIALS AND METHODS

Laboratory identification of CoNS. All clinical samples were collected at
the University Hospital of Strasbourg, France, and microbiological anal-
yses were performed at the hospital laboratory. Our university hospital
has 2,428 beds with 87,758 days of hospitalization in 2014 (13,649 days for
patients <18 years). The number of day care center hospitalizations was
43,796 (6,594 days for patients <18 years). The median hospital stay is 708
days.

Phenotypic identification was performed for all specimens considered
to be significant according to the 2007 Société Francaise de Microbiologie
criteria (14). The strains isolated were first tested for free and bound
coagulase. The tube coagulase test for the detection of free coagulase was
performed with reconstituted rabbit plasma in EDTA (Bio-Rad Labora-
tories, Marne-La-Coquette, France). The slide agglutination test (com-
bined detection of clumping factor, staphylococcal protein A, and capsu-
lar polysaccharides) was performed with the Pastorex Staph-Plus latex
agglutination test (Bio-Rad Laboratories). Staphylococci positive for
those two tests were considered to be S. aureus, and those negative for both
tests or with discordant results were tested with Vitek 2. Analysis was
performed from 1 January 2007 to 31 August 2008 using a Vitek 2 system
with Gram-positive (GP) and ANC cards for S. saccharolyticus, which is
anaerobic (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), according to the manu-
facturer’s instructions.

In 2010, MALDI-TOF MS identification was implemented with a
MALDI-TOF Microflex LT/LRF coupled to the MALDI Biotyper algo-
rithm, as recommended by the manufacturer (Bruker Daltonics), which
replaced phenotypic identification of Staphylococcus species. This identi-
fication was performed for all staphylococci except those obtained from
throat and vaginal swabs that were examined only for beta-hemolytic
streptococci according to the 2010 Société Frangaise de Microbiologie
criteria (15). Strains of CoNS were plated on Columbia agar with 5%
sheep blood and incubated for 24 h at 37°C. One colony from each strain
was placed on a 96-spot polished target plate and allowed to dry in room
air. Next, 1 l of matrix (3 mg/ml a-cyano-4-hydroxycinnamic acid in
50% [vol/vol] acetonitrile-2.5% trifluoroacetic acid [vol/vol]) was over-
laid onto the dried sample and allowed to dry.
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The acquisition of protein mass spectra was performed on the Micro-
flex LT instrument using the flexControl 3.0 software (Bruker Daltonics),
with a mass-to-charge ratio (1/z) range of 2 to 20 kDa. Automated data
analysis of raw spectra was performed by the MALDI Biotyper RTC 3.0
software (Bruker Daltonics). During the study, the version 3.0.2.0 of the
library (3,476 spectra, including 132 spectra from 38 Staphylococcus spe-
cies) was successively updated to version 3.1.1.0 (3,740 spectra, including
the same number of Staphylococcus spectra) and then to version 3.1.2.0
(3,955 spectra, including 139 spectra from the same 38 Staphylococcus
species as those of the previous versions) (see Table S1 in the supplemental
material).

An identification score of =2 was considered a high-confidence iden-
tification to the species level, whereas scores of 1.7 to 1.99 were considered
intermediate confidence genus-level identification only. Scores of <1.7
were considered an unacceptable identification, according to the manu-
facturer’s recommendations. The results of the identifications from 1 Jan-
uary 2011 to 31 August 2012 were retrospectively analyzed, and strains
with an identification (ID) score of <2 were excluded from the analysis.

Antimicrobial susceptibility testing. Antimicrobial susceptibility
testing was performed with either Vitek 2 or agar diffusion, according to
the recommendations of the European Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing for the 2011 to 2012 study period (http://www.eucast
.org/).

Assessment of microbiological relevance. The microbiological rele-
vance of 50 samples consecutively selected for each species of CONS was
evaluated according to the European manual of clinical microbiology
(EMCM) criteria for interpretation (17) (Table 1). Analysis was started
from the most recent sample to each previous sample, until reaching a
total of 50 samples. For blood cultures, CONS were not considered con-
taminants if there were at least two positive samples for the same bacte-
rium (same species and same antimicrobial susceptibility) in two different
sets of blood cultures. For the catheter samples, culture was significant at
=1,000 CFU/ml or inferior provided it was associated with one blood
culture positive for the same bacterium, according to the Cleri criteria
(18) modified by Brun-Buisson (19). For urine samples, bacteriuria was
significant at =10°> CFU/ml, when associated with leukocyturia at =10%/
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TABLE 2 Laboratory identification of staphylococci with phenotypic methods and MALDI-TOF MS in a clinical laboratory

No. (%) of strains in period:

1, isolated from

2007 to 2008 by
phenotypic
methods 2, isolated from 2011 to 2012 by MALDI-TOF C . freriods 1
(n = 12,479) MS identification (n = 14,913) OIPArison 0f Periods
- - and 2 (all staphylococci)
Organism(s) All staphylococci All staphylococci Blood cultures (P value)
S. aureus 4,594 (36.8) 5,066 (34) <0.001
Nonidentified CoNS 6,781 (54.3) 1,459 (9.8)
Identified CoNS 1,104 (8.9) 8,388 (56.2)
S. epidermidis 694 (62.9) 5,259 (62.7) 1,388 (26.4) 0.915
S. hominis 84 (7.6) 698 (8.3) 396 (56.7) 0.418
S. haemolyticus 84 (7.6) 975 (11.6) 150 (15.4) <0.001
S. capitis 52 (4.7) 552 (6.6) 194 (35.1) 0.017
S. warneri 25 (2.3) 278 (3.3) 62 (22.3) 0.064
S. lugdunensis 25 (2.3) 205 (2.4) 17 (8.3) 0.716
S. simulans 7 (0.6) 78 (0.9) 2(2.6) 0.330
S. saprophyticus 80 (7.2) 80 (1) 3(3.8) <0.001
S. caprae 7 (0.6) 56 (0.7) 1(1.8) 0.897
S. pettenkoferi 0 54 (0.6) 30 (55.6)
S. schleiferi 1(0.1) 30 (0.4) 3 (10) 0.176
S. cohnii 10 (0.9) 35 (0.4) 5(14.3) 0.030
S. pasteuri 14 (1.3) 25 (0.3) 9 (36) <0.001
S. intermedius 3(0.3) 17 (0.2) 0.639
S. sciuri 1(0.1) 14 (0.2) 5(35.7) 0.555
S. auricularis 3(0.3) 9(0.1) 0.163
S. xylosus 6 (0.5) 9(0.1) 0.002
S. saccharolyticus 5(0.5) 7 (0.08) 0.004
S. condimenti 0 3(0.04)
S. piscifermentans 0 3(0.04)
S. carnosus 0 1(0.01)
S. vitulinus 1(0.1) 0
S. lentus 1(0.1) 0
S. chromogenes 1(0.1) 0

ml, or when =10 CFU/ml was detected for S. saprophyticus. For other
specimens, the criteria previously reported for Corynebacterium were
used, because CoNS are also inhabitants of skin and mucosal membranes
(17). The doubtful category was considered to be not relevant, and those
strains were considered to be contaminants in the analysis.

The CoNS studied were S. capitis, S. caprae, S. cohnii, S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis, S. pettenkoferi, S. saprophyticus, S.
schleiferi, S. simulans, and S. warneri. Only 45 samples were studied for S.
cohnii and 42 samples for S. schleiferi. Representations of other species
were insufficient to be included in this assessment.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed on the results of
staphylococcal identification between periods 1 and 2 to determine
whether staphylococcal identification with MALDI-TOF MS was signifi-
cantly different from the phenotypic identification for each species. The
two periods were compared using a chi-square test, with a P value of
<0.05 considered statistically significant.

We also tested the microbiological relevance of 50 randomly selected
clinical strains for statistical significance. Repartition between the two
groups, relevant or not relevant, on microbiological criteria was tested
using a chi-square test, with a P value of <0.05 considered statistically
significant.

RESULTS

Laboratory identification of CoNS with phenotypic methods.
From 1 January 2007 to 31 August 2008 (period 1, Table 2), 12,479
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staphylococci were isolated, of which 4,594 (36.8%) were identi-
fied as S. aureus and 7,885 were identified as coagulase negative.
Identification of CoNS during this period was performed with
phenotypic methods only. Among CoNS, 6,781 isolates were not
identified to the species level because they were considered con-
taminants, according to the 2007 Société Francaise de Microbiolo-
gie criteria (14). Conversely, 1,104 (14%) isolates were considered
significant and identified as follows: S. epidermidis (694, [62.9%]),
S. capitis (52 [4.7%]), S. hominis (84 [7.6%]), S. haemolyticus (84
[7.6%]), and 190 others, comprised mainly of S. saprophyticus (80
[7.2%]), S. lugdunensis (25 [2.3%]), and S. warneri (25 [2.3%]).
Laboratory identification of CoNS with MALDI-TOF MS.
From 1 January 2011 to 31 August 2012 (period 2, Table 2), 14,913
staphylococci were isolated, of which 5,066 (33.9%) were identi-
fied as S. aureus and 9,847 were identified as CoNS. One-third of
the isolation sites were superficial (cutaneous) or deep anatomical
regions (osteoarticular, vascular, digestive, or cerebrospinal), fol-
lowed by respiratory tract and blood (20% each), biomaterial/
catheter (9%), and urine (7%) samples. Individually, each of the
other type of samples (stool, ocular, and genital) represented
<5% of the anatomical sites for Staphylococcus isolation. Identi-
fication of CoNS during this period was performed with MALDI-
TOF MS only. Among the CoNS, 1,459 (14.8%) isolates that were
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TABLE 3 Oxacillin resistance and microbiological relevance of clinical strains of CoNS isolated in a clinical laboratory

Data for strains isolated during the 2007-2008 and 2011-2012 study periods

Oxacillin resistance data

No. of antibiograms

Microbiological relevance data

No. (%) considered:

CoNS studied performed No. (%) No. of strains Relevant Doubtful Not relevant
S. epidermidis 3,640 2,584 (71) 50 7 (14) 5(10) 38 (76)
S. hominis 525 284 (54.1) 50 11(22) 0 39 (78)
S. haemolyticus 661 575 (87) 50 11(22) 11 (22) 28 (56)
S. capitis 392 145 (37) 50 9 (18) 6(12) 35 (70)
S. warneri 204 47 (23) 50 9 (18) 6 (12) 35 (70)
S. lugdunensis 147 3(2) 50 20 (40) 13 (26) 17 (34)
S. saprophyticus 77 25(32.5)

S. simulans 48 1(2.1) 50 11 (22) 3(6) 36 (72)
S. pettenkoferi 44 19 (43.2) 50 1(2) 4(8) 45 (90)
S. caprae 35 2(5.7) 50 11(22) 5(10) 34 (68)
S. cohnii 25 9 (36) 45 4(9) 7 (16) 34 (76)
S. schleiferi 19 0 42 11 (26) 5(12) 26 (62)
S. pasteuri 15 1(6.7)

S. intermedius 15 2 (13.3)

Total no. 5,847 3,696 526

not tested with MALDI-TOF MS were from throat and vaginal
swabs that were examined only for beta-hemolytic streptococci,
according to the 2010 Société Francaise de Microbiologie criteria
(15). The 8,388 CoNS remaining were identified as follows: S.
epidermidis (5,259 [62.7%]), S. haemolyticus (975 [11.6%]), S.
hominis (698 [8.3%]), S. capitis (552 [6.6%]), and another 904.
These other 904 CoNS were mainly S. warneri (278 [3.3%]), S.
lugdunensis (205 [2.4%]), S. saprophyticus (80 [1%]), and S. simu-
lans (78 [0.9%]).

Comparison between periods 1 and 2. Statistical analysis re-
vealed that S. aureus identification was significantly different for
the 2 periods (P < 0.005). With regard to CoNS, the identification
rates during period 2 were significantly different from those in
period 1 for S. haemolyticus, S. capitis, S. saprophyticus, S. cohnii, S.
pasteuri, S. xylosus, and S. saccharolyticus. Conversely, the identi-
fication rates were not significantly different for S. epidermidis, S.
hominis, S. warneri, S. lugdunensis, S. simulans, or S. caprae. Some
CoNS identified with MALDI-TOF MS, S. pettenkoferi, S. condi-
menti, S. carnosus, and S. piscifermentans, were never identified
with phenotypic method.

Percentage of strains isolated from blood cultures. The per-
centage of strains isolated from blood cultures (Bactec bottles in-
cubated in Bactec 9240 instruments; Becton Dickinson) was de-
termined from 1 January 2011 to 31 August 2012 and compared
with that of all remaining sites of isolation after the removal of
duplicate data (Table 2). The isolation rate in blood cultures was
particularly high for S. hominis (396/698 [56.7%]) and S. petten-
koferi (30/54 [55.6%]). In contrast, some species, S. intermedius
(0), S. caprae (1/56 [1.8%]), S. simulans (2/78 [2.6%]), S. sapro-
phyticus (3/80 [3.8%]), and S. lugdunensis (17/205 [8.3%]), were
rarely isolated in blood cultures.

Antimicrobial susceptibility testing. Table 3 shows the results
of antimicrobial susceptibility testing performed during the study
period. S. haemolyticus displayed the highest rate of oxacillin re-
sistance, at 87% among the 661 isolates tested; S. epidermidis was
also resistant, at a high rate of 71% among 3,640 isolates tested,
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while S. hominis was 54.1% resistant among 525 isolates tested.
None of the S. schleiferi isolates tested (n = 19) displayed oxacillin
resistance, while resistance remained low for S. lugdunensis, (2%
[n = 147]), S. simulans (2% [n = 48]), and S. caprae (5.7% [n =
35]). Resistance remained intermediary for S. warneri (23%
among 204 strains), S. saprophyticus (32.5% among 77 strains), S.
cohnii (36% among 25 strains), S. capitis (37% among 392 strains),
and S. pettenkoferi (43.2% among 44 strains).

Microbiological relevance. The putative pathogenic role of
CoNS was determined as detailed above, consecutively selecting
50 isolates for each species while taking into consideration the
microbiological criteria of significance, as detailed in Table 1 (17).
The results displayed various rates of relevance. S. pettenkoferi was
responsible for a putative clinical infectious process in only 2% of
the case files studied, S. cohnii in 10%, and S. epidermidis in 14%.
Conversely, S. lugdunensis displayed the highest rate of pathoge-
nicity: 40% of the 50 strains selected were considered significant,
based on microbiological criteria. Statistical analysis revealed that
the repartition between relevant and nonrelevant groups was sta-
tistically significant, with a P value of <0.001.

DISCUSSION

This study assessed the implementation of mass spectrometry in a
microbiological laboratory for the identification of CoNS. The
results show that using MALDI-TOF MS in a hospital laboratory
increased the identification of CoNS to approximately 85%,
whereas only 14% of these staphylococci were identified to the
species level prior to MALDI-TOF MS being available. This pre-
vious lack of identification was compounded by the high cost and
time required for phenotypic tests, as well as the usual poor clin-
ical significance of a majority of CoNS isolated from clinical spec-
imens. Conversely, mass spectrometry is notably able to more
accurately carry out S. aureus identification than when using slide
or tube coagulase tests, and it is faster and cheaper than any cur-
rent automated system using phenotypic tests (20, 21).

Some studies based on phenotypic identifications previously
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assessed the clinical significance and species distribution of CONS
in various clinical specimens. Kleeman et al. (22) studied the spe-
cies distribution of 499 CoNS identified by phenotypic methods
and found results similar to those reported here with regard to the
isolation frequency for each species. S. epidermidis constituted
64.5% of all CoNSidentified (versus 62.7% in our study), followed
by S. haemolyticus (13.4% versus 11.6% in our study), S. hominis
(7.4% versus 8.3% in our study), and S. warneri (4.0% versus 3.3%
in our study). In our study, based on a greater number of isolates,
we also found other species not identified in the Kleeman et al.
(22) study, such as S. pettenkoferi, S. schleiferi, S. pasteuri, S. inter-
medius-S. pseudintermedius, and S. sciuri.

Interestingly, about 40% of the S. haemolyticus isolates in our
study came from respiratory specimens, while only 4% of the S.
hominis isolates did. Likewise, S. haemolyticus was found in urine
specimens in 11% of the cases and S. hominis in <0.1%. There-
fore, it could be postulated that S. haemolyticus is a normal inhab-
itant of mucosal membranes, such as those of the mouth or uri-
nary tract, whereas S. hominis is a normal inhabitant of the skin.

Statistical analysis of staphylococcal distribution between pe-
riods 1 and 2 revealed that MALDI-TOF MS allowed a signifi-
cantly higher rate of identification to be determined for S. aureus,
S. haemolyticus, S. capitis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. pasteuri, S.
xylosus, and S. saccharolyticus. In addition, the use of MALDI-TOF
MS revealed the further occurrence of certain species not well
known until recently, such as S. pettenkoferi, S. condimenti, and S.
piscifermentans. These species are not included in commercially
available identification systems based on phenotypic features, and
false identification might often occur with these systems (see Ta-
ble S1 in the supplemental material) (23-25). A total of 54 S.
pettenkoferi strains were identified during the study period, of
which more than half originated from blood cultures. Of note, this
species had never been isolated in our laboratory prior to the use
of MALDI-TOF MS. From a clinical standpoint, it should be em-
phasized that this pathogen was described in several pathological
instances, especially in immunocompromised patients, blood-
stream infections, osteomyelitis, and wound infections (24-26).
Its identification with the use of MALDI-TOF MS might therefore
have valuable clinical consequences.

Based on phenotypic identifications, Tan, Ng, and Ng (27) also
revealed some differences in clinical significance between 175 var-
ious CoNS. The authors notably found that 91% of the 53 strains
of S. lugdunensis studied appeared to be clinically significant. They
also found S. haemolyticus and S. capitis to be less virulent than S.
epidermidis and S. warneri, which was not the case in our study.
This may be explained by the smaller number of strains examined
in that study.

Since its characterization in 1988 by Freney et al. (28), S. lug-
dunensis has been considered a potential emerging pathogen.
Based on a retrospective study, Elamin et al. (29) showed that
implementation of MALDI-TOF MS in 2010 for routine diagnos-
tic use allowed the identification of 559 S. lugdunensis strains
among 20,806 CoNS during a 24-month period, whereas 31 iso-
lates were identified in the preceding 24 months using conven-
tional methods (29). They also performed a clinical analysis for
478 individual isolates of S. lugdunensis and found no infectious
diagnosis for 80 strains (16.7%), wound infection for 124 strains
(25.9%), 99 abscesses (20.7%), and 12 significant bacteremias
(2.5%), with 2 endocarditis cases (0.4%). In our study, S. lug-
dunensis was found to be microbiologically relevant in 40% of the
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cases, in contrast to the remaining CoNS, whose microbiological
relevance was never >26%. The 50 S. lugdunensis isolates selected
here for microbiological analysis originated from various inde-
pendent sampling sites: superficial specimens (n = 20), deep-tis-
sue specimens (n = 15), bone/synovial fluid/prosthetic joints (n =
10), intravascular catheters (n = 2), urine (n = 1), heart valve (n =
1), and blood culture (n = 1). Such associations of S. lugdunensis
with severe infections were previously reported in various patient
cases and series, including specimens from various origins, i.e.
endocarditis, skin and soft tissue infections, arthritis, prosthetic
joint infections, sepsis without identified gateway, pseudo-toxic
shock syndrome, necrotizing sinusitis, and brain abscesses (30—
35). S. lugdunensis is the second cause of endocarditis due to
CoNS, with a poor prognosis in 40% of cases (36). Putative viru-
lence factors have been described in S. lugdunensis that may ex-
plain its pathogenicity, including a fibrinogen binding protein, a
von Willebrand factor binding protein, and possibly a delta-like
hemolysin and a beta-hemolysin, although these hemolysins have
not been correlated with any clinical type or severity of infection
(37-39). The fibrinogen binding protein, also called the clumping
factor, yields a positive result in slide coagulase and rapid latex
agglutination tests, leading to its misidentification as S. aureus.

Interestingly, in our study, S. schleiferi was the second most
important CoNS for its pathogenicity. This pathogen expresses a
clumping factor, as does S. lugdunensis, and it also displays beta-
hemolysin activity that may be responsible for its erroneous iden-
tification as S. aureus in the routine laboratory setting (37, 40).
Clinical reports that describe infections with this pathogen remain
scarce, although they appear unusual in their presentation and
severity for a CoNS-mediated infection (40, 41). The production
of a fibrinogen affinity factor might be involved in colonization of
the vascular endothelium, one of the primary events in the patho-
genesis of infective endocarditis, and its implication has been re-
ported in experimental models of endocarditis (42).

Our study also reveals that >50% of the S. hominis and S.
pettenkoferi isolates were recovered from blood cultures. There is
no clear explanation for this observation. Previous studies report-
ing the diversity of CoNS in blood cultures remain sparse and
mostly have described the presence of S. epidermidis and S. hae-
molyticus, likely because they are the two most frequently isolated
CoNS in microbiology laboratories (43—46). The rate of isolation
in blood cultures was not correlated with pathogenicity in our
study, since S. hominis and S. pettenkoferi displayed a low rate of
pathogenicity. Moreover, most of these isolates came from a single
positive blood culture; therefore, this could be considered a prob-
able contaminant.

The antimicrobial susceptibility testing revealed a global meth-
icillin sensitivity of 66%, which is similar to the 70% rate reported
in the literature (1, 4). Nevertheless, it is noteworthy to compare
the rate of methicillin resistance for each strain to its pathogenic-
ity. The present results show that some of the rates are inversely
related. S. lugdunensis and S. schleiferi, CoNS species that have the
highest rates of pathogenicity, at 40% and 26%, respectively, also
remained methicillin sensitive in 98% and 100% of the cases ex-
amined, respectively. Conversely, S. haemolyticus and S. epidermi-
dis were methicillin resistant in 87% and 71% of cases, respec-
tively, but displayed low pathogenicity scores of about 22% and
14%, respectively. The impact of S. aureus methicillin resistance
on clinical virulence is still a matter of debate. Pozzi et al. (47)
recently published an in vitro study showing that methicillin resis-
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tance might attenuate S. aureus virulence (through repression of
agr transcriptional activity and reduced protease production) and
biofilm production in device-associated infections. Such observa-
tions have not been made in CoNS, although our data potentially
support this hypothesis.

Several limitations of the present study should be acknowl-
edged. Regarding the method described for phenotypic identifica-
tion, it is well known that free coagulase is present in highly patho-
genic species of staphylococci from animals (S. intermedius from
dogs, S. delphini from dolphins, S. hyicus from pigs, and S. lutrae
from otters), and S. lugdunensis, S. schleiferi, and S. saprophyticus
can give positive results when tested with the slide agglutination
test (48). Therefore, non-aureus Staphylococcus strains might have
been misidentified as S. aureus. It also has to be noted that some
deficient S. aureus strains lack both free coagulase and clumping
factor, and some of these strains might have been misidentified in
our study as coagulase-negative staphylococci. However, this bias
should be very limited in our study, as both the free coagulase and
slide agglutination tests were routinely performed for all isolates,
and confirmation with Vitek 2 was systematically performed for
deep-tissue samples or when discrepant results were obtained
with tube and slide tests.

