Surveiller, alerter, prévenir

INSTITUT
DE VEILLE SANITAIRE

CNR des Staphylocoques
Rapport d’activités annuel 2006

1- Introduction :

1-1- Rappel des missions et objectifs majeurs du CNR en terme de santé
publique, son organisation, le cas échéant, la répartition des missions avec

son ou ses laboratoires associés et ses principaux partenaires
Le CNR des staphylocoques a pour principales missions de :

- développer et maintenir une collection de souches responsables d'infections

nosocomiales et communautaires,

- identifier et typer les souches responsables de formes cliniques inhabituelles, les

souches multi-résistantes de diffusion clonale et caractériser les toxines,

- rechercher et caractériser les toxines dans les prélevements cliniques et alimentaires,

dans le cadre de l'investigation de toxi-infections alimentaires ou d'autres cas groupés,
- développer des techniques de typage moléculaire,

- identifier de nouveaux génotypes de résistance aux anti-infectieux et caractériser les
mécanismes de résistance en collaboration avec le CNR de la résistance aux

antibiotiques,

- évaluer et valider, en lien avec le CNR de la résistance aux antibiotiques, les techniques
de détection de résistance aux glycopeptides chez les staphylocoques (méthodes
standardisées et accessibles a tous les laboratoires), en assurer la diffusion et développer

une procédure de controle qualité,
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- contribuer a la surveillance épidémiologique des infections et toxémies
staphylococciques en lien avec I'Institut de Veille Sanitaire, en particulier :
- en renforgant les collaborations avec les réseaux des laboratoires hospitaliers
de microbiologie, notamment pour les souches responsables d‘infections
nosocomiales,
- en développant un partenariat avec des réseaux de laboratoires d'analyses de
biologie médicale pour la surveillance de I'€mergence de clones responsables
d’infections en ville,
- en collaborant aux enquétes épidémiologiques visant a maitriser les épidémies

et cas groupés d'infections staphylococciques,
- collaborer avec les réseaux de surveillance européens et internationaux,

- contribuer a lalerte en signalant a I'Institut de Veille Sanitaire tout événement
inhabituel : émergence d'un nouveau phénotype de résistance aux antibiotiques,
émergence de souches a la virulence particuliere, détection de cas groupés.

1-2- Résumé des activités de l'année N : faits marquants, points clefs,

contexte, principaux résultats de contribution a la surveillance et a I'alerte

L'année 2006 a été marquée par :

- la caractérisation du clone majoritaire hospitalier de S. aureus résistant a la méticilline
(SARM) et diffusant dans tout le territoire national. Ce clone a un "sequence type" (ST)
de type 8, un allele agr de type 1 et une cassette SCCmec de type 1V ; il a été dénommé
le clone Lyon,

- la caractérisation d'une nouveau clone communautaire et hospitalier de SARM
contenant le géne de la toxine du choc toxique staphylococcique. Ce clone a un
"sequence type" (ST) de type 5, un allele agr de type 2 et une cassette SCCmec de type
v,

- une participation aux réseaux de surveillance en particulier francais et européens a
travers le réseau EARSS. Cette étude débutée le 1° septembre 2006 a permis de
collecter 200 souches invasives de S. agureus (dont 100 souches résistantes a la
méticilline) provenant de 22 laboratoires francais. Tous ces laboratoires appartenaient au
réseau EARSS. Tous les pays de I'Union Européenne ont également participé a ce

protocole.
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- la participation a l'alerte et linvestigation de cas groupés notamment a S. aureus

producteurs de LPV en milieu scolaire

- des avancées marquantes en terme de compréhension des mécanismes

physiopathologiques de certaines maladies staphylococciques, hotamment celles associes

aux souches productrices de LPV et de superantigénes

1- 3- Equipe: personnels dévolus dans les activités du CNR (les adresses

indiquées sont celles au 17 avril 2007)

Personnel consacrant une part de leur activité au CNR

Centre de Biologie Est
Faculté de Médecine Laennec
Faculté de Médecine Lyon Nord

Fax : 04 72 35 73 35
Fax : 04 78 77 86 58
Fax : 04 78 77 75 50

Frangois Vandenesch — directeur
Praticien Hospitalier - Centre de Biologie Est

Professeur des Universités - Faculté de Médecine Laennec

Tél : 04 72 3572 52 ou 04 78 77 86 57

E-mail : denesch@univ-lyon1.fr

Jérome Etienne — co-directeur
Praticien Hospitalier - Centre de Biologie Est

Professeur des Universités - Faculté de Médecine Lyon Nord

Tél : 04 72 12 96 24 ou 04 78 77 86 57

E-mail : jetienne@univ-lyoni.fr

Gérard Lina (virulence)
Praticien Hospitalier - Centre de Biologie Est

Maitre de Conférence- Faculté de Médecine Laennec

Tél : 04 72 12 96 67 ou 04 78 77 86 42

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

Yves Gillet (infectiologie pédiatrique)

Praticien Hospitalier - Centre de Biologie Est

Tél : 04 72 11 68 43

E-mail : yves.qgillet@chu-lyon.fr

Marie-Elisabeth Reverdy (antibiotique)
Praticien Hospitalier - Centre de Biologie Est

Tél : 04 72 12 96 66
E-mail : marie-elisabeth.reverdy@chu-

lyon.fr
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Michele Bes (identification)

Biologiste contractuel - Centre de Biologie Est

Tél : 04 72 12 96 62

E-mail : michele.bes@chu-lyon.fr

Muriel Croze

Praticien Attaché — Centre de Biologie Est

Tél. : 04 72 12 96 68

E-mail : muriel.croze@chu-lyon.fr

Olivier Dauwalder

Assistant hospitalo-universitaire — Centre de Biologie Est

Tél : 04 72 12 96 69
E-mail : olivier.dauwalder@chu-lyon.fr

Héléne Meugnier (lien de clonalité)
Ingénieur - Centre de Biologie Est

Tél : 04 72 12 95 80
E-mail : helene.meugnier@chu-lyon.fr

Sandrine Boisset (webmaster)
Assistante hospitalo-universitaire - Centre de Biologie Est

