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RESUME ANALYTIQUE

FAITS MARQUANTS

Expertise, contribution & la surveillance et a I'alerte, et conseil sont les mots clés de nos missions. Les
enjeux de santé publique liés aux Staphylococcus restent majeurs aussi bien en termes de surveillance de
I'épidémiologie globale que d’émergence/diffusion de nouveaux clones et de nouveaux mécanismes de résistance.
Au-dela de la seule espéce S. aureus, les Staphylococcus non-aureus, responsables d'infections chez certaines
populations a risque, méritent aussi une attention particuliére.

Expertise. 2670 souches (hors protocoles) analysées, nombre de correspondants élevé (89 départements
métropolitains/DROM COM)

Surveillance-Alerte.

- Augmentation des souches regues responsables d'impétigo bulleux.

- Détection de cas groupés (communauté ou établissements de santé), affirmation ou infirmation de la transmission
grace a I'utilisation exclusive du NGS pour l'investigation des cas.

- Signalements et investigation de cas groupés/épidémies dans les services de néonatalogie : surtout des SARM
(dfifférents fonds génétiques), pousuite du suivi épidémiologique des S. haemolyticus.

- Détection croissante de souches résistantes au linézolide (S. non-aureus), augmentation du nombre de souches
résistantes a la daptomycine (S. aureus et non-aureus).

- Surveillance de I'évolution des clones de SASM/SARM en France : décroissance des clones de SARM
communautaires historiques au profit de clones internationaux ou de nouvelles lignées tel le CC152 PVL+,
SASM/SARM et surtout émergence du clone communautaire CC121-MRSA-V producteur d’exfoliatines, résistant
aux aminosides et a I'acide fusidique.

- Enquéte concourant a la surveillance de la résistance dans la communauté et webinaire en lien avec PRIMO.

Conseil. Outre sa participation a différentes cellules de gestion d'épidémie, le CNR a poursuivi son activité de
diffusion de la connaissance y compris pour le grand public.

Le CNR a poursuivi sa recherche translationnelle en lien avec son équipe de recherche INSERM, notamment
en établissant des liens clinico-biologiques a partir de souches issues de cohortes de patients initiées par le CNR
ou auxquelles le CNR est associé.




EXECUTIVE SUMMARY

HIGHLIGHTS

Expertise, contribution to surveillance and alert, and advice are the key words of our missions. The public
health challenges associated with Staphylococcus remain major, both in terms of monitoring global epidemiology
and the emergence/diffusion of new clones and new resistance mechanisms. In addition to the S. aureus species,
Staphylococcus non-aureus, which are responsible for infections in certain at-risk populations, also deserve
particular attention.

Expertise. 2670 strains (excluding protocols) analyzed, large number of correspondents (89 metropolitan
departments/DROM COM).

Surveillance-Alert.

- Increase in number of strains causing bullous impetigo.

- Detection of clustered cases (community or health establishments), confirmation or denial of transmission thanks
to the exclusive use of NGS for case investigation.

- Reporting and investigation of cluster cases/epidemics in neonatal units: especially MRSA of different lineage and
continued epidemiological monitoring of S. haemolyticus.

- Increasing detection of strains resistant to linezolid (S. non-aureus) and an increase in the number of strains
resistant to daptomycin (S. aureus and non-aureus).

- The monitoring of changes in MSSA/MRSA clones in France shows a decline in historical community MRSA
clones in favor of international clones or new lines. These new lines include CC152 PVL+, MSSA and MRSA, which
have emerged in recent years. Above all, the emergence of the community clone CC121-MRSA-V is noteworthy.
This clone produces exfoliative toxins and is resistant to aminoglycosides and fusidic acid.

- A survey to monitor community resistance and a webinar were conducted in partnership with PRIMO.

Advice. In addition to its participation in various epidemic management units, the CNR has continued to
disseminate knowledge, including to the general public.

The CNR pursued its translational research in conjunction with its INSERM research team, notably by establishing
clinico-biological links using strains from patient cohorts initiated by the CNR or in which the CNR is involved.




1. Missions et organisation du CNR

Le CNR des Staphylocoques remercie chaleureusement I'ensemble de nos correspondants et partenaires pour
I'envoi de souches ainsi que pour les renseignements permettant de remplir nos missions de surveillance
microbiologique.

Le CNR des Staphylocoques remercie Santé Publique France pour les nombreuses interactions permettant de
répondre a nos missions.

ORGANIGRAMME

Au sein de lInstitut des Agents Infectieux, les personnels affectés au CNR des Staphylocoques
comprennent des personnels affectés spécifiquement et exclusivement au CNR (techniciens et ingénieurs) et des
personnels qui consacrent une partie de leur temps seulement au CNR selon un principe de multi-affectation
(biologistes, secrétaires, cadre médico-technique).

Responsable : Anne TRISTAN (depuis janvier 2023)
Co-responsables : Frédéric LAURENT

Frangois VANDENESCH
7~ N\
Anne Tristan (MCU-PH) Frangois Vandenesch (PU-PH)
STAPHYLOCOQUES nne.tristan@chu-lyon.fr francois.vandenesch@univ-lyoni.fr
' Frédéric Laurent (PU-PH)
frederic.laur niv- 1.f

Anne TRISTAN (MCU-PH) - directrice Frédéric LAURENT (PU-PH) - directeur adjoint Patricia Martins-Simoes (ingénieure)
anne.tristan@chu-lyon.fr frederic.lauren niv-lyon1.f patricia.martins-simoeso1@chu-lyon.fr
Anne-Gaélle Ranc (PH) Céline Dupieux-Chabert (MCU-PH) Benjamin Youenou (ingénieur)
anne-gaelle.ranc@chu-lyon.fr celine.dupieux-chabert@chu-lyon.fr benjamin.youenou@chu-lyon.fr
Camille Kolenda (PHU)

mille.kolen hu-lyon.fr Cadre de santé
Anne-Lise Maucotel (AHU) Laetitia Dubost

nne-lise.maucotel@chu-lyon.fr
Gérard Lina (PU-PH) Frédéric LAURENT (PU-PH) - directeur adjoint Equipe technique
gerard.lina@chu-lyon.fr frederic.laurent@univ-lyon1.fr Emelyne Jeanne
Céline Dupieux-Chabert (MCU-PH) Emilie Josse
celine.dupieux-chabert@chu-lyon.fr Grégoire Rabault
Yves Gillet (PU-PH | infectiologue pédiatre) Roxane Schnel
gill hu-lyon.fr Charline Vuillot

Tristan Ferry (PU-PH [ infectiologue adulte)

tristan.fe chu-lyon.fr H c L

Pascal Del Giudice (PH : Référent dermatologie)

HOSPICES CIVILS
|-giudi hi-frejus-saint-raphael.fr DE LYON

Marine Butin (PU-PH : Référente néonatalogie)

marine.butin@chu-lyon.fr

MISSION ET ORGANISATION

Les missions et I'organisation du CNR des Staphylocoques sont détaillées en Annexe 1.
Anne Tristan est directrice du CNR des Staphylocoques dans les suites du renouvellement.




DEMARCHE QUALITE

La démarche qualité est gérée au niveau du pole d'activité du CHU de Lyon par une cellule qualité centrale
que dirige le responsable qualité du laboratoire de biologie médicale. Le systéme qualité est articulé autour des
processus dits de « pilotage », de « réalisation » et « supports », pour chacun desquels il existe un pilote et des
participants au groupe de travail permettant de gérer et d’'améliorer le processus. Chaque service du laboratoire a
également nommé un référent qualité qui déploie la démarche dans son secteur. Pour le CNR des Staphylocoques,
il s'agit de Anne Tristan. Le CNR des Staphylocoques s'appuie également sur la technicienne qualité du Centre de
Biologie Nord et celle de I'lAl.

Le laboratoire de biologie médicale des Hospices Civils de Lyon (LBMMS) est accrédité selon la norme NF
EN ISO 15189 (accréditation COFRAC n°8-3442) et le méme systeme de management de la qualité est appliqué
atous les services du laboratoire. De ce fait, le CNR des Staphylocoques est accrédité pour la PCR PVL en urgence
sur les souches (extension demandée en 2015, audit du COFRAC effectué en 2016, confirmation du COFRAC en
2018 a la suite de notre déménagement en janvier 2017, audit COFRAC novembre 2019) mais également pour la
recherche des génes codant facteurs de virulence et la détection des genes de résistance par PCR multiplex (ajout
2019) et séquengage du génome complet (ajout 2022) ainsi que pour la réalisation des antibiogrammes et
détermination des concentrations minimales inhibitrices en lien avec le plateau de microbiologie 24/24 de I'Institut
des Agents Infectieux.

Des audits internes ont lieu régulierement pour vérifier la mise en place du systéme de management de la
qualité et le respect des exigences de la norme 15189. lIs sont réalisés par du personnel du laboratoire formé a
l'audit et donnent lieu a des rapports qui permettent de mettre en place des actions d’amélioration. De plus, le
COFRAC fait des audits de surveillance y compris au CNR. En 2020, un audit interne de la gestion des ressources
humaines et de la gestion de la métrologie a été réalisé. Le dernier audit interne du CNR interne a eu lieu le 28 juin
2022 sur le NGS, analyse déposée en ajout en mai 2022. Le dernier audit COFRAC a eu lieu sur 'ensemble du
LBMMS en septembre 2023.

Depuis I'année 2022, le CNR participe a un controle externe d'évaluation de la qualité (EEQ) proposé par
le CTCB. Ce controle a lieu deux fois par an et permet d’évaluer la résistance a la méticilline par les différentes
techniques ainsi que la détection des genes codant les toxines TSST-1, PVL, exfoliatine A et exfoliatine B. Le CNR
a également organisé et participé au controle de qualité européen ESGS qui permet d’évaluer de maniére plus
large l'identification, la réalisation de I'antibiogramme et la recherche de génes de virulence et de résistance. En
2024, il participera a un nouvel EEQ QCMD « Methicillin resistant Staphylococcus aureus Typing (epidemiology
and outbreak studies) EQA Programme.




2. Activités d’expertise

Eléments clés en termes de production d’expertise :

- 2670 souches regues

- 89 départements métropolitains ou DROM COM,

- Expertise virulence = séquengage

- Expertise clonalité = séquencage

- Expertise résistance = antibiogrammes Sensititre +/- CMI en microdilution +/- antibiogrammes par diffusion
+ analyse de population pour les glycopeptides +/- genes de résistance +/- séquengage

- Délai moyen de réalisation d’expertise (entre date d’envoi et rendu, hors clonalité) environ 7 jours (72h pour
PVL urgente)

2.1 Evolution des techniques

Evolution NGS

Le CNR a continué le séquengage a haut-débit en lien avec la plateforme de séquengage GenEPII des
Hospices Civils de Lyon dédiée a la microbiologie. Suite a la diminution du nombre de séquengages COVID-19, le
CNR a continué a utiliser la technique accréditée avec le kit DNA prep (lllumina), en gardant le kit COVIDSeq
comme protocole de secours de préparation des banques.