Another limitation in our study is that we selected for the
MALDI-TOF analysis all the CoNS identified to the species level,
meaning those with an identification score of =2. However, dur-
ing this study period, it appears that 8% of the staphylococci tested
with MALDI-TOF did not reach this threshold, were identified to
genus level only, and were omitted from the analysis. Regarding
the microbiological significance analysis, the main limitation is
the methodology used to determine pathogenicity. Only microbi-
ological criteria were examined and not clinical criteria. It could
be postulated that while the microbiological criteria of signifi-
cance were fulfilled according to EMCM guidelines in this study, it
does not necessarily imply that the CoNS were involved in an
ongoing infectious process. Nevertheless, the findings described
here strongly correlate with previous data from the literature and
may represent the first step toward a larger clinical/microbiolog-
ical prospective analysis to confirm the role of certain CoNS spe-
cies identified through the use of MALDI-TOF MS. This is espe-
cially true for S. lugdunensis, which appears to be one of the most
pathogenic of the CoNS species. Another limitation regarding
identification rate has to be pointed out. We compared the iden-
tification rates from periods 1 and 2, but in addition to using
MALDI-TOF MS, more isolates were actually worked out in pe-
riod 2 (1,104 CoNS in period 1 versus 8,388 in period 2). This
difference might account for some of the differences in the ID
rates between periods 1 and 2. Even if statistical analysis reveals
significantly different ID rates, these data have to be read into
carefully and confirmed.

In conclusion, the requirement of an accurate and cost-effec-
tive method, such as MALDI-TOF MS, to identify even rare CONS
cannot be overlooked at a time when the clinical significance of
some CoNS appears to be very heterogenous (49). Exhaustive
identification of CoNS by MALDI-TOF MS as well as microbio-
logical criteria allow few suspect staphylococcal species to be iden-
tified as having a significant pathogenicity close to that of S. au-
reus, at least for S. lugdunensis. The heterogeneity of S. lugdunensis
isolates is under investigation through a clinical and prospective
study, as well as the possibility of a specific virulence content for
the species.
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Table S1 Vitek 2 and Maldi Biotyper Databases

Vitek 2 Maldi Biotyper databases Maldi Biotyper database
GP and ANC? used in this study current version
Period 1 Period 2
V3.0.2.0_3476 V3.1.1.0_3740 V3.1.2.0_3955 V4.0.0.1_5627
at 1%t Jan., 2011 updated 29" July, 2011  updated 15" Nov., 2011 updated 4 Feb., 2014
species (subspecies) species (subspecies) pecies (subspecies) pecies (subspecies)

S. arlettae + 2 2 2 3
S. aureus (ssp. anaerobius / ssp. aureus) + (/) 12 (1/7) 12 (1/7) 12 (1/7) 14 (1/9)
S. auricularis + 1 1 2 3
S. capitis (ssp. capitis | ssp. urealyticus) +  (H+) 6 (4/1) 6 (4/1) 6 (4/1) 7 (5/1)
S. caprae + 1 1 2 8
S. carnosus (ssp. carnosus / ssp. utilis) +  (+-) 3 (12) 3 (172) 3 (1/2) 3 (12)
S. chromogenes + 1 1 1 1
S. cohnii (ssp. cohnii / ssp. urealyticus) +  (H+) 5 (32 5 (312) 5 (32) 6 (32)
S. condimenti - 2 2 2
S. delphini - 1 1 1 3
S. epidermidis + 9 9 9 10
S. equorum (ssp. equorum) + () 2 (2 2 (2) 2 (2) 4 ()
S. felis - 1 1 1 8
S. fleurettii - 1 1 1 1
S. gallinarum + 0 0 0 0
S. haemolyticus + 8 8 12
S. hominis (ssp. hominis / ssp. novobiosepticus) +  (H+) 6 (3/1) 6 (3/1) 6 (3/1) 7 (3/1)
S. hyicus + 2 2 2 2
S. intermedius + 2 2 2 3
S. kloosii + 4 4 4 4
S. lentus + 2 2 2 2
S. lugdunensis + 5 5 6 7
S. lutrae - 3 3 3 6
S. muscae - 1 1 1 1
S. nepalensis - 2 2 2 2
S. pasteuri + 2 2 2 8
S. pettenkoferi - 4 4 5 6
S. piscifermentans - 1 1 2 2
S. pseudintermedius - 1 1 1 5
S. saccharolyticus + 2 2 2 5
S. saprophyticus (ssp. bovis / ssp. saprophyticus) + (/) 8 (1/7) 8 (1/7) 8 (1/7) 10 (1/9)
S. schleiferi (ssp. coagulans / ssp. schleiferi) + 6 (2/3) 6 (2/3) 6 (2/3) 7 (3/3)
S. sciuri (ssp. carnaticus | ssp. rodentium | ssp. sciuri) —+ 4 (1/172) 4 (1/172) 4 (1/172) 4 (1/172)
S. simiae - 4 4 4 4
S. simulans + 5 5 5 9
S. succinus (ssp. casei / ssp. succinus) - 2 (/1) 2 (/1) 2 (/D) 2 (/1)
S. vitulinus + 3 3 3 5
S. warneri + 4 4 4 6
S. xylosus + 4 4 4 4
S. sp. 2 5
Total Staphylococcus species 27 38 38 38 38
Total mass spectra in Maldi Biotyper Database NA 132 132 139 201

The number of spectra for each Staphylococcus species (and subspecies in brackets) present in the successive Maldi Biotyper databases used in this study are indicated in
column. The content of the latest Maldi Biotyper database release (current version at march 2013) is indicated for comparison in the last column. The presence of
Staphylococcus species (and subspecies in brackets) in the Vitek 2 database is indicated by “+”, and absence of the species is indicated by “-”.

NA: not applicable.
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Résumé de I'article :

Objectif: Suite aux résultats décrits dans l'article précédent nous avons voulu étudier
systématiquement tous les prélevements positifs a S. lugdunensis de 2010 a 2014 en se
basant sur I'étude des dossiers cliniques des patients. Cette période fait suite a la mise
en place de l'utilisation systématique de la spectrométrie de masse pour l'identification
des SCN nous donnant ainsi une confiance accrue dans 'exactitude des identifications
réalisées par rapport aux tests phénotypiques précédemment utilisés, en particulier
pour S. lugdunensis.

Résultats: 215 souches de S. lugdunensis ont été identifiées pendant la période de
I’étude, provenant de 168 patients différents. Soixante dix souches (41.6%) sont
impliquées dans une infection certaine selon les criteres définis a priori dont 39
infections ostéo-articulaires, 18 infections de la peau et des tissus mous et 13
bactériémies. Parmi les 39 infections ostéo-articulaires 25 sont survenues sur matériel
prothétique articulaire. Enfin, sur '’ensemble des 70 patients infectés, 56 (70%) ont eu
besoin d'une intervention chirurgicale dans le cadre de leur infection.

Conclusion : cette deuxieme étude préliminaire confirme les données microbiologiques
qui suggéraient que S. lugdunensis soit impliqué dans un processus infectieux dans 40%
des cas. Elle révele aussi de maniere totalement inattendue la fréquence d’isolement de
cette espece dans des infections ostéo-articulaires, en particulier prothétiques. Ces
données ont servi de rationnel a la mise en place de I'’étude prospective VISLISI.
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Letter to the Editor

Staphylococcus lugdunensis: a virulent pathogen causing bone and joint infections

Dear Sir,

Staphylococcus lugdunensis is a coagulase-negative staphylo-
coccus that has emerged over the past 10 years as a significant
pathogen. Several clinical studies have emphasized its pathoge-
nicity compared with other coagulase-negative staphylococci
causing mainly skin and soft-tissue infections [1]. In a previous
study, we used matrix-assisted laser desorption/ionization with
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) to identify
strains and observed that S. lugdunensis exhibited the highest rate
of virulence (40%) of the strains isolated, which were involved in
an infectious process [2]. Here, we conducted a retrospective study
to analyse all S. lugdunensis strains isolated in the laboratory be-
tween 2010 and 2014 and assessed the clinical significance of
each sample.

We collected all staphylococci identified in our institution from
January 2010 to January 2014. The identification of all bacteria was
performed using MALDI-TOF MS as previously described [2]. Med-
ical records from the patients included in the study were catego-
rized according to the patient's clinical and microbiological data.
Bacteraemia was considered to be proven if at least two blood sam-
ples were positive. Bacteraemia was considered doubtful if only one
bottle was positive but patients presented with signs of sepsis and
no differential diagnosis. Bone, joint and prosthetic joint infections
were proven if at least two samples were positive, according to In-
fectious Diseases Society of America guidelines [3]. If the Infectious
Diseases Society of America criteria were not fulfilled, but medical
records were suggestive of a bone and joint infection caused by S.
lugdunensis, then we categorized the case as being doubtful. For
skin and soft-tissue, we used national microbiological guidelines
to interpret samples in association with medical record data. If pa-
tients presented with local or general signs of infection and a
monomicrobial sample, we considered the case as being proven,
whereas cases involving polymicrobial samples were considered
doubtful. Statistical analyses were performed using Stata software,
version 11.0 (Stata Corp., College Station, TX). Patients' baseline
characteristics were compared with Fisher exact test or by %2 anal-
ysis for differences in proportions. p values were two-sided and
considered statistically significant if p <0.05. The study was
approved by the French Ethical Committee (CPP IV Est, Strasbourg,
France) (see Table 1).

In total, 11 605 strains of staphylococci were identified during
the study period, including 3486 (30%) Staphylococcus aureus,
4727 (40.7%) Staphylococcus epidermidis, 558 (4.8%) Staphylococcus
haemolyticus, 215 (1.8%) S. lugdunensis and 2619 (22.5%) other
coagulase-negative staphylococci. After removing duplicate sam-
ples from the same patients, 168 cases of S. lugdunensis remained

http://dx.doi.org/10.1016/j.cmi.2016.05.031

in our study data set. Among these, 67 (39.9%) strains arose from
bone and joints, 44 (26.2%) came from skin and soft tissue, and
27 (16.1%) from blood cultures. Thirty (17.8%) of our patients
were excluded: 25 because of sample mislabelling, three because
they were <18 years of age, and two because medical records
were not available. Samples mislabelled were defined as those
without information regarding their origin. Among the 67 strains
arising from bone, joint and prosthetic joints, 39 patients pre-
sented with a proven infection, 23 were doubtful, and five were
considered as contaminations. Among the 39 proven infections
the samples were collected directly from surgery for 35 patients:
bone biopsies, soft-tissue biopsies and sonication of removed pros-
thesis. Joint aspiration was performed for four patients. Twenty-
five (64.1%) infections occurred on prosthetic materials: 15 pros-
thetic joints (knee, n = 12; hip, n =2; shoulder, n=1), ten osteo-
synthesis/arthrodesis (knee, n=2; ankle, n=2; spinal, n=2;
tibial, n = 2; toe, n=2). Nineteen infections (48.7%) were consid-
ered acute and 20 (51.3%) were chronic. Regarding the 44 skin
and soft-tissue infections, 18 were considered proven, 15 doubtful,
and 11 as contaminations. Ten (55.6%) patients had a clinical ab-
scess (five of which were in the breast), and it is of interest to
note that one patient had a necrotizing infection. Thirteen epi-
sodes of proven bacteraemia were identified, whereas six
remained doubtful and eight samples were considered as contam-
inations. Among the patients with proven bacteraemia, three cases
of endocarditis were recorded. Fifty-six patients (80%) among the
70 with proven infections underwent surgical intervention for S.
lugdunensis infection and 55 had confirmatory cultures from sur-
gery. Antibiotic treatment targeted specifically S. lugdunensis in
60 patients among 70. This retrospective study confirmed that S.
lugdunensis is frequently involved in pathogenic processes as 41%
of the clinical isolates examined were not considered as contami-
nants. This rate is in accordance with our previously published
data and the literature [2,4]. Bone and joint infections were
frequent sources in this study, one possible explanation for this
is the choice of methodology used by our laboratory to analyse
joint fluid and prosthetic devices. Indeed, bacteriologists systemat-
ically inoculate paediatric blood culture bottles (BACTEC PED PLUS,
BD Diagnostics, Le Pont de Claix, France) for joint-fluid analysis
and sonicate prosthetic materials before the inoculation of culture
media. We also found that most of the patients presenting with
proven bone and joint infections did not have fever or neutrophilic
leucocytosis even if those parameters were collected before antibi-
otic or surgical treatment. Our study is limited by its retrospective
design, but a prospective study is ongoing and aims to evaluate the
pathogenicity of S. lugdunensis and describe its specific infectious
features (NCT02026895).

1198-743X/© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Table 1
Characteristics of patients presenting with proven Staphylococcus lugdunensis infection (n = 70)
Bone and joint Skin and soft-tissue Bacteraemia (n = 13) p*
infections (n = 39) infection (n = 18)
Age (years) 63.1 524 62.6 0.086
Sex (male/female) 21/18 8/10 10/3 0.187
Nosocomial infection 19 (48.7%) 7 (38.9%) 10 (66.0%) 0.099
Community infection 20 (51.3%) 11 (61.1%) 3(23.1%) 0.099
Co-morbidities
Diabetes 11 (28.2%) 5(27.8%) 4 (30.8%) 0.665
Renal insufficiency 8 (20.5%) 2 (11.1%) 5 (38.5%) 0.183
Cancer 3(7.7%) 3(16.7%) 4 (30.8%) 0.113
Congestive heart failure 6 (15.4%) 0 5 (38.5%) 0.015
Charlson co-morbidity index 41 3.2 6.3 0.017
Foreign bodies/prosthetic joints 25 (64.1%) 0 10 (76.9%) <0.001
Clinical characteristics
Fever 5(12.8%) 6 (33.3%) 11 (84.6%) <0.001
Neutrophilic leucocytosis 4 (10.3%) 7 (38.9%) 6 (46.2%) 0.008
Neutropenia 0 0 1(7.7%) 0.108
Elevated C-reactive protein 29 (74.4%) 13 (72.2%) 13 (100%) 0.111
Mean C-reactive protein measurement (mg/L) 66.9 64.4 135.1 0.081
Mortality due to S. lugdunensis infection 1(2.6%) 0 3(23.1%) 0.011

2 p values were considered statistically significant if p <0.05
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Résumé de I'article :

Objectif : I'étude VISLISI a pour objectif de rechercher un ou des facteurs de virulence
chez S. lugdunensis en menant une étude prospective monocentrique clinique des
infections a S. lugdunensis et en recherchant dans le méme temps des facteurs de
virulence au sein du laboratoire. Concernant I'étude clinique le nombre de sujet
nécessaire a été fixé a 82 et les inclusions se sont étendues de décembre 2013 a février
2016. Le détail des facteurs de virulence recherché est détaillé dans le chapitre matériel
et méthodes de cette étude. Les objectifs secondaires sont: décrire la présentation
clinique des infections a S. lugdunensis et rechercher des facteurs de risque clinique et
immunologiques. Les analyses statistiques ont été faites sur la base des modeles
Bayésiens, méthodes inférentielles qui d’'une maniére tres générale évaluent la
probabilité d'un événement en fonction de la probabilité des événements déja évalués.
Cette méthode statistique donne une évaluation de I'OR et sa probabilité statistique sous
la forme d’une probabilité d’association pr.

Résultats : L’analyse des résultats cliniques montre que sur 347 patients ayant un
prélevement positif a S. lugdunensis 129 (37.2%) présentent une infection certaine
compte tenu des criteres d’inclusion et 82 ont été inclus dans I’étude mais un patient a
été exclu secondairement pour défaut lié au document de consentement éclairé. Sur les
81 patients inclus la majorité présente une infection ostéo-articulaire (n=28, 34.6%), le
plus souvent sur protheses articulaires (n=16), puis des infections de la peau et des
tissus mous (n=23, 28.4%), des bactériémies (n=8, 9.9%) et d’autres localisations (n=22,
27.2%). La recherche de facteurs de virulence met en évidence la présence d’une activité
protéolytique chez 50 souches (61.7%). Cette protéolyse est due a une protéase de type
métalloprotéase que nous avons purifiée par chromatographie par échange d’ions et
séquencée par nano LC-MS/MS. Cette technologie associe une séparation des peptides
issus de la protéine (digestion a la trypsine) par chromatographie liquide a haute
performance et une spectrométrie de masse en tandem comme décrite dans le
paragraphe des matériels et méthodes. La séquence peptidique obtenue comparée a une
base de données montre que cette protéase présente 62.4% d’homologies de séquence
avec la protéine SHPI. SHPI est une métalloprotéase isolée de Staphylococcus hyicus, un
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SCN rependu en médecine vétérinaire. La protéase produite par S. lugdunensis a été
appelée lugdulysine. Nous avons ensuite réalisé un séquencage complet du gene de la
protéase par l'intermédiaire des séquences de novo obtenues dans le cadre de la
deuxieme partie de I'étude VISLISI. Cette séquence génétique confirme la séquence
peptidique obtenue par nano LC-MS/MS et montre qu’il s’agit, comme SHPI, d'une
protéine sécrétée (présence d'un peptide signal) sous forme immature (préprotéine).
Nous avons ensuite réalisé une PCR sur I'’ensemble des 81 souches et montré que toutes
étaient porteuses du gene shpl (codant pour la lugdulysine) posant ainsi la question de
I'expression de ce gene, sa régulation, mais aussi de notre méthode d’évaluation de
'activité protéolytique. L’analyse statistique a enfin montré une association statistique
forte entre cette protéase et les infections ostéo-articulaires (OR=1.82, 1C=0.7-4.9,
pr=0.89).

Conclusion : I'étude VISLISI a permis de mettre en évidence la production par S.
lugdunensis d’'une nouvelle métalloprotéase, statistiquement associée aux infections
ostéo-articulaires. D’'une maniere générale, nous confirmons les résultats obtenus
rétrospectivement et montrons lI'importance clinique de cette bactérie, mais aussi son
implication dans les infections ostéo-articulaires.
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ABSTRACT

Objective: Staphylococcus lugdunensis is a coagulase-negative staphylococcus that displays an unusually
high virulence rate close to that of Staphylococcus aureus. It also shares phenotypic properties with
S. aureus and several studies found putative virulence factors. The objective of the study was to describe
the clinical manifestations of S. lugdunensis infections and investigate putative virulence factors.
Method: We conducted a prospective study from November 2013 to March 2016 at the University
Hospital of Strasbourg. Putative virulence factors were investigated by clumping factor detection,
screening for proteolytic activity, and sequence analysis using tandem nano-liquid chromatography-mass
spectrometry.
Results: In total, 347 positive samples for S. lugdunensis were collected, of which 129 (37.2%) were from
confirmed cases of S. lugdunensis infection. Eighty-one of these 129 patients were included in the study.
Bone and prosthetic joints (PJI) were the most frequent sites of infection (n = 28; 34.6%) followed by skin
and soft tissues (n = 23; 28.4%). We identified and purified a novel protease secreted by 50 samples
(61.7%), most frequently associated with samples from deep infections and PJI (pr 0.97 and pr 0.91,
respectively). Protease peptide sequencing by nano-liquid chromatography-mass spectrometry revealed
a novel protease bearing 62.42% identity with Shpl, a metalloprotease secreted by Staphylococcus hyicus.
Conclusion: This study confirms the pathogenicity of S. lugdunensis, particularly in bone and PJI. We also
identified a novel metalloprotease called lugdulysin that may contribute to virulence. X. Argemi, Clin
Microbiol Infect 2017;23:334.e1—334.e8
© 2016 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

Introduction

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) are major human skin
flora crucial for maintaining homeostasis of the skin microbiome.
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causing nosocomial infections in patients with epithelial barrier
breaches [1]. Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis
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and Staphylococcus haemolyticus are the most frequently isolated
CoNS in human diseases, but matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF/MS) has
revealed other infectious CoNS species, such as Staphylococcus
lugdunensis [2]. This CoNS is part of the normal skin flora, partic-
ularly in the pelvic region, groin area, lower extremities and axillae
[3]. Clinical reports have shown that rates of virulence for noso-
comial and community infections as well as the level of severity are
similar to that of S. aureus [2,4]. Among other phenotypic similar-
ities, S. lugdunensis shares with S. aureus a linked coagulase that
yields a positive result in slide coagulase and rapid latex aggluti-
nation tests, often leading to misidentification as S. aureus [5].
Staphylococcus lugdunensis expresses various adhesion factors that
are possibly involved in endocarditis, including von Willebrand and
fibrinogen adhesion proteins as well as cytotoxic factors, i.e. a 3-like
haemolysin, -haemolysin and haemolysin III [6]. It is also able to
produce a biofilm that is mainly proteinaceous and is the only CoONS
carrying an ESAT-6 system [7]. In addition, S. lugdunensis encodes a
streptolysin S-like toxin system and iron-regulated surface deter-
minant similar to S. aureus in terms of organization and sequence.
Genes for enterotoxins G and I were identified from clinical samples
[8]. The clinical presentation of severe S. lugdunensis infection may
be caused by virulence factor production. For example, necrosis was
observed in some skin or deep infections, suggesting that
S. lugdunensis elicits a non-appropriate inflammatory response or
produces aggressive compounds, such as cytolysins and entero-
toxins, as found in some S. aureus infections [9]. Staphylococcus
lugdunensis was also involved in bone and joint infections that may
be facilitated by the production of the metalloprotease aureolysin,
as recently demonstrated for S. aureus [10]. The main objective of
this prospective study is to describe the clinical manifestations of
S. lugdunensis infection and to assess the role of various in vitro
factors that could be associated with virulence. To this end, we
conducted a prospective study of all S. lugdunensis infections
encountered and evaluated putative virulence factors at the labo-
ratory level.

Materials and methods
Population study and ethical approval

This prospective study was conducted from November 2013 to
March 2016 at the University Hospital of Strasbourg, France.
Microbiological analyses were performed at the hospital laboratory
and virulence factor investigations were performed at the Medical
University Laboratory, EA7290. The study and consent forms were
approved by the French Ethics Committee (IDCRB-2013-A01057-
38) and promoted by the University Hospital of Strasbourg (PRI
2013—HUS no. 5616). This study was also registered at clinicaltrial.
gov under number NCT02026895.