Tél : 04 72 12 96 64
E-mail : sandrine.boisset@univ-lyon1.fr

Techniciens rattachés a I’'Hopital Edouard Herriot

Christine Gardon
Christine Courtier
Martine Rougier
Annie Matra

Caroline Bouveyron

Techniciens et Ingénieur crédits InVS

Florence Couzon (Ingénieur)

Cécile Spinelli (Technicienne)

Le laboratoire hospitalier ou se réalisent la plupart des activités du CNR est inscrit

dans une démarche qualité avec constitution d'un groupe qualité renforcé a

I'occasion du rassemblement sur un méme site des laboratoires de Bactériologie

de I'hopital Edouard Herriot, Neuro-Cardiologique et Debrousse. Le nouveau

laboratoire qui a ouvert en mars 2007 est situé dans le Centre de Biologie Est. Le

laboratoire universitaire (INSERM U851) ou se réalise une partie des activités du

CNR (en particulier certains aspects plus fondamentaux) et qui héberge une
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partie de la biothéque, est engagé dans une démarche qualité appuyée par les
tutelles (INSERM et Université)

Locaux et équipements :

Le laboratoire hospitalier, localisé encore en 2006 a I'hopital Edouard Herriot
occupe une surface de 450 m2. Les locaux spécifiquement dévolus a l'activité
staphylocoque sont d‘environ 40 m2. Cependant, le CNR utilise de nombreux
équipements communs a l'ensemble de l'activité du laboratoire (PCR, pesée,
électrophorese, laverie,..). Depuis mars 2007, le laboratoire du CBE (surface
d’environ 900 m2) dispose sur le méme principe de locaux spécifiques a I'activité
CNR et de locaux communs a I'ensemble du plateau de microbiologie (incluant la
virologie).

Sur le site de la faculté Laennec, le laboratoire d’une surface de 400 m? ne
comporte pas de secteur spécifique pour le CNR, car le laboratoire est
entierement consacré a létude de la physiopathologie des infections
staphylococciques.

Les principaux équipements dont dispose le CNR qu’ils aient été acquis sur des
crédits InVS ou qu'il en dispose du fait de la mutualisation, sont ceux d'un
laboratoire de microbiologie ayant des approches moléculaires et cellulaires. Ainsi,
entre les laboratoires hospitaliers et universitaires, le CNR a acceés a un cytomeétre
de flux (utilisé pour étudier la réponse des cellules aux effets des toxines de
staphylocoque), deux appareils PCR temps réels (light cycler), de nombreux
thermocycleurs conventionnels, un extracteur d’ADN, des hottes a flux et PSM,
des centrifugeuses de différentes capacités, un systeme de chromatographie
liqguide (utilisé pour la purification des toxines de staphylocoque) et tout le

matériel nécessaire a la stérilisation du matériel et a la décontamination.

2- Activités d’expertise :

2-1- Capacités techniques du CNR

2-1-1- Liste des techniques de référence: diagnostic/identification, typage,

évaluation de la sensibilité aux anti-infectieux
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2-1-1-1-Techniques disponibles

Identification des souches

Les souches isolées peuvent étre envoyées au CNR pour confirmation ou identification
spécialisée. Elles sont identifiées :

- sur des caracteres morphologiques des colonies (taille et aspect des colonies,
hémolyse, pigmentation, etc),

- sur des caracteres biochimiques (catalase, coagulase, résistance a la bacitracine,
résistance au composé vibriostatique 0/129...) et a l'aide de la galerie ID 32 Staph
(bioMérieux ®),

- sur des caracteres génotypiques par PCR de la région intergénique ribosomale 16S
— 23S (ITS PCR).

Détection des génes de toxines : la détermination des profils toxiniques se fait par PCR

multiplex.

Sont recherchés les genes codant :

- les entérotoxines (SE*, SEI*) : SEA, SEB, SEC, SED, SEH, SEIK, SEIL, SEIM, SEIO, SEIP,
SEIQ, SEIR,

- la toxine du choc toxique staphylococcique (TSST-1),

- les exfoliatines A, B, D,

- les toxines synergohyménotropes : IukM, et la leucocidine de Panton Valentine (PVL),

- le facteur EDIN (Epidermal Cell Differentiation Inhibitor) (A-C),

- I'némolysine béta.

De plus, nous identifions l'allele du gene régulateur agr « accessory gene regulator» et

détectons systématiquement le gene de résistance a la méticilline (/mecA).

NB :
*SE : "Staphylococcal enterotoxin”
*SE| : "Staphylococcal enterotoxin-like", toxine pour laquelle le pouvoir émétisant n'est pas

démontré.

La détection des genes codant SEIM et SEIO signale aussi habituellement la présence des
genes codant SEG, SEI et SEIN car ces genes sont sur un méme élément génétique (locus
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egc). De méme, la détection du géne codant SED signale habituellement la présence du

gene codant SEJ (méme plasmide)

Test du CD69

La recherche d’activation lymphocytaire T, caractéristique des superantigenes bactériens, est
réalisée notamment lorsqu’une souche de patient isolée dans le cadre de manifestations
toxiniques ne possede aucun des genes connus d’entérotoxine. Le test du CD69 permet de
détecter la présence de superantigenes dans le surnageant de culture de la souche étudiée

et donc de suspecter que la souche produit une nouvelle entérotoxine.

Recherche de lien de clonalité

Le lien de clonalité est recherché par détermination du profil de restriction de I'’ADN
chromosomique par électrophorése en champ pulsé. En cas de besoin, peuvent étre réalisés
en plus la détermination du « Sequence type » par multilocus sequence typing (MLST), et la
recherche du type de répétition du gene codant la protéine A (spa typing).

L'ensemble des résultats analysés a l'aide d’outils informatiques permet de grouper les
populations bactériennes selon leurs caractéristiques et de les rattacher aux grands groupes

évolutifs notamment pour les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline.