Protéomique ciblée

Dans le cadre du RHU-IDBIORIV porté par F. Vandenesch en collaboration avec I'Institut des Sciences
Analytiques de Lyon UMR CNRS 5280 (Jérome Lemoine), le CNR a développé une méthode de protéomique haut
débit ciblant 41 des principaux facteurs de virulence et régulateurs globaux de S. aureus. Les avancées du projet
RHU IDBIORIV vont permettre de caractériser le profil d’expression de facteurs de virulence de S. aureus pour les
souches adressées au CNR. Cet outil est actuellement opérationnel dans une configuration recherche grace a
linstallation sur le site de la Croix Rousse d’'un spectrométre de masse Triple Quadrupdle Sciex couplé a un
systeme de chromatographie liquide haute pression Agilent 1290 Infinity Il. Pour étre totalement opérationnel en
mode « routine CNR », une optimisation des développements informatiques financés sur le budget du RHU est en
cours de finalisation. Ce développement vise a I'amélioration de la couverture de détection en déterminant un panel
de peptides permettant de couvrir 98 % de la diversité protéique connue a ce jour chez S. aureus. L'objectif en
2024 sera de rendre un résultat de protéome en méme temps que la caractérisation génomique des souches
adressées pour expertise de la virulence dans des contextes cliniques spécifiques (infections cutanées
nécrosantes, pneumonies nécrosantes, portage). A terme, cette approche permettra de sélectionner de nouveaux
biomarqueurs et de développer éventuellement des tests rapides d'identification des pathovars afin d’optimiser la
prise en charge thérapeutique des patients. En 2023, le CNR a participé a la poursuite des développements et
optimisations bio-informatiques de la méthode analytique. Une méthode finalisée de détection est en cours de
déploiement et sera éprouvée en 2024 par une phase de validation clinique incluant I'analyse des facteurs de
virulence de S. aureus responsables de bactériémies chez des patients inclus au sein de 19 services des Hospices
Civils de Lyon.




2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

Etude STA-LINE : Détection d’une prévalence élevée de Staphylocoques résistants au linézolide dans
I’environnement hospitalier grace au milieu chromogéne sélectif CHROMagar™ LIN-R (Poster SFM Microbes 2023)

Contexte : Le linézolide est utilisé dans traitement des infections a cocci Gram + multirésistants. Depuis 2020 la
fréquence d'isolats cliniques de staphylocoques résistants au linézolide (SLR) dans notre hopital augmente de
fagon inquiétante, particuliérement dans les services de réanimation. Un dépistage de I'environnement pourrait
alors permettre de rechercher d’éventuels réservoirs, et nécessiterait une méthode adaptée pour isoler ces souches
d’intérét. Le milieu chromogene sélectif CHROMagar™ LIN-R (CHROM-LIN-R, CHROMagar/MAST) récemment
commercialisé, permettant de mettre en évidence les staphylocoques et entérocoques résistants au linézolide,
n'est pas validé a ce jour pour une telle utilisation.
Objectifs :

- Mise au point d'un protocole permettant l'isolement sélectif des SLR & partir de prélevements

environnementaux,

- Evaluation des performances du milieu CHROMagar™ LIN-R
Matériels et méthodes : Des prélévements environnementaux (chambres et espaces communs) ont été réalisés
a la chiffonnette dans 2 services de réanimation (15+12 lits) des HCL. Les SLR ont été recherchés sur chaque
prélevement aprés ajout de bouillon TSB dans chaque sachet : soit 1 bouillon sélectif par ajout de linézolide (32
mg/L) (Bouillon A), soit 1 bouillon sans antibiotique (Bouillon B), puis enrichis a 36°C pendant 48h. 10uL ont ensuite
été repiqués sur différentes géloses : Bouillon A sur CNA (méthode M1) ou CHROM-LIN-R (méthode M2), et
Bouillon B sur CHROM-LIN-R (méthode M3), puis incubés 48h a 36°C. Les colonies suspectes ont été identifiées
par Maldi-Tof et leur CMI LNZ a été déterminée par E-test (bioMérieux). Pour les souches de staphylocoques avec
CMI <256 mg/L, les genes plasmidiques optrA, cfricfr(B) et poxtA ont été recherchés par PCR.
Le prélévement était considéré positif a SLR dés 1 UFC de staphylocoque ayant une CMI > 4mg/L (CASFM 2023).
Les génes de résistance plasmiques (cfr/cfr(B), optrA, poxtA) ont été recherchés par PCR pour les souches ayant
une CMI LZD < 256mg/L.

Résultats : Sur 319 prélevements, 82 étaient positifs a SLR : 53 (65%) uniquement avec M3, 6 (7%) uniquement
avec M2 et 2 (2%) seulement avec M1 ; 21 prélévements étaient positifs par 2 ou 3 méthodes différentes.
Au total, ont été isolées :
- 104 souches avec M3 dont 21 faux positifs
- 26 souches avec M2 dont 2 faux positifs
- 40 souches avec M1 dont 15 faux positifs
Aprés vérification des CMI et dédoublonnage, 97 souches de SLR ont été isolées, majoritairement des
S. epidermidis (65/97, 67%). La majorité des souches présentaient des CMI >256 mg/L (89/97, 92%). Le géne cfr
a été détecté chez les 8 souches présentant des résistances de bas niveau (CMI 6-48 mg/L).
Conclusion : Ces résultats ont mis en évidence :
- Lintérét d’'un bouillon d’enrichissement sans linézolide avec réisolement sur CHROM-LIN-R, pour la
recherche de colonisations environnementales,
- La prévalence inquiétante de SLR avec mutations chromosomiques ou géne plasmidique transférable
dans I'environnement hospitalier, incluant les espaces partagés, dans 2 services de réanimation de 2
hopitaux des HCL.

Développement des techniques de phagogramme pour la détermination de la sensibilité des souches de
staphylocoques aux bactériophages

Le CNR est un des partenaires du projet ANR PHAG-ONE obtenu en 2020 dans le cadre de 'AAP
Antibiorésistance visant a développer une production hospitaliere au sein des HCL de bactériophages et leur
utilisation clinique. Un des enjeux de l'essor de la phagothérapie est le développement de techniques de




phagogramme permettant de tester l'activitt des bactériophages sur les souches bactériennes avant leur
administration. En effet, si les techniques d’antibiogrammes permettant de tester I'activité des antibiotiques sont
tres répandues dans les laboratoires de biologie médicale avec des protocoles semi-automatisés, les techniques
de phagogramme nécessitent une expertise spécialisée. Les protocoles de phagogramme reposent actuellement
sur une association de techniques en milieu solide (technique EOP) et en milieu liquide (Technique LAS) mais
nécessitent la validation d’'une méthode de référence selon les normes EUCAST/CLSI.

Dans le cadre d'un partenariat avec la société BioMérieux, le CNR a participé en 2023 au développement
d’'une telle méthode de référence en microdilution pour la détermination de la sensibilité aux phages anti-
Staphylococcus en fournissant des souches de référence et une sélection de souches cliniques représentatives de
la diversité des infections a staphylocoques. Ces travaux ont permis la standardisation des protocoles (milieu,
inoculum, conditions d’incubations, etc...). Cette technique de référence pourra notamment étre utilisée comme
comparateur lors de la mise au point de technologies automatisées notamment dans le cadre du projet RHU
Theraphage a partir de 2024.

Puces a ADN

A la suite de la fin de commercialisation du précédent kit de typage S. aureus genotyping kit 2.0 (Alere
technologies) qui remplagait I'ensemble de techniques PCR du CNR grace a la détection simultanée de 336 génes
ou alléles de génes, les analyses par PCR en secours ou complément du séquengage WGS ont été remises en
place. Au cours de I'année 2022, I'industriel fzmb GmbH a remis sur le marché un kit de typage basé sur la méme
technologie de puces a ADN (INTER-ARRAY Genotyping kit S. aureus — fzmb GmbH). Ce nouveau kit permet la
caractérisation des mémes facteurs de virulence/résistance et un typage des souches similaires au kit utilisé
antérieurement au CNR. Concernant les facteurs de virulence, la puce assure la détection : (i) de 'ensemble des
génes codant les toxines staphylococciques connues a ce jour ainsi que de certains variants ; (i) des génes codant
62 adhésines ou variants d’adhésines, (iii) de génes impliqués dans la formation de la capsule et du biofilm, (iv) de
geénes codant les protéases et autres facteurs de virulence (auréolysine, exfoliatine, ACME, ...), (v) de genes
régulateurs (agr, saeR/S, vraR/S, sarA). En 2022, dans l'optique de réintégrer cette technique en secours/renfort
des analyses réalisées par séquengage, le CNR a sélectionné un panel de 105 souches couvrant a la fois la
diversité de facteurs de virulence et de fonds génétiques (clones) rencontrée en France et 6 souches de controles
de qualité internes afin d'évaluer les performances de ce nouveau kit de typage (n=111 souches au total). Ces
souches ont été caractérisées préalablement par techniques de PCR et/ou WGS afin de pouvoir comparer les
résultats obtenus via les différentes méthodologies accréditées du CNR. Les résultats de comparaison obtenus,
bien que trés satisfaisants pour les 20 facteurs de virulence évalués (correspondances PCR vs. puces a ADN
comprises entre 97.8 % et 100 % et séquengage WGS vs. puces comprises entre 98.3 % et 100%), ainsi que des
discordances au niveau du typage du systéme agr (4,3 % discordances) nous ont conduit @ une investigation en
collaboration avec l'industriel. En 2023, & la suite de nos échanges, une mise a jour majeure du logiciel et de
l'algorithme d’analyse des puces a ADN a été développée par le fabriquant. Cette mise a jour a été testée a la fois
sur les souches de controle de qualité interne préalablement analysées dans le panel initial ainsi que sur des
souches analysées dans le cadre des activités de routine. Aux vues des excellentes concordances obtenues au
cours de I'évaluation initiale de cette technique et des améliorations obtenues en collaboration avec l'industriel, un
dossier d’accréditation sera déposé fin de I'année 2024.

2.3 Techniques transférées vers d'autres laboratoires

Le CNR est a la disposition des laboratoires académiques et hospitaliers pour les accompagner dans
l'implantation locale des techniques d'identification et de caractérisation des souches de staphylocoques dans leur
laboratoire. Entre 2017 et 2023, nous avons notamment transmis a plusieurs laboratoires frangais (notamment
dans les territoires d’Outre-mer) et étrangers des protocoles PCR et les souches contréles permettant I'identification




des souches de SARM portant le géne mecC et les protocoles PCR permettant la détection des génes codant la
leucocidine de Panton Valentine.

2.4 Collections de matériel biologique

Le CNR conserve la totalité des échantillons (congélation a -20 °C) qui lui sont adressés qu'il s'agisse de
souches cliniques, de souches type ou de référence, de sérums et autres prélévements cliniques (pus, biopsies...).
Il dispose aussi d'une DNAthéque de la totalité des souches regues au laboratoire depuis 2005 (Cf Annexe 1).

Entre 2006 et 2023, le CNR a regu 42 023 souches de staphylocoques pour expertise (Figure 1) avec une
augmentation constante du nombre de souches regues pour expertise. (A noter les pics en 2011 et 2015 qui
correspondent aux nombreuses souches regues au CNR dans le cadre de différents protocoles).
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Figure 1- Evolution du nombre de souches regues au CNR entre 2006 et 2023.

En 2023, le CNR des Staphylocoques a regu 603 souches dans le cadre de protocoles ou travaux de
recherche de nos correspondants en France ou a I'étranger.

En 2023, Le CNR a envoyé 520 souches bactériennes et 5 ADNs génomiques de souches a des fins de
transfert de technique (témoins PCR, phénotypes de résistances spécifiques) et de collaboration scientifique.