Inclusion criteria were age >18 years and S. lugdunensis infection
as confirmed by clinical signs and previously published microbio-
logical criteria [2]. Bone, joint and prosthetic joint infections (PJIs)
were defined by two or more positive intraoperative cultures or a
combination of positive preoperative aspiration and intraoperative
cultures according to the PJI guidelines of the Infectious Diseases
Society of America (IDSA) [11]. For patients with only one bone
sample positive for S. lugdunensis, infection was confirmed by three
criteria: clinical signs of infection, positive pure culture, and from
samples that did not come from known niches for this organism
(groin area, lower extremities or axillae) [3]. Bacteraemia was
confirmed if at least two blood samples were positive or if only one
bottle culture was positive, but the criteria of Souvenir et al. were
fulfilled [12]. Skin and soft-tissue infections were confirmed if the
patients presented with local signs of infection and two positive
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microbiological samples or one positive sample but in pure culture.
Central venous catheter infections were defined by local signs of
infection and culture with > 1000 CFU/mL according to the Cleri
criteria modified by Brun-Buisson et al. [13]. For urinary tract in-
fections, we used national guidelines. Bacteriuria was considered
significant at >10° CFU/mL when associated with leucocyturia at
>10* CFU/mL. Exclusion criteria were age under 18 years and no
social insurance.

Data collection and follow up

Patients were clinically evaluated on enrolment. The following
biological parameters were recorded: haemoglobin level, platelet,
leucocyte, neutrophil and lymphocyte counts, creatinine clearance,
and C-reactive protein level. Patients were monitored for 1 month,
and the following immunological parameters were then collected:
leucocyte, neutrophil, lymphocyte, CD4" T-cell, CD8™ T-cell, CD56™
T-cell and CD20" B-cell counts, complement levels (C3, C4, CH50)
and immunoglobulin dosage. Patients were categorized according
to the presence or absence of seven features indicative of virulence:
sepsis, deep infection, material infection, abscess, portal of entry for
the infection, bacteraemia, immune deficiency, and bone and joint
infection.

Strain identification and antimicrobial susceptibility

All strains were identified by MALDI-TOF/MS as previously
described according to the manufacturer's instructions (Bruker
Daltonics, Wissembourg, France) [2]. Antimicrobial susceptibility
testing was performed using a VITEK 2® automated ID/AST in-
strument (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) or agar diffusion tests
according to the recommendations of the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing for the 2013-2016 study
period [14]. Samples from prosthetic devices were systematically
sonicated and inoculated into paediatric blood culture bottles
(BACTEC PED PLUS, BD Diagnostics, Le Pont de Claix, France) in
addition to the regular culture method.

Virulence factors analysis

Clumping factor detection. A rapid latex agglutination test was
used to detect fibrinogen adhesion factor. Pastorex™ Staph Plus
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) is a rapid slide latex agglu-
tination assay designed for the detection of S. aureus clumping
factor, capsular polysaccharide and protein A. However, protein A
has not been detected in S. lugdunensis and monoclonal antibodies
for capsular polysaccharides are species specific. Hence, a positive
result with S. lugdunensis favours the presence of clumping factor.

Screening for proteolytic activity. After identification, each strain
was cultured on Mueller—Hinton agar plates for 18 h at 37°C. A
single colony was then inoculated into 100 mL brain—heart infusion
broth and incubated for 18 h at 37°C with shaking. Culture super-
natant was collected and filtered through 0.22-um pore filters.
Protease activity was measured using azocasein (Sigma-Aldrich,
Vélizy, France) as previously described [15]. One millilitre of the
supernatant was added to 200 pL of 7.5 M NaOH, and absorbance at
440 nm was measured to estimate protease activity. The limit of
detection for this test was defined as 3x SD of the mean for
negative controls.

Protease purification was achieved by ion-exchange chroma-
tography on an Akta Purifier (GE Healthcare, Vélizy, France). The
strain VISLISI_22 was chosen for protease purification as it dis-
played a high proteolytic activity according to the azocasein assay.
Two-step chromatography was performed. Briefly, culture super-
natant from brain—heart infusion broth was harvested by
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centrifugation (10 min at 7000 g and 4°C) and filtered through
0.45-um pore filters (Merck-Millipore). Filtrate was then eluted
with ammonium sulphate (700 mM, CaCl, 2 mM, pH 8) after phenyl
source capture (GE Healthcare). A second step of purification on a
MonoQ column (GE Healthcare) with NaCl elution (NaCl 280 mM,
CaCl; 2 mM, pH 8) allowed identification of fractions, which were
retested for protease activity by the azocasein assay. The molecular
weight of each fraction was evaluated by SDS—PAGE with Coo-
massie Blue staining. The 1D gel samples were washed and sub-
jected to enzymatic digestion by trypsin. Extracted tryptic peptides
were analysed by nano liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS/MS), and sequences were compared against the
S. lugdunensis database using Mascotr. The liquid fraction of the
purified protease was analysed by LC-MS using an Alliance 2695
separation module coupled to a micrOTOF-Q mass spectrometer
(see Supplementary material, Data S1).

Whole genome sequencing

The whole genome sequence was obtained from strain
VISLISI_22, the strain used for the protease purification. DNA was
extracted and purified using the MasterPure™ DNA Purification kit
(Epicentre, Le Perray en Yvelines, France). Whole genome
sequencing was performed using Illumina technology: ILLumiNa
HiSEq 2500 (GATC Biotech AG, Konstanz, Germany). Raw data were
assembled using SPADEs assemBLER (V 3.9.0) and the sequence was
finished using the PAGIT toolkit from Sanger Institute [16,17]. The
assembled genome was compared with one of the available
genome, S. lugdunensis N920143 (NCBI Reference Sequence:
NC_017353.1) using INTEGRATIVE GENOME VIEWER [18]. Command lines
for the bioinformatics tools used are available in Supplementary
material, Data S2.

Gene distribution

After protease identification and whole genome sequencing, we
performed a PCR on all strains to examine the distribution of the
gene coding for the protease previously identified and sequenced.
DNA extraction and purification were performed as described in the
previous paragraph. The primers synthesized were as follow: 5’-
GATCGTCAACATTTGAATGAAT-3’ as the forward primer and 5’-
GTGCAGTATTCGTATCACCTGGA-3’ as the reverse primer, amplifying
a 372-bp region (Fig. 3). PCR was performed using a Tag PCR Kit
(E5000S PCR Kit, New England BioLabs, Evry, France). Thermal
cycling conditions included an initial denaturation step (30 s at
95°C), followed by 30 cycles of amplification (denaturation for 30 s
at 95°C, annealing for 30 s at 45°C and extension at 68°C for 1 min).
A final extension step of 5 min at 68°C was performed before
cooling at 4°C. PCR products were analysed by electrophoresis into
1 % agarose gels.

Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean (SD). Categorical
variables are expressed with frequency and percentages. Inferential
statistical analyses were conducted using Bayesian methods [19].
Logistic regressions were used to model the relationships between
the putative virulence factor and infection characteristics. Infection
characteristics were evaluated at baseline, during follow up and at
the final visit. Patients were categorized using the following
groups: presence of sepsis, deep infection, foreign body infection,
presence of abscess, presence of a portal of entry for the infection,
bacteraemia, presence of immune deficiency and PJI. All those
categories were analysed according to various variables detailed in
Table 2. The results are presented as OR with their 95% credibility
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interval, and with the probability pr that the OR is >1 (which in-
dicates a positive association), i.e. pr Pr(OR >1). Larger values of this
probability (near 1) indicate higher likelihood of the OR being >1.
Smaller values of this probability (near 0) indicate higher likelihood
of the OR being <1 (negative relationship). A probability near 0.5 is
to be interpreted as a weak probability of a positive or negative
relationship. Bayesian analysis does not use the (frequentist) p-
value and the pr probability must not be confused with a p-value.
The log(OR) before was a moderately informative Gaussian distri-
bution (N (p =0, 6°=2.33)), which implies on prior grounds that
the OR has a prior 95% chance to be in the (1/20; 20) interval. Ac-
cording to the Bayesian theory, inference is based on the posterior
OR distribution.

The Bayesian analyses were run with JAGS 4.2.0. and R 3.2.0
softwares. After a burn-in of 5000 updates, 100 000 iterations were
performed and convergence was checked using trace plots of the
sample values for each iteration. Convergence was observed in all
cases.

Results
Patients

During the study period, 347 samples positive for S. lugdunensis
were collected, and 129 (37.2%) came from confirmed infections
(Fig. 1). Eighty-two of these 129 patients (63.6%) gave their consent
to participate in the study; three patients were excluded because of
age (<18 years), 47 did not give their consent, and one patient
withdrew consent. Among the 81 patients included in the analysis,
28 (34.6%) presented with bone and joint infections, 23 (28.4%)
with skin and soft-tissue infections, 8 (9.9%) with bacteraemia, 5
(6.2%) with urinary tract infections, and 17 (21%) with other in-
fections (five postoperative lymphocele infections, five deep ab-
scesses and seven other infections). One patient presenting with a
PJI also had one positive blood culture. Mean age of patients
included was 60 years, and a high proportion also had diabetes
(n=25; 30.9%) or cancer (n = 26; 32.1%) (Table 1). Most patients
did not have fever on presentation (n = 23; 28.4%). At a biological
level, leucocyte and neutrophil counts were usually normal (mean
9 x 10%L and 6.2 x 10%/L, respectively; normal range 3.9 x 10° to
10.5 x 10°/L) but C-reactive protein was significantly elevated
(mean 77.2 mg/L; normal value <4 mg/L). Most underwent surgery
because of S. lugdunensis infection (n = 52; 64.2%). Regardless of
treatment modality, most were cured after 1 month of follow up
(n=67; 82.7%). T-cell and B-cell counts and complement dosage
were usually normal at follow up. All clinical and biological char-
acteristics were explored in all patient groups as described in the
Materials and methods (see Supplementary material, Table S1).

Microbiological results

All clinical isolates remained susceptible to methicillin, vanco-
mycin, fluoroquinolones and aminoglycosides. Thirty-five (42.7%)
were resistant to fosfomycin, 6 (7.3%) to erythromycin, and four to
fusidic acid. Six strains were small colony variants, three from PJI,
and three from skin and soft-tissue infections. Two strains were
rough colony variants, one from skin and soft-tissue infection, and
one from infected postoperative lymphocele. Slide agglutination
tests yielded positive results in 53 of 81 (65.4%) strains (see
Supplementary material, Table S2).

Protease identification and purification

Fifty of 81 strains identified (61.7%) displayed proteolytic ac-
tivity in the azocasein assay. Protease purification was performed
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Fig. 1. Recruitment of patients with positive samples for Staphylococcus lugdunensis.

with strain VISLISI_22 as it displayed strong proteolytic activity in
the azocasein assay. The source patient for the VISLISI_22 sample
presented with bacteraemia, endocarditis and septic embolism.
Ion-exchange chromatography yielded four fractions with proteo-
lytic activity, all with the same molecular weight of 37 kDa (Fig. 2).
Lane C in the SDS—polyacrylamide gel showed a putative degraded
form of the protease, representing 20% of the fraction. NanoLC-MS/
MS analysis after trypsin digestion of gel band C identified a neutral
metalloprotease protein with 78% sequence coverage (see
Supplementary material, Fig. S1). The LC-MS analysis of liquid
fraction C detected 2 components, eluted at 14 and 30.3 minutes
(see Supplementary material, Fig. S2). The average mass measured
for the major compound eluted at 30.3 min was 39 778.61 + 0.47
Da. The average mass calculated for the sequence from serine res-
idue 92 to C-terminal asparagine residue 437 was 39 778.44 Da. A
homology search found 68% sequence identity with the ShPI met-
alloprotease (also named hycolysin, GenBank Accession number
CAA51745.1) described in another CoNS, S. hyicus. Alignment of the
peptidic sequences of ShPI from S. hyicus and the S. lugdunensis
VISLISI_22 protease using CrustaL revealed 216 identical positions,
97 similar positions, and a global identity score of 62.42%. Shpl is a
secreted pre-protein metalloprotease (harbouring an N-terminal

signal peptide) of the M30 family (MEROPS Accession number
MERO0001182) with a typical HEXXH motif (H242 E243 Y244 Q245
H246) at the catalytic site. The VISLISI_22 protease lugdulysin has
an identical HEXXH catalytic site but different amino acid positions
(H150 E151 Y152 Q153 H154). The results obtained in our study
with strain VISLISI_22 and nano LC-MS/MS suggest that lugdulysin
is also a metalloprotease secreted in the form of a pre-protein. The
peptide sequence we obtained could represent the final secreted
form of lugdulysin as the molecular weight of both lugdulysin and
the mature form of Shpl from S. hyicus are close (37 and 39 kDa,
respectively).

Whole genome sequence of strain VISLISI_22

SPAdes assembly of raw fastq files produced 34 contigs with an
N50 of 167 kb. PAGIT applications suite produced a main chromo-
some of 2.6 Mb and 33.7% GC. Whole genome comparison with
S. lugdunensis N920143 shows that VISLISI_22 shared 94.7% of its
genome with this reference strain. Using INTEGRATIVE GENOME VIEWER
we aligned VISLISI_22 genome with the genome from S. lugdunensis
strain N920143 and its annotation. We were able to locate the shpl
locus that is present in VISLISI_22 without any nucleotidic
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Table 1
Clinical and biological characteristics of patients with Staphylococcus lugdunensis
infections

Patients with
Staphylococcus lugdunensis
infection (n = 81)

Clinical parameters

Age, years, mean (IQR) 60 (22)
Male 37 (45.7%)
Female 44 (54.3%)
Charlson score, mean (IQR) 3.5(3)
Cancer 26 (32.1%)
Diabetes 25 (30.9%)
BMI, mean (IQR) 28.4(7.7)
T°C, mean (IQR) 37.5(1)

T°C >38°C
Biological parameters
Haemoglobin, g/dL, mean (IQR) 11.7 (2.6)
Platelets, 10°/L, mean (IQR) 293 (135)
Leucocytes, 10°/L, mean (IQR) 9(5)

23 (28.4%)

Neutrophils, 10°/L, mean (IQR) 6.2 (3.9)
Lymphocytes, 10°/L, mean (IQR) 1.6 (1.1)
Creatinine clearance, mL/min, mean (IQR) 79.4 (10)
CRP, mg/L, mean (IQR) 77.2 (94.6)

Microbiological data
Monomicrobial
Polymicrobial

1-month follow up

62 (76.5%)
19 (23.5%)

Death due to infection 0

Cured 67 (82.7%)
Length of hospital stay, days, mean (IQR) 15.2 (19)
Surgery performed 52 (64.2%)
Leucocytes, 10°/L, mean (IQR) 7.3 (3)
Neutrophils, 10°/L, mean (IQR) 46(2.1)
Lymphocytes, 10°/L, mean (IQR) 1.7 (1.2)
Gammaglobulins, g/L, mean (IQR) 11 (34)
IgG, g/L, mean (IQR) 11.5(3)
LT CD4, cells/mm?, mean (IQR) 849 (641)
LT CD8, cells/mm?, mean (IQR) 409 (408)

Abbreviations: BMI, Body Mass Index was calculated as the weight in kilograms
divided by height in m?; CRP, C-reactive protein; IQR, interquartile range.

polymorphisms. The nucleic acid sequence was translated and the
resulting amino acids sequence is presented in Fig. 3. Protein
analysis confirms that lugdulysin is a secreted protein (peptide
signal sequence was identified using SiGNALP v 4.1 server) [20]. The
last 346 amino acids translated from this locus are identical to the
346 amino acids obtained by nano LC-MS/MS and constitute the
mature protein. The 64 amino acids that remain between the
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putative signal peptide and this mature protein sequence match
with the propeptide region.

Lugdulysin gene distribution among the strains. All 81 isolates
tested with PCR were positive for the gene coding for lugdulysin.

Statistical analysis

Statistical analysis revealed that positivity for the clumping
factor was strongly associated with bacteraemia and immune
deficiency (pr = 0.95 for both variables) (Table 2). On the contrary,
foreign body infections were not strongly associated with clumping
factor positivity (pr=0.05). Production of lugdulysin was also
strongly associated with deep infections and immune deficiency
(pr = 0.97 and pr = 0.98, respectively), bacteraemia, and bone, joint
or PJ infection site (pr = 0.90 and pr = 0.91, respectively). Diabetes
was strongly associated with bone, joint or PJ infection site and
with a portal of entry for the infection (pr=0.98 and pr = 0.99,
respectively). Duration of hospital stay was strongly associated
with deep and foreign body infections (pr=1and pr=0.99,
respectively) and with immune deficiency (pr = 0.93). Regarding
patient follow up, surgery was highly associated with bone, joint or
P] infection (pr = 1). Finally, patients with abscesses were unlikely
to have deep infections, foreign body infections, bacteraemia
(pr = 0 for all), or bone, joint, or P] infections (pr = 0.02).

Discussion

Although S. lugdunensis is not a commonly detected CoNS [2],
this prospective study confirms the clinical significance of infection.
In fact, a high proportion of the patients included in the study
required surgery because of S. lugdunensis infection, particularly
those with bone, joint or prosthetic joint infections.

This pathogen has been isolated more frequently from skin and
soft tissue infections than from bone, joint or PJ infections [4,21].
One possible explanation for the high incidence of bone, joint and
PJ] infections in the current study is the methodology used in our
laboratory to analyse joint fluid and prosthetic devices. Bacteriol-
ogists systematically inoculate paediatric blood culture bottles
(BACTEC PED PLUS, BD Diagnostics, Le Pont de Claix, France) for
analysis of joint fluid, tissue specimens and sonicated prosthetic
materials before inoculation of culture media. Paediatric blood
culture bottles for joint fluid inoculation have proven useful for
Kingella kingae and Brucella melitensis septic arthritis and may also
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Fig. 2. Staphylococcus lugdunensis (strain VISLISI_22) protease purification. Elution after phenyl source® capture yielded two fractions with protease activity (lanes 1 and 2). Pu-
rification on a MonoQ® column allowed identification of four fractions with protease activity (from lane A to lane D). Lane MW, molecular weight.
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1 ATGAACATTTCACAT AAATTATTAATCGCC CTTAGCACAACCATT ACTATTGCCTTACCG

1M N I
76 CAAGCC
26 9 A
151
51
226
76
301 CTAAATGATCAGCGT ACCTTTACAACAATT
101 L N D Q R T F T T I
376 TACGATGGTAAAAAA GCCCAAGTGTGGGTT
126 Y D G K K A Q V W V
451 GAATTTGATGAACGT ATCGACCCACTTATC
151 E F D E R I D P L I
526 GTAAATATCCTTGTA TATGATATTAAAGAT
176 V N I L V Y D I K D
601 AGAGATTTATACAAT GTCCGAGGATCAAAC
200 R DL YN V R G S N
676 ERSSTORNCRENIGRRRIGAR 2 CAAATC
226 D R Q H L NE S Q I
751 GAAAATCTATTTAAA GAACAAAGTCAAGAA
251 E N L F K E Q S Q E
826 CAAATGTACTTGAAT GCACCATTGAATTCA
276 Q M Y L N A P L N S
901 TCATTAATCCGTTGG GACGAACAAGGTGAT
301 S L I RW DEQ G D
976 AAAAAACAAAGTGAC AATGGTGAACAAGTC
326 K K Q S D N G E Q V
1051 CAAAATGCAATTCAT GAACATGTAGACCCT
351 9 N A I H E H V D P
1126 GTGAAAAAAGAAAAT AGTGGACCGTATGGT
376 VX K EN S G P Y G
1201 TCTCAAATTCCAGAG ACATTAGCACCTCAA
401 S ¢ I P E T L A P Q
1276 GACAAAGACGAAGAT ATCTCATACAATAAA
426 D K D E D I S Y N K

S H K L L I A

L s T T I

GATAATAGAACTAAT
D N R TN
GCTGATCAATACATT
A D Q Y I
GAAAACAACTTTGGT
E NN F G
AACTATGACCAAACA
N Y D Q T
CACAGCGAAATCTTC
H S E I F
TATTCCACATTAGCG
Y S T L a
GAAATGGATCCATGG
E M D P W
CGTATCGATTATTAT
R I D Y Y
ACATTATCAAACTAC
T L S N Y
TTTAAAGAACTCATT
F K E L I
AATTTATCACTTAGT
N L S L S
TTCAAAGGAGATGCA
F K G D A
GGATCTGTGTTATTC
G S V L F
GTCAATTAA
VvV N *

T I A L P

AGTCAAAATGGC
S 9 N G
CAAGATGAACAAACC
Q DE QT
ACTGATARAACAAGCG
T D K Q A
GAACCCTCTGATGTT
E P S D V
GGAACGTATATTGGT
G T Y I G
TATATGGATACGTAT
Y M D T Y
CATGAATATCAACAT
H E Y Q H
TTAAACGAAGCATTA
L N E A L
AATAATTCAAAATCC
N N S K S
TCATTATCTTACCTC

AAATTCATGACTAAC
K F M T N
GACTTCAATAACGTT
D F N N V
CAAACAAATCAAGAC
O T N Q D

--- Putative peptide signal 27 amino acids (SignalP v 4.0 server)

--- Putative mature protein 346 amino acids

ATTTCACAATGCGCA
I S Q C A

GGCAAACAATATAGC
G K Q Y S
ACTGCTACATTAAAA
T AT L K
CARAACATTGGTAGA
O N I G R
GACAATAATGGTAAA
D N N G K
GGTTATTTCCATCCA
G Y F H P
CCATCAATGGGAACA
P S M G T
ATGGTCAATGCCAAC
M V N A N
TCAATGGCTAGTGAA
S M A S E
ATCGCCTATGGTCAT
I A Y G H
TTTATTGAATATCTG

TTTAGAATCGCCCTT
F R I A L
CATCCACAACCAATT
H P Q P I
TTCAACGTACCTAAT
F N V P N
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Fig. 3. Nucleotides sequence of locus shpl from genome sequence of Staphylococcus lugdunensis strain VISLISI_22 and protein sequence translation.

be useful for the identification of several other types of bacteria,
including staphylococci [22]. The presence of CoNS in deep sam-
ples, such as bone and joint fluid samples, is usually interpreted
with caution. For PJI, the IDSA recommends that at least two
samples yield the same microorganism to mitigate the possibility of
contamination (except for known highly virulent pathogens such as
S. aureus) [11]. In the recent IDSA recommendations for the diag-
nosis and treatment of native vertebral osteomyelitis, S. lugdunensis
is considered differently from other CoNS, as image-guided aspi-
ration biopsy is not recommended when blood cultures are positive
for this pathogen [23]. Our results underscore the utility of this
choice. Bone or joint fluid samples positive for S. lugdunensis should
be interpreted as recommended for virulent pathogens, such as
S. aureus, and considered significant not only for vertebral osteo-
myelitis but also for PJIs. Caution may also be warranted regarding
interpretation of S. lugdunensis-positive samples derived from or
near the normal niches of this species, such as hip, shoulder and

ankle, but these infection sites appeared to be far less frequent than
knee arthroplasty and diabetic foot infections [24].