Recherche des entérotoxines A-E

En cas d'intoxication alimentaire, les entérotoxines A-E sont recherchées dans les

vomissements des patients par une méthode immuno-enzymatique ELISA, RIDASCREEN®.

Recherche de résistance aux antibiotiques

- Détection du gene medA. Le gene de résistance a la méticilline (med\) est recherché par
PCR pour les souches de S. aureus et staphylocoques a coagulase négative.
- Détection de la résistance aux glycopeptides. Elle est effectuée seulement pour S. aureus.
Sont réalisées :
- une CMI vancomycine et teicoplanine par E-test,
- un criblage par E-test avec un inoculum lourd (2 McFarland) sur gélose coeur-
cervelle.
En cas de criblage positif, une analyse de population est réalisée avec et sans induction sur
gélose cceur-cervelle contenant 4, 6 et 8 mg/L de vancomycine.
La détection du gene vanA par PCR n'est effectuée qu’apres avis des responsables du CNR.
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- Détection de la résistance aux macrolides. La recherche des genes de résistance aux
macrolides est effectuée seulement pour S. aureus. Pour cette analyse, le délai de réponse

est variable selon le nombre d’expertise demandée.

Caractérisation de la cassette SCCrmec.

Le géne de résistance a la méticilline medA est présent sur une cassette dénommée SCCmec
pour "staphylococcal chromosomal cassette" dont la taille est variable. Il existe 5 grands
types de cassette, SCCmecI-V. Le type de cassette d'une souche de S. aureus résistante a la

méticilline peut étre recherché par PCR en utilisant un jeu d'amorces.

2-1-1-2- Techniques développées I'année 2006: bréve description
(principes, validation) : cf chapitre 2-1-1-3 ci-dessous

2-1-1-3- Techniques en développement : principes et état d'avancement :

Détermination du répertoire Vbeta du TCR des lymphocytes T. Ce test a pour
objectif de mettre en évidence in vivo la cicatrice immunologique d’'un contact entre des
toxines superantigéniques de S. aureus et les lymphocytes T du patient. Les toxines
superantigéniques que sont la TSST-1 et les entérotoxines, sont capables d'induire une
activation polyclonale de lymphocytes T spécifique en fonction de leur type VB. Comme ces
toxines s'attachent de fagon spécifique a certaines régions VB des récepteurs des
lymphocytes T, il existe une spécificité entre le type de toxine superantigénique et le type VB
des récepteurs des lymphocytes qui sont activés et qui proliférent. Il est ainsi possible
d'identifier indirectement la toxine responsable du choc toxique par déduction a partir du
profil d'amplification des récepteurs VB d'un patient. Par exemple, une expansion des
lymphocytes T VB 2 évoque une intoxination par la toxine du choc toxique staphylococcique
(TSST-1).

Développement d'une technique de dosage immunologique de la leucocidine de
Panton Valentine (LPV). Ce test a pour objectif de déterminer de facon quantitative la
production de LPV dans un échantillon biologique ou dans le surnageant d'une culture
bactérienne. L'objectif médical est de déterminer si certaines souches de S. aureus contenant
les genes de la LPV, et notamment les souches a potentiel épidémique comme les C-SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méticilline et d'origine communautaire), sont

productrices ou non de quantités élevées de LPV. L'hypothése est I'existnece d'un lien entre
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virulence et quantité de PVL exprimée. Cette donnée sera particulierement utile pour les
décideurs a qui 'on demande aujourd’hui de se prononcer sur les mesures préventives a
adopter devant la diffusion de certains clones de C-MRSA associée dans certains cas a des
cas groupés de déces. Nous émettons [I'hypothese que certaines souches sont
potentiellement plus virulentes que d‘autres et la mise au point de ce dosage devrait nous
permettre de le confirmer. Le test est développé sur un principe ELISA en utilisant un
anticorps polyclonal de lapin et un anticorps monoclonal produit en collaboration avec
bioMérieux. Ce test a fait I'objet d'un dépdt de brevet conjoint avec bioMérieux. Nous
sommes en phase de validation du test et d'ors et déja nous confirmons qu’il existe une
variabilité significative de la production de LPV selon les souches a conditions de culture
constante. Par ailleurs, testé sur quelques échantillons biologiques, nous confirmons la
présence de la LPV dans les échantillons de patients atteints d‘infection par des souche

contenant les génes de la LPV.