Les envois ont été réalisés majoritairement vers des laboratoires hospitaliers et de recherche publique en
France métropolitaine et DROM-COM (CIRI Lyon, CHU Paris Necker, APHP, CHU St. Etienne, LNR des
Staphylocoques, IBMC Strasbourg, CHU Nimes, CNR gastro-entérites, CH Cayenne) et en Europe (Angleterre,
Belgique, Suisse, Suéde et organisation d'un controle de qualité européen, envoi vers 17 laboratoires répartis au
sein de 14 pays européens et Australie).

Un envoi de souches vers un collaborateur privé a également été réalisé (MOLSID (n=24)).




2.5 Activités d’expertises

En 2023, le CNR a regu 2670 souches bactériennes pour expertise (résistance, virulence et lien de
clonalité) hors protocoles. Le tableau ci —dessous synthétise brievement le nombre de souches et leur provenance
(LABM vs. Laboratoires hospitaliers) et les proportions associées. Toutes les souches expertisées dans le cadre
des activités de routine sont originaires de France métropolitaine et des DROM COM.

Tableau 1- Nombre de souches regues au CNR en 2023 et leur provenance.

Facteurs de virulence et -
o Résistance Total
Recherche de clonalité

Nbre de

Proportion Nbre de Proportion Nbre de Proportion

souches (%) souches (%) souches (%)
Laboratoires hospitaliers 1498 56,10% 654 24,49% 2152 80,60%
LABM 402 15,06% 116 4,34% 518 19,40%
Total 1900 71,16% 770 28,84% 2670 100,00%

Toutes les souches regues pour expertise virulence ont bénéficié d'une caractérisation complete de la
souche par séquengage NGS ou par technologie de puce a ADN et un antibiogramme.

Toutes les souches regues pour recherche de lien de clonalité ont bénéficié d’'une caractérisation
compléte de la souche par séquencage.

Toutes les souches regues pour expertise résistance ont bénéficié d’'une détermination de la sensibilité
aux antibiotiques antibiogramme par microdilution grace a une plaque a fagon Sensititre (ThermoFisher). Une partie
des souches (52%) a été séquencée pour élucider des mécanismes de résistance (par exemple au linézolide) ou
des discordances entre méthodes phénotypiques et génotypiques.

Le délai de réalisation moyen d’une expertise (hors clonalité) est d’environ une semaine. Dans le cadre
des suspicions de pneumonies nécrosantes, la recherche des génes codant la leucocidine de Panton Valentine est
réalisée dans un délai de 72H maximum a réception de la souche. Dans le cadre d'investigation d’épidémies, le
délai moyen de rendu est d’environ trois semaines mais peut varier en fonction du nombre de souches et de leur
arrivée.

En 2023, nous avons regu 603 souches pour protocole ou travaux de recherche de nos correspondants en
France et a I'étranger.

2.6 Activités de séquencage

Le séquencage a haut-débit (NGS) est utilisé en routine au CNR avec pour objectif 'amélioration des
missions du CNR en ce qui concerne : (i) I'identification de souches, (ii) la recherche de facteurs de virulence et de
résistance (iii) la recherche de liens de clonalité, a I'échelle de la microévolution pour investigation de cas groupés
et (iv) pour la surveillance avec une meilleure compréhension de I'histoire évolutive des clones présents sur le
territoire frangais.

Au total, en 2023, 2498 souches ont été séquencées y compris dans le cadre de protocoles du suivi de la
résistance aux antibiotiques. 2235 des 2670 souches (hors protocole) regues au CNR (84%) ont été séquenceées.




Le CNR a-t-il eu accés a une plateforme de séquencage ?

[J NON Si NON ou acces limité, précisez les raisons

Type d’acceés : interne aux Hospices Civils de Lyon (plateforme GenEPII )

Technologie/matériel : Le CNR a acces a la plateforme de séquengage GenEPII qui dispose de
plusieurs automates : un starlet (Hamilton) pour I'aliquotage, 1 extracteur haut débit Sp960 (MGI) un
extracteur bas débit Maxwell (Promega), 1 DreamPrep (Tecan), 2 Dragonfly (SPTLabtech), 3

*OUl Mosquito HV (SPTLabtech) et un Epimotion (Eppendorf) pour la préparation des librairies, un Qubit
(Thermofisher) et une Tapestation (Agilent) pour la quantification et la qualification des librairies, un
Nextseq 550, un Novaseq 6000 (lllumina ®) et un GridlON (Nanoporetech) pour le séquengage des
librairies.Le CNR a également en interne un extracteur Maxwell (Promega) et un séquenceur MinlON
(Nanoporetech).

Le CNR a-t-il eu accés a une expertise bio-informatique ?

CONON | SiNON ou acceés limité, précisez les raisons

Type d’accés : interne

Outils utilisés pour I'analyse des séquences : commercial (BioNumerics®) pour détection des génes
de virulence/mecA et mecC, pipeline interne pour analyses de clonalité et expertise des mécanismes
de résistance

Par ailleurs, la plateforme posséde également les ressources pour 'analyse et le stockage des
données générées avec plusieurs stations de calcul informatique utilisables a distance dont une
station de calcul GPU, 2 serveurs de stockage sécurisés a la direction des systéme numériques
(DSN) des Hospices Civils de Lyon, un accés sécurisé (payant) a un cluster de calcul haute capacité
(Université de Grenoble) et un groupe bioinformatique composé de bioinformaticiens, de
biostatisticiens et de biologistes développant conjointement des outils d’analyse mutualisés pour les
différents services.

< OUl

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquencage a des fins de santé publique ?
CONON | SiNON, est-ce prévu ? A quelle échéance ?

Surveillance des infections (détection des genes de virulence, typage et détection des mécanismes
«0QUl | de résistance, notamment au linézolide cf paragraphe 3), et investigations d'épidémies (Cf.
paragraphe 4).

Si le séquencage est utilisé par le CNR, décrivez ci-dessous les analyses bio-informatiques conduites
(cgMLST, wgMLST, serogroupe/serotype prediction, resistome prediction, analyse phylogénétique, ...)
et précisez si elles sont faites en premiére ligne ou en complément d’autres techniques (indiquez alors
lesquelles)

La majorité des analyses de données de séquengage de souches de S. aureus est réalisée grace aux
modules d’analyses bio-informatiques proposés par le logiciel commercial BioNumerics® (BioMérieux) pour la
détection des génes de virulence et de résistance a la méticiline afin de rendre ce traitement de données
accessible a I'ensemble des biologistes et techniciens du CNR sans besoin de formation avancée en bio-
informatique. En paralléle, un « pipeline maison » construit avec des outils exclusivement « open-source »
lancés en ligne de commande permet de compléter les besoins d’analyse du CNR.

Les objectifs des analyses de séquengage des souches de staphylocoques sont :

i) Identification de souches de staphylocoques
En cas de difficultés d'identification malgré le recours a la technique de premiére ligne (MALDI-TOF), le

séquengage du génome entier des souches de staphylocoques peut étre utilisé. L'identification de I'espece est




faite en utilisant FastANI (pour déterminer le « average nucleotide identity » de génomes entiers, ref :
https://doi.org/10.1038/s41467-018-07641-9) et une base de données construite avec un génome de chaque
espéce du genre Staphylococcus. Cette approche a I'avantage d'étre trés rapide et de permettre d'identifier des
espéces avec trés peu de souches connues.

ii) Analyse de la virulence de S. aureus
La recherche des genes codant pour des facteurs de virulence, tels que les entérotoxines

staphylococciques, exfoliatines, toxine du choc staphylococcique TSST-1 et leucocidine de Panton-Valentine
(PVL), est réalisée par approche de « blast » du génome assemblé versus une base de données publique de
facteurs de virulence de S. aureus, VirulenceFinder! , implémentée dans la suite BioNumerics®. Cette approche
intervient en premiére ligne par rapport aux autres techniques disponibles au CNR (puces a ADN, PCR
multiplex).

iii) Typage MLST

Le typage des souches de staphylocoques, basé sur la technique MLST, est réalisé par un blast des
génomes assemblés versus des schémas de référence de combinaisons d'alléles disponibles sur des bases
publiques  (PubMLST  pour 6 espéces de  staphylocoques,  https:/pubmist.org/, et
https://bigsdb.pasteur fr/staphlugdunensis/ pour S. lugdunensis). L'ensemble de ces 7 bases de données est
installé localement au CNR et mis & jour réguliérement.

iv) Détermination de liens de clonalité - surveillance épidémiologique
Les analyses pour la recherche de lien de clonalité sont réalisées grace a un pipeline maison constitué

des étapes suivantes :

- Assemblage des génomes et typage MLST +/- élément SCCmec pour vérifier 'appartenance au méme
fond génétique

- Les souches appartenant au méme fond génétique sont comparées a l'aide d’une souche de référence
disponible dans les bases de données ou choisie parmi la collection d'intérét (e.g. la souche la plus ancienne)
pour l'alignement des reads. L'alignement des reads et I'appel de variants sont réalisés en utilisant le logiciel
Snippy (https://github.com/tseemann/snippy). Ceci permet d’extraire un alignement des SNP des régions
génomiques conservées entre I'ensemble des souches comparées, c'est a dire les SNP du « core-genome ».
Une matrice de distances entre chaque paire de souches (« pairwise distance matrix ») et un arbre
phylogénétique sont calculés a partir de cet alignement. Enfin, la distance entre les souches, la structure de la
phylogénie et I'horloge moléculaire (pour les comparaisons de souches de S. aureus) sont ensuite utilisées pour
évaluer le potentiel lien de clonalité entre les souches.

Pour les souches de S. aureus, le recours au NGS peut étre réalisé en deuxiéme intention aprés le
typage du systéme agr (PCR multiplex) pour permettre un premier filtre (exclusion de liens de clonalité si types
agr différent) afin de limiter le codt des analyses.

v) Analyse du résistome et typage de la résistance a la méticilline
La détection de 'ensemble des génes connus comme codant pour une résistance aux antibiotiques est

réalisée par une approche de « blast » du génome assemblé versus une base de données publique dédiée aux
résistances, ResFinder2. Ces analyses peuvent étre réalisées a partir de la suite BioNumerics® (souches de
S. aureus, genes mecA/mecC) ou gréace a un pipeline maison. La caractérisation de I'élément mobile SCCmec,
porteur du gene mecA conférant la résistance a la méticilline est également importante pour le typage des clones
de SARM. Elle est réalisée par une approche similaire de blast des génomes assemblés contre 3 bases de

! Joensen KG et al. Real-time whole-genome sequencing for routine typing, surveillance, and outbreak detection of verotoxigenic Escherichia
coli. J Clin Microbiol. 2014 May;52(5):1501-10.
2 Bortolaia V et al. ResFinder 4.0 for predictions of phenotypes from genotypes. J Antimicrob Chemother. 2020 Dec 1;75(12):3491-3500.



données publiques installées localement de 'outil SCCmecFinder3. Elles comprennent i) les différents alleles de
recombinases, les différents alléles des 1S1272 et les différents alléles des génes composant le complexe mec
(mecA ou mecC, mecR et mecl), i) une base de données codant pour les différentes insertions des 1S341 et iii)
une base de données composée des éléments SCCmec | a Xl complets.