The role of diabetes in bone and PJ infections has been reported
previously [25]. In diabetes, traumatic or surgical injury may lead to
deep chronic painless wounds that are prone to chronic infection.
Hyperglycaemia is also a risk factor for PJIs, possibly because of
associated immune deficiency [26]. Biofilm formation from
S. lugdunensis, S. aureus and S. epidermidis was enhanced by glucose
in vitro, and biofilm formation plays a crucial role in PJIs [27].
Another explanation for this unusually high incidence of
S. lugdunensis infections in bones and joints may be the production
of virulence factors, as shown for S. aureus. Multiple putative
virulence factors for S. lugdunensis have been described, mainly
adhesion factors such as von Willebrand and fibrinogen adhesion
proteins. Furthermore, numerous putative adhesion proteins have
been identified from the genome sequence of S. lugdunensis
N920143 [28].
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Table 2

Statistical analysis of patient groups with Staphylococcus lugdunensis infection according to various factors

Final visit

Patient follow-up

Baseline characteristics

Patient category

Cure rate

Hospitalization length

Surgery performed

Abscess formation

Lugdulysin +

Clumping Factor +

Diabetes

pr

OR

pr

OR

pr

OR

pr

OR

pr

OR

pr

OR

pr

OR

95% CI

95% CI

95% CI

95% CI

95% Cl

95% CI

95% CI

0.59
0.80
0.42

1.13 (0.37-3.53)

0.80

020 1.01(0.98—1.04)
1

0.74
0.80

0.69 (0.28—1.68)

0.75

0
0

135 (0.56-3.25)

0.52
0.97
0.60

1.02 (0.42—2.48)

13(052-323) 071
0.82
0.05

0.77
0.86

0.

1.43 (0.56-3.70)

Sepsis

1.66 (0.49—5.25)

1.07 (1.02—1.14)

2.53 (0.95-6.83) 0.06 (0.01-0.19) 1.38 (0.51-3.65)
0.14 (0.05—-038)

1.63 (0.59-4.93)

1.81 (0.61-6.10)

Deep infection
Foreign body

099  0.89 (0.29—2.83)

1.04 (1.01-1.08)

1.47 (0.59-3.72)

1.13 (0.46-2.78)

0.45 (0.16—1.14)

46

0.95 (0.36—2.44)

infection

Abscess
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65
95

0.

0.

1.24
2.60
0.68
1.25
091

0

0.94 (0.88—0.97)
1(0.98-1.04)

0.64

1.17 (0.48—2.97)

0.06
0.95
0.85
0.96
0.89

0.49 (0.20—1.18)

0.41
0.40
0.94
0.94
0.08

0.90 (0.34—2.25)

0.06
0.99
0.71
0.16
0.98

0.45 (0.16—1.18)

0.63
0.85
0.91

86
0.31
0.12

0.
1

038 1.68 (0.66—4.16)

0

0.88 (0.34—2.14)
0.03 (0-0.28)

2.16 (0.86—5.41)

0.88 (0.35—2.29)
2.6 (0.75-9.85)

3.22 (1.13-10.49)
1.36 (0.34—4.89)

Portal of entry
Bacteraemia

1.02 (0.98—1.05)

0.73 (0.20—2.71)

1.99 (0.53—8.64)

1.02 (0.99-1.06)

0.47 (0.13—1.74)

0.31
0.02

2.66 (0.95-9.83) 3.39 (0.86—17.81) 0.73 (0.18—2.61)

0.47 (0.08—21.92)

Immune deficiency

0.72

0.50 (0.18—1.33) 1.82 (0.70—4.85) 0.36 (0.13—0.92) 25.97 (6.21-162.40) 1.01 (0.98—1.04)

2.83 (1.07-7.52)

Prosthetic and joint

infections

* pr = probability OR >1.

In the present study, we identified a new protease that we
named lugdulysin and that was strongly associated with bone,
joint, or PJ infection. This protease is secreted in the form of a pro-
protein and is encoded by a gene previously described in
S. lugdunensis N920143, named Shpl due to the similarities with this
known gene in S. hyicus (see Supplementary material, Fig. S1 and
Fig. 3). Lugdulysin was produced by 50 of 81 strains studied
whereas the coding sequence was identified by PCR in 100% of the
strains, an observation that could be related to transcriptional or
post-transcriptional gene silencing phenomena. This observation
needs further investigations, as gene silencing in bacteria is quite
unusual. Lugdulysin closely resembles hyicolysin (62.4% sequence
homologies according to CrustaL online comparison tool) and shares
the same HEXXH catalytic domain, albeit at different positions [29].
Hyicolysin was, until now, the only member of the M30 family. This
metallo-endopeptidase was described in S. hyicus, a CoNS found in
pigs, cattle and chickens with exudative dermatitis and necrosis at
the tips of the ears. The first descriptions of hyicolysin suggested a
role in pathology, but this issue has not been examined since.
Metalloproteases are part of a large family with 99 members ac-
cording to the MEROPS database [30]. Involvement in human pa-
thology relies on their capacity to remodel the extracellular matrix.
Indeed, metalloproteases are crucial for tumour invasion and
metastasis, particularly of breast cancer, and for bone remodelling
[31,32]. Consequently, the presence of a secreted metalloprotease
from S. lugdunensis has to be considered as a putative virulence
factor. Its correlation with bone and joint infections also appears
consistent with this type of protease, but further characterizations
and animal model studies are needed to confirm such biological
effects.

This study also confirms a high rate of positive results for the
slide agglutination test (53 of 81 samples), a rare characteristic
among CoNS that S. lugdunensis shares with Staphylococcus schlei-
feri and Staphylococcus saprophyticus. This feature could lead to
their misidentification as S. aureus without MALDI-TOF/MS [33].
The high slide agglutination rate is because of the presence of a
fibrinogen binding protein (or clumping factor), an adhesion pro-
tein that has been linked to the development of endocarditis in
animal models of S. aureus infection [34]. On the contrary, there are
no reports linking this adhesion factor to prosthetic joint infections.
Rather, we found that positivity on slide agglutination test was
strongly associated with bacteraemia but not with bone and joint
infections. However, these results are preliminary as this test was
designed for S. aureus, and the presence of a fibrinogen-binding
protein was not linked to any specific clinical manifestation.

This study has several additional limitations. Although prospec-
tive, it was restricted to inpatients, which could overestimate the
clinical significance of S. lugdunensis. We also included patients from
a referral centre for prosthetic joint infections, which could also
result in an overestimation of the true proportion of bone and joint
infections among S. lugdunensis infections. We also used a quite
permissive definition for skin and soft-tissue infections as one posi-
tive was enough to be considered as significant if in pure culture, but
evenwith this limitation incidence of this kind of infections remained
low compared with PJls. Identification of a new protease, particularly
a metalloprotease, is of particular interest for Staphylococcus patho-
genesis and management, but our findings are not sufficient to prove
that this protease is directly linked to any specific clinical manifes-
tations of S. lugdunensis infection. Further biochemical and functional
characterizations of this protease are needed.
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Résultats supplémentaires non publiés de I'article 3

1. Inclusions dans I'étude VISLISI

Les inclusions se sont déroulées comme prévu sur une période de 3 ans selon un rythme
régulier (Figure A et B).

Début étude : 16/12/2013 ~Fin des inclusions : 21/12/2015 ~Fin étude :01/01/2016

Total patients prévus ! 82
Total patients saisis : 82'
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Remarque : le logiciel de saisie informatique des patients a été mis en place 6 mois aprés le début de
I'étude expliquant le début brutal de la courbe ici présentée mais en réalité les patients ont été inclus dés
décembre 2013.

Figure A. Rythme d’inclusion des patients dans I'étude VISLISI.
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Remarque : le logiciel de saisie informatique des patients a été mis en place 6 mois aprés le début de
I'étude expliquant le début brutal de la courbe ici présentée mais en réalité les patients ont été inclus dés
décembre 2013.

Figure B. Evolution mensuelle de 'inclusion des patients dans I’étude VISLISI.
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2. Analyse des profils spectrométriques souches de S.
lugdunensis

- Analyses qualitative des dépots : les dépots optimaux sont les dépots de protéines
extraites a 'acide formique/acéto nitrile sur des souches en culture depuis 12h. On
observe alors 100% d’identifications et des spectres superposables a l'issue de 3
séquences de tirs sur la méme cible. Le profil est donc stable dans ces conditions
expérimentales. Les dépoOts de bactéries fraiches permettent bien l'identification du
genre et de I'espece car les 5 a 10 pics principaux sont constants mais les autres pics,
moins intenses sont tres variables pour une méme souche d’une culture a I'autre. Les
dépdts de protéines extraites avec de I'acétone sont de tres mauvaise qualité (tres peu
de pics).

- Recherche de pics spectrométriques discriminants : nous n’avons identifié aucun
pic permettant de discriminer les souches en fonction des caractéristiques cliniques
préalables.

- Recherche de clusters et de relations hiérarchiques : nous n’avons mis en évidence
aucun cluster apres analyse des PCA qui soit cohérent avec un groupe clinique
particulier. Quatre clusters apparaissent, mais les changements de parametres font
facilement changer les souches de cluster et ce clustering n’est donc pas pertinent
(Figure C).
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Figure C. Clustering des PCA des 82 souches bactériennes issues de 'étude VISLISI.

La recherche d’une relation hiérarchique par I'analyse des MSP montre la présence de 2
clusters principaux et 2 sous clusters mais il n'y a aucune corrélation avec l'origine
clinique des souches (Figure D). Par ailleurs on ne retrouve pas non plus de corrélation
avec les 4 clusters établis par I'analyse des PCA.
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Figure D. Dendrogramme des MSP des 82 souches bactériennes issues de l'étude
VISLISI.

3. Recherche d’une activité hémolytique et leucotoxique

- Hémolyse synergique (CAMP test) : 80 souches sur les 82 testées présentent une
hémolyse synergique avec S. intermedius et aucune avec un streptocoque du groupe B
(Figure E). Ces résultats sont concordants avec la littérature et correspondent a la
production d’une &-like hémolysine par S. lugdunensis et pas a une [-like -hémolysine.
Par ailleurs, ces résultats ne permettent pas d’envisager de corrélation avec certains
sous-groupes de malades puisque toutes les souches sont positives.
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Stries de S. lugdunensis

Hémolyse partielle

Strie de S. intermedius

Croissant d’hémolyse
synergique

Figure E. Hémolyse synergique de 8 souches de S. lugdunensis avec S. intermedius.

- Titres hémolytiques sur globules rouges humains et de lapins : les tests de mise en
place de la méthode ont montré que 49 souches sur 53 testées étaient hémolytiques sur
globules rouges humains et apres culture en milieu BHI avec un taux d’hémolyse allant
de 1 a 201. L’hémolyse sur globules rouges de lapin et les cultures en milieu YCP n’ont
pas donné de résultats interprétables et ont donc été rapidement abandonnés. Nous
n’avons pas non plus mené ces tests jusqu’au bout dans la mesure ou la positivité de la
quasi-totalité des souches ne permettait pas de répondre a la question posée, c’est a dire
de mettre en évidence un facteur permettant de distinguer un groupe clinique d'un autre,
mais aussi parce que cette activité hémolytique a déja été décrite dans la littérature et
n’est pas inattendue.

4, Recherche de leucotoxicité

Les tests de leucotoxicité se sont révélés inexploitables, car positifs dans la quasi totalité
des souches testées (16/20) avec des problemes de reproductibilité des résultats.

5. Recherche de leucotoxines et superantigénes par Dot Blot et
Western Blot

La recherche de ces toxines sur 20 souches s’est révélée d’abord positive en Dot Blot
pour les entérotoxines D, G et I mais aussi pour LukS-PV et LukF-PV. Nous avons réalisé
un Western Blot pour ces antigénes et les résultats sont négatifs.

6. Etude des propriétés biochimiques de la lugdulysine

- Recherche du pH optimal (Figure F) : I'augmentation du pH entraine une diminution
continue de l'activité de la protéase en considérant le niveau d’hydrolyse de I'azocaséine.
Le pH optimal est relativement acide, situé a 5.5-6 (différence non significative).
L’activité devient nulle au dela de 9.

- Recherche de la température d’activité optimale (Figure F) : les mesures ont été
effectuées a pH 6 compte tenu des résultats précédents. La protéase reste active de 27 a
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62°C, mais la température optimale se situe entre 52 et 57°C (différence non
significative).

- Détermination de la concentration optimale en Zn2* et effets des
inhibiteurs (Figure F) : I'activité de la lugdulysine ne change pas dans un intervalle de
concentration de 0 a 10-* M de Zn?* et I'activité décroit de maniere significative a partir
de 10-3 M. L’utilisation de phénanthroline qui est un chélateur du zinc entraine une
diminution de l'activité de la protéase a partir de 10 uM sans pour autant l'inhiber
totalement jusqu’a 100 pM. L’ajout secondaire de Zn?* a 400 uM dans la solution inhibée
par 100 uM de phénanthroline restaure 75% de I'activité de la protéase confirmant sa
dépendance au zinc. Enfin 'EDTA inhibe I'activité de la lugdulysine a partir de 0.1 uM et
I'inhibe totalement a partir de 10 mM. L’effet inhibiteur de 'EDTA est beaucoup plus
marqué que celui de la phénanthroline.
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Figure F. Déterminants physicochimiques de l'activité de la lugdulysine. Etude de la
température (a 40 nM et pH=6, anel A) et du pH (panel B).

7. Analyses complémentaires du géne codant pour la lugdulysine

Nous nous sommes basés sur la séquence nucléotidique de VISLISI_22 obtenue a partir
des travaux de séquencage décrits dans I'Article 6.

- Recherche d'un promoteur avec BPROM: plusieurs séquences promotrices
potentielles ont été identifiées et la région avec la plus forte probabilité est représentée
dans la Figure G.

- Recherche d’un site d’attachement du ribosome a l'aide de Reg RNA 2.0 : nous
avons identifié une séquence de Shine Dalgarno tronquée de 5 nucléotides et
représentée dans la Figure G.

- Recherche d’'un terminateur a I'aide de Reg RNA 2.0: nous avons identifié un
terminateur rho indépendant potentiel représenté dans les Figures G et H.
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- Recherche d’'un peptide signal a I'aide de SignalP 4.0 : nous avons identifié un
peptide signal potentiel de 27 acides aminés (clivage entre 'acide aminé 27 et 28, 2
alanine) représenté dans la Figure G et le score de probabilité est représenté dans la
Figure L.

--- Séquence d’attachement au ribosome (séquence de Shine Dalgarno tronquée)
--- Préprotéine (maturation secondaire)

--- Terminateur rho indépendant (RegRNA 2.0)

Tcctctatgettgcaatcaatatttaaaaatataatttgtataacttagtcatatiittteattatatatgaaaaghittatittatacagttaggcaaat
atttgaacagttaagagctaaaaaccaaaattttactgctagtccatagaatagtatatagatttcaaataaatctaaatttttaaaaaaaggaga
gictgctatgaacatticacataaattattaatcgeecttageacaaccattactattgecttaccgatttcacaatgegeacaageegcatectacs
tcgttaacaatgaaaatatagataaagatggccgcecaagcttatacaggcagetataaccgtgetgeacttaaacagcaaaccgtgaagceaaat
gggaccacaaaatcgcgaagccttcaaagaagataaattatttaaggcaccaaagaataaacaaccgattcgaaagagtgaaaaccge

tcacttgtcagaagtt
cattagctaacgatttaaaaaggctacacagttgcgtttgtatgatggcaactgtgtagectctatatgtttaaacaatcctatgattcaaggeatg
agtgattgtttaaatttcgaacactatcgcttatgacattgttge
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Figure G. Séquence nucléotidique et peptidique du géne codant pour la lugdulysine et
représentation des différents éléments de régulation de la transcription.

122



Figure H. Terminateur Rho indépendant du gene codant pour la lugdulysine (Reg RNA

2.0).
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Figure 1. Probabilité de clivage au sein de la séquence d’acides aminés de la lugdulysine
pour la recherche d'un peptide signal (SignalP 4.0).

- Recherche de variant du gene codant pour la lugdulysine (Tableau A) : nous avons
comparé les séquences des 7 genes disponibles ainsi que des régions nucléotidiques
d’amont et d’aval : VISLISI_21, VISLISI_22, VISLISI_25, VISLISI_27, VISLISI_33, VISLISI_37
et une souche de contamination C_33. Nous nous sommes basés sur les séquences
disponibles a partir des travaux de séquencage décrits dans I'Article 6. Nous n’avons
retrouvé aucun polymorphisme nucléotidique au sein des 7 séquences disponibles
concernant la région promotrice, le site de liaison au ribosome et le terminateur.
Concernant la séquence du gene proprement dite on observe quelques polymorphismes.
Résumés dans le Tableau A. On remarque la présence de polymorphismes le plus
souvent silencieux sauf pour les souches VISLISI_27 et VISLISI_33 avec le remplacement
d’'une glycine par une sérine au niveau de l'acide aminé 299. Par ailleurs ces deux
souches font partie des souches non protéolytiques. Cette substitution n’est pas située
au niveau du site actif de la protéase, mais pourrait entrainer des modifications
conformationnelles expliquant la perte d’activité. Nous avons, dans un second temps,
décidé de séquencer un plus grand nombre de génes codant pour la lugdulysine et
provenant de I’étude VISLISI. Ces travaux sont en cours mais nous avons déja séquencé
23 genes issus de souches ayant une activité protéolytique et 28 de souches n’ayant pas
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d’activité protéolytique. Les résultats des polymorphismes nucléotidiques et leur
traduction en termes de séquence d’acides aminés sont résumés dans le Tableau B. On
observe que 16 souches sur 28 n’ayant pas d’activité protéolytique présentent la
mutation G299S alors qu’aucune souche protéolytique ne la présente, ce qui renforce les
résultats obtenus précédemment.

Tableau A. Polymorphismes nucléotidiques retrouvés dans les 7 génes codant pour la
lugdulysine par rapport au gene de la référence N920143 (référence NCBI:
NC_017353.1).

Position Polymorphisme Changement d’acide Protéase

aminé

VISLISI_ 21 40-42 ACC > ACG Thréonine > Thréonine
148-150 AAC > AAT Asparagine > Asparagine
283-285 GGC > GGT Glycine > Glycine
1144-1146 GGA > GGG Glycine > Glycine
VISLISI_22 40-42 ACC > ACG Thréonine > Thréonine
517-519 AAT > AAC Asparagine > Asparagine
VISLISI_25 40-42 ACC > ACG Thréonine > Thréonine
127-129 CAA > AAA Glutamine > Lysine
475-477 CTT > CTG Leucine > Leucine
517-519 AAT > AAC Asparagine > Asparagine
VISLISI_27 894-896 GGT > AGT Glycine > Serine
VISLISI_33 894-896 GGT > AGT Glycine > Serine
VISLISI_37 Aucun
C_37 Aucun

Mutation silencieuse
Mutation sens

Tableau B. Séquencage du gene de la lugdulysine chez 51 souches issues de I'étude
VISLISI et corrélation entre 'activité protéolytique et les changements d’acides aminés
par rapport par rapport au gene de la référence N920143 (référence NCBI:
NC_017353.1).

G299S Q43K S412F STOP Aucune
Protéase NEG 16 (57%) 1 (4%) 4 (14%) 2 (7%) 5 (18%)
n=28
Protéase POS 0 4 (17%) 0 0 19 (83%)
n=23
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- Modélisation 3D de la lugdulysine a partir de la séquence VISLISI_22 : nous avons
utilisé le logiciel accessible en ligne I-TASSER (Figure |) permettant de générer un fichier
qui est ensuite lu avec Weblab ViewerPro. La structure tridimensionnelle est partielle et
totalement probabiliste, basée sur la structure de séquences homologues existantes. On
observe dans le cadre de souches protéolytiques la présence d’un site catalytique bien
délimité, de forme triangulaire et positionner de maniere centrale avec au milieu la
coordination d’'un atome de Zn?*. Ce dernier se lie théoriquement aux histidines 241 et
245 ainsi qu’a a I'acide glutamique 268 avec une molécule d’eau qui constitue le substrat
de la réaction d’hydrolyse. Deux autres résidus, la tyrosine 315 et I'acide glutamique 242
sont théoriquement nécessaires a la stabilisation de la réaction d’hydrolyse. C'est la
partie A de la figure ]. Dans la partie B on observe la méme protéase présentant la
mutation G299S. On remarque que cette mutation est située sur les berges de la poche
catalytique. Elle semble entrainer I'apparition et la disparition de feuillets (3 et d’hélices
a conduisant a un encombrement par le haut de cette poche qui pourrait alors devenir
inaccessible a son substrat ce qui expliquerait la perte d’activité que nous avons pu
observer sur 'azocaséine. Ces conclusions restent préliminaires et il est nécessaire de
déterminer la structure réelle de la protéase par méthodes cristallographiques pour
confirmer ces hypotheses.
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Figure J : Modélisation 3D de la lugdulisine et du site catalytique, souche non mutée (A),
souche mutée G299S (B) montrant la fermeture possible du site catalytique.
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- Relations phylogénétiques de la lugdulysine: nous avons établi un arbre
phylogénétique en retenant les 21 premieres especes bactériennes proposées par
BLAST (Figure K). On remarque une identité de séquence peptidique parfaite avec une
« hypothetical protein [Staphylococcus lugdunensis] » et qui est donc située sur le méme
nceud de 'arbre. Comme attendu la métalloprotéase de S. hyicus, Shpl, est la deuxieme
protéine la plus proche. On constate que cette métalloprotéase présente des homologies
avec d’autres métalloprotéases déduites de séquences d’autres staphylocoques et de
Bacillus.

Z
S
=2
g
E

ical protein SAMN02982927 01395 [Sporolactobacillus nakayamae]
I peptidase M30 [Sporolactobacillus laevolacticus]

=
£
=
E
=
B=]
2
2
=
=
2
=
=
=
g
-

Peptidase M30, partial [Mesotoga infera]
timonensis|

neutral metalloprotease [Staphylococcus chromogenes]
peptidase M30, hyicolysin [Sporolactobacillus laevolacticus]

neutral metalloprotease [Staphylococcus
tical protein [Paenisporosarcina sp. TG20]

“Aneutral metalloprotease [Staphylococcus hyicus]

@ Lugdulysine, Staphylococcus lugdunensis VISLISI_22

1

@hypothetical protein [Staphylococcus hugdunensis]
Neutral metalloprotease precursor [Mycobacterium abscessus subsp. abscessus]

“hypothetical protein [Bacillus coagulans]

hypothetical protein [Kosmotoga pacifica]
{hypothetical protein [Bacillus ginsengihumi]

Whypothetical p

@hypothetical protein [Bacillus smithii]
hypothetical protein HMPREF1015_01808 [Bacillus smithii 7_3_47FAA]

hypothetical protein [Geobacillus sp. 8]

=
=
=
g
=
=
: ‘
=
S
S
= -
s L.
P
°._°I L g |
=
=
g |
=
= J
= r
g
E L.
=S L
=
: - | @
=
Q
w -
S ()
D (&)
S = 3
) — =
wv D S
(<2 ) = k73
= 2 = = g =)
= =] = = —+
D k=1 = D =
@ S =
= = S o ©
o = = < G
S a= = e (&)
@ -
=
S E
-

Figure K. Relations phylogénétiques entre la lugdulysine et les 21 premiéres espéces
bactériennes les plus proches sur la base de I'algorithme BLAST.
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D. Article 4 : Infections ostéo-articulaires a Staphylococcus
lugdunensis, une analyse complémentaire de I'étude clinique
VISLISI

Auteurs : Xavier Argemi, Gilles Prévost, Philippe Riegel, Nicolas Meyer, Christian Provot,
Stéphanie Badel-Berchoux, Frangois Jehl, Elodie Olivares, Yves Hansmann.