Développement d‘une technique de détection des superantigénes
staphylococciques dans différentes matrices par spectrométrie de masse. Cette
technique est développée en collaboration avec le laboratoire de Jérome Garin au CEA de
Grenoble. D'importantes homologies de séquence et de structure entre les nombreuses
entérotoxines et la TSST-1 ont empéché le développement d'outils immunologiques
performants pour leur détection. Actuellement, il n‘existe pas de test de diagnostic pour le
syndrome de choc staphylococcique. Nous avons développé une méthode de détection,
d'identification et de quantification de ces toxines par spectrométrie de masse. L'eau, 'urine
et le lait ont été choisis comme matrices. Aprés une étape de digestion trypsique, la
détection par chromatographie liquide et spectrométrie de masse de peptides spécifiques
(peptides marqueurs) permet une excellente discrimination de 13 toxines superantigéniques
staphylococciques hautement homologues. La sensibilité de détection atteint 4 10> moles
de toxine/ml deau et 0,4 10> moles de toxine/ml durine. Des expériences sont
actuellement en cours pour déterminer la sensibilité de détection dans le lait. Pour quantifier
les toxines superantigéniques staphylococciques dans les différentes matrices, nous avons
développé et comparé trois méthodes basées sur le principe de la dilution isotopique. La
premiere stratégie de quantification est basée sur Iutilisation de peptides synthétisés
chimiquement et correspondant a des analogues isotopiquement marqués des peptides
marqueurs des toxines superantigéniques (peptides AQUA). Des quantités connues de
peptides AQUA sont additionnés aux échantillons juste avant l'analyse nanoLC-MS
(chromatographie liquide nanodébit couplée a la spectrométrie de masse). Comme les
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peptides AQUA co-éluent avec les peptides natifs correspondants pendant I'étape de
chromatographie liquide, il est possible de quantifier les toxines présentes dans I'échantillon
en comparant les signaux MS des peptides natifs et des peptides AQUA correspondants dont
on connait précisément la concentration (ces signaux sont décalés sur le spectre de masse
du fait du marquage isotopique). La deuxiéeme stratégie de quantification est basée sur la
synthése d'un géne artificiel codant pour un concatémére de peptides marqueurs de 7
toxines superantigéniques. Ce concatémere, qui a été produit et isotopiquement marqué /in
vitro, est additionné aux échantillons avant la digestion (échantillons d’eau) ou avant I'étape
de préfractionnement/décomplexification (échantillons d’urine). La quantification est réalisée,
selon le méme principe de substitution, sur les signaux MS des peptides natifs et des
peptides standards isotopiquement alourdis générés par le concatémere. Enfin, nous avons
produit in vitro des toxines superantigéniques marquées isotopiquement. Des quantités
connues de ces protéines marquées sont ajoutées directement aux échantillons a analyser
(eau et urine) avant toute étape de préfractionnement ou de décomplexification. Apres
traitement biochimique de I'échantillon et analyse nanoLC-MS, nous avons déterminé
exactement les quantités de toxines initialement présentes dans les échantillons. Cette
méthode de quantification s'avere extrémement puissante pour la quantification absolue des
toxines superantigéniques staphylococciques dans des milieux complexes tels que les
liquides biologiques. En effet, elle est la seule qui prend en compte les rendements des
étapes de préfractionnement, décomplexification et digestion trypsique. De plus, elle offre la
possibilité de quantifier les toxines a partir de plusieurs peptides trypsiques spécifiques ce

qui accroit la robustesse des analyses.

2-1-2- Liste des marqueurs épidémiologiques disponibles

L'antibiotype, la toxinotypie, le typage agr, le caractérisation du type de cassette
SSCmec, le spa typing, le MLST et I'analyse des profils de restriction en champs pulsé sont
les principaux marqueurs épidémiologiques disponibles (cf chapitre 2-1-1-1-Techniques

disponibles).

2-1-3- Collections de souches, antigénes ou immun-sérums de référence

Le CNR conserve la totalité des souches (congélation a -20 °C) qui lui sont adressées. Il est a
méme de fournir des souches représentatives des différents clones de Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline SARM diffusant actuellement en milieu hospitalier (H-SARM) et dans
la communauté (C-SARM) (France et Pays étrangers), ainsi que des souches représentatives
des différentes pathologies (SARM ou SASM) : pneumonies nécrosantes, choc toxique
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staphylococcique, impétigo bulleux, scarlatine staphylococcique, etc. (cf tableau 1 et
paragraphe 3.1).
Le CNR conserve également des souches de référence représentant les différents clones et

les souches types représentant les différentes espéces de staphylocoques.
2-2- Activités d’expertise de I'année 2006
Au cours de l'année 2006, le CNR a regu 1200 souches de staphylocoques pour expertise.
Mille souches provenaient d'une centaine de villes francaises (environ 110 hoépitaux, 14 LAM)
et 200 souches provenaient de 11 pays étrangers ou territoires d'outre-mer (Guadeloupe,
Guyane, Nouvelle Calédonie, Tahiti, Grece, Suisse, Tchéquie, Singapour, Tunisie, Maroc).
Le CNR a distribué 214 souches de ses collections, 88 en France et 214 a I'étranger
(Allemagne, Belgique, Canada, Danemark, Grece, Philippines, Pologne, Royaume Uni, Suisse,
Tunisie, USA, Vietnam).
3- Activités de surveillance :
3-1- Surveillance de I’'évolution et des caractéristiques des infections

Le nombre de cas de toxémies staphylococciques humaines déclarés en

France est relativement stable avec 95 cas en 2006 pour 92 cas en 2005
(Tableau 1).
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Tableau 1. Nombre de cas de toxémies staphylococciques humaines

recensées par le CNR des Staphylocoques de Lyon entre 1994 et 2004 en

France.

Année Syndrome Impétigo  Choc toxique Scarlatine Total
d'exfoliation  bulleux staphylococcique  staphylococcique  Syndromes/an
généralisée

1994 6 5 7 7 25

1995 4 8 14 10 36

1996 6 7 7 12 32

1997 6 7 11 11 35

1998 19 10 20 17 66

1999 20 14 29 15 78

2000 12 23 43 19 97

2001 12 16 25 16 69

2002 25 19 35 29 108

2003 27 18 48 21 114

2004 22 8 32 13 75

2005 21 28 32 11 92

2006 32 20 32 11 95

Total 159 135 271 170 922

L'étude des corrélations clinico-biologiques entre le profil toxinique et la
présentation clinique a permis de dégager des informations importantes pour
les différents syndromes toxiniques :

Chocs toxigues staphylococciques (TSS) et formes incomplétes.

e 32 cas de TSS ont été rapportés, dont 12 cas de TSS menstruels ce qui est
inhabituellement élevé, car 11 cas avaient été recensé entre 2002 et 2004
L'age des patientes s'étend de 16 a 48 ans avec une moyenne de 26 ans. Les
cas ne semblent pas reliés a I'utilisation d'une marque particuliere de
protection périodique. 11 souches possédaient le gene codant la TSST-1 et
une seule le géne codant SEB. Aucune des souches responsables des cas
menstruelles n'était résistante a la méticilline.