Le recours au séquengage NGS pour l'identification des mécanismes de résistance est principalement
utilisé en deuxiéme ligne aprés confirmation par technique phénotypique et screening PCR (génes mecA/C)
pour identification des déterminants génétiques des mécanismes de résistance i) au linézolide, ii) des
discordances entre techniques phénotypiques et moléculaires de la résistance a la méticilline.

Séquengage utilisé a des fins d’investigations d’épidémies :

436 souches envoyées pour recherche de lien de clonalité ont été séquencées au CNR en 2023.

Séquengage utilisé a des fins de surveillance :

Nombre de souches séquencées dans I'année : 2113 (dont 436 analysées aussi pour recherche de lien de
clonalité).

Modalités de sélection des souches pour séquengage : Toutes les souches regues pour identification de facteurs
de virulence (1711 souches en 2023 dont 395 aussi avec une analyse de recherche de lien de clonalité) avec,
pour I'espéce S. aureus, la caractérisation des grands clones de S. aureus (SASM/SARM) diffusant en France.
Concernant la résistance, le séquengage est utilisé pour typer et détecter des mécanismes de résistance (402
souches séquencées en 2023).

Séquengage utilisé par le CNR, ou sont déposées les séquences : génomes assemblés ou séquences
brutes (fastQ files) ?

Dans les bases de données fermées : Base de données interne du CNR (serveurs sécurisés HCL dédiés avec
copie et sauvegarde réguliéres).

Dans des bases de données publiques (European Nucleotide Archive (ENA) par exemple) avec ou sans
métadata associées : Les séquences brutes (FastQ) des souches séquencées au CNR et utilisées dans des
études/publications auxquelles le CNR est associé, sont déposés dans la base de données publique European
Nucleotide Archive (ENA).

2.7 Partage de séquences produites par les CNR

Tous les laboratoires correspondants du CNR peuvent demander I'acces aux données brutes et/ou aux
assemblages de souches d'intérét ou précédemment envoyées. Pour ceci, il suffit de faire une demande au CNR
et un envoi des données est organisé dans le cadre d’'un MTA.

Ainsi, en 2023, le CNR a partagé des séquences avec :

- ENVT (équipe InTheres, Toulouse) : partage de 133 génomes de souches de staphylocoques résistantes
aux oxazolidinones (linézolide) et portant le géne cfr associé a cette résistance.

- CIRI équipe VirStaph (Prof. Gérard Lina) : 49 génomes et les reads associés (projet NoBact)

- CHU Saint-Etienne (Prof. Paul Verhoeven) : pair-end reads de 17 souches de S. aureus isolées dans le
service de réanimation néonatale du CHU de Saint-Etienne et envoyées au CNR pour recherche de lien de
clonalité.

3 Kaya H et al. SCCmecFinder, a Web-Based Tool for Typing of Staphylococcal Cassette Chromosome mec in Staphylococcus aureus
Using Whole-Genome Sequence Data. mSphere. 2018 Feb 14;3(1):e00612-17.



- CHT Gaston-Bourret (Dr Julien Colot, Nouvelle Calédonie) et IPNC (Frédéric Veyrier, Nouvelle Calédonie)
: pair-end reads de 101 souches séquencées au CNR dans le cadre du protocole SARMPAC (Surveillance des
SARM en Nouvelle Calédonie et Pacifique).

- Algérie (Amel Bezzi) : partage de 39 génomes séquencées au CNR dans le cadre de la collaboration avec
la Faculté des Sciences Biologiques (souches animales et humaines). (Cf paragraphe 3.5 Enquétes ou études
ponctuelles concourant a la surveillance)




3. Activités de surveillance

Eléments clefs en termes de surveillance :

- Augmentation du nombre de souches regues responsables d’infections associées aux exfoliatines

- Emergence du clone communautaire CC121-MRSA-V producteur d’exfoliatines

- Stabilité du nombre de souches d'infections suppuratives avec un fort taux de PVL (>70%, 97.9% dans les
infections primitives)

- Poursuite de 'émergence des CC152 MRSA PVL

- Nombre élevé de souches de staphylocoques résistantes au linézolide recues

- Nombre élevé de souches de staphylocoques résistantes a la daptomycine regues

- Augmentation du nombre de demandes de détermination de la sensibilité & la dalbavancine

3.1 Description du réseau de partenaires

Les souches regues au CNR des Staphylocoques proviennent majoritairement de I'ensemble des CHU et
CHG de France métropolitaine (80.6% des souches) mais aussi, de maniére croissante, de LABM (19.4% en 2023
vs. 14.85% en 2022 et 13.4% en 2021).

En 2023, le CNR a regu 2670 souches pour expertise (virulence, résistance et recherche de clonalité)
hors protocoles. Environ 71% des souches ont été envoyées au CNR pour expertise de virulence et/ou pour
recherche de clonalit¢ et 29% des souches pour analyse de leurs propriétés de résistance.
Ces souches provenaient de 458 demandeurs distincts répartis dans 89 départements métropolitains ou des
DROM COM (représentativité de 89/101 départements soit 88% des départements couverts). Plus de 75% des
souches provenaient de 7 régions principales : 28% (Auvergne Rhone-Alpes), 10% (lle de France), 8% (Occitanie),
8% (Provence-Alpes-Cote d'Azur), 8% (Hauts de France), 7% (Nouvelle Aquitaine), 7% (Bretagne), et < ou = 6%
pour chacune des autres régions (Figure 2). Six pourcents provenaient des DROM-COM (Guadeloupe, Guyane,
Martinique, lle de la Réunion, Tahiti) et cing souches ont été regues de Monaco.
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Figure 2- Répartition géographique des souches regues en 2023 pour expertise (recherche de facteurs de
virulence, lien de clonalité ou contréle de la sensibilité aux antibiotiques).
A. représentées en nombre de souches regues par département. B. représentées en proportion de souches regues par région.




Le réseau de partenaire n'a pas subi de franche évolution entre 2022 et 2023 et notamment pour les
souches provenant de la région ARA (25% en 2022 vs. 28% en 2023). L'augmentation / homogénéisation des
proportions de souches regues pour les autres régions observée en 2022 s’est maintenue au cours de 2023. La
représentativité des analyses a 'échelle nationale a donc été maintenue cette année.

3.2 Surveillance de I'évolution et des caractéristiques des infections

3.21 Chocs toxiques staphylococciques et scarlatine staphylococcique

Depuis 2017, le CNR a analysé 688 souches de choc toxique staphylococcique (CTS) et 34 souches de sa
forme mineure, la scarlatine staphylococcique (Figure 3).
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Figure 3- Evolution du nombre de souches regues au CNR pour choc toxique staphylococcique et formes mineures
entre 2017 et 2023.

En 2023, le CNR a analysé 84 souches de choc toxique staphylococcique (CTS) et 2 souches de sa forme
mineure, la scarlatine staphylococcique.

En 2023, 16 cas de CTS menstruels ont été rapportés. L'age des patientes s'étend de 14 a 41 ans avec
une médiane de 22 ans. Toutes les souches possedent au moins le géne codant la TSST-1 et 13 souches
appartiennent au complexe clonal CC30, clone majoritaire associé au CTS diffusant actuellement dans la
communauté. En France, la surveillance des CTS repose sur les données recueillies par le CNR des
staphylocoques. Tous les cas de CTS recensés au CNR sont le fait de déclarations spontanées des cliniciens ou
des microbiologistes a des fins diagnostiques ou épidémiologiques. Ainsi, depuis que le CNR des staphylocoques
recense ces cas, on note une stabilisation du nombre de cas & une vingtaine par an mais en I'absence de
déclaration obligatoire il n’est pas possible de connaitre la véritable prévalence de cette pathologie en France
(Figure 4). On notait cependant une légére diminution du nombre de souches regues au CNR depuis 2020.
Cependant il était difficile de déterminer si cette diminution était liée a un manque d’envoi des souches au CNR
plutdt qu'a une vraie diminution de la prévalence de cette pathologie. A la suite du lancement de I'enquéte IPRO-
CTSM (paragraphe 3.5.1), nous observons une trés légéere augmentation des cas signalés a confirmer lors de notre
prochain rapport d’activité.
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Figure 4- Evolution du nombre de souches de S. aureus regues au CNR pour choc toxique staphylococcique
d’origine menstruelle (CTS menstruel) entre 2010 et 2023. Données brutes et données restreintes aux cas certains
associés a une souche possédant le gene tsst-1.
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Dans les 70 autres cas, les chocs sont survenus dans les suites de suppurations diverses a S. aureus, soit
lors d'infections nosocomiales, soit d'infections communautaires. L'age des patients s'étend de 0 a 86 ans avec
une médiane d'age de 34 ans tandis que le sexe ratio 3/ de ces patients est de 0,75.

Deux cas de scarlatine staphylococcique ont été rapportés. L'age des patients est de 2 et 58 ans. Seule
un des souches possédent les génes codant au moins un superantigéne (entérotoxine B).

Concernant les 68 autres souches concernant les chocs toxiques non menstruels et hors scarlating, 3
souches sont résistantes a la méticilline (SARM) et 2 de ces souches possede le géne de la toxine TSST-1.
Concernant les souches de SASM, 21 souches (32%) possedent au moins le géne codant la TSST-1 et la majorité
de ces souches appartiennent au clone CC30-MSSA. Parmi les souches négatives pour le géne codant la TSST-
1, 13 possédent au moins un géne codant un autre superantigéne majeur (SEA, SEB, SEC) tandis que 6 souches
possedent uniquement le géne codant I'entérotoxine P.

3.2.2 Syndrome d’exfoliation staphylococcique

Depuis 2017, le CNR a analysé au total 683 souches isolées dans un contexte de syndrome d'exfoliation
staphylococcique. Ces cas se répartissent en 165 cas de maladie exfoliante généralisée (staphylococcal scalded
skin syndrome, SSSS) ou de mild SSSS et 518 cas d'impétigo bulleux (Figure 5).
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Figure 5- Evolution du nombre de souches regues au CNR pour syndrome d’exfoliation staphylococcique entre
2017 et 2023.

En 2023, le CNR a analysé 152 souches de syndrome d'exfoliation staphylococcique dont 31 cas de
maladie exfoliante généralisée et 121 cas d'impétigo bulleux.

Pour les 31 cas de patients ayant présenté une exfoliation généralisée staphylococcique classique, I'age
s'étend de quelques jours a 21 ans avec une médiane a 3,54 ans tandis que le sexe ratio 3/% de ces patients est
de 1. Les profils toxiniques révélaient :

- 20 souches possédant les génes codant les exfoliatines A et B (ETA et ETB),
- 9 souches seulement pourvues de 'ETA seule,
- 2 souche avec I'ETB seule.

Parmi les 31 souches associées aux cas de syndrome d'exfoliation staphylococcique, quatre souches de
SARM ont été retrouvées.

Concernant les impétigos bulleux en 2023, I'age des patients s'étend de quelques jours a 30 ans avec
une médiane de 8,78 ans tandis que le sexe ratio 3/Q de ces patients est de 1,1. L'analyse du profil toxinique de
ces souches a permis de révéler :

- 94 souches possédant les génes codant ETA et ETB,
- 26 souches pourvues de 'ETA seule,
- 1 souche possédant 'ETB seule.
Parmi les 121 souches associées aux cas d'impétigo bulleux, douze souches de SARM ont été retrouvées.