Statut de I'article : accepté, en attente des épreuves
Revue : Diagnostic Microbiology and Infectious Diseases
Impact Factor 2014 : 2.5

Rang SIGAPS : C

Résumé de I'article

Objectifs : nous avons voulu analyser en détail I'histoire clinique des patients issus de
I’étude clinique VISLISI et présentant une infection ostéo-articulaire et déterminer leur
évolution a 1 an de I’épisode infectieux. Secondairement, nous avons déterminé la
production de biofilm a I'aide d’'un nouveau dispositif, le Biofilm Ring Test (BRT, BioFilm
Control, Saint-Beauzire, France). Ce dernier évalue de maniere cinétique la production
bactérienne de biofilm en mesurant la mobilité de microbilles magnétiques disposées
dans des puits de culture bactérienne.

Résultats: cette seconde analyse de 28 patients présentant une infection ostéo-
articulaire montre le terrain particulier des malades qui présentent dans presque 50%
des cas un antécédent de diabéte. La majorité des infections de matériel survient sur
prothese totale de genou (n=9) et la majorité des infections ostéo-articulaires sans
matériel sont en fait des maux perforants plantaires de grade 3 (n=9). La quasi-totalité
des patients (n=27) a bénéficié d’un traitement chirurgical associé a une antibiothérapie
et concernant les infections de prothese articulaire tous les changements de prothese
(n=9) ont été effectuées en 1 seul temps chirurgical (retrait e la prothese, nettoyage,
repose d'une prothese) suivi d'une antibiothérapie prolongée de 6 semaines avec un
taux de succes de 100%. Cette donnée confirme les données obtenues en France ou le
changement de prothese infectée est désormais recommandé en un seul temps
chirurgical alors que les recommandations et les pratiques américaines continuent de
favoriser une approche chirurgicale en 2 temps (retrait de la prothese articulaire et
antibiothérapie suivi dans un deuxiéme temps de la remise en place d'une prothese
articulaire). Cette deuxieme approche comportant de nombreux inconvénients, car cela
allonge la durée totale d’hospitalisation, multiplie les interventions chirurgicales,
retarde le rétablissement fonctionnel, alors que le taux de succés n’est pas supérieur.
Enfin notre étude a montré que la totalité des souches étaient productrices de biofilm
avec une rapidité surprenante puisque sur la base d’un test d'immobilisation de billes
magnétisables (BioFilm Ring Test®), la quasi-totalité des souches débute cette
production dans les 2 premieres de culture et elle semble maximale a 6H de culture. Ces
résultats illustrent I'importance des conditions de prise en charge chirurgicale des
infections ostéo-articulaires en particulier sur prothese pour lesquelles le retrait d'un
matériel infecté semble difficilement évitable, mais au cours desquelles le débridement
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des tissus infectés est fondamental et 'administration d’antibiotiques doit étre per
opératoire et extrémement rapide apres les prélevements a visée bactériologique.

Conclusion : cette analyse du-sous groupe des patients souffrant d’'infections ostéo-
articulaires a S. lugdunensis permet de définir 2 populations a risque: les patients
diabétiques avec un mal perforant plantaire et les patients porteurs d'une prothese
totale de genou. Nous montrons aussi que le changement de prothese articulaire en un
seul temps chirurgical chez 9 patients n’a pas été suivi d’échec. Enfin, S. lugdunensis est
une bactérie capable de produire un biofilm avec une fréquence et une rapidité qu’il faut
prendre en compte lors de la prise en charge des patients ayant une infection sur
matériel.
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vaiik-garin fesls Foe gqueenl bibive data. Powalues seeie F-slided and P
N5 sear consideced stariatically signifeant, Starsncal ppabyes weee
performod using STATA software, version 11.0 (Stata-Corp, Colleps Sta-
tion, T&).
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O Hae 28 grad leits o lued] I ehe mabesis, 000 nueeekal-fies in
fections and 16 had Pls, Are, sex, backiround, and inforstion characier-
istics arc reported inTabics 1 and 2 Remrding materiak-free infoctions,
etk snpluadin el Ipeillxa ions weie Dhe o fll‘t|i.||.-'-|1l {ah =T,
BEAE) nllmesed by conconnliant dialetes (r= 8, RETEY, FI|'||I',- I patiant
{ £.3%) had fever bur 3 25%) had sopsis. Two | 166%) had postoporative
imftictions, both af which oooirred after 3 stermotomy ceuscd by cardiac
surgery alter 1 il dweels, tespectively, Regaicling PlIs, o [uitienrs
D fogad koee sitlinplasty fecibons (=59, 5A,TE] Al 5 | 1515
had concomitant diabetes. Omly 2 pationts {12.5%) prosentod with
Fower, but 3 31.3% fulfillcd the scpss oritcria. Eight ( 50%) Infoosons oo
crried wlihin Dyear after sargery, but andy 201V ESE | were dlagiosed
Depweeen Dol g Veear alten prost lesis imglaiafioan g weie
covslileied delived. Al ptlier postopesative infection (1= R/, 7.5
wire classificd as carly, Four paticnss (25%) had prosthesis infoccbons
within |month after implantation.

T2 PariEnT il dbn] olrTRs

Mearly all paticnts roquared sursical interventon and antbiotcs troar-
s (o= 37, 964%, Tahle I], Regoidlig inateslal-ies lnfections,
tranemenplareal angitation wes The moar Geguent ierelinn g
formed {1 =4, 33.3%) 2nd Momgoinodoncs and amoscdln'davulanate
wire the froquentdy presgibed medicationsie =5, 412 a0 = 4, 333%,
pes el el ) Fow aosbnrr cevi (S weeks [0 panients, S0% L O The 12 -
tiestite, 10 JRETE] were cuied and Dhie reimal ning saiend andeisent o

Tcase aite thisarticle as; Arcemi X oval netics of hiafilm:

formaion by Staphlococeus Aigihvensts tins b and it nfctons, Ui
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total transmetatarsal amputation after-motatarss | rescction

aithiogelasty, Regaicing PHs, Earfici licly fese pariei s sl J Hital
e i Fnrpalisty foteetion, 3 ol the S priets dndeosend o 0 - e
vision, 1 paticnt with an-cary pastoperadve infoctidn underwent anir-
Tigation debrdemont Incrvendon with material rotention, and 1
patienn andemenn ondy itcganion delvadeaiant follmeed By auppjues
siue Cherapiy Becanse ol lis geneval condition. CRITOT e patients D
— 8 50%) underwent bwecks of antibiolic therapy fallowing sureery,
and 15 of 16 paticnts { 93:8%] underwent lcss than 3mionths antibiotics
T, A1 it were coned al e §-yean Tnllosssoap egcel e
palient wihio Lndenment saessive thesajy,

3 3. Microbdalogron! resilts
A il weere denrdlled dalig WA LE-TOR W5 O (e 28 stialig, 1

wiere small colony variants {90Vs) and nocded 48-72 hat37 “Ctogrow
[strains 2, 19, and 400, All strains remained suscoptble to methicilling

Thuaroquinoloncs, aminoghycosides, clindamydn, and rifampicio Slide @i
et lon teers yelded posiive cesulrs iy 7ol the 28 (355) steadns, a0q
and gerareodydic et vy Becase ol lagdadysin was identified (o 1Eal 510
the 25 srams {5718, Uiy

L Cronpransmi wdll prevdouly pubiihied siudis az

Four studies fom 2000 0 2007 foouscd -on- Bfls-causcd by o
& [usdnnensiz: we did oot include case toports in this comparison w1
[Thowir ct-al., 2016; Lourtet-Hascolt ot &l 2016; Scng ot al, 2007; na
Shuily e al, 200, Tl reiailts sie d npilaged o Talsle 3, A0 4 weie fdime 510
spectivie sludles thail clicled 2800 pabenns willia sinilan gsgn age 997
and sex 1atia, Prosthetic ¥nee infoctoms wore most oftcn reporiod o= o=

copt Seng et al, whofacused on osteomyelits and thus mainky eported w

clialwetic Toor [nfecritne, & 2-srage reviaben and ierigarion defivideisenl 207
swere The o egiiend thenpetic dprssches for posheic lifscrons 551
and a medical treamment slone for dlzhete foot infectons. After various sus
follow-op kenethsthatranged from 1-ta 2 yoars; ooatmont failure was wua
Olisspyed i BE-E2 Lases amy

35 Hofihm production iy

Tesl aillerefice wind positiveTorall sieabe L, Ji arains prduced 22
Sl i (R, b 000l 0 sl DTV shated Badilis fanation with- oo
in2 h {BFI #1730, but 2l strains had started after 4 b cxperiment, and wus
after G h, 25 srdins [89.3%) had fully immobilized the microbeads, s
Straing 2.1, and 3t reachsd a TR <R at B © bur they weteunads o 239
coinpilegely Dlock the-beacl 6 at ik o, shoalng'a sow atiachnent 231

inctics il

A b, Companzon beoween My and mmterial-free tnfeciomy pLHE]

FrallsHcal auakyses are cepoiied m Talde 1, The clinical clhurarters- 5
tics of patcns with and without prosthetic infections were nat sigaifi- s
cantly diffcrent; cxcept for body mass index that was Sanificantly 2w
Fidgetuest Do putiel sl Pl | P= O0RR), Megandling dofeetisn ocalation, 237
ke finlecbions moanred ave offen in patents with PIs (2= 0003 ), 235
andno significant difforon oty in other infoction ]-:caTI:..raI.'I-:IIE wwore do- di
tectord. Binlooical paremicters at admision and &t the 1-month follow- ta
up were not significantly differont berween the 2 gro s, excepl fad 54
the Joukocyte coant that was significantly highor i piflent s el =12
Plis [P= DUFTR L The lugelalysban product ion Degueesy was srmfcantly s
Tl i patients wirh mareslal-feee nlections [P= 0.000), and the »u
presence of 2 clumpine Factor did not diffier sienificantly betwesn the 245
2 groups L2

4, THseuss b T

We doscribed thio first prospective study rogarding (1S cmised by 945
%o legduaeaai of & osecandary analysis of the YI51180 clinical tEal san
CRrgend el BOTEE T Digl e ol osreoaiticula infections, pardcog- S

Jarly total kmee arthroplasy infections, was provioushy meported i3 e 25
Tospoctivie cohorts (Lourtet-Hasooor ot al; 2016; Shahof ., 200400 ] and 262

our data soengthened these obsorvations. Oorstudy dicd i kleatify s 26y
Tigh propertion gl piogsnital almonaliies palienn backgrounds as Sl
peeecmialy depanted, ol a high incdences ol didledes was idontified, in- a0
dioed it affected 44 of the pationts. The rale of digbotes in maressl-fise 254
infocions was guite obvioas 327 of 12 patonts proscamed wilh d diibes- 967
fi Fro et o cligsified aeenid g o 1T858 guidelines as PEDIS Grade dos
A awrerommended; gatients nhdeneent culical sirgical rescotans-al’ 6
the infocted tissuwes leading to a shortor antibiotic thevapy [Hpsky 2@
ctal, 20121, The role of digbotes, particulardy hyperghcemia has heen 261
eequnrreel fon staphydococed bane infecions, and i vlo Giohim prodoc- 2o
Hhan s el nced Toe wacious spiydovieel, ncluading 5. lepdemensis o6
{Frank and Patc], 2007), Regacding P& disbetes froqueicy wad lower 25
and mast paticnts with & ol knoe archroplasty miection did ool =265
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have very carly-postoperative inboctons {before 1 month aficr prosthe- -

sl Wrgelaidamion | & L osrage proosthes b exe lunge U.lu'|!|'|ll:".l1u|||'|‘|j RHINTREN
pratkenns, as cecomeioed by Freoch guidedines, bura siaged exchang
|5 mast often used in the USA, a procedune that was favored in provions-
Iy reported cohoes | Lourei-Hascoft oo al, 2006; Osmon of al, 2012,
Sluiheeq al, B0 Mewerlieles, D, S repoit o TIDE Cuire e i
e 7 patienis conerored, 1 pitient s excluded Decmise jostiesis e
tontion and suppressive thempy were decided becanse of modical con-
traindications for prosthesis revision Regandmp modical therapy, most
paocns had & prolonged treatment with fluorogoinalonc plus rifampi-
cii foar appinsinsiedy Bwesks, The wie af dilsngicin b sopporred by
g e evllsige showiog e adling to decganilige jn Done
and prevent biofilm formation (Tassc i al, 2016], Althoogh there is
no defimitive cvidence, smilar 0 comparatiee clinical trials; soveral
sbiiclies tve Eglisbed tee qalkng ol thas poocediie for J afal oes
o1 [ ) regrlavemesnd fiwar single-atage-reisinn Cfeony eral, 21,
2014; Zzhar et al, 2016} [t provides a direct fanctiona] bencfit for pa-
ticnts and Fropch guidclines favor this smategy (Haute Antoring de
Rl 2014 o chata s sugpont it

Regaielingg by pividacrion, we oheoed that gl sesing teated
wiere fast Bigfilmproducers because biofilm production was deteciable
4 hafter incubation, snd mametic beads were fally immobilizod vwithin
A b for BELEE G rhe spegins, Thesedafo confieied 1hat & Tagunenss isa
FcalThivn-goreachiadcai g s v, Eod we slinedd T this plediolyge wan nol
mmargingl (Frankand Patel, 2007, Fank chal, 2007). koould alsocaplain
vy this spocics hasbeen descrbod latcly inia wide range of prosthctic
joint and bonc infections in which bofilm production plays a crucial
rode SArge i e al 2006, Thadier al, 2006; Louimes] Laseait ei al,,
6L The - results ko dioectly gt Pl iasnegerme= il becinise b
film Is prodoced within hoors after bacterial growth inttiation and It jus-

tifics the mmicdiaic nse of antibictics during a 1-stage prosthosis -

erchage thal convipeeses e mechanlesl debeidemeant of ifectel Hs-
suies, Walrhng fon imoie Than G 1 mgay e oo Lare o gerfoem bacgsial
cradication with antibiotcs becansc the biofilm-cmibedded bacooria dis-
play 2 drarmatic increase- in minimum inhibitory concentmdons (Frank
fal, 20T Laexpaeiing amd Caillon, 2OEL: Macky ef al, 2001435 i gidd
sttt Foabnng poduced] dolibn slooser duan others aod ey did ool
fully immobilize the masnotc beads: Two of those smains were S0Vs
The role of SCVs in Plls and osteoaticular infections in gencral has
boon reviowed cxtensively, and theso motabolic staphylocoon vamants
that usually display an increascd biofilm profdurction capacity rRay not
b velared m s vapldiey {8 rani er o, JTE Pioctar er al, 20E4;
gl £k, 200,

Wedid not fod any immane defectsin paticnts rearding whise col]
counts and comploment and pammagiobulin lovels. Mevertheless: we
aalserved, b s colunt, o Dighy caie (eegusicy (alTectieg 17068 ol all
prsfients] and the e of diahetes alen seemed coucial, Thee e,
wie cosidered Uhe pogulagion to be immonocon i omised, and if
S, lipdunensis has several virnlence properics, it also probakly const-
tutod an opportunstic pathopenin a frail populadon

Meganbing arbes iypesal 5 lggdwieasiy odections, Lige vefopspedive
aruidies have described thisparhogen o skia and solf rissos nlectinns,
although results are also sometimes difficult to intorpret becausc of nu-
meros bizses and the sbsence of criteria to determine the significanos
(i, Ay fcclindcal cnmgbes; Newariledess (f gt abcess
Tty vsatlian b geuricalan ty Tregjuend, and Sorme authisss descoilied necion,
ing infoctions that clearly distinmuish 5 fisdueensiz from other C45, En-
docarditis ‘and bactoremia are the sccond most freguently descobod
elidcal odoibearations of s paathogen, Tocdcardits oeconed in 253
SOE Of Davteremia cases, surgery was regquired i Q00 695 of cases
with 3 mortafiny e of wp v 359%. These resuls alsoneed careful mier-
protation Bocgusc they are from remospoctive roparts with possiic so-
lechive reporiing Neveitheless, 5 legdatuedls seeme fo belue asa
el wivile shphilormes closer fo S aarea (i oflier CHS

This prospecdyeoohort stody alzo has soveral limitations. First it
could not ve 3 defimative ansvwer regarding dic surrical managoment

of Pfis and comparagve clinical tisls are necded. Second, biofilm-pro- =

diidtion s evalugted Beve vl bun e tiveost oilles g Decessary
(o it suscepnibiling tesihig vouder sach condifions

5. ConwcFgsdnm

This stidy confirmed that & {eedunensds samples and infocons
shoald be managed smlady to 5. mircnsancs. 1054 puidelines forthe
dvnii et il v el il ol cesmead thal clfa-
clais shomld consides this garbiogen o o videns patboged, o0 ey i

for & murewy; and not porform an imasc-raided aspiration biopsy in

case af pesitive blood cultures,
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E. Article 5: Infection chronique de prothése articulaire
secondaire a la transformation de Staphylococcus lugdunensis en
variant a petites colonies

Auteurs : Xavier Argemi, Sandrine Dahyot, Jérémie Lebeurre, Yves Hansmann, Cécile
Ronde-Oustau, Gilles Prévost.

Statut de I'article : in press

Revue : Médecine et maladies Infectieuses
Impact Factor 2014 : 1.4

Rang SIGAPS : E

Résumé de I'article

Nous avons voulu décrire le cas tout a fait original d’'une patiente ayant présenté une
infection de prothese du genou a S. lugdunensis de phénotype sauvage pour laquelle un
traitement conservateur avec un simple lavage articulaire suivi d'une antibiothérapie a
été mené. La patiente a rechuté 1 an plus tard sous la forme d’une infection chronique de
sa prothese a S. lugdunensis de phénotype petites colonies. Ces variant bactériens,
décrits notamment chez S. aureus, ont un métabolisme ralenti et émergent parfois sous
la pression d’'une antibiothérapie qui ne serait pas suffisamment efficace. Nous avons
posé 'hypothese du caractere clonal de la souche impliquée dans les 2 infections comme
I’évoquait par ailleurs le changement d’antibiogramme. Nous avons analysé les profils
spectrométriques des 2 souches bactériennes et les avons inclus dans un large
dendrogramme ne montrant pas d’agrégation. Le caractere principalement ribosomal
des protéines analysées en spectrométrie de masse peut expliquer cette donnée
discordante dans la mesure ou la machinerie protéique des souches a petites colonies
differe des souches a colonies dites « normales ». Nous avons ensuite inclus ces deux
souches dans un schéma de MLST en se basant sur la séquence de 7 genes ménagers,
mais aussi dans un schéma de Multi Virulence Locus Sequence Typing (MVLST)
analysant la séquence de 3 genes de virulence (atlR3, isd], SLUG_16930). On observe
alors I'agrégation conjointe des 2 souches dans le Sequence Type 1 et le Virulence Type
1, un argument fort pour supporter I’hypothese d'une clonalité de la souche.
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1. Introduction

Staphylococcus lugdunensis is a coagulase-negative staphy-
lococcus (CoNS) now considered a significant pathogen. The
use of new tools such as matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
for bacterial identification in laboratories has revealed that this
pathogen was involved in a wide range of clinical diseases of
particular severity [1]. S. lugdunensis has mainly been reported
in skin and soft tissue infections but it also causes bacteremia
with endocarditis, with an unusual rate of morbidity and mor-
tality close to what is usually observed with Staphylococcus
aureus. In vitro studies have shown the ability of this pathogen
to produce biofilm, and several genes coding virulence factors
are present including putative adhesion factors [2]. Prosthetic
joint infections are not frequent manifestations of S. lugdunen-
sis. Two series of patients have been reported, indicating that
knee prostheses were more often affected and that prognosis
was similar to other CoNS prosthetic infections if surgery was
performed [3]. One case of S. lugdunensis small colony variant-
related infection has been reported in a patient presenting with

* Corresponding author at: Maladies infectieuses et tropicales, nouvel hopital
civil, 67000 Strasbourg, France.
E-mail address: xavier_argemi @hotmail.com (X. Argemi).

http://dx.doi.org/10.1016/j.medmal.2017.05.005
0399-077X/© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

cardiac device-related infection [4]. We report a case of S. lug-
dunensis prosthetic knee infection that relapsed one year later
with the same strain that changed from regular to small colony
variant and became antibiotic-resistant.