Dans les 20 autres cas, les chocs sont survenus dans les suites de

suppurations diverses a S. aureus, soit lors d'infections nosocomiales, soit
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d'infections communautaires. L'age des patientes s'étend de 11 a 86 ans
avec une moyenne de 28 ans tandis que le sexe ratio de ces patients est
7/19. Neuf souches possédaient au moins le géne codant la TSST-1, 10
autres souches possédaient au moins un géne codant pour une
entérotoxines. La dernieére souche ne possede pas les génes codant la TSST-
1 ou ceux des entérotoxines actuellement décrites. Cette souche est en cours
d’expertise a la recherche d'une nouvelle toxine superantigénique. Ces
souches étaient le plus souvent sensibles a la méticilline avec uniquement 4

souches résistantes aux pénicillines M.

¢ 11 cas de scarlatine staphylococcique (SS) ont été rapportés. L'age des
patients s'étale de 1 a 47 ans avec une moyenne de 11 ans tandis que le
sexe ratio est de 7/19. Ces manifestations sont survenues au décours
d'infections  diverses (infection cutanée, pneumonie, pharyngite),
communautaires ou nosocomiales. Les autres cas sont survenus a la suite
d'infections suppuratives. Six souches possédaient au moins le géne codant
la TSST-1, 4 autres possédaient au moins un gene codant une entérotoxines.
La derniére souche ne posséde pas les genes codant la TSST-1 ou ceux des
entérotoxines actuellement décrites. Cette souche est en cours d’expertise a
la recherche d'une nouvelle toxine superantigénique. Une seule souche
possédait le gene medA codant la résistance a la meéticilline dont les
caractéristiques génétiques correspondent au clone MRSA  nosocomiale

prédominant actuellement en France.

Intoxications alimentaires individuelles et collectives.

Le CNR n’a été contacté que pour un cas d'intoxication alimentaire collective
en 2006 par la DDASS du Rhoéne. L'entérotoxine C a été détectée dans le

vomi du patient.

Entérocolites a S. aureus.

Cinq cas d'entérocolites staphylococciques ont été signalés au CNR en 2006.
L'age des patients s'étend de quelques jours de vie a 56 ans. Seules 4
souches possédaient au moins un géne codant une entérotoxines et deux

souches étaient résistantes a la méticilline.
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Syndromes d'exfoliation staphylococcigue.

Le CNR a analysé les souches provenant de 52 cas de syndrome d'exfoliation
staphylococcique. Ces cas se répartissent en 32 cas d’exfoliation généralisée
(25 en 2002, 27 en 2003, 22 en 2004) et 20 cas d'impétigo bulleux (19 en
2002, 18 en 2003, 8 en 2004). Aucune épidémie survenant dans une
maternité n'a été déclarée cette année.

L'4age des patientes ayant présenté une exfoliation généralisée
staphylococcique s'étend de quelques jours a 1 a 3 ans et demi avec une
moyenne de 1 an et demi tandis que le sexe ratio de ces patients est 14/32.
Dix huit souches possédaient les genes codant ETA et ETB, 7 souches I'ETA
seule et 3 souches I'ETB seule. Pour 5 souches, aucun gene codant les
exfoliatines n'a été retrouvé. Aucune de ces souches n'était résistante a la
méticilline. L'age des patientes ayant présenté un impétigo bulleux s'étend de
quelques jours a 1 a 17 ans avec une moyenne de 3 an et demi tandis que le
sexe ratio de ces patients est 11/20. Huit souches possédaient les genes
codant ETA et ETB, 7 souches I'ETA seule et 3 souches I'ETB seule. Pour 2
souches, aucun gene codant les exfoliatines n‘a été retrouvé. Aucune des ces

souches n’était résistante a la méticilline.

Pneumonies staphylococcigues nécrosantes.

Six nouveaux cas de pneumonie nécrosante PVL+ dont 1 cas dus a une

souche résistante a la méticilline, ont été diagnostiqués en 2006.

Furonculoses et relation avec la diffusion de souches de S. gureus résistantes

a la méticilline.

Quarante cinq cas de furonculose chronique ou de cellulites extensives (66
en 2002, 55 en 2003, 48 en 2004) ont été rapportés au CNR.

Tous les autres cas étaient communautaires et se répartissent en deux
épidémies intra-familiales, une épidémie au sein des militaires revenant d’'une
mission en Afrique, I'épidémie du Val d'Oise, et des cas sporadiques. L'age
des patientes s'étale de 3 mois a 56 ans et demi avec une moyenne de 17
ans et demi tandis que le sexe ratio de ces patients est 23/45.

Sur les 45 souches productrices de leucocidine de Panton Valentine, 17
étaient résistantes a la méticilline. Parmi ces 17 souches 10 correspondent
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clone européen décrit par le CNR (agr3, PVL+ mecA+) de CA-MRSA et 7 au
clone de « CA-MRSA » décrits aux Etats-Unis (agrl, PVL+, medA+).

3-2- Surveillance de la résistance des agents pathogénes aux anti-infectieux

Soixante dix souches ont été envoyées de laboratoires extérieurs pour expertise (Tableau
2). Il s'agit de 63 souches de S. aureus et de 6 souches de staphylocoques coagulase
négative, une souche de Klebsiella identifiée par erreur S aureus.

Tableau 2. Origine géographique et nombre de souches de staphylocoques adressés a
Lyon en 2006 pour expertises concernant la résistance aux antibiotiques.

Nb de S. aureus SCN

Provenance Souches

Angouléme 8

Annecy

Annonay
Antibes

Arles

Belley

Briangon
Chartres
Creil

Paris

Dreux

Giens

Grenoble

Laval

Lyon Autres HoOpitaux

Macon
Metz

Montpellier

=N = = U = W U = = = == =] W o = NN

Paris Croix St Simon

| = DN R[N O R WU R R R R R R W o N

Perpignan Erreur ident
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Poissy 1 1
Privas 3 3
St Claude 1 1
Selestat 1 1
Tahiti 2 2
Thonon 1 1
Toulon 1 1
Ussel 1 1
Valence 4 4
Valenciennes 1 1
Vernon 1 1
Villiers St Denis 2 2
TOTAL 70 63 6

Le gene de résistance a la méticilline a été recherché par PCR pour 43 de ces souches : 42

S. aureus et 1 S. lugdunensis

Un résultat a été rendu positif dans 14 cas. Il s'agissait de souches exprimant de fagon tres
hétérogene la résistance a I'oxacilline ou présentant un phénotype de résistance associé
incomplet.