En 2023 nous constatons une poursuite de I'augmentation des souches de S. aureus regues dans des
contextes d'impétigo bulleux ou de syndrome d’exfoliation généralisé avec des diffusions intrafamiliales ou au sein
d'établissement scolaire avec la notification d'infections récurrentes ce qui n'est pas classique dans ce type
d'infection.

Entre 2020 et 2023, nous avons multiplié par 3 le nombre de souches regues avec une augmentation de la
médiane d’age peut-étre en raison de la dette immunitaire.

Les deux fonds génétiques producteurs d’exfoliatines classiquement retrouvés en France sont le CC15 et
le CC121 et on observe une augmentation de CC121 en 2023 (Figure 6).
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Figure 6- Evolution des fonds génétiques des souches productrices d’exfoliatines en France entre 2022 et 2023.

Ce qui est plus préoccupant est I'émergence d’un clone de SARM communautaire ST121-MRSA-V
producteur des exfoliatines A, B et EDINc, résistant aux aminosides et a I'acide fusidique (présence du géne fusC
et non fusB classiquement retrouvé dans le CC121-MSSA).

Aucune souche productrice d’exfoliatine résistante a la méticilline navait été regue au CNR avant 2020 ou
nous avons regu une unique souche de SARM. Depuis, la prévalence du CC121-MRSA-V est passée de 2% des
souches exfoliatines POS a 15% entre 2020 et 2023.

Ce clone a été décrit ponctuellement aux Pays-Bas* mais il ne semble pas rapporté ailleurs. Notre
phylogénie montre que les souches retrouvées en France sont trés proches de celles isolées aux Pays-Bas (Figure
7). Nous pensons profiter de TECCMID 2024 pour faire un sondage auprés de nos collégues européens au sein
du groupe ESGS. Il semble essentiel de maintenir une surveillance européenne pour suivre la propagation de ce
clone communautaire multirésistant.
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Figure 7- Phylogénie des souches CC121 productrices d’exfoliatines.
K kanamycine, T tobramycine, G gentamicine

4 Vendrik KEW et al. An unusual outbreak in the Netherlands: community-onset impetigo caused by a meticillin-resistant Staphylococcus
aureus with additional resistance to fusidic acid, June 2018 to January 2020. Euro Surveill. 2022 Dec;27(49):2200245.




Enfin, nous avons observé plusieurs épidémies avec des souches productrices d’exfoliatines y compris
avec le CC121-MRSA au sein de familles ou dans des services cliniques qui seront décrites au paragraphe 4.
Alertes.

3.2.3 Infections suppuratives a S. aureus producteur de la leucocidine de Panton Valentine

Le CNR regoit un nombre important de souches dans le cadre d'infections cutanées (hors syndromes
d’exfoliation) principalement dans deux contextes :

(i) Isolement de souches de S. aureus dans un contexte d'infections récidivantes, d'infections nécessitant
un drainage chirurgical ou dans un contexte de diffusion intra-familiale d'infections staphylococciques. Ces souches
sont majoritairement sensibles a la méticilline.

(ii) Isolement de souches de S. aureus présentant un profil de résistance évocateur de SARM
communautaire (SARM-C) qui alerte le bactériologiste et I'incite a adresser la souche au CNR.

Nous recevons de nombreuses souches dans le cadre d'infections suppuratives nécessitant un drainage
chirurgical et plus ou moins récidivantes (Figure 8). En 2023, on constate une stabilisation du nombre de souches
regues. Pour rappel, le CNR ne préconise pas de lui faire parvenir des souches de surinfection ou de colonisation
d'escarre-ulcére car I'habillage toxinique de ces souches est généralement non contributif et n‘entraine pas de
modification de la prise en charge des patients en 'absence d’'autres signes cliniques associés.
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Figure 8- Evolution du nombre de souches regues dans le cadre d'infections suppuratives (hors épidémies).

Ainsi en 2023, nous avons expertisé 482 souches de suppurations (folliculites, furoncles, abces,
surinfections, dermohypodermite...) hors épidémies. La proportion de souches PVL+ est de 73% au total mais
de 97,9% de lorsque I'on ne considere que les infections primitives (Figure 9).




Figure 9- Caractéristiques des souches responsables d’infections suppuratives en 2023 (n=482).
Parmi les souches PVL+ :

(i) 63,2 % sont des SASM (Figure 9). On note une grande diversité des clones de SASM PVL. Le clone majoritaire
reste le clone CC152-MSSA (Figure 10A). Nous observons cette année une baisse de la prévalence de ce clone
méme s'il reste en premiére position ainsi qu'une diversification des clones retrouvés (Figure 11). En 2023, le
CC152-MSSA représente 26% de ces souches (Figure 10A).

(i) 36,8 % sont des SARM (Figure 9). Il s’agit en majorité d’infections communautaires et les principaux clones de
SARM sont représentés. En 2023, comme les trois années précédentes, le clone ST80 (agr3, PVL+, mecA+) n'est
plus le clone de SARM PVL+ le plus prévalent en France. |l représente 10% en 2023 des SARM PVL+ isolés
d'infections suppuratives contre 25% en 2018 (Figure 10B et 12). Nous observons toujours des cas d'infections
avec le clone d'origine Nord-américaine et a diffusion mondiale : le clone USA300 (agr1, PVL+, mecA+) mais sa
prévalence tend a diminuer et a se stabiliser (Figures 10B et 12). Ces observations de terrain sont en accord avec
les modéles bayésiens qui prédisent une stabilité, voire une diminution de la démographie de ces deux clones®®.
Le clone majoritaire est désormais le CC152-MRSA (cassette SCCmec V et XIII).
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Figure 10- Caractéristiques des clones de S. aureus PVL+ (SASM et SARM) responsables d'infections
suppuratives en 2023.

® Stegger M et al. Origin and evolution of European community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus. mBio. 2014 Aug
26;5(5):€01044-14.

6 Glaser P et al. Demography and Intercontinental Spread of the USA300 Community-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
Lineage. mBio. 2016 Feb 16;7(1):e02183-15.




45

40
35
£ 30 —CC152-MSSA
£ ;g —CC15-MSSA
g —CC1-MSSA
p wv —CC121-MSSA
5
0

2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Figure 11- Evolution des clones SASM PVL + responsables d'infections suppuratives entre 2017 et 2023.
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Figure 12- Evolution des clones de SARM PVL + responsables d'infections suppuratives entre 2017 et 2023.

Il convient de poursuivre la surveillance du clone CC152-MSSA PVL+. En effet, ce complexe clonal est le
plus prévalent qu'il s'agisse d'infections cutanées (Figure 10) mais également dans le contexte des pneumonies
(Cf. paragraphe 3.2.5). Une étude génomique de ce complexe clonal est en cours afin de mieux comprendre son
épidémicité. Par ailleurs, nous observons I'augmentation de la prévalence du clone CC152-MRSA qui est le plus
prévalent dans les infections cutanées et notamment CC152-MRSA-XIIl PVL +, dont il conviendra de suivre la
diffusion (Figures 10B et 12) (Cf. paragraphe 3.3.5.2).

3.24 Furonculoses familiales

En 2023, 19 recherches directes sur prélevement des genes codant la PVL dans un contexte de
furonculose familiale ont été effectuées a partir d’écouvillonnage de différents sites de portage (nez, gorge,
périnée, anus) a I'hdpital femme/mére/enfant (en collaboration avec les infectiologues pédiatres (Pr Yves Gillet)),
pour la détection des porteurs sains ou symptomatiques et vérifier I'efficacité de la décontamination. Le CNR suit
notamment les souches isolées a partir des prélévements positifs afin de surveiller 'acquisition de résistance a la
mupirocine et la chlorhexidine lors de protocoles de décontamination répétés. Il n’'y a pas eu d’échec de
décolonisation, ni d'acquisition de résistance (mupirocine, chlorhexidine) au cours de I'année 2023.

Concernant les furonculoses familiales venant d’autres laboratoires, le CNR a recu 50 demandes
d’expertise pour recherche de leucocidine de Panton Valentine dans un contexte d'infections cutanées a diffusion
intrafamiliale avec différentes souches d'infections et de portage pour chacun des membres des différentes
familles.




3.2.5 Pneumonies staphylococciques nécrosantes et pleuro-pneumopathies liées a la
production de la leucocidine de Panton Valentine

A la suite du PHRC concernant les pneumonies nécrosantes entre 2010 et 2015, un parallélisme a été vu
entre les pics de I'épidémie grippale et une augmentation de l'incidence des pneumonies communautaires a
S. aureus, suggérant I'existence d’une relation entre l'infection virale et cette pneumonie. Cette tendance s'est
confirmée sur les épidémies hivernales suivantes. De la méme maniére que pour la grippe, une superposition des
différentes épidémies grippales, de SARS-CoV-2 ainsi que de VRS ont été réalisées avec le nombre de
pneumonies séveres a S. aureus (Figure 13). A noter que le nombre de cas de grippe, de VRS et de SARS-CoV-2
rapportés représente les cas confirmés par le laboratoire de virologie de Lyon mais reflétent les tendances
nationales. Il semble ainsi que l'incidence des pneumonies communautaires a S. aureus suive les différentes
épidémies virales dont la grippe et le VRS, et notamment pour les cas observés chez des patients jeunes (< 35
ans).
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Figure 13- A- Nombre de cas de pneumonies communautaires séveres a S. aureus au cours des épidémies de
grippe, de SARS-COV?2 entre 2011 et 2023. L'épidémie de VRS a également été rajoutée a partir de I'année 2022.
B- Focus sur les deux derniéres années (2022 et 2023).




Le nombre de souches envoyées au CNR pour expertise dans le cadre de pneumonies séveres reste stable
sur ces dernieres années. La majorité représente des souches ne possédant pas la toxine de Panton-Valentine :
75% des souches en 2023 (Figure 14).
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Figure 14- Proportion de souches de S. aureus produisant ou non la toxine de Panton Valentine (PVL) parmi les
souches envoyées pour pneumopathies séveres entre 2011 et 2023.

En 2023, le CNR a recu 195 souches de S. aureus dans des contextes de pneumopathies et/ou d’abces
pulmonaires. Parmi ces souches, 48 (24,6%) étaient sécrétrices de PVL. Contrairement aux tendances
observées les années précédentes, la proportion de SARM est proche entre les souches produisant la PVL (17%)
et celles ne la produisant pas (13%) avec un taux de SARM moyen de 14 % (Figure 15).
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Figure 15- Proportion de SASM et de SARM au sein des souches sécrétrices ou non de la leucocidine de Panton
Valentine, parmi les souches isolées dans un contexte de pneumonie en 2023.