2. Case report

A 70-year-old woman was admitted to the orthopedic depart-
ment in May 2012 for a spontaneous acute arthritis of the right
knee. She underwent total knee arthroplasty in 2009 for degen-
erative arthritis. This prosthesis was changed in 2010 because
of multidrug-resistant Staphylococcus epidermidis prosthetic
infection treated for six weeks with daptomycin and rifampicin
following surgery. Treatment was successful. However, the
patient was newly admitted in May 2012 for acute arthritis
of the same knee. She experienced a sudden pain in the right
knee when exercising, followed by a swelling of the knee two
weeks later. She did not have any skin lesion before or dur-
ing this episode and did not experience any trauma of the
right knee. She was addressed to her surgeon who observed
an inflammatory knee with no fever. Knee X-ray was normal.
Fluid joint aspiration revealed pus. S. lugdunensis was isolated
on culture. Laboratory findings included a leukocyte count of
9600/uL, a C-reactive protein (CRP) of 164 mg/L, and sterile
blood culture. At the microbiology laboratory, bacterial colony

Please cite this article in press as: Argemi X, et al. Staphylococcus lugdunensis small colony variant conversion resulting in chronic prosthetic
joint infection. Med Mal Infect (2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.medmal.2017.05.005
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Fig. 1. Bacterial colony morphology of two Staphylococcus lugdunensis strains isolated from bone samples.
Aspect morphologique de 2 cultures de Staphylococcus lugdunensis issus de prélévements osseux.

morphology was as usual after 12hours of culture on
a sheep blood agar solid medium (Fig. 1). Bacterial
identification was performed using MALDI-TOF MS and
antimicrobial susceptibility testing revealed that the strain was
fully susceptible (methicillin, vancomycin, rifampicin, fusidic
acid, all quinolones, amikacin, gentamicin, trimethoprim-
sulfamethoxazole). Decision was made to treat the patient with
debridement, prosthesis retention, and exchange of the poly-
ethylene liner associated with a three-month antibiotic therapy
including ofloxacin and rifampicin. All bacteriological samples
(synovial tissue, joint fluid, and polyethylene) were positive
for S. lugdunensis with the same regular colony morphology.
Treatment was initially successful but the patient experienced
mechanical joint pain three months after antibiotic discontinua-
tion that slowly worsened until October 2013 when she decided
to contact the surgical team because of a sinus tract with puru-
lent discharge. She did not have any fever; blood leukocyte
count was 6200/pL, and CRP 37 mg/L. X-ray of the prosthe-
sis did not reveal prosthesis loosening. Preoperative synovial
fluid aspiration was sterile but purulent, and decision was made
to perform a one-stage exchange of the prosthesis with the
prescription of an empirical antibiotic therapy. Several sam-
ples were analyzed: periprosthetic biopsies, sonication of the
removed material inoculated in pediatric blood culture bottle,
and synovial tissue cultures. The first results came from the
pediatric blood cultures after three days, followed by all sam-
ples sub-cultured on sheep blood agar solid media that yielded
a small colony variant of S. lugdunensis (Fig. 1). Antimicro-
bial susceptibility testing showed that the strain was resistant to
fluoroquinolones and amikacin as per EUCAST guidelines [5]
(MIC 4 pg/mL for ciprofloxacin and 24 pg/mL for amikacin).
The strains were compared with MALDI/TOF MS using a
Microflex™ system and Biotyper ™ software. A standard pro-
tein extraction from the strains with ethanol/formic acid was
performed as previously described and one microliter of protein
extract was then loaded into 10 different wells of a polished steel

target plate (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), covered with
1.5 pL of a saturated solution of a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid/MALDI-TOF matrix in 50% (v/v) acetonitrile/2.5% (v/v)
trifluoroacetic acid as an electron donor. Score oriented den-
drograms were generated from main spectral projection (MSP)
calculated with Biotyper™ with the following parameter: hier-
archical clustering, Euclidean distance, and single linkage. We
included a database of 80 spectra generated in the same exper-
imental conditions with S. lugdunensis coming from various
clinical samples (infected patients and contaminated sam-
ples). We also included four different bacteria: S. epidermidis,
Staphylococcus intermedius, Staphylococcus capitis, and Lac-
tobacillus. All S. lugdunensis strains were from VISLISI clinical
trial registered at clinicaltrial.gov under number NCT02026895;
strains could thus be classified. The study and consent form
were approved by the French Ethical Committee (IDCRB-2013-
A01057-38). Results are detailed on Fig. 2. The 2012 strain
was named 1.19.2012 and the 2013 strain was 1_19. Results
showed that both strains did not aggregate in the same cluster.
We also performed a multilocus sequence typing (MLST) anal-
ysis using intragenic sequences of seven housekeeping genes
and a multi-virulence-locus sequence typing (MVLST) analysis
using a trilocus sequence typing scheme based on the intragenic
regions of atILR3, isdJ, and SLUG_16930, which is more dis-
criminant than MLST [6]. Allelic profile and sequence type (ST)
were assigned using the international MLST database [7]. MLST
and MVLST analysis showed that the two strains belonged to
ST1 and virulence type 1.

The patient was treated with fusidic acid and rifampicin for
three months. The one-year follow-up showed that the patient
fully recovered (Fig. 3).

3. Discussion

This case patient illustrates for the first time the ability of
S. lugdunensis to switch from a normal metabolic state to a

Please cite this article in press as: Argemi X, et al. Staphylococcus lugdunensis small colony variant conversion resulting in chronic prosthetic
joint infection. Med Mal Infect (2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.medmal.2017.05.005
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Fig. 2. Imaging of total arthroplasthy of the right knee at different surgical time.
Aspect radiographique d’une prothése totale de genou droit aux différents moments de sa prise en charge chirurgicale.
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Fig. 3. MALDI-TOF analysis of 48 strains of staphylococci and score oriented dendograms generated from main spectra projection (MSP) calculated with Biotyper ™.
Analyse par MALDI-TOF de 48 souches de Staphylococcus lugdunensis et construction d’un dendogramme & partir de données issues de Biotyper™ (mode main

spectra projection,).

defective metabolic form of bacteria called small colony variants
(SCV) in a clinical observation resulting in antibiotic treatment
failure. Although several alterations in bacterial metabolism
explain this slow growth rate in SCVs, only limited numbers
of defects are found in SCVs coming from clinical specimen.
Persistent and relapsing infections caused by SCV variants have
been reported in a wide range of infections, prosthetic joint infec-
tions being mainly caused by S. aureus and S. epidermidis SCV's
[8]. Clinical studies have shown that SCVs emergence frequently
occurred after antibiotic exposure, particularly aminoglyco-
sides for S. aureus but several other mechanisms are probably
implicated like internalization of the pathogen resulting in its
exposition to cationic proteins that seem to trigger S. aureus SCV
emergence even in the absence of antibiotics. S. lugdunensis

SCV conversion has been reported in vitro following exposure
to stress (low temperature, acidic conditions, osmotic challenge)
and to antibiotics: penicillin and vancomycin [9]. Our case report
revealed that S. lugdunensis infection persisted despite initial
antibiotic treatment, and SCV conversion could have occurred
because of inherent characteristics of the bacterium and because
of exposure to quinolones or rifampicin. MALDI-TOF MS and
cluster analysis through the dendrogram performed did not show
aggregation of the strains from 2012 and 2013 even if MALDI-
TOF MS has been used in the literature as a reliable tool for strain
clustering during outbreak investigations. This result might not
be surprising as MALDI-TOF MS as used in hospital laborato-
ries mainly focuses its analysis on ribosomal proteins that might
change even for a unique strain after SCV conversion. On the
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contrary, MLST analysis allows clustering using housekeeping
genes that might not diverge between two related strains even
after SCV conversion. This is why clustering with MLST scheme
displayed the two strains in the same cluster.

This unique observation of S. lugdunensis relapsing infection
with the same strain after SCV conversion provides new insight
into the high pathogenicity of this strain, and particularly into
bone and joint infections as previously reported [10].
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Résumé de I'article

Objectifs : I'objectif de cette partie de I'’étude VISLISI est le séquencage de novo 7
souches de S. lugdunensis, d’annoter les génomes et les caractériser a plusieurs niveaux :
caractéristiques générales, analyse fonctionnelle globale des annotations, recherche des
genes de virulence décrits dans la littérature, recherche d’éléments génétiques mobiles
(prophages, plasmides et ilots de pathogénicité). Nous avons pour cela réalisé un
séquencage I[llumina et mis en place un pipeline d’analyses bioinformatiques décrits
dans le paragraphe des matériels et méthodes.

Résultats : nous avons pu réaliser un assemblage final sous la forme d'un chromosome
unique pour les 7 génomes ainsi qu'une annotation complete. D’'une maniere générale
on remarque la grande conservation des génomes, les uns par rapport aux autres, mais
aussi par rapport aux 2 génomes complets disponibles dans la littérature. Il s’agit de
génomes de 2.5 a 2.6 Mb avec un pourcentage de GC de 33.7% a 33.8%; 94 a 97% du
génome est conservé entre les souches (sans tenir compte des insertions, délétions et
changements de nucléotides ponctuels). L’annotation retrouve de 2359 a 2524
séquences codantes, dont 47 a 60 ARNt, 6 a 14 ARNr et 0 a 1 ARNtm. La recherche
d’éléments génétiques mobiles a permis l'identification de 4 prophages de la classe des
Siphoviridae, caractéristique des phages infectant les staphylocoques, mesurant de 44.4
a 53.5 kb et avec un contenu en GC de 33.8 a 34.5%. Environ 1/3 des séquences
codantes identifies correspondent a des protéines connues dans la base de données
NCBI, ce qui est habituel chez les prophages publiés. Nous n’avons identifié aucune
protéine de virulence potentielle. La comparaison aux bases de données montre
qu’environ 30% des séquences codantes identifiées sont partagées avec des phages
connus : StB12 (S. hominis) et PH15 (S. epidermidis). La recherche de plasmides a montré
la présence de 5 possibles séquences plasmidiques. Ces 5 plasmides ont une longueur de
3110 a 12579 pb, un contenu en GC de 28.7% a 33.6% et de 3 a 13 séquences codantes.
Les génes de réplication identifiés sont: repL, repE et repA. Nous n’avons mis en
évidence aucun gene impliqué dans le transfert potentiel des plasmides (génes du
systéeme de sécrétion de type IV). Il n'y a pas de protéines de virulence potentielles mais
le plasmide pVISLISI_1 issue de la souche VISLISI_22 présente un plasmide déja décrit
dans la littérature, pLUG10 porteur d’'un géene de résistance au cadmium, cadD. Les
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autres plasmides présentent des homologies de séquence parfois grandes pour des
plasmides déja connus, notamment pVISLISI_3 qui présente 100% d’homologies avec
pRIVM6519_1, un plasmide décrit chez S. aureus. Cette observation ne constitue pas la
preuve d'un transfert plasmidique de S. aureus vers S. lugdunensis, ce qui serait tout a
fait exceptionnel dans la mesure ou le transfert d'information génétique n’est décrit que
des SCN vers S. aureus. Il s’agit néanmoins d’'une observation originale quand on
considere la pathogénicité de S. lugdunensis et la virulence de S. aureus. Enfin, nous
n’avons pas mis en évidence d’flots de pathogénicité.

Conclusion : cette étude génétique permet surtout de mettre en évidence la présence

d’éléments génétiques mobiles éclairant de maniére tout a fait originale sa pathogénicité.

Nous n’avons pas mis en évidence de facteur de virulence potentiel sur ces éléments
mobiles, mais I'hypothese de transferts de genes de S. aureus vers S. lugdunensis est une
hypothése qui constitue un programme de recherche a part entiere compte tenu du
nombre et de la variété des genes de virulence portés par des éléments génétiques
mobiles chez S. aureus.
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Abstract

Coagulase negative staphylococci are normal inhabitant of the human skin flora that account for an increasing number of infections,
particularly hospital-acquired infections. Staphylococcus lugdunensis has emerged as a most virulent species causing various infec-
tions with clinical characteristics close to what clinicians usually observe with Staphylococcus aureus and both bacteria share more
than 70% of their genome. Virulence of S. aureus relies on a large repertoire of virulence factors, many of which are encoded on
mobile genetic elements. S. lugdunensis also bears various putative virulence genes but only one complete genome with extensive
analysis has been published with one prophage sequence (¢SL2) and a unique plasmid was previously described. In this study, we
performed de novo sequencing, whole genome assembly and annotation of seven strains of S. lugdunensis from VISLISI clinical trial.
We searched for the presence of virulence genes and mobile genetics elements using bioinformatics tools. We identified four new
prophages, named ¢SL2 to ¢SL4, belonging to the Siphoviridae class and five plasmids, named pVISLISI_1 to pVISLISI_5. Three
plasmids are homologous to known plasmids that include, amongst others, one S. aureus plasmid. The two other plasmids were not
described previously. This study provides a new context for the study of S. lugdunensis virulence suggesting the occurrence of several
genetic recombination’ with other staphylococci.

Key words: Staphylococcus lugdunensis, plasmids, prophages, virulence, next generation sequencing.
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Background

Staphylococcus lugdunensis is a coagulase negative staphylo-
cocci (CoNS) that displays an unusual rate of virulence close to
Staphylococcus aureus (Babu and Oropello 2011; Argemi et al.
2015; Douiri et al. 2016). This commensal bacterium has been
mainly involved in nosocomial infections affecting debilitated
patients with epithelial barrier breaches. But this bacteria also
causes severe community-acquired infection such as endocar-
ditis, skin, and soft tissues infections with necrosis or septic
shock that might be due to virulence factors production
(Delaunay et al. 2014; Hung et al. 2012; Sabe et al. 2014,
Woznowski et al. 2010; Pareja et al. 1998). Until now, four
complete genome sequences have been published and seven
partially finished sequences using next generation sequencing
(NCBI). The genome sequence of Staphylococcus lugdunensis
N920143 (NCBI reference sequence NC_017353.1) by
Heilbronner et al. identified various putative virulence factors,
a single prophage named ¢SL1, and 14 insertion sequences
(Heiloronner et al. 2013). One cadmium resistance plasmid
named pLUG10 (NCBI reference sequence NC_002093.1)
was also described in several strains of S. lugdunensis homol-
ogous to pOX6 S. aureus plasmid (Poitevin-Later et al. 1992).
Mobile genetics elements (MGE) such as phages, plasmids,
and pathogenicity islands have been widely studied in S. au-
reus as they encode numerous virulence factors but their oc-
currence in CoNS remains scarce (Malachowa and Deleo
2010). This accessory genetic material might represent up to
25% in the S. aureus genome and contributes to the pheno-
typic plasticity of this pathogen but also its virulence as a ma-
jority of the virulence factors described in this bacteria are
located on MGE (Otto 2014). Phage-encoded virulence factors
have not been observed in CoNS and only few prophages have
been described in clinical isolates, mainly from Staphylococcus
epidermidis and S. hominis showing close relationships with S.
aureus phages and prophages (Deghorain and Van Melderen
2012; Deghorain et al. 2012). Plasmids are implicated in the
dissemination of multidrug resistance genes especially in S.
aureus in hospital settings but can also bear toxin genes
(Shintani et al. 2015; McCarthy and Lindsay 2012). Their de-
scriptions in CoNS are rare and probably underestimated, most
of the plasmids described were found in S. epidermidis strains
(European Nucleotide Archive 2016). Finally, pathogenicity is-
lands are widespread in S. aureus and usually carry one or
more virulence factors such as superantigens (Sato'o et al.
2013). Although reports of toxigenic genes presence in
CoNS pathogenicity islands can be found in the literature
many author still question their existence and only three strains
of S. epidermidis with an enterotoxin C-like-bearing pathoge-
nicity island have been described (Madhusoodanan et al.
2011; Nanoukon et al. 2016). Thus, we conducted a genomic
study on S. lugdunensis aiming to find elements that might
explain its virulence. Bioinformatics tools have been developed
to identify in silico prophages, plasmids or pathogenicity

islands in newly assembled genomes (Che et al. 2014; Arndt
etal. 2016; Carattoli et al. 2014). We describe then the whole-
genome sequencing and annotation of seven clinical strains of
S. lugdunensis and identification of MGE using computational
approaches. We identified four new prophages with similari-
ties with CoNS and S. aureus phages, but also five plasmids
previously identified in other CoNS and in S. aureus. We did
not identify pathogenicity islands bearing virulence factors, but
those data give a totally new insight in CoNS genetic plasticity
and argue for the possibility of horizontal genetics transfers
with other CoNS and S. aureus.

Materials and Methods

Bacterial Strains

Six strains of Staphylococcus lugdunensis came from clinical
samples issued from VISLISI trial (Virulence of Staphylococcus
lugdunensis in Severe Infections) (Argemi et al. 2016). This pro-
spective study was conducted from November 2013 to March
2016 at the University Hospital of Strasbourg, France that pro-
moted the study (PRI 2013-HUS n° 5616). The study was car-
ried out in accordance with the French Ethical Committee
recommendations and written informed consent from all sub-
jects in accordance with the Declaration of Helsinki (study reg-
istration number: IDCRB-2013-A01057-38). This study was also
registered at clinicaltrial.gov under number NCT02026895. The
six selected strains for whole-genome sequencing were named
in accordance to the trial name and the rank of inclusion.
Clinical origins of the strains are reported in table 1.

Genome Sequencing and Annotation

Whole-genome sequencing was performed using lllumina
technology: lllumina HiSeq 2500 (GATC Biotech AG,
Konstanz, Germany). It produced paired end sequences
of 125bp. Adapters were removed and low quality se-
guences excluded by GATC and final quality of the fastq
files controlled with FastQC (v 0.11.4). Then, sequence as-
semblies were performed using SPAdes (v 2.9.0) with the
following kmer: 21-33-55 (Bankevich et al. 2012). SPAdes
output contigs < 500 pb or with coverage <10x were re-
moved. Sequences were finished using PAGIT toolkit from
Sanger Institute (Swain et al. 2012). ABACAS (Algorithm-
Based Automatic Contiguation of Assembled Sequences)
software (v 1.3.1) was used to orientate and order contigs
using a reference genome N920143 (NCBI reference se-
quence NC_017353.1) (Assefa et al. 2009). IMAGE
(Iterative Mapping and Assembly for Gap Elimination) soft-
ware (v 2.4.1) allowed gap closing using raw fastq files and
scaffolding in a second step (Tsai et al. 2010). Final se-
quence annotation was performed using AGMIAL pipeline
(Bryson et al. 2006). This workflow produced in fine a
unigue chromosome for each sequence and short
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Table 1

Whole-Genome Sequencing of Seven Strains of Staphylococcus lugdunensis (Paired-Base Sequencing, lllumina HiSeq 2500) and Comparison with
S. lugdunensis Reference Strain N920143 (NCBI Reference Sequence: NC_017353.1)

Strain Ref N920143  VISLISI_21 VISLISI_22 VISLISI_25 VISLISI_27 VISLISI_33 VISLISI_37 a3

Clinical origin Breast abscess Bacteremia Endocarditis Knee prosthesis Knee prosthesis Liver abscess Endocarditis Cutaneous swab

Contigs number 69 (V) 34 (S) 27 (S) 19 (S) 26 (S) 26 (S) 24 (S) 40 (S)

N50 (kb) 72 167 352 599 402 245 444 170

Full length of the 2.595.888 2.546.158  2.567.776 2.491.642 2.594.484 2.662.421 2.579.522 2.529.316
scaffold (bp)

GC content (%) 3338 337 337 338 33.6 337 337 3338

Genome fraction VS  — 94.7 97.4 93.7 97.1 97.3 98.9 94.3
reference (%)

Coding sequences 2359 2451 2483 2422 2427 2524 2415 2429

tRNA 56 47 59 438 60 56 52 58

rRNA 14 6 7 4 7 5 6 7

tmRNA 0 1 1 1 1 1 1 1

Functional annotations

All proteins — 2438 2476 2416 2498 2599 2483 2420

GO terms — 1610 (66%) 1608 (64.5%) 1596 (66.1%) 1632 (65.3%) 1649 (63.4%) 1622 (65.3%) 1602 (66.2%)

Note.—Ref, reference; V, velvet and S, Spades; kb, kilobase; bp, base pairs; tRNA, transfer RNA; rRNA, ribosomal RNA; tmRNA, transfer-messenger RNA; GO terms, number of

gene ontology terms found by InterProScan software.

nonaligned contigs that were further analysed to search for
plasmids, or any other genetic elements of interest. Each
nonaligned contig was loaded into ARTEMIS software (v
16.0.0) to identify open reading frames (ORF) that were
successively analyzed using protein BLAST (Carver et al.
2008). Genomes functional annotations were performed
using InterProScan (v 4.8) (Jones et al. 2014).

Genome Comparison and MGE Search

CSI Phylogeny (v 1.4) from the Center for Genomic
Epidemiology (Lyngby, Danemark) was used to produce a
phylogenetic tree of both sequenced strains and available an-
notated genomes. This web based tool calls and filters single
nucleotide polymorphisms (SNP), does site validation and in-
fers a phylogeny based on the concatenated alignment of the
high quality SNPs (Kaas et al. 2014). The reference strain cho-
sen to compare with was S. lugdunensis N920143 (NCBI
Reference Sequence: NC_017353.1) and we also included
in the tree the three other fully sequenced and annotated ge-
nomes of S. Jugdunensis: HKU09-01 (NCBI Reference
Sequence: NC_013893.1), FDAARGOS_141 (NCBI Reference
Sequence: NZ_CP014022.1), and FDAARGOS_143 (NCBI
Reference Sequence: NZ_CP014023.1). Detailed parameters
and command line of the tools used are available in supple-
mentary material part S1, Supplementary Material online.
Prophage search and annotation was performed using
PHASTER (Phage Search Tool Enhanced release) (Zhou et al.
2011; Arndt et al. 2016). This web-based tool allows rapid
identification of putative prophages sequences and provides
annotations. A quality score > 90 defined an intact prophage
sequence. PHASTER also provided sequence analysis parame-
ters: region length and position, GC content and the most

common related prophages, and phages with available
sequences.

Plasmid search was performed on all nonaligned contigs
remaining after genome assembly particularly in contigs dis-
playing an unusual high level of coverage possibly linked to
sequence duplication in bacterial genome as it might be seen
with plasmids. Those additional contigs were annotated using
PROKKA (v 1.11) and sequence similarities were searched
through BLAST® database. Plasmids categorization was
done in accordance to the terminology used by Smillie et al.
that distinguish mobilizable from conjugative plasmids de-
pending on the presence of a type IV secretion system
(T4SS) (Smillie et al. 2010). Homogeneity of the coverage
depth of each contig was controlled by mapping the reads
from the raw fastq files against the assembly itself using
Bowtie2 (v 2.2.6) and IGV (v 2.3) for alignments visualization
(Robinson et al. 2011; Langmead and Salzberg 2012).

Pathogenicity island identification was performed using
IslandViewer3 (Dhillon et al. 2015). This web based tool asso-
ciates IslandPick, SIGI-HMM, and IslandPath-DIMOB for path-
ogenicity islands identification and displays results in circular
graphical images (Langille et al. 2008). Input data are de novo
annotated genomes issued from AGMIAL pipeline.

Results

Genome Sequences

Genome sequences are detailed in table 1. lllumina paired end
sequencing produced 98.8-99.3% high quality reads covering
more than 94% of the reference genome with an average
depth of 590 x Total reads range from 10.9 to 14.5 M per
sample. Discarded reads remain scarce, representing 1.1-3.2%
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of all reads. SPAdes assembly produced seven genomes with
19-34 contigs and N50 ranging from 167 to 444 kb after re-
moving contigs < 500 pb or with coverage <10x. ABACAS
contigs ordering and IMAGE gap closing followed by scaffold-
ing produced seven final genomes with sequence length rang-
ing from 2.4 to 2.6 Mbp with GC content comprised between
33.6% and 33.8%. All genome assemblies shared from 93.7
to 98.9% of their sequence with S. lugdunensis N920143.

Genome Annotations

Annotations reports are displayed in table 1. All strains contain
2373 to 2524 coding sequences (CDS), with 47-60 tRNA, 5-7
rRNA, and 1 tmRNA for each strain. Those results are closed to
annotations reports available for the previously sequenced
strains. InterProScan identified 63.4-66.2% ontologies among
all identified putative proteins Regarding biological process,
49% of GO terms did not belong to any GO slims terms,
17% of proteins were dedicated to metabolic processes,
5% to biosynthetic processes, 5% to carbohydrate metabolic
processes and 24% to various other processes. For cellular
component 31% were integral membrane proteins, 31%
membrane proteins, 23% cytoplasmic, and 15% were from
various locations. Finally, regarding molecular functions, 41%
of the proteins did not belong to GO slim terms, 12% dis-
played catalytic activity, 9% were ATP binding proteins, 6%
nucleotide binding, 6% DNA binding, and 26% had various
molecular functions. Detailed results are displayed in supple-
mentary material part S2, Supplementary Material online.