Un résultat négatif a été rendu dans 29 cas (1 S. /ugdunensis). 1l s'agissait de souches
sensibles a tous les antibiotiques mais pour lesquelles la demande de vérification était faite
conformément aux recommandations du CA-SFM, car le diamétre de la cefoxitine était
compris entre 24 et 26 mm, de souches multirésistantes aux antibiotiques, de souches
résistantes isolément aux aminosides, fluoroquinolones ou macrolides. Ces profils de
résistance inhabituels faisaient demander une confirmation de l'absence de gene de
résistance a la méticilline.

Pour I'nopital associé au CNR (HEH) , 28 demandes de recherche du géne mecA de
résistance a la méticilline ont été faites pour des phénotypes associés inhabituels : 12 se

sont avérées positives et 16 négatives.
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Détection de souches de S. aureus de sensibilité diminuée aux glycopeptides.

L'étude a été demandée pour 22 souches de laboratoires extérieurs, qui avaient un
screening positif,

Pour chaque souche ont été réalisés :

- un screening avec des bandelettes E-Test (vancomycine et teicoplanine) et un inoculum
lourd,

- une analyse de population sur gélose cceur-cervelle contenant 4, 6 et 8 mg/L de
vancomycine,

- une analyse de population sur gélose cceur-cervelle contenant 4, 6 et 8 mg/L de
vancomycine, aprées induction par 2 mg/L de vancomycine,

- une analyse de population en cascade sur gélose coeur-cervelle contenant 4, 6 et 8 mg/L

de vancomycine.

Pour les laboratoires extérieurs 11 souches ont été confirmées de sensibilité diminuée aux

glycopeptides, il s'agissait principalement de souches hétérogenes, inductibles en présence
de glycopeptides (souches hGISA), 5 souches étaient sensibles aux glycopeptides.

L'étude n'a pu étre effectuée pour 6 souches : 3 souches cultivant seulement sur gélose
chocolat+PVX incubée sous CO2, conditions qui ne permettent pas dutiliser la technique
de détection, 3 souches faussement identifiées S. aureus : 2 staphylocoques a coagulase

négative et la souche de Klebsiella.

Etudes de CMI. Les CMI de la teicoplanine ont été demandées pour 3 souches de

staphylocoques a coagulase négative.

Protocoles. A la demande des laboratoires Aguettant le CNR a étudié I'activité in vitro de
génériques de teicoplanine sur 96 souches de S. aureus, de staphylocoques a coagulase
négative de streptcoques et d’entérocoques en comparaison avec la teicoplanine princeps.

Les CMI ont été déterminées par dilution en milieu gélosé de Mueller Hinton.

3-3- Détection et investigation des cas groupés et des phénoménes anormaux
Breve description des événements détectés et investigués notamment nosocomiaux en

décrivant les apports du CNR (détection, comparaison de souches, expertise...)

Au cours de I'année 2006 le CNR a investigué 12 cas groupés d'infection ou épidémies.

L'analyse des profils de restriction de I'ADN des souches aprés électrophorése en champ

Institut de veille sanitaire, DMI, Janvier 2007 17



pulsé associés ou non au toxinotype, au type d‘alléle agr et a I'antibiogramme a permis de
mettre d'évaluer le lien de clonalité des souches isolées dans les contextes suivants :

- une épidémie de furonculoses chez des militaires revenant de missions en Afrique (et
parfois les membres de leur famille). Vingt trois souches (20 prélevements de nez et 3 de
Iésions) ont été expertisées. Ces souches productrices de LPV et résistantes a la pénicilline et
a la tétracycline appartenaient aux deux clones principaux déja détectés en 2005 (début
épidémie). 18 souches étaient du clone agr2, PVL+ et egc+, 1 souche était agr3, positive
pour LPV et les entérotoxines A, H, et K. Quatre souches ne produisaient pas de LPV.

- une épidémie de furonculoses chez des enfants d’une école du Val d'oise. Le CNR a analysé
32 souches (24 souches issues d'un dépistage chez les enfants, leur famille et personnel de
I'école et 8 souches de lésions). Quatorze souches (6 Iésions et 8 nez) étaient productrices
de PVL et résistantes a la pénicilline et a la lincomycine. Ces souches présentaient un alléle
agr de type 3 et produisaient I'egc. Par la suite, le phénotype PeniR, LincoR, aisément
reconnaissable a été assimilé a la souche LPV+ sans recherche systématique du gene |uk-PV
- 9 cas groupés survenus dans différents hopitaux

- 3 cas familiaux

- 7 expertises d'isolats provenant de patient unique (plusieurs isolats dans un temps < 3

mois ou plusieurs épisodes a > 3 mois d'intervalle)

3-4- Contribution aux réseaux de surveillance internationaux, en particulier
européens
Lister les réseaux auxquels le CNR et ses laboratoires associés participent et leur contribution

(expertise, envoi de données, de souches...)

Protocole EARSS : Protocole d‘identification des clones de Staphylococcus aureus
responsables d'infections invasives en Europe.

Cette étude s'insere dans le cadre de surveillance européenne EARSS, qui associe, depuis
2001, pour les SARM, les laboratoires de 'ONERBA, I'InVS et le Centre National de Référence
(CNR) des Staphylocoques. Vingt deux laboratoires (Centres Hospitaliers) répartis sur les
différentes régions de France ont été sélectionnés de maniére aléatoire par I'InVS. L'étude
est limitée au niveau européen a 200 souches par pays.

Il était demandé aux laboratoires de sélectionner et d’envoyer au CNR 5 souches
consécutives de S. aureus sensibles a la méticilline et 5 souches consécutives de S. aureus
résistantes a la méticilline, isolées d'infections invasives entre le 1 septembre 2006 et le 28
février 2007.
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Les analyses effectuées par le CNR sur les souches étaient :

- le typage par séquencage du gene de la protéine A (spa typing). Les résultats du
typage de la protéine A seront centralisés quant a eux, au niveau européen (EARSS /
SegNet.org).