Concernant les clones de S. aureus impliqués dans les pathologies PVL+, le clone de SASM majoritaire
reste depuis plusieurs années le clone CC152-MSSA (Figures 16A et 17). Ce clone, émergent en France, est le




clone le plus impliqué dans la majorité des pathologies en France (bactériémies, pneumonies nécrosantes, autres).
Concernant les clones de SARM produisant la leucocidine de Panton Valentine, les clones diffusants actuellement
sont retrouvés avec majoritairement le CC30 et le CC8 mais I'effectif reste limité cette année (Figures 16B et 18).
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Figure 16- Caractéristiques des clones de SASM et SARM PVL + responsables de pneumonies en 2023.
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Figure 17- Evolution des principaux clones de SASM PVL+ impliqués dans les pneumonies entre 2017 et 2023.
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Figure 18- Evolution des principaux clones de SARM PVL+ impliqués dans les pneumonies entre 2017 et 2023,



Concernant les clones de S. aureus PVL- (SARM et SASM confondus) retrouvés dans les pneumonies
sévéres PVL-, I'épidémiologie correspond aux clones retrouvés largement en France dans d’autres pathologies
avec notamment les clones CC398-MSSA et CC30-MSSA pour les SASM (Figure 19A) et les grands clones
nosocomiaux diffusant en France pour les SARM comme le clone Lyon, le clone Géraldine (Figure 19B). Cette
tendance est stable depuis les 5 derniéres années (Figures 20 et 21).
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Figure 19- Caractéristiques des clones de SASM et SARM ne produisant pas la PVL et responsables de
pneumonies en 2023.
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Figure 20- Evolution des principaux clones de SASM PVL- impliqués dans les pneumonies entre 2017 et 2023.
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Figure 21- Evolution des principaux clones de SARM PVL- impliqués dans les pneumonies entre 2017 et 2023,

3.2.6 Intoxications alimentaires individuelles et collectives
Dans le cadre de ses missions, le CNR participe a I'investigation de toxi-infections alimentaires collectives.

En 2023, le CNR a été contacté dans le cadre d’'une TIAC mais malheureusement les échantillons n’ont
finalement pas été acheminés au CNR.

3.2.7 Ostéites et infections ostéo-articulaires

Depuis 2011, nous avons expertisé 1079 souches d'infections ostéo-articulaires (exclus les « pieds
diabétiques » sans ostéite). En 2023, nous avons regu que 92 souches de S. aureus isolées dans un contexte
d'infection ostéo-articulaire (Figure 22) pour recherche de facteurs de virulence.
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Figure 22- Evolution du nombre de souches regues au CNR pour infections ostéo-articulaires entre 2011 et 2023.

Les patients étant agés de 0,21 a 96 ans (médiane d’age 50,3 ans) avec un sexe ratio 3/Qde 1,97. Parmi
les souches de S. aureus, treize étaient des SARM (14,1%) (Figure 23).

Les tableaux cliniques incluent des ostéomyélites aigiies de I'enfant, ostéoarthrites, infections sur prothéses
de genou, de hanche... Parmi ces infections diverses, la part des souches porteuses de la leucocidine de Panton-
Valentine (PVL) s'élevait a 12% (n = 11) (Huit SASM et trois SARM) (Figure 23).




Figure 23- Caractéristiques des S. aureus responsables d’infections ostéo-articulaires en 2023 (n=92).

On observe une baisse du nombre de SARM regus dans un contexte d'infection ostéoarticulaire de méme
que du nombre de souches PVL+ en 2023 par rapport a 2022 (Figure 24).

—SARM —PVL + (SASM & SARM)
30

Proportion (%)
o 3 & 8 &

2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

Figure 24- Evolution du taux de SARM et pourcentage de PVL + des souches regues dans un contexte d’infection
ostéo-articulaire au CNR entre 2017 et 2023.

3.2.8 Sérologies PVL et TSST-1

Pour I'année 2023, 30 demandes de sérologies anti-PVL (leucocidine de Panton-Valentine) ou anti-TSST-
1 (toxine du choc staphylococcique) ont été adressées au CNR, ce qui correspondait a 29 sérums, versus 18
demandes en 2022 (augmentation >50%). Ce chiffre a légerement augmenté mais reste faible, ce qui reflete les
indications assez restreintes de ces sérologies qui ne remplacent pas le diagnostic direct des infections a S. aureus
par la culture et la caractérisation moléculaire des facteurs de virulence des souches. Il peut aussi étre lié a une
information insuffisante des biologistes et des cliniciens. Cependant, le site Internet du CNR contient une page
précisant les indications et I'intérét de ces sérologies dans le diagnostic et le suivi des infections staphylococciques
a composante toxinique, et les biologistes du CNR conseillent ces sérologies dés qu'ils sont sollicités pour un cas
pouvant correspondre a leurs indications.

Sérologies PVL
Cinq demandes, en provenance de quatre hdpitaux ou laboratoires différents, concernaient une sérologie anti-
PVL. Ces demandes concernaient quatre patients différents : deux présentant une pneumonie d'allure nécrosante,
et deux présentant une infection cutanée nécrotique ou diffuse.

Pour les deux patientes présentant une infection pulmonaire :




- Une a présenté une séroconversion (1 sérologie 2660 UA/mL ; 2¢me sérologie 3 semaines aprés
I'épisode infectieux 25603 UA/mL), cohérente avec I'isolement d'une souche de S. aureus PVL-
positive dans son LBA entre les deux sérologies (aucune souche de S. aureus n'avait pu étre mise
en évidence au début des symptoémes), tous ces éléments confirmaient le diagnostic de pneumonie
nécrosante a S. aureus PVL-positif ;

- La deuxiéme patiente na bénéficié que d’une sérologie PVL tardive, prélevée 1 mois apres le début
des symptomes ; celle-ci était négative, ce qui permettait donc d’exclure le diagnostic de pneumonie
nécrosante a S. aureus PVL-positif.

Pour les deux patients présentant des atteintes cutanées :

- Une patiente présentait des lésions cutanées ulcéro-nécrotiques persistantes au niveau d’un sein,
sans isolement de souche de S. aureus car la patiente recevait un traitement antibiotique. La sérologie
PVL, prélevée tardivement, était positive (5867 UA/ mL pour un seuil de positivité a 4900 UA/mL), ce
qui était compatible avec une infection invasive a S. aureus PVL-positif, sans que I'on puisse éliminer
une cicatrice sérologique (infection ancienne) ;

- Le deuxieme patient présentait une sérologie PVL négative et aucune souche de S. aureus n'a été
envoyée au CNR pour expertise de la virulence. Le sérum avait été prélevé précocement aprés le
début des symptdmes (6 jours), ce qui ne permettait pas d'interpréter la sérologie puisque le délai
était trop court pour qu’'une séroconversion ait pu avoir lieu et aucun sérum tardif n’a été recu pour
rechercher une séroconversion. Cependant, le tableau clinique était a priori une éruption bulleuse
généralisée, ce qui est tres peu en faveur d’une infection toxinique liée a la PVL.

Au total, la sérologie PVL a été potentiellement contributive au diagnostic pour trois patients sur les quatre
testés. Il faut cependant rappeler que le diagnostic des infections liées a la PVL repose avant tout sur I'isolement
de la souche infectante de S. aureus et la recherche des genes codant la PVL. Lorsque la souche n'a pu étre
isolée, la sérologie PVL peut permettre d’obtenir un diagnostic rétrospectif mais dans ce cas, il est nécessaire de
réaliser une sérologie précoce et une plus tardive (& au moins 3-4 semaines d’intervalle) afin d’objectiver une
séroconversion.

Sérologies TSST-1
Vingt-cing sérologies anti-TSST-1 ont été effectuées pour 16 prescripteurs différents. Elles concernaient 19
patients (dont 17 femmes) et étaient négatives dans 76% des cas (n=19). Les sérologies TSST-1 étaient réalisées
dans un contexte de suspicion de choc toxique staphylococcique menstruel (MTSS) pour 12 patientes (63%) et de
choc toxique non menstruel (NMTSS) pour 7 patients (37%).

Les sérums en contexte de MTSS, regus pour 12 patientes, étaient séronégatifs pour la TSST-1 dans 12
cas sur 16, et faiblement positif dans un cas, soit 81% des cas au total. Concernant le résultat faiblement positif, il
s'agissait d'un sérum prélevé 2 mois apres un épisode supposé de MTSS et qui présentait un taux d’'anticorps de
186 UA/mL, ce qui est faible par rapport a la moyenne dans la population générale (500 a 1300 UA/mL) et ne
permet pas d'écarter une réaction croisée ; aucune souche de S. aureus n'a été envoyée au CNR pour cette
patiente, ce qui ne permettait pas de confirmer le diagnostic de MTSS. Les 3 sérologies TSST-1 positives avaient
des valeurs proches de celles de la population générale (entre 1070 et 1906 UA/mL) et concernaient : a) une
patiente pour laquelle nous n'avons eu qu’une sérologie précoce et pour laquelle aucune souche de S. aureus n'a
été recue au CNR, ce qui ne permettait pas de confirmer le diagnostic de MTSS ; et b) deux patientes pour
lesquelles nous avons regu une sérologie tardive, qui était donc positive, et également une souche de S. aureus
productrice de TSST-1, ce qui montrait une séroconversion suite au MTSS chez ces deux patientes (il n’y avait pas
de notion de traitement par immunoglobulines polyvalentes qui aurait pu faussement positiver la sérologie).
Concernant les 8 autres patientes, un sérum prélevé précocement au moment du MTSS avait été recu pour 5
d’entre elles et était négatif (pour 3 de ces patientes un sérum tardif a été prélevé et a également été trouvé négatif,
ce qui est cohérent avec I'absence de séroconversion observée chez la majorité des patientes présentant un
MTSS) ; pour les 3 derniéres patientes, seul un sérum tardif avait été prélevé et était négatif, démontrant aussi une
absence de séroconversion. Au total, chez ces 12 patientes avec suspicion de MTSS, une souche de S. aureus




productrice de TSST-1 a été mise en évidence pour 9 d’entre elles (appartenant au CC30-MSSA dans 7 cas sur
9).

Les 9 sérums en contexte de NMTSS concernaient 7 patients différents : 4 avec un foyer infectieux
cutané, deux avec un foyer ORL ou respiratoire, et un avec un foyer ostéoarticulaire. Pour 2 des 7 patients, la
souche de S. aureus avait été isolée par le laboratoire expéditeur et caractérisée au CNR : une possédait la TSST-
1, ce qui était cohérent avec le diagnostic de NMTSS, et I'autre ne possédait pas la TSST-1 mais possédait la PVL.
Pour les 5 autres patients, la souche de S. aureus n’avait pas été isolée ou pas envoyée au CNR et une sérologie
ponctuelle sans comparaison possible sérum précoce/sérum tardif pour 4 des 5 patients n'a pas permis de
confirmer ou infirmer le diagnostic de NMTSS. Sur les 9 sérologies, 2 présentaient un taux d’anticorps anti-TSST-
1 similaire a celui de la population générale ; 7 étaient négatives ou avec un titre tres faible d’anticorps, ce qui
aurait pu étre un facteur favorisant le développement d’'un NMTSS en cas d'infection par une souche productrice
de la TSST-1, mais ne permet pas d'affirmer le diagnostic de NMTSS en absence de caractérisation de la souche
de S. aureus responsable de l'infection. Finalement, I'absence de souche de S. aureus isolée chez 5 patients et
I'absence de sérums précoces et tardifs permettant d'objectiver une séroconversion anti-TSST-1 ne permettent
donc pas de conclure sur la possibilité d’'un choc toxique non menstruel ces 5 patients sur 7. Dans ces cas de
NMTSS, une sérologie isolée anti-TSST-1 est souvent non contributive pour le diagnostic d'une toxémie a TSST-
1. Comme pour la sérologie anti-PVL, un diagnostic rétrospectif peut étre obtenu gréce a la sérologie anti-TSST-1
mais pour qu’elle soit contributive, il est nécessaire de réaliser une sérologie précoce et une plus tardive afin
d'objectiver une séroconversion.