Genome Comparisons

All seven genomes were loaded into CSI Phylogeny with the
three available genomes and the reference strain as described
in the method section. Results are displayed in supplementary
material part S3, Supplementary Material online. It shows that
the seven strains from VISLISI trial are not isolated in a cluster
compared to the strains coming from the literature. VISLISI_21
and FDAARGOS_141 belong to the same cluster, close to
VISLISI_25 and a cluster comprising VISLISI_22 and
FDAARGOS_143. C33 and VISLISI_37 belong to two separate
and distant clusters, as VISLISI_277, VISLISI_33, and HKUQ9-
01 that are closely related.

Prophage Identifications

PHASTER allowed the identification of four putative pro-
phages in assembled genomes: one prophage in
VISLISI_22, two in VISLISI_33, and one in VISLISI_37.
Prophage annotations and similarities search with other
phages/prophages are displayed in table 2. Those prophages
were named ¢SL2—-¢SL5 due to the existence of a unique
prophage in the literature, ¢SL1 (Heilbronner et al. 2011).
All four prophages displayed quite similar lengths from 44.4
to 53.5Kb and a GC content from 33.8% to 34.5%. Those

characteristics and their modular organization is character-
istics of phages from the Siphoviridae class according to the
classification proposed by Kwan et al. (2005). The five
functional modules described in this class of phages are
observed in those four annotated sequences: lysogeny, DNA
metabolism, DNA packaging, and head, tail, and finally a lysis
module that is absent from ¢SL4 (Deghorain and Van
Melderen 2012). All annotated sequences are flanked by
two attachment sites (left and right). The DNA packaging
and head module are organized similarly in the four prophages
with a small and large subunit of the terminase, then a portal
protein followed by a minor head protein, two hypothetical
proteins, one scaffold protein, a major head protein and finally
a DNA packaging then another minor head protein. The lysis
module was absent in ¢SL4 but included in the three other
strains amidase and holing proteins. In the tail module, ¢SL2,
3, and 5 displayed similar ORF product with major tail protein,
an endopeptidase and a Zn** carboxypeptidase. ¢SL3 and 5
contain in this module a putative peptidoglycan hydrolase. In
the lysogeny module four integrase sequences were identified
with the presence of a putative cro-like repressor in ¢SL3. Cro
repressors work in temperate bacteriophages in opposition to
the phage’ repressor that controls the genetic switch and de-
termines whether a lytic or lysogenic cycle will happen after
infection (Schubert et al. 2007). Virulence factors were not
identified in all four sequences.

Plasmid Identifications

We identified one full plasmid sequence in VISLISI_22 and
VISLISI_27, one full plasmid sequence and one partial se-
quence in VISLISI_33 and two full plasmids sequences in
C33. As expected, GC content of the plasmids sequences
are lower than S. lugdunensis, ranging from 28.7% to
31.8% except pVISLISI3 from VISLISI_33 that display a
33.6% GC content as seen in S. lugdunensis (Shintani et al.
2015). The plasmid sizes range from 3,310 to 12,579 bp,
what is usually observed in firmicutes plasmids (Shintani
et al. 2015). Results are displayed in table 2.

Pathogenicity Island Identifications

All seven annotated genomes were loaded into Island
Viewer3 but fail to identify any pathogenicity island in all se-
quences. Several putative genomic islands were identified
with IslandPath-DIMOB that search for genes that are func-
tionally related to mobile elements but IslandPick and SIGI-
HMM failed to identify such motifs. IslandPick is a tool that
identifies putative genomic islands using comparative meth-
ods considering related species and already known genomic
islands. SIGI-HMM s a prediction method that uses a Hidden
Markov Model and measures codon usage. After careful
examination of each genomic region signaled by IslandPath-
DIMOB, we confirm the absence of any pathogenicity island
in our seven assembled genomes of S. lugdunensis.
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Discussion

The whole-genome sequencing of seven strains of S. lugdu-
nensis reveal several unexpected characteristics for this virulent
CoNS which clinical significance is probably close to S. aureus.
The core genome of staphylococci is well conserved and nearly
80% of coding sequences from S. lugdunensis have reciprocal
FASTA matches with S. aureus or other CoNS (Heilbronner
et al. 2011). Conservation between S. lugdunensis strains
was expected to be high and this study shows that 94-99%
of this genome is conserved in comparison to the actual refer-
ence genome available from strain N920143. We identified
several mobile genetic elements. Regarding phages, their de-
scription in CoNS remain scarce compared to S. aureus and if
their relationship with S. aureus phages was suggested with
the characterization of StB12, StB20, and StB27 the possibility
of direct genetic transfer in vivo from S. aureus to CoNS was
not proven (Deghorain et al. 2012). Our study identified four
new prophages in the seven sequenced strains using compu-
tational approaches. Those prophages belong as expected to
the Siphoviridae family with a GC content close to their host
and a usual modules organization (Deghorain and Van
Melderen 2012). We did not identify any virulence factor in
the CDS but it is of interest to note that the closest prophages
sequence from ¢SL4 of VISLISI_33 come from two phages:
PH15 from S. epidermidis and 187 from S. aureus, sharing,
respectively, 13 and 12 proteins, respectively, supporting the
existence of reciprocal exchange between phages originating
from S. aureus and S. lugdunensis (Kwan et al. 2005; Daniel
et al. 2007). This observation is of high importance because
even if we did not identify any pathogenicity islands in our
genome assemblies this sort of MGE in S. aureus are supported
by phage helper sequences which provide the genetic machin-
ery for their horizontal transfer (Novick et al. 2010). The in silico
approach for prophage sequences identification in bacteria is a
promising tool and will probably show that phages are not only
widespread in S. aureus, but also in CoNS, providing them a
fundamental tool to evolve and adapt themselves to the envi-
ronment for example in hospital settings (Xia and \Wolz 2014).
Plasmids play a major role particularly in bacteria for horizontal
genetic transfers such as for antibiotic resistance genes partic-
ularly in Firmicutes where extrachromosomal replicons are fre-
quently involved in the transmission of antibiotics resistance
genes (Shintani et al. 2015). Most of the plasmids described
in Staphylococci belong to S. aureus (European Nucleotide
Archive 2016). S. epidermidis has been the most studied
CoNS regarding its pathogenicity and up to now, 21 plasmids
have been identified. The second CoNS coming after in terms
of known plasmids are S. haemolyticus and S. simulans with
five known plasmids. Regarding S. epidermidis, the transfer of
MGE from S. epidermidis to S. aureus have been frequently
described but in return S. aureus did not seem able to transfer
genetic material to CoNS (Otto 2009). Nevertheless, the
description of a pathogenicity island like regions bearing

enterotoxin gene in S. epidermidis might suggest the possibility
of such events (Madhusoodanan et al. 2011; Méric et al.
2015). Surprisingly, we identified in our study the plasmid
PVISLISI_3 (strain VISLISI_33) that has 100% homologies with
PRIVM_1, a S. aureus plasmid of 4,264 bp, and a second plas-
mid pVISLISI_5 (strain C33) covering nearly half of the sequence
of VRSAp, another S. aureus plasmid of 25,107 bp. Those data
are limited by the computational approach used to get them,
but this emphasizes the need to extend the search of the ability
of S. aureus to transfer genetic materials to CoNS, an eventu-
ality of the highest importance owing to the capacity of this
strain to bear virulence factors on MGE.

Finally, this study allows the identification of several puta-
tive mobile genetic elements as prophages and plasmids in a
virulent CoNS, S. lugdunensis. It did not allow the identifica-
tion of virulence factors other than already described, but the
prophages and plasmids we describe here are important to
consider horizontal gene transfer, potentially from S. aureus
to S. lugdunensis as a way for these commensal bacteria to
gain its pathogenicity. It reveals the central role than could
play NGS for a rapid detection of those MGE. We believe that
underrepresentation of those MGE in CoNS compare to S.
aureus might change rapidly with those fast and reliable
methods with a decreasing cost. It cannot replace direct iden-
tification of plasmids or prophages, because finding a gene
does not mean that this gene will be expressed and how, but
this provides a significant gain of time for future research.

Supplementary Material

Supplementary data are available at Genome Biology and
Evolution online.
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Supplementary material part 1

SPAdes genome assembler parameters: software was run through Galaxy server from
INRA (Galaxy Migale, INRA, Jouy en Josas, France) with the following parameters:
Single cell project

Read error correction: ON

Careful correction: ON

K-mer choices: 21, 33 and 55

Library type: paired end reads

ABACAS was used for mapping and ordering contigs to the reference S. lugdunensis
N920143 (NCBI reference sequence NC_017353.1). Following command line was used:

« perl SPAGIT_HOME/ABACAS/abacas.pl -r N920143 fasta —q assembly .fasta -p nucmer -
m —b —o VISLISI_prefix —v 30 »

IMAGE was used for gap closing and scaffolding. Following command lines was used for
gap closing:

« perl $PAGIT_HOME/IMAGE/image.pl -scaffolds orderedcontigs.fasta -prefix
pairedendReadsPart -iteration 1 -all_iteration 9 -dir_prefix ite —kmer 55 »

Gap closing was improved when necessary using a range of different kmers (31, 51,71,91)
and successive iterations.

Following command line was used for scaffolding with the resulting files:

« perl $PAGIT_HOME/IMAGE/contigs2scaffolds.pl gap_closedfile.fa gap_closedfile.placed
300 0 scaffolds »

CSI phylogeny web based tool parameters to produce phylogenic trees :

minimum depth at SNP position : 10x ; minimum relative depth at SNP position : 10% ;
minimum distance between SNP : 10 bp ; minimum SNP quality : 30 ; minnimum read
mapping quality 25 ; minimum Z score : 1.96.



Supplementary material part 2

Gene ontology slims from Staphylococcus lugdunensis genome after InterProScan analysis of
annotated gene files. Ontologies are based on the 3 classes defined by the gene ontology
consortium: biological process (Panel A), cellular component (Panel B) and molecular
function (panel C).
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Phylogenic tree of 7 strains of Staphylococcus lugdunensis and 3 other available genomes compared to a published S. lugdunensis genome,
strain N920143 (NCBI Reference Sequence: NC_017353.1). Phylogenic relationships are based on concatenated alignment of the high
quality single nucleotide polymorphisms (CSI Phylogeny, online web tool, Center for Genomic Epidemiology). The 7 strains from VISLISI trial
are not isolated in a cluster compared to the strains coming from the literature. VISLISI 21 and FDAARGOS_141 belong to the same cluster
as VISLISI_22 and FDAARGOS_143 and VISLISI_33, VISLISI_27 along with HKUQ9-1.



Résultats supplémentaires non publiés de I'article 6

1. Analyses qualitatives des séquencages Illumina

Nous avons initialement séquencé 10 souches, mais une séquence n’est pas exploitable,
celle issue de la souche C_34, car contaminée par de I’ADN exogene et les données ne
sont pas fiables. Deux autres séquences sont en cours d’analyse, mais 'assemblage pose
encore probleme sur le plan bioinformatique, ce sont les souches C_47 et VISLISI_38.
Néanmoins, les analyses qualitatives des séquences brutes sont disponibles pour les 10
souches séquencées et sont présentés dans le Tableau A et B suivant.

Tableau A. Qualité de séquencage Illumina de chaque souche. (Données produites par le
prestataire GATC Biotech).

Sample Namz Totsl Rexds  Discarded Reads  Ciesn Razds (sngla) Total |12 Reads

€33 14,524 434 127,704 (0.9%) 6,222 (0.0%) 14,300,425 [99.1%)
Ci4 27.598.042 667,940 (2.4%) 30,958 (0.1%) 27,000,044 (97.5%)
47 21,185,210 251,344 (1.2%) 75,164 (04%) 20558702 (98.5%)
VISI ISE 21 10907, 756 3662 (3:2%) 10, e (01% ) 10610550 (96.72%)
VIS! IS 92 17, T4h,730) 111,342 (0.6%) LWET2 (D0%] 17638476 (W30}
VISLISE 25 11,230,504 117,764 (1.9%) 6,072 (01%) 11106868 (98.9%)
VISLISILS? 12,471 056 140604 (1.1%) 6,825 (0.1%) 12323626 (85.0%)
VISLISIZ33 12.410.494 136.350 (1.1%) 7,836 (0.1%) 12.266.308 (98:8%)
VISHISE 3¢ 12,184 G1g &4, 718 (1. %) A2 (005} 12,302,438 (R9.4%)
VISI 151 38 [EH3EANE 1,501,234 (RA%) 208 (0 1%) 16 A1 478 (01 4%%)

Tableau B. Pourcentage d’alignement des reads de chaque séquence produite par
rapport a la référence S. lugdunensis N920143. (Données produites par le prestataire
GATC Biotech).

Sample Name Total HQ Reads Mapped Reads

C33 14,300,428 12,236,853 (85.03%)
C34 07,000,044 13,250,570 (49.08%)
C47 20,858,702 19,454,070 (93.27%)
VISLISI 21 10,610,550 0,099,709 (94.24%)
VISLISL22 17,638,476 17,023,302 (96.51%)
VISLISL25 11,106,968 10,756,057 (96,84%)
VISLISI 27 12,323,626 10,860,948 (88.13%)
VISLIS| 33 12,266,308 10,002,078 (81 54%)

L’objectif initial était de produire des séquences fiables ayant donc une couverture de
séquencage suffisante fixée a 150 minimum par souche. Ce parametre peut s’analyser en
étudiant le nombre de reads moyens couvrant le génome de référence pour chaque
souche séquencée. Ces données sont représentées dans la Figure A.
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Figure A. Profondeur de séquencage et couverture de la référence S. lugdunensis
N920143. (Données produites par le prestataire GATC Biotech).

Enfin, nous avons déterminé une longueur de reads nécessaires, fixée a 125 pb
aboutissant a des fragments moyens potentiellement longs de 250 pb dans le cadre d’'un
séquencage par pair. Ce parametre est aussi évalué pour chaque souche dans la Figure B.
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Figure B. Dispersion de la longueur des fragments issus d’'un séquengage par pair pour

chaque souche. (Données produites par le prestataire GATC Biotech).

2. Alignement des assemblages

Nous avons réalisé dans la Figure C un alignement des séquences assemblées avec la
séquence de référence N920143 (référence NCBI: NC_017353.1) a l'aide du logiciel
BRIG, BLAST Ring Image Generator (v 0.95) qui permet de produire des alignements de
séquences circularisées. Comme nous l'avons décrit dans la publication ces génomes
partagent 93 a 99% de leur séquence avec le génome N920143. Les zones non partagées

du génome apparaissent dans la figure comme des zones blanches.
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Figure C. Alignement de 7 génomes de S. lugdunensis issus de 'étude VISLISI et du
génome HKU09-01, sur le génome de référence N920143.

3. Représentation des plasmides

Nous avons idéntifié 5 séquences plasmidiques potentielles dans les 7 génomes de S.
lugdunensis issus de I’étude VISLISI. Nous avons pu annoter ces séquences et les aligner

avec les plasmides connus les plus proches a I'aide du logiciel BRIG décrit ci dessus
(Figure D).
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Figure D. Représentation circulaire a
l'aide du logiciel BRIG (v 0.95) des 5
plasmides issus des souches de S.
lugdunensis de 1’étude VISLISI. Le
premier cercle représente la séquence
plasmidique la plus proche connue et le
second cercle représente les annotations.
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IV. Discussion
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A. Synthese des résultats et des perspectives de travail

Cette étude de la virulence de S. lugdunensis menée dans le cadre d'une approche
translationnelle a permis d’apporter une réponse a la question formulée initialement :

S. lugdunensis sécrete une métalloprotéase (la lugdulysine) possiblement impliquée
dans la survenue d’infections ostéeo-articulaires.

Dans le cadre des objectifs secondaires de ce travail nous pouvons formuler d’autres
conclusions :

- S. lugdunensis présente une pathogénicité tout a fait exceptionnelle au sein des SCN.

- S. lugdunensis est principalement responsable d’infections ostéo-articulaires en
particulier sur matériel.

- Il s’agit d’'une bactérie commensale mais opportuniste qui devient pathogéne en cas de
rupture de la barriere cutanée, de pose de matériel étranger et chez les patients
diabétiques.

- Le niveau de résistance aux antibiotiques de S. lugdunensis est quasi nul.

- S. lugdunensis est porteur d'un grand nombre d’éléments génétiques mobiles, mais qui
ne semblent pas étre les vecteurs de facteurs de virulence connus.

Ce travail a donc des conséquences cliniques déja envisageables et ouvre des
perspectives de travail a plusieurs niveaux :

Conséquences cliniques applicables :

- S. lugdunensis doit étre considéré comme une bactérie virulente et la présence d’'un
seul prélevement positif dans un prélevement profond ne doit pas étre interprété a
priori comme une contamination, une colonisation, jusqu’a preuve du contraire.

- I faut interpréter avec plus de prudences les prélevements venant des zones de
portage naturel de S. lugdunensis : pli inguinal, creux axillaire, nez

- L’antibiothérapie dans le cadre de changements de matériels prothétiques infectés a S.
lugdunensis doit étre per-opératoire et immédiate afin d’éviter la formation rapide de
biofilm.

Perspectives cliniques :

- La recherche rapide de la sécrétion de lugdulysine dans les prélévements cliniques
comme un préléevement ostéoarticulaire ou prothétique peut-elle changer
I'interprétation qui en faite ?

- Quels antibiotiques pourraient prévenir la formation de biofilm ?

- Existent-ils des inhibiteurs de cette protéase qui auraient un intérét thérapeutique ?

143



Perspectives plus fondamentales :

- Quels sont les substrats d’hydrolyse de la lugdulysine ?
- Sa virulence se confirme-t-elle sur un modele animal ?

- L'utilisation de la spectrométrie de masse avec des fenétres supérieures a 20000 Da
permet-elle d'identifier des « clusters virulents » voir méme d’identifier des protéines
d’intérpét comme la lugduysine ?

- Les éléments génétiques mobiles portés par S. lugdunensis sur le plan génétique sont-
ils exprimés ?

- Existe-t-il un transfert de matériel de S. aureus vers S. lugdunensis ?

B. Staphylococcus lugdunensis et infections ostéo articulaires
1. Role de la lugdulysine et des facteurs d’adhésion

La découverte d'une protéase et d’'une association statistiquement significative avec les
infections ostéo-articulaires ne démontre pas formellement I'existence d’'un lien de
causalité. La littérature permet néanmoins d’éclairer favorablement cette hypothese. La
physiopathologie des infections ostéo-articulaires est particulierement bien explorée
chez S. aureus. James E. Cassat et ses collaborateurs ont pu démontrer le réle joué par
I'auréolysine, une métalloprotéase sécrétée par S. aureus [151]. Cette protéase n’a pas
un roéle direct dans le remodelage osseux, mais elle agit comme un régulateur de
I'expression des autres facteurs ayant eux un role dans le remodelage osseux. Sa
sécrétion est sous la dépendance du locus Sae qui, comme Agr, qui est un régulateur de
la sécrétion des facteurs de virulence de S. aureus. Dans ce travail, les auteurs ne
décrivent pas le mécanisme par lequel 'auréolysine agit sur les autres facteurs de
virulence, mais elle apparalt comme un co-régulateur étroitement associé a Sae. Le role
direct des métalloprotéases dans le remodelage osseux est aussi décrit dans plusieurs
modeles in vitro et de souris comme pour la protéases M10.0013 (selon la nomenclature
de la base de données MEROPS), une métalloprotéase sécrétée chez la souris [181-
183][184][185,186].

Remarquons par ailleurs que les nombreux facteurs d’adhésion identifiés chez S.

lugdunensis participent probablement aussi a 'émergence d’infections ostéo-articulaires.

Chez S. aureus, les facteurs d’adhésion a la matrice extracellulaire osseuse constituent la
premiere étape indispensable a I'établissement d’une infection au niveau de ce tissus
particulier, ou la bactérie une fois fixée peut pénétrer dans le cytoplasme des
ostéoblastes, échapper en grande partie au systeme immunitaire et entrainer une
cascade de dégradation/synthése de la matrice osseuse dans un contexte inflammatoire
locorégional propice a I'apport de nutriments [187].

2. Diabeéte, biofilm et infections ostéo-articulaires

Le diabete est une comorbidité observée fréquemment dans la littérature chez les
patients ayant présenté une infection ostéo-articulaire a S. lugdunensis et notre étude
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prospective le confirme, car cette pathologie affecte presque 50% des patients ayant
présenté une infection ostéo-articulaire. Le lien entre diabéte et risque infectieux est
connu depuis longtemps par les cliniciens et repose sur une association complexe de
risques mécaniques liés a la perte de sensibilité superficielle et profonde, ainsi que sur
I'immunodépression liée a '’hyperglycémie [188]. Plusieurs travaux ont ainsi montré
que l'hyperglycémie altére les fonctions immunitaires innées, comme la dégranulation
des polynucléaires neutrophiles, c’est a dire leur capacité de sécrétion de protéases
destinées a I’élimination microbienne, mais aussi leurs capacités de migration au niveau
d’un tissus infecté [189]. Elle induit aussi 'expression de récepteurs membranaires Toll-
like perturbant les fonctions apoptotiques des neutrophiles [190,191]. La glycosylation
directe du complément induite par I'hyperglycémie peut aussi perturber les fonctions
d’opsonisation/phagocytose des bactéries par les cellules phagocytaires
professionnelles [192]. Certaines complications ostéo-articulaires sont habituelles dans
le diabete comme le mal perforant plantaire évolué avec atteinte osseuse, mais cette
comorbidité constitue aussi un facteur de risque d’infections sur matériel et notamment
sur prothese articulaires [193].

Le biofilm constitue un autre déterminant majeur de la survenue d’infections ostéo-
articulaires et sur matériel prothétique, S. aureus et S. epidermidis en sont les principaux
pourvoyeurs [194-197]. S. lugdunensis est une bactérie fortement productrice de biofilm
et nos travaux démontrent sa capacité a fabriquer un biofilm en quelques heures a peine,
un élément probablement pertinent pour expliquer nos observations cliniques, puisque
100% des 28 souches impliquées dans ces infections en étaient productrices en 4 h
maximum. Par ailleurs, certains travaux ont montré que la production de biofilm était
augmentée in vitro en présence de glucose, ce qui établirait un lien direct entre diabete,
biofilm et infections ostéo-articulaires [198]. Le biofilm pose par ailleurs un probleme
thérapeutique majeur compte tenu de la barriere qu'’il représente pour les éléments du
systéeme immunitaire mais aussi pour les antibiotiques. Par conséquent, la prise en
charge chirurgicale de patients ayant une infection prothétique parait difficilement
contournable [199][200]. Par ailleurs, la rapidité avec laquelle il s’établit renforce l'idée
selon laquelle la premiere administration d’antibiotiques lors d’'un changement de
prothese articulaire infectée a S. lugdunensis doit étre per opératoire, immédiate, juste
apres les prélevements a visée bactériologiques.