- le profil toxinique,

- la détection de la présence du géne mecA4,

- le fond génétique de la souche (Type agr).

Les premiers résultats ont permis de montrer que 68% des SARM francais correspondaient
au clone décrit par le CNR et dénommé le clone Lyon. Ce clone est résistant a la
kanamycine, tobramycine et aux fluoroquinolones. Un clone minoritaire de SARM a été
identifié qui représente 21% des souches. Ce clone agr 2 s'apparente au clone pédiatrique et
inclut les souches de SARM contenant les genes du choc toxique staphylococcique (clone
décrit par notre équipe). Ce clone a une diffusion au sud-est et au nord de la France. Cing
singletions de SARM ont été identifiés, dont 3 souches contenant les genes de la leucocidine
de Panton Valentine. Les fonds génétiques des souches de S. aureus sensibles a la méticilline

différaient de ceux des souches de SARM, sauf pour le clone SARM agr2.

3-5- Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

3-5-1- Etude des facteurs associés a la mortalité des pneumonies nécrosantes a
S.aureus producteurs de la leucocidine de Panton Valentine.

L'analyse de la premiére série de cas de pneumonie nécrosante publiée en 2002 (16 cas et
36 controles) montrait que la leucopénie et I'hémoptysie étaient des facteurs
significativement associés aux cas. En revanche, la petitesse de I'échantillon ne permettait
pas de reconnaitre les facteurs significativement associés a la mortalité. Depuis 2002, Yves
Gillet a continué de colliger les observations de pneumonies nécrosantes et la base de
données comporte actuellement plus de 50 observations complétes. Un travail d'analyse de
cette base de données a été réalisé en collaboration avec des épidémiologistes et des
statisticiens (Ph Vanhems, Hopital Edouard Herriot, Lyon). Les résultats confirment que
I'némoptysie et la leucopénie sont significativement associées aux déces; lanalyse
multivariée révéle que le facteur majeur associé a la mortalité est la leucopénie avec un
risque relatif de déces augmenté d’un facteur 7 chez les sujets dont le taux de leucocytes a
I'admission est compris entre 0 et 3 Giga/L. Ainsi, a I'avenir, le seuil de 3 Giga/L pourrait étre

retenu pour administrer aux patients des traitements adjuvants utilisant de nouvelles voies
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thérapeutiques (anticorps,..). Ces résultats sont en cours de publication dans la revue Clin.
Infect. Dis.

3-5-2- Protocole Dermatologie (Pascal del Giudice, Alexis de Rougemont, Frejus/Antibes)
Protocole en cours depuis 2001. Etude prospective des cas d'infections cutanées et des tissus
mous dues aux SARM et SASM en lien avec le Dr. P Del Giudice (service de dermatologie de
I'Hopital de Fréjus). Cent neuf de souches ont été recues entre 2003 et 2006 et expertisées
par le CNR. La moyenne d'age des patients était de 35 ans, avec un sex ratio de 1.94. Vingt
six pour cent des souches étaient résistantes a la méticilline, la majorité de souches
contenant les genes de la leucocidine de Panton Valentine ; dans de rares cas il s'agissait du

clone de SARM hospitalier. Une publication est prévue pour 2007.

4- Alerte :

Des rapports tres fluides et tres directs avec nos partenaires de I'InVS rendent les
procédures dalerte simples, rapides et efficaces. Le téléphone et le courrier électronique
sont utilisés en priorité. La derniere alerte directe auprés de I'InVS concerne une épidémie de
furonculoses chez des enfants d'une école du Val d'oise, épidémie qui a pu étre ensuite prise

en charge par les équipes de terrain, la DDASS et I'InVS

5- Activités d’information, de formation et de conseil :

- Lister les enseignements, formations aux professionnels de santé, accueil de
stagiaires,

Ont été accueillis les stagiaires suivants : Mouna Ben Noujma de Tunique pendant 3

mois, Vassiliki Chini de Grece pendant un mois (cette stagiaire avait recu une bourse de

I'/ESCMID).

- Lister les guides élaborés (contenu, modes de diffusion)

- Modalités de diffusion des données de surveillance et production du CNR :
o Rétro-information aux partenaires
o Diffusion aux professionnels : conférences, Site web : le CNR dispose d'un
site web (http://nte-serveur.univ-lyon1.fr/hcl2004/CNR%5Fstaphylocoques/)
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qui présente notamment les activités du CNR, le mode de fonctionnement, les

modalités d’envois, les fiches a télécharger, et les personnes a contacter.

- Activités de conseil aux professionnels (organisation du CNR pour réceptionner les
appels ou emails, volume d'activités...). Les demandes sont gérées a travers un staff
hebdomadaire qui réunit I'ensemble des biologistes et cliniciens du CNR. Ce staff
permet de décider de la réponse a fournir en fonction de chaque sollicitation venant
d’'un professionnel. En cas d'urgence des réunions de concertation sont organisées

sans délais.

- Liste des activités d'expertises auprés du ministere chargé de la santé, de I'Institut de
veille sanitaire, des agences de sécurité sanitaire, de 'Haute Autorité en Santé ou de
structure européenne (ECDC...) ou internationale (OMS...). J. Etienne a été contacté
par Peet Till de 'ECDC pour participer a une réunion européenne sur les SARM
communautaires. J. Etienne a été élu au niveau européen avec 4 autres
microbiologistes du réseau EARSS pour orienter les projets portant sur les

staphylocoques.

6- Travaux de recherche en lien direct avec lI'activité du CNR

Les personnels du CNR appartiennent pour la plupart a I'équipe de recherche INSERM
thématisée sur les staphylocoques. Il existe donc un continuum entre la recherche
fondamentale, la recherche clinique et la recherche transitionnelle, I'activité de CNR étant
située plutot sur le versant clinique, finalisé, de ces recherches.