3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogenes aux anti-infectieux

3.3.1 Définition de I'échantillon de souches testées

Au total, en 2023, 702 souches ont été adressées au CNR pour expertise concernant la résistance aux
antibiotiques, en provenance de 157 laboratoires différents. Ceci représente une augmentation de 19,2% par
rapport a I'année 2022 (589 souches) (Figure 25).

Cette augmentation des demandes concernait principalement la détermination de sensibilité/résistance aux
béta-lactamines, aux glycopeptides et lipoglycopeptides (dalbavancine), a la daptomycine et au linézolide.
Cette forte augmentation globale des demandes concernant I'antibiogramme des souches de staphylocoques peut
s’expliquer par plusieurs phénomeénes :

- 'émergence de souches de staphylocoques multirésistantes offrant des options thérapeutiques réduites,

- 'augmentation d'utilisation de la daptomycine, du linézolide et de la dalbavancine pour les infections a
staphylocoques qui induit une augmentation du nombre de souches résistantes a ces antibiotiques alors que ces
résistances sont réputées étre rares, d'ou la nécessité de confirmation et de surveillance par le CNR,

- la mise sur le marché récente de certaines molécules anti-staphylococciques comme le tédizolide, la
dalbavancine ou la délafloxacine pour lesquelles les laboratoires ne disposent pas tous des techniques permettant
de tester la sensibilité des souches de staphylocoques.
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Figure 25- Souches regues au CNR pour expertise de la résistance aux antibiotiques entre 2013 et 2023.

En 2023, les souches expertisées au CNR pour la résistance aux antibiotiques comprenaient 570 demandes
extérieures et 132 souches pour des patients hospitalisés aux Hospices Civils de Lyon et hpitaux affiliés (nombre
élevé en raison notamment d’'une épidémie de staphylocoques résistants au linézolide). La répartition de ces
souches par espéce est décrite dans le tableau 2 : S. epidermidis et S. aureus sont toujours les deux espéces
les plus recgues, en lien avec leur implication majeure dans les infections humaines. S. epidermidis a méme dépassé
S. aureus depuis 2020 en nombre de souches regues, ce qui refléte la fréquente multirésistance des isolats de
cette espéce.

Tableau 2- Répartition selon I'espece des souches de staphylocoques regues au CNR pour expertise de la
résistance aux antibiotiques en 2023.

Espace Nombre de souches Pourcentage des souches
regues recues (%)
S. epidermidis 338 48,1
S. aureus complex 233 33,2
S. capitis 54 7.7
S. saprophyticus 21 3,0
S. pettenkoferi 16 2,3
S. haemolyticus 10 14
S. hominis 6 09
S. lugdunensis 6 09
S. warneri 6 09
S. sciuri 5 0,7
S. caprae 3 04
S. cohnii 1 0,1
S. pasteuri 1 0,1
S. pseudintermedius 1 0,1
S. simulans 1 0,1
Total 702 100




En plus de ces demandes, toutes les souches de SARM isolées chez des patients mucoviscidosiques aux
Hospices Civils de Lyon sont conservées au CNR pour vérification de la sensibilité aux glycopeptides (46 souches
pour 'année 2023).

3.3.2 Définitions utilisées pour exprimer la résistance

En 2023, les souches ont été catégorisées phénotypiquement sensibles, intermédiaires (sensibles a forte
posologie) ou résistantes pour les différents antibiotiques testés en utilisant les concentrations critiques établies
dans le communiqué du Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM/EUCAST)
2021 v1.0 jusqu’a mi-juillet, puis les recommandations CA-SFM/EUCAST 2022 v1.0 pour le reste de 'année. Par
homogénéité avec le laboratoire de bactériologie des Hospices Civils de Lyon auquel est adossé le CNR, le CNR
est contraint d’attendre les mises a jour du systéme expert d’antibiogramme réalisées au sein du laboratoire de
bactériologie.

Pour certaines familles d’antibiotiques, des méthodes moléculaires permettent de rechercher le support
génétique de la résistance et de confirmer I'antibiogramme phénotypique ou pallier les défauts des méthodes
phénotypiques dans le cas de résistances peu ou pas exprimées in vitro ou de résistance hétérogéne.

Les techniques utilisées au CNR sont détaillées en annexe 2 (chapitre 2.1.6).

3.3.3 Résultats : distribution en fonction des critéres pertinents et analyse des tendances

3.3.3.1 Résistance aux béta-lactamines

Les PCR mecA et mecC sont réalisées systématiquement sur toutes les souches adressées au CNR. Le
CNR est en outre spécifiquement sollicité pour des problemes concernant la détection/confirmation de la résistance
aux béta-lactamines, principalement la résistance a la méticilline.

En 2023, au total, 128 souches ont été recues pour détermination de la sensibilité/résistance aux béta-
lactamines : 94 souches pour une demande de confirmation de sensibilité/résistance a la méticilline, mais
également 21 souches de staphylocoques sensibles a la méticilline pour CMI oxacilline ou céfazoline ou détection
de la pénicillinase staphylococcique, et 13 souches pour demande de confirmation de sensibilité/résistance a la
ceftaroline ou au ceftobiprole (céphalosporines de derniére génération actives sur les souches résistantes a la
méticilline).

Souches sensibles a la méticilline regues pour détection de la pénicillinase staphylococcique ou CMI béta-
lactamines

Quatre souches de S. aureus sensibles a la méticilline (une isolée d'endocardite infectieuse et trois isolées
d'infections ostéo-articulaires) ont été regues pour recherche de la béta-lactamase BlaZ. Deux des quatre souches
possédaient le géne blaZ en NGS.

Dix-sept souches de staphylocoques a coagulase négative sensibles a la méticilline ont également été
regues pour recherche de béta-lactamase : la souche de S. epidermidis et la souche de S. capitis regues dans ce
contexte possédaient bien le géne blaZ en NGS ; au contraire, aucune des 15 souches de S. saprophyticus regues




ne possédaient une béta-lactamase (ils étaient également négatifs pour le test de dépistage avec le disque
d’ampicilline recommandé par le CA-SFM/EUCAST).

Résistance a la méticilline

Les 94 demandes de confirmation de la sensibilité/résistance a la méticilline concernaient 74 souches de
S. aureus et 20 souches de staphylocoques a coagulase négative (SCN) (Tableau 3).

Tableau 3- Bilan des souches regues au CNR en 2023 pour vérification de la résistance a la méticilline et résultats
obtenus au CNR sur ces souches.

S. aureus SCN
Souches mecA+ 18 1
Souches mecC+ 6 0
Souches mec-négatives 50 9
Total 74 20

Concernant les souches de S. aureus, il s'agissait de :

- 20 souches de S. aureus pour lesquelles le laboratoire expéditeur demandait une confirmation de la
présence ou absence de géne mec. Il s'agissait en général de demande de i) confirmation de la méticillino-
résistance pour des souches exprimant la résistance a I'oxacilline de maniére hétérogéne ou, ii) confirmation de la
sensibilité a la méticilline pour des souches sensibles a tous les antibiotiques mais pour lesquelles la CMI oxacilline
ou le diamétre de la céfoxitine était proche des valeurs critiques, ou i) confirmation du phénotype pour des souches
avec des profils de résistance moins habituels (souches phénotypiquement sensibles a la méticilline mais
multirésistantes aux autres antibiotiques, ou résistantes isolément aux aminosides et/ou aux fluoroquinolones), ou
iv) confirmation du phénotype pour des souches avec des résultats discordants entre deux techniques
(antibiogramme en milieu liquide vs. en diffusion) ou entre le test céfoxitine et la CMI oxacilline en automate
Vitek2®. Sur ces 20 souches, seules 6 possédaient le géne mecA et les 14 autres ne possédaient aucun géne
mec.

- 8 souches de S. aureus adressées au CNR spécifiquement pour recherche de géne mecC. Cette
demande était motivée par deux raisons: i) le plus souvent des souches résistantes a la céfoxitine sur
I'antibiogramme mais avec une recherche de PLP2a ou de géne mecA négative et/ou ii) une alerte du systéme
expert d’analyse des antibiogrammes qui incitait a rechercher la présence du géne mecC devant un antibiogramme
pouvant faire suspecter ce type de souche (notamment des souches de S. aureus résistantes a la méticilline mais
multisensibles aux autres classes d’antibiotiques). Six de ces souches se sont révélées porteuses du géne mecC.
Ces 6 souches mecC-positives avaient été isolées a Niort (n=2), Montpellier (n=2), Chalon-sur-Saéne (n=1) et
Dijon (n=1). Toutes ces souches appartenaient au complexe clonal CC130 qui est le clone mecC-positif le plus
courant en Europe, et plus précisément au ST130-MRSA-XI (n=4), ST2676-MRSA-XI (n=1) et ST1945-MRSA-XI
(n=1). Les 2 autres souches regues dans ce contexte étaient négatives pour les génes mec. Une présentait
néanmoins une CMI élevée a 8 mg/L pour I'oxacilline (résistant) avec une CMI céfoxitine & 4 mg/L (sensible) : le
séquencage de son génome a réveélé la présence de mutations non-synonymes dans les génes codant les PLP1,
2 et 3 déja connues dans la littérature comme associées au phénotype MODSA/BORSA (phénotypes résistants a
l'oxacilline ou la céfoxitine sans géne mec, dont I'impact clinique est mal connu).

- 46 souches de S. aureus présentant une discordance dans le laboratoire expéditeur entre les résultats
phénotypiques et une technique de biologie moléculaire ou la recherche de la protéine PLP2a.

Pour 7 cas, il s'agissait d’'une discordance entre recherche de PLP2a positive ou PCR mecA positive et

une sensibilité de la souche de S. aureus a la méticilline sur I'antibiogramme réalisé par le laboratoire expéditeur,

pour laquelle le CNR a confirmé la présence du géne mecA. Pour toutes ces souches, I'antibiogramme en




microdilution réalisé au CNR a montré une résistance phénotypique a la céfoxitine (CMI > 4 mg/L) et donc a la
méticilline. Cependant, trois de ces souches apparaissaient phénotypiquement sensibles a I'oxacilline avec une
CMI a 2 mg/L et ont été analysées par séquengage du génome complet : deux souches, appartenant au ST5-
MRSA-IV et ST8-MRSA-IV, présentaient une mutation dans la région RBS du géne mecA (GGAGG > GGAGT).
Cette mutation a été décrite comme associée a une diminution de la transcription du géne mecA et une résistance
al'oxacilline de bas niveau’#9 ; la troisiéme souche appartenait au ST59-MRSA-V et ne présentait aucune mutation
dans la région promotrice du géne mecA et/ou dans la séquence protéique de la PLP2a.

Pour 7 autres cas, le laboratoire expéditeur avait obtenu un test immunochromatographique positif pour la
PLP2a (parfois retrouvé négatif quand il était répété aprés repiquage) mais une sensibilité a la méticilline sur
I'antibiogramme. Pour ces 7 souches, au CNR, la recherche de géne mecA et mecC s’est avérée négative et la
recherche de PLP2a par immunochromatographie s'est également révélée négative.

Pour 5 souches, il s'agissait d'une discordance entre la technique GenXpert MRSA (Cepheid, n=5) ou
FilmArray BCID (Biofire, bioMérieux, n=1) qui avait rendu un résultat négatif pour la détection de SARM (plus
précisément : positif pour mecA mais négatif pour la jonction de la cassette SCCmec) et le laboratoire expéditeur
avait détecté un SARM par culture et antibiogramme. Au CNR, nous avons confirmé la présence du gene mecA et
le phénotype de SARM pour toutes ces souches. Elles ont été analysées par NGS a la recherche d’un élément
SCCmec atypique : elles appartenaient a différents ST (ST8-MRSA-IV, ST3729-MRSA-IV, ST1-MRSA-IV) et
possédaient des éléments SCCmec typiques de type IV, ce qui n'a pas permis d’expliquer les résultats obtenus par
les techniques moléculaires.

Pour 3 cas, il s’agissait d'une discordance entre une technique moléculaire (FilmArray, n=1, ou GenXpert,
n=2) qui avait détecté un SARM alors que la culture et I'antibiogramme avaient retrouvé des S. aureus sensibles a
la méticilline. Les 3 souches ont été confirmées comme phénotypiquement sensibles a la méticilline et négatives
pour les génes mecA/mecC. Elles ont ensuite été analysées par NGS a la recherche d'un élément SCCmec
complet ou tronqué qui pourrait expliquer le résultat faux-positif de la technique moléculaire pour la détection de
SARM. Cependant, aucun fragment de cassette SCCmec n'a été détecté dans le génome de ces souches.
Finalement, ces discordances pourraient s’expliquer soit par la présence d’'un staphylocoque a coagulase négative
mecA-positif et d'un SASM dans le méme prélévement, soit par la vraie détection d'un SARM qui n'a pas pu étre
mis en évidence en culture.

Enfin, pour 24 souches, la recherche du géne mecA ou de la PLP2a était négative dans le laboratoire
expéditeur mais la souche était phénotypiquement résistante a I'oxacilline et/ou la céfoxitine, ce qui faisait
suspecter des souches MODSA (Modified PBP S. aureus) ou BORSA (Borderline Oxacillin Resistant S. aureus).
Au CNR, nous avons confirmé que ces 24 souches ne possédaient pas de génes mecA ou mecC. L'antibiogramme
par microdilution a confirmé que trois de ces souches étaient résistantes a I'oxacilline et la céfoxitine, deux étaient
résistantes a I'oxacilline mais sensibles a la céfoxitine et une était résistante a la céfoxitine mais sensible a
I'oxacilline. Ces souches ont été analysées par séquengage lllumina du génome complet pour rechercher des
mutations déja associées dans la littérature aux phénotypes MODSA/BORSA: deux souches possédaient
plusieurs mutations dans les génes codant les PLP1, 2 et 3 ; une souche possédait une mutation dans le géne
gdpP introduisant un codon stop en position 359 (R359%) ; une souche présentait une mutation non-synonyme
(S267L) dans le géne yjbH ; une souche présentait plusieurs mutations dans les génes codant les PLP1, 2 et 3,
associées a une mutation dans le géne acrB ; et la derniére souche ne présentait aucune mutation dans les génes
des PLP ou d'autres protéines déja décrites dans la littérature. L'impact clinique des phénotypes MODSA/BORSA
sur l'efficacité des bétalactamines in vivo est mal connu et controversé, ces résultats conduisent donc a déconseiller
leur utilisation.

7 Qi W et al. Molecular epidemiology of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Zurich, Switzerland (2003): prevalence of type IV
SCCmec and a new SCCmec element associated with isolates from intravenous drug users. J Clin Microbiol. 2005 Oct;43(10):5164-70.

8 Ender M et al. Variability in SCCmecN1 spreading among injection drug users in Zurich, Switzerland. BMC Microbiol. 2007 Jul 2;7:62

9 Harrison EM et al. Genomic identification of cryptic susceptibility to penicillins and B-lactamase inhibitors in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Nat Microbiol. 2019 Oct;4(10):1680-1691.




Concernant les souches de staphylocoques a coagulase négative expertisées, il s'agissait de :

- 8 souches de S. lugdunensis (n=5) et S. saprophyticus (n=3). Les souches appartenant a ces deux
especes présentent frequemment des CMI élevées ou limites pour 'oxacilline et la céfoxitine car ces espéeces ont
naturellement des CMI pour les béta-lactamines plus élevées que les autres espéces de staphylocoques, et les
souches véritablement résistantes a la méticilline avec présence du géne mecA sont rares, ce qui amene souvent
les laboratoires a demander la confirmation du CNR lorsqu'ils détectent une souche résistante a la méticilline chez
ces especes. Lorsque les diamétres ou les CMI céfoxitine ou oxacilline rendent un résultat douteux ou discordant
pour ces especes, il est nécessaire de confirmer la présence d’'une PLP additionnelle ou d’'un géne mec. C'est dans
ce contexte que nous avons regu ces souches : les 8 souches étaient positives en PCR mecA.

- 12 souches de SCN appartenant a d'autres espéces (S. epidermidis, S. hominis, S. pettenkoferi, S. sciuri,
...) exprimant un profil phénotypique douteux pour lesquelles le laboratoire expéditeur demandait une confirmation
de I'absence/présence d'un géne mec : 3 possédaient le géne mecA et étaient donc résistantes a la méticilline. Les
9 autres souches étaient négatives pour les génes mecA/mecC ; cependant, 7 d’entre elles présentaient une CMI
oxacilline supérieure a la concentration critique de 0,25 mg/L, ce qui améne dans le doute a déconseiller I'utilisation
des béta-lactamines, sans certitude de leur inefficacité.

Détermination de la sensibilité a la ceftaroline et au ceftobiprole

La ceftaroline et le ceftobiprole sont deux céphalosporines de derniére génération qui présentent un spectre
d’activité original incluant les souches de staphylocoques résistantes a la méticilline. Le CA-SFM a proposé des
diameétres critiques avec un inoculum de 0,5 McF et un disque chargé a 5 g pour S. aureus. Néanmoins en cas
de diamétre détectant une potentielle résistance ou dans la zone d'incertitude technique (ZIT), la sensibilité doit
étre vérifiée par mesure de la CMI. Des concentrations critiques ne sont proposées par le CA-SFM que pour
S. aureus (1-2 mg/L pour la ceftaroline, 2 mg/L pour le ceftobiprole) ; pour les SCN, en I'absence de données
spécifiques, nous sommes amenés a utiliser les mémes concentrations critiques mais les résultats sont a
interpréter avec précaution.

En 2023, 13 souches ont été recues pour détermination ou vérification de la sensibilité a la ceftaroline et/ou
au ceftobiprole : 2 pour CMI ceftaroline et ceftobiprole, 8 pour CMI ceftaroline et 3 pour CMI ceftobiprole. Depuis
2021, le CNR détermine en parallele les CMI ceftaroline et ceftobiprole dés lors qu’'une des deux molécules est
demandée par le laboratoire expéditeur.

La détermination des CMI ceftaroline et ceftobiprole ou la confirmation d’une résistance détectée par le
laboratoire expéditeur ont donc été demandées pour 13 souches en 2023, dont 12 étaient résistantes a la
méticilline :

- 10 souches de S. aureus (dont 9 SARM) : elles se sont révélées toutes sensibles a la ceftaroline et au
ceftobiprole sauf 2 souches de SARM isolées chez le méme patient au cours d’une infection ostéoarticulaire
qui présentaient une CMI a 4 mg/L pour les deux antibiotiques,

- 3 souches de staphylocoques a coagulase négative : 3 souches de S. haemolyticus (1 sensible a forte
posologie a la ceftaroline et résistante au ceftobiprole et 2 résistantes aux 2 molécules).

3.3.3.2 Détection de souches de staphylocoques de sensibilité diminuée aux glycopeptides

Depuis 2015, les recommandations du CA-SFM/EUCAST ont abaissé les CMI a partir desquelles une
sensibilité diminuée aux glycopeptides doit étre recherchée chez S. aureus et ont indiqué la nécessité de




déterminer les CMI des glycopeptides par la technique de microdilution, ce qui a été a l'origine d’'une augmentation
du nombre de demandes recues par le CNR. Par conséquent, devant I'afflux massif de souches pour cette
demande, le CNR a pris la décision au 1¢" mai 2019 de ne plus réaliser les CMI des glycopeptides en microdilution
pour les staphylocoques a coagulase négative, ceci apres information des laboratoires par courrier et par le site
Internet du CNR dans les deux mois précédents. En effet, plusieurs réactifs commercialisés sont a disposition des
laboratoires depuis plusieurs années et pour les souches de staphylocoques non-aureus, aucune technique de
confirmation (type APOP) n’est recommandée et validée, le CNR n'apporte donc aucune expertise particuliére sur
ce type de souche. Pour les souches de S. aureus, le CNR n’expertise les souches que si le laboratoire expéditeur
a vérifié en microdilution les CMI > 1 mg/L obtenues en technique automatisée. Ces conditions d’acceptation des
souches sont clairement indiquées sur le bon de demande et le site internet du CNR.

En 2023, 78 souches de staphylocoques ont été recues pour étude de la sensibilité aux glycopeptides
(65 S. aureus ou argenteus et 13 staphylocoques a coagulase négative), I'envoi étant justifié le plus souvent par
des CMI élevées aux glycopeptides en microdilution ou en technique automatisée (> 1 mg/L), une résistance a la
daptomycine ou une demande de CMI dalbavancine.

Sur les 65 souches de S. aureus regues dans ce contexte, 12 souches (18,5% ; 5 SARM et 7 SASM) ont
été confirmées comme présentant une sensibilité diminuée aux glycopeptides de type GISA : 5 étaient résistantes
a la fois a la vancomycine et la teicoplanine et 7 étaient résistantes uniquement a la teicoplanine. Six de ces
souches GISA étaient également résistantes a la daptomycine et 4 étaient résistantes a la dalbavancine. De plus,
parmi les souches sensibles aux glycopeptides en CMI en microdilution, deux souches (un SARM et un SASM) ont
été confirmées comme présentant une sensibilité diminuée aux glycopeptides de type hGISA selon la méthode de
référence qui est I'analyse de population (APOP, avec un ratio dAUC par rapport a la souche Mu3 = 0,9) ; ces
deux souches présentaient une CMI > 1 mg/L pour un des deux glycopeptides.

Cinquante-et-une souches étaient sensibles aux glycopeptides sur la base des techniques de dépistage
(CMI =1 mg/L ou CMI < 2 mg/L avec test en gradient de diffusion sur milieu BHI avec un inoculum lourd de 2 McF
négatif). Parmi elles, cing présentaient une CMI vancomycine a 2 mg/L, catégorisée sensible, mais une CMI
vancomycine > 1 mg/L est associée dans la littérature a un risque plus élevé d'échec thérapeutique, comme indiqué
dans les recommandations 2023 du CA-SFM/EUCAST : dans ce contexte, il convient donc de déconseiller
I'utilisation des glycopeptides sur ces souches méme si elles ne répondent pas aux criteres retenus pour définir les
GISA ou hGISA.

Concernant les staphylocoques a coagulase négative, 13 souches ont été recues au CNR en 2023 pour
détermination de la sensibilité aux glycopeptides. Pour deux souches, le laboratoire expéditeur avait envoyé une
souche identifiée chez eux S. aureus, qui s'est en fait avérée étre du S. haemolyticus ou du S. epidermidis. Parmi
ces 13 souches (