3. Infections chroniques et variant a petites colonies

Nous avons mis en évidence au cours de I'étude VISLISI plusieurs variant a petites
colonies, en particulier 3 souches impliquées dans des infections ostéo-articulaires.
Plusieurs auteurs ont décrit la capacité accrue de ces souches a entrainer des infections
chroniques, sur matériel mais ont aussi montré leur coexistence fréquente avec des
souches « sauvages » dans des structures de type biofilm [201]. Il existe probablement
une interaction étroite entre I'état métabolique de ces souches qui est généralement le
résultat d’'une pression environnementale comme une restriction en nutriments ou la
présence d’antibiotiques, et le biofilm qui réagit lui aussi a ces mémes facteurs. Zulfigar
Ali Mirani et ses collaborateurs ont ainsi montré que S. aureus pouvait exister au sein du

145



biofilm sous la forme de variants a petites colonies et de souches de phénotype sauvage
avec un passage d'un état métabolique a l'autre et que la stabilité du biofilm était
directement dépendante de ces changements d’état [67].

4. Perspectives

La lugdulysine est une métalloprotéase dont le rdole exact reste a déterminer mais
plusieurs éléments devraient permettre d’apporter des réponses plus définitives a
I’hypothese que nous formulons ici. Il faut tout d’abord identifier les zones de clivages et
les substrats potentiels. Son activité sur les éléments de la matrice extracellulaire
osseuse serait concordante. Il faut ensuite mettre au point un modele de bactérie Knock
Out pour le gene lugdulysine et réaliser ensuite un modele animal d’'infection ostéo-
articulaire. L’étude du protéome de cette souche permettrait peut-étre aussi d’envisager
le niveau auquel la lugdulysine pourrait jouer un rdle, comme cela a été fait pour
'auréolysine.

Les métalloprotéases présentent d’'une maniere générale des effets pléiotropes et
constituent des cibles thérapeutiques privilégiées dans le domaine de la cancérologie,
mais aussi en odontologie ou leurs effets destructeurs sur le parodonte osseux a permis

le développement de molécules inhibitrices dont l'efficacité clinique reste a prouver
[202-205].

On peut aussi envisager d’intégrer la sécrétion d’'un tel facteur de virulence comme une
cible diagnostique potentielle. La détection d’'une souche sécrétrice de Lugdulysine au
sein par exemple d’un prélevement ostéo-articulaire, d'une prothese, pourrait amener le
clinicien a moduler sa thérapeutique et méme le microbiologiste son diagnostic. Méme
dans 'hypothése de prélevements polymicrobiens ou la positivité d'un seul échantillon
sur plusieurs doit encore rendre les médecins prudents, on peut considérer que la
présence d’une souche protéolytique peut faire I'objet d’'une interprétation plus radicale
et étre considérée comme pathogene. Ce type d’'interprétation est novateur car les
facteurs de virulence sont exceptionellement utilisés dans le domaine du diagnostic
microbiologique afin d’établir la significativité microbiologique des prélevements. Mais
sur le plan clinique, une telle approche a du sens et change 'attitude thérapeutique. Cela
suppose la mise au point, par exemple, de tests de diagnostics rapides de la protéase afin
de rendre au clinicien un résultat associé a la culture : souche sécrétrice de Lugdulysine.
C’est ce qui est fait aujourd’hui pour les souches de Claustridium difficile, une bactérie
commensale, qui devient pathogene lorsqu’elle est sécrétrice de toxines qui font I'objet
de tests de détection rapide qui modulent radicalement l'attitude thérapeutique.

Sur le plan microbiologique encore, I'utilisation de nouveaux outils comme le BioFilm
Ring Test (Biofilm Control, Saint-Beauzire, France) pourraient permettre d’évaluer plus
précisément la sensibilité réelle des bactéries au sein du biofilm et orienter au mieux
I'antibiothérapie en réalisant un antibiogramme sur biofilm. Jason Tasse et ses
collaborateurs ont ainsi montré que la sensibilité de S. aureus aux antibiotiques était
plus grande en phase planctonique qu’au sein du biofilm ou on observe une
augmentation des concentrations inhibitrices pour certains antibiotiques comme la
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daptomycine, la fosfomcyine et I'ofloxacine alors que d’autres antibiotiques gardent une
activité constante comme la clindamycine, 'acide fusidique et la rifampicine [206].

Une partie seulement, des souches issues de I’étude VISLISI, est productrice de
lugdulysine alors que toutes sont porteuses du gene. Cette observation repose, peut-étre,
sur la mutation G299S que nous avons identifié chez 57% des souches non productrices
de la protéase. Cette mutation a probablement peu d’'impact sur le plan fonctionnel mais
pourrait modifier la structure de la zone catalytique de la protéine. Il faut donc
maintenant déterminer la structure tridimensionnelle réelle de la protéase pour évaluer
I'impact réel de cette mutation sur le plan structural.

C. Eléments génétiques mobiles de Staphylococcus
lugdunensis
1. Génome accessoire de Staphylococcus lugdunensis

La mise en évidence d’éléments génétiques mobiles multiples chez S. lugdunensis est
nouvelle, mais pas surprenante. En effet il semble de plus en plus évident que le génome
accessoire des staphylocoques occupe une place fondamentale dans leur évolution et
leur adaptation a I'’environnement comme a '’homme. S. aureus porte sur ces éléments
mobiles de nombreux facteurs de virulence ce qui n’est pas prouvé chez S. lugdunensis et
reste globalement tres rare et peu documenté chez les SCN. Néanmoins la présence de
phages et de plasmides doit faire envisager la possibilité d'échanges de matériel
génétique de S. aureus vers les SCN, ce qui n’est pas encore admis ou clairement
démontré, alors que les échanges dans le sens opposé sont fréquents. Il existe plusieurs
systemes de restriction du transfert de matériel génétique d'une espece de
staphylocoque a l'autre et cela explique entre autre les difficultés a transférer méme in
vitro des plasmides de S. aureus vers un SCN [97]. Les moyens mécaniques comme
'électroporation perméabilisent de force la membrane plasmique bactérienne, mais
d’'une maniere générale il faut le plus souvent, contourner ces mécanismes de restriction
pour obtenir des transferts de genes entre staphylocoques [98].

2. Biofilms et transferts génétiques horizontaux

Le biofilm est apparu ces derniéres années comme un lieu privilégié pour
I'établissement d’échanges de matériels génétiques qui modulent directement le
métabolisme du biofilm selon un ensemble de mécanismes dont Jonas Stenlgkke Madsen
et ses collaborateurs ont récemment publié une revue complete [207]. Les bactéries se
retrouvent dans une situation de grande proximité qui facilite leurs contacts physiques
et les transferts conjugatifs de plasmides, mais aussi l'activité d’enzymes issues de
cadavres bactériens sur de 'ADN exogene. La libération d’ADN extracellulaire dont le
réle est fondamental dans la persistance du biofilm constitue aussi une source de
matériel génétique transférable par un mécanisme de transformation, alors que la
compétence bactérienne semble étre directement régulée par cet ADNe. Ces échanges
constituent d’'une maniere générale un des mécanismes adaptatifs fondamentaux de la
population bactérienne au sein du biofilm qui doit étre considéré comme un ensemble
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coopératif et adaptatif aux conditions environnementales [47,207]. La mise en évidence
de plusieurs plasmides chez S. lugdunensis et sa grande capacité a fabriquer un biofilm
constituent ainsi un champ de recherche conjoint tout a fait pertinent.

3. Perspectives

Plusieurs travaux restent a mener pour amener des réponses valables aux questions que
nous soulevons ici. Il faut tout d’abord explorer le niveau d’expression de ces éléments
génétiques mobiles. Concernant les phages la premiere étape serait d’étudier leur
inductibilité, c’est a dire la capacité du phage a s’engager vers un cycle lytique en
utilisant par exemple la mitomycine C [208]. Il serait ensuite nécessaire de caractériser
ces phages sur le plan structural mais aussi leur contenu génique pour savoir s’il s’agit
d’'un phage exercant une transduction spécialisée ou généralisée. Il faudrait finalement
déterminer les bactéries infectables. Concernant les plasmides il faudrait confirmer leur
existence en isolant expérimentalement le chromosome bactérien de celui du plasmide
par des méthodes de précipitation et centrifugation dont il existe plusieurs modalités
[209,210]. Une fois isolé, 'ADN plasmidique pourrait ensuite faire l'objet d'un
séquencage a part entiere. La méthode que nous avons utilisée reste en effet
exploratoire et uniquement basée sur des données bioinformatiques qui doivent
absolument étre confirmées. Il serait aussi nécessaire d’étudier le transfert vers d’autres
types bactériens comme S. aureus ou d’autres SCN et déterminer le caractere conjugatif
ou abortif de ces transferts.

D. Application de la spectrométrie de masse a I’étude de la
virulence bactérienne

1. Spectrométrie de masse et analyse hiérarchique

Nos travaux n’ont pas permis de mettre en évidence de liens cohérents entre les souches
issues d’infections et de contaminations ou encore selon 'origine clinique des souches.
Notre projet initial reposait sur la publication de plusieurs travaux montrant que la
spectrométrie de masse était un outil viable pour I’étude indirecte des relations
phylogénétiques entre des souches bactériennes et pouvait remplacer I'étude de genes
menagers, de profils de restriction voir de génomes entiers dans cette perspective la
[82,83]. Ces travaux encourageants menés sur des bactéries a Gram négatif ont été
conduit chez S. aureus, mais le seul résultat probant est la capacité a établir des profils
spectrométriques permettant de distinguer les souches sensibles ou résistantes a la
méticilline, ce qui est loin de notre objectif initial et surtout peu intéressant chez S.
lugdunensis qui n’est quasiment jamais résistant a la méticilline [211-213]. Ces travaux
présentaient pourtant I'intérét d’avoir ont été menés sur des spectrometres de masse de
type MALDI-TOF MS avec des fenétres d’analyse entre 2 et 20 kDa, ce qui correspond
aux conditions réunies dans la plupart des laboratoires de diagnostic. Inversement,
Peter Lasch et ses collaborateurs ont récemment montré que la spectrométrie de masse
de type MALDI-TOF MS était incapable de mettre en évidence des complexes clonaux
plus généraux comme ceux établis a 'aide de profils de restriction ou d’analyse de genes
ménagers [214]. La spectrométrie de masse utilisée dans le cadre du diagnostic de
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routine présente de nombreuses limites qui expliquent probablement ces résultats. Les
profils obtenus sont relativement stables au fil des dépots, mais restent soumis a une
certaine variabilité inhérente au processus d’ionisation et de désorption qui complique
probablement le typage bactérien alors que le processus d’identification reste fiable, car
il repose sur les quelques pics les plus intenses et abondants. Par ailleurs, I'utilisation de
dépodts directs bactériens est insuffisante pour avoir des tracés assez riches et
reproductibles pour des analyses plus fines que l'identification, et il faut recourir a
I'analyse de protéines cytoplasmiques qui se limite tres majoritairement aux protéines
ribosomales qui sont habituellement tres conservées au sein d’'une espece. Au final, le
typage de S. lugdunensis et peut étre des staphylocoques en général (si 'on excepte la
question de la sensibilité a la méticilline) n’est pour le moment pas réalisable dans les
conditions expérimentales du diagnostic de routine.

2. Spectrométrie de masse et analyse de facteurs de virulence

Nous avons vu en introduction que la spectrométrie de masse a pu étre utilisée avec
succes pour l'identification de la 6-hémolysine de S. aureus probablement parce que le
poids moléculaire de cette protéine (environ 3 kDa) est compatible avec la fenétre
d’analyse des spectrometres en routine (2 a 20 kDa) [79]. Inversement la recherche de
Leucocidine de Panton Valentine s’est révélée infructueuse dans les mémes conditions
sachant que cette protéine fait plus de 60 kDa [77]. On peut finalement penser que dans
ces fenétres de détection la recherche de facteurs de virulence sera probablement
décevante en dehors de quelques exceptions et ce pour plusieurs raisons. Le poids
moléculaire représente une premiere limite et une grande partie des facteurs de
virulence fait plus de 20 kDa en particulier chez S. aureus. Par ailleurs, il ne s’agit pas
toujours de protéines cytoplasmiques ou sécrétées et les conditions expérimentales sont
alors totalement différentes. La recherche de facteurs d’adhésion est par exemple
fortement compromise, car I'analyse de dépots bactériens directs produit des tracés tres
variables, difficilement comparables dans le détail méme si les principaux pics eux
restent constants. Enfin, les facteurs de virulence ne sont pas nécessairement facilement
ionisés, autrement dit I'amplitude des pics n’est pas nécessairement grande méme si la
protéine considérée est présente en grande quantité. Au final, l'utilisation du MALDI-
TOF MS dans une fenétre de 2 a 20 kDa est probablement insuffisante pour
'identification de facteurs de virulences chez les staphylocoques. Concernant la
lugdulysine, cette protéine excrétée est trop lourde pour étre détectée (37 kDa).

3. Perspectives

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF MS est maintenant bien installée dans
les laboratoires de diagnostic et les bases de données qui y sont reliées sont riches,
I'identification bactérienne est beaucoup plus simple et fiable, il est peu probable que les
laboratoires changent dans les prochaines années radicalement de matériel ou de
protocoles. En recherche, la solution viendra peut étre de I'utilisation d’autres analyses
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spectrométriques plus discriminantes ou encore dans des fenétres d’analyse plus larges
qui peuvent aller jusqu’a 150 kDa [215,216]. Concernant S. lugdunensis, il serait
probablement utile de reproduire ces analyses de comparaison de souches en fonction
de leurs provenances en comparant les profils spectrométriques dans des fenétres allant
de 20 a 150 kDa en se basant sur les protéines cytoplasmiques, mais aussi sur les
surnageants de culture c’est a dire le sécrétome. Cette derniere analyse est rendue
difficile par l'utilisation de milieux de cultures eux méme riches en protéines qu’il peut
étre difficile de distinguer des protéines produites par la bactérie dans le cadre d'une
approche globale.
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V. Conclusions
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Ce travail de these a permis de confirmer la pathogénicité de S. lugdunensis en
s'appuyant sur une base méthodologique forte c’est a dire une analyse clinique
prospective. Nous avons ainsi pu montrer que ce SCN ne se comporte pas comme les
autres especes de SCN et possede une virulence qui lui est propre et le rapproche sur le
plan clinique, mais aussi microbiologique et génétique de S. aureus. Ces observations
remettent en cause la dichotomie habituelle S. aureus vs SCN et notamment
'interprétation des prélevements microbiologiques en sachant que la fréquence de
colonisation par S. aureus et S. lugdunensis est proche, de I'ordre de 30%. Nous pensons
donc qu’au méme titre que S. aureus S. lugdunensis ne devrait, a priori, jamais étre
considéré comme un contaminant dans une hémoculture, un prélevement profond ou
encore un fragment de matériel ou osseux, méme si un seul prélevement est positif
parmi plusieurs. Nous avons aussi mis en évidence une nouvelle protéase de la classe
des métalloprotéases, et qui constitue un possible facteur de virulence impliqué dans les
infections ostéo-articulaires bien que des travaux restent a mener pour le démontrer
formellement. Nous observons a l'issue de ce travail translationnel un tableau général
expliquant la survenue d’infections avec une bactérie qui le plus souvent vit en symbiose
avec son hote: des patients fragilisés par une porte d’entrée cutanée, un systeéme
immunitaire altéré par I'age, le diabete ou un cancer et un pathogene virulent par la
production de facteurs d’adhésion et au moins d'une protéase. Ces éléments réunis
suffisent certainement a expliquer le constat clinique que nous faisons. D’autres
éléments impliqués dans la virulence de ce pathogene, mais aussi des autres
staphylocoques restent certainement a découvrir. Nous avons enfin pu montrer
I'importance du génome accessoire chez un SCN, ce qui le rapproche encore de S. aureus
avec qui il partage une partie importante de son génome. L’utilisation de plus en plus
large du séquencgage a haut débit nous donne un regard totalement inédit sur les agents
infectieux et en particulier sur ces souches commensales qui vivent sur notre épiderme,
mais qui ont la capacité d’échanger, et d’apprendre a mesure que nous fabriquons des
bactéries de plus en plus résistantes par un usage trop large des antibiotiques.
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VI. Synthese des publications, posters et
présentations
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A. Articles

Implementation of Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight
Mass Spectrometry in Routine Clinical Laboratories Improves Identification of
Coagulase-Negative Staphylococci and Reveals the Pathogenic Role of
Staphylococcus lugdunensis.

Argemi X, Riegel P, Lavigne T, Lefebvre N, Grandpré N, Hansmann Y, Jaulhac B, Prévost
G, Schramm F.

Journal of Clinical Microbiology. 2015. Jul;53(7):2030-6.

Staphylococcus lugdunensis: a virulent pathogen causing bone and joint infections.
Douiri N, Hansmann Y, Lefebvre N, Riegel P, Martin M, Baldeyrou M, Christmann D,
Prevost G, Argemi X.

Clinical Microbiology and Infection. 2016. Aug;22(8):747-8.

VISLISI trial, a prospective clinical study allowing identification of a new
metalloprotease and putative virulence factor from Staphylococcus lugdunensis.
Argemi X, Prévost G, Riegel P, Keller D, Meyer N, Baldeyrou M, Douiri N, Lefebvre N,
Meghit K, Ronde Oustau C, Christmann D, Sarah C, Strub JM, Hansmann Y.

Clinical Microbiology and Infection. 2016. Dec 22.

Staphylococcus lugdunensis small colony variant conversion resulting in chronic
prosthetic joint infection.

Argemi X, Dahyot S, Lebeurre ], Hansmann Y, Ronde Oustau C, Prévost G.

Médecine Maladies Infectieuses. 2017. In press.

Whole genome sequencing of 7 strains of Staphylococcus lugdunensis allows
identification of mobile genetic elements.

Argemi X, Martin V, Loux V, Dahyot S, Lebeurre ], Guffory A, Martin M, Velay A, Riegel P,
Keller D, Hansmann Y, Paul N, Prévost G.

Genome Biology and Evolution. 2017. In press.

Kinetics of biofilm formation by Staphylococcus lugdunensis strains in bone and
joint infections.

Argemi X, Prévost G, Riegel P, Keller D, Provot C, Badel-Berchoux S, Jehl F, Olivares E,
Hansmann Y.

Diagnostic Microbiology and Infectious Diseases. 2017. Accepted, awaiting proofs.

B. Présentations orales
1. Congres régionaux

- FMTS, Journées de la Fédération de Médecine Transrationnelle de
Strasbourg, 2016 : «Virulence et génétique de Staphylococcus lugdunensis, un
pathogene mal connu, étude VISLISI ».
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Argemi X, Douiri N, Keller D, Lefebvre N, Riegel P, Christmann D, Jaulhac B, Hansmann Y,
Prévost G.

- FMTS, Journées de la Fédération de Médecine Transrationnelle de
Strasbourg, 2017 : « Staphylococcus lugdunensis, de la prothése a la protéase ».
Argemi X, Hansmann Y, Riegel P, Ronde-Oustau C, Prévost G.

2. Congres nationaux

- JNI, Journées Nationales d’'Infectiologie, 2015 : « Virulence de S. lugdunensis dans les
infections séveéres, étude VISLISI ».

Argemi X, Prévost G, Riegel P, Keller D, Meyer N, Baldeyrou M, Douiri N, Lefebvre N,
Meghit K, Ronde-Oousteau C, Christmann D, Cianfarani S, Strub JM, Hansmann Y.

- RICAI, Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti Infectieuse, 2016 :
« Virulence et génétique de Staphylococcus lugdunensis. ldentification d’'une nouvelle
protéase comme possible facteur de Virulence ».

Argemi X, Prévost G, Riegel P, Keller D, Meyer N, Baldeyrou M, Douiri N, Lefebvre N,
Meghit K, Ronde-Oousteau C, Christmann D, Cianfarani S, Strub JM, Hansmann Y.

C. Posters
1. Congres nationaux

- JNI, Journées Nationales d’Infectiologie, 2014 : « Infections a S. lugdunensis, une
bactérie virulente ? ».
Argemi X, Keller D, Riegel P, Umer F, Masseron A, Hansmann Y, Prévost G.

2. Congres internationaux

- ICCMG, International Conference on Clinical Metagenomics, 2016 : « Identification
of Mobile Genetics Elements in Staphylococcus lugdunensis, a virulent coagulase negative
staphylococci ».

Argemi X, Hansmann Y, Riegel P, Prévost G.
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Etude de la virulence de
Staphylococcus lugdunensis

Résumé

Staphylococcus lugdunensis est un staphylocoque a coagulase négative qui présente de
nombreuses particularités sur le plan clinique et microbiologique. Cette bactérie
commensale de la peau est impliquée dans des infections humaines d’une particuliere
gravité. Ce travail de these nous a permis de déterminer que S. lugdunensis présente bien
une pathogénicité tout a fait inhabituelle pour un SCN car 37.2% de toutes les souches
recueillies entre 2013 et 2016 étaient impliquées dans un processus infectieux. Nous
avons aussi observé que les infections ostéo-articulaires en étaient la premiere
manifestation. Nous avons découvert une nouvelle protéase excrétée par 61.7% des
souches qui présente une association statistique forte avec les infections ostéo-
articulaires. Il s’agit d'une métalloprotéase de 37 kDa que nous avons pu purifier puis
séquencer afin de caractériser ses propriétés biochimiques et son environnement
génique. Enfin, nous avons aussi réalisé un séquencage de novo de 7 souches de S.
lugdunensis et démontrer I'existence de multiples éléments génétiques mobiles.

Mots clés: Staphylococcus Ilugdunensis, infections ostéo-articulaires,
métalloprotéase, facteur de virulence, éléments génétiques mobiles.

Abstract

Staphylococcus lugdunensis is a coagulase negative staphylococcus species that may
causes various infections of unusual severity. We conducted a translational study with a
prospective clinical trial that aimed to describe S. lugdunensis infections and its real
pathogenicity, associated with a systematic research of in vitro putative virulence
factors. The final objective was to determine the statistical relationship between those
two and find a putative real virulence factor. This trial was conducted between 2013 and
2016. It showed that S. lugdunensis displayed a high level of pathogenicity as 37.2% of
all strains isolated came from infected patients and most of those infections were
osteoarticular infections. We discovered a new protease that we named lugdulysin and
that was strongly associated with osteoarticular infections. This secreted protein of 37
kDa was purified and sequenced, we characterized its chemical properties and the
nucleotide environment of the coding sequence. We also achieved de novo sequencing of
7 strains of S. lugdunensis and found that several mobile genetic elements belonged to
the sequences as plasmids and prophages.

Keywords : Staphylococcus lugdunensis, osteo-articular infections,
metalloprotease, virulence factor, mobile genetic elements.
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