L'équipe INSERM est dirigée par F. Vandenesch et J. Etienne. Formation mono-thématique
jusqu’en 2006 (INSERM E0230, Dir F. Vandenesch), I'équipe est intégrée depuis le 1 janvier
2007 dans une formation de 9 équipes (INSERM U851, Dir J. Marvel) qui réunit des équipes
d'immunologistes, de virologues et de bactériologistes.
Notre objectif général de recherche est une approche globale des maladies
staphylococciques et nos recherches relévent :

A- de la microbiologie clinique, de I'épidémiologie moléculaire des staphylocoques et des
caractéristiques cliniques des infections, en s'appuyant trés fortement sur le CNR des
Staphylocoques (notamment grace aux réseaux de collaborations et aux biotheques du
CNR).
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B- de la physiopathologie des maladies staphylococciques et des perspectives thérapeutiques
: () physiopathologie des lésions observées dans les maladies associées a la leucocidine de
Panton Valentine, en particulier la pneumonie nécrosante pour laquelle nous avons démontré
le role pro-apoptotique de la LPV, le role dysrégulateur global de cette toxine sur I'expression
des autres facteurs de virulence de S. aureus et le r6le causal dans la constitution des lésions
chez l'animal ; (b) physiopathologie des maladies associées aux superantigenes
staphylococciques (SAg), incluant : (b1) I'étude des capacités immunomodulatrices des SAg
dans les maladies non toxiniques (suppurations superficielles et profondes, bactériémies)
ainsi que dans l'induction de la tolérance immunitaire (étude de I'action des SAg sur les Treg)
; (b2) le role potentiel de certains SAg (codés par l'enterotoxin gene cluster) dans la
stimulation de I'immunité anti-tumorale.

C- d'une recherche plus fondamentale sur I'étude des relations structure-fonction de I'ARNIII
(ARN régulateur de I'expression de la virulence), par l'identification des différents domaines
régulateurs de cette molécule ainsi que des co-facteurs protéiques (Hfg, ribonucléase,..) qui
interviennent dans la régulation de I'expression des genes cibles (genes de virulence et

genes métaboliques).
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8- Programme d’activité N+1 et N+2

Fournir les perspectives et grandes lignes du programme d’activité de I'année N+1 sur la
base du présent rapport et du programme quadriennal proposé en 2005 pour les années
2006-2009.

Le programme d‘activité pour I'année 2007 est dans la lignée des travaux 2006 et en accord
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avec le programme d’activité 2006-2009. L'accent sera mis sur la communication avec un
enrichissement de notre site internet, l'optimisation du fonctionnement permise par le
regroupement sur le nouveau site du Centre de Biologie Est de I'ensemble des personnels du
CNR, le renforcement des réseaux en particulier européens, la poursuite du développement
des capacités techniques du CNR, la poursuite des activités de recherche situées a l'interface
de la clinique et du fondamental.

Les études épidémiologiques amorcées en 2006 seront terminées, comme par exemple celle
menée au sein du réseau EARSS. Les souches de SARM collectées seront plus extensivement
caractérisées pour décrire complétement les clones diffusant en France. Cette étude pourra
étre répétée dans quelques années de facon identique, pour connaitre I'évolution de cette
diffusion des clones dans le temps. Le but de ce travail est d'avoir une épidémiologie
descriptive des SARM frangais qui soit dynamique dans le temps.

Il est important de mettre en place d'autres études surveillant l'incidence des SARM
communautaires contenant les genes de la leucocidine de Panton Valentine. Une approche
intéressante est de choisir comme dénominateur les abces des infections communautaires
des services d’'urgence des hopitaux et de détecter dans cette population les souches de
SARM contenant les génes de cette toxine. Il est apparu que les abcés sont la pathologie la
plus fréguemment associée aux SARM communautaires. Ces souches sont rarement
invasives et sont rarement isolées des hémocultures.

Un travail sera terminé en 2007 sur la réponse sérologique des cas infectés par des souches
de Staphylococcus aureus sécrétrices de la leucocidine de Panton Valentine. Il existe une
importante controverse dans la littérature sur le role de cette toxine dans la physiopathologie
des infections. Les anticorps développés contre la leucocidine de Panton Valentine sont
recherchés par une technique Elisa. Les résultats des cas seront comparés a ceux des
témoins constitués de patients infectés par S. aureus non sécréteur de cette toxine et de
patients infectés par d‘autres bactéries. De méme, nous avons commencé en 2007 une
étude quantifiant directement la leucocidine de Panton Valentine dans les pus, pour
démontrer sa production lors des infections cliniques. A terme toutes ces études ont pour
finalité de proposer de nouveaux outils thérapeutiques pour bloquer l'expression de la
leucocidine de Panton Valentine si celle-ci a un role démontré dans la physiopathologie des
infections.

Un intérét particulier va étre développé pour les surinfections de varicelle par Staphylococcus
aureus. En effet, les souches de S. aureus associées a cette pathologie nous sont
fréquemment adressées. Elles contiennent fréquemment des genes de toxines (leucocidine

de Panton Valentine, exfoliatines, toxine du choc toxique staphylococcique, etc.) et la
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fréquence de la résistance a la meéticilline est d’environ 20%. Il nous est nécessaire de
compléter l'analyse de 50 cas sélectionnés en précisant les données cliniques de ces
surinfections de varicelle. Dans ce sens, un groupe de travail a été établi avec les pédiatres
(Prof. Floret et Dr Y. Gillet).

Une collaboration étroite continuera d'étre développée avec nos collegues de I'hopital
Mustapha Pacha d’Alger (Prof. Tazir, Dr. Ramdani). La fréquence des SARM communautaires
est considérable en Algérie. Nous avons regu plus de 120 souches de S. aureus en 2007 en
deux personnes algériennes doivent étre formées par le CNR pour leur apprendre a

caractériser les fonds génétiques des souches et déterminer leur profil toxinique.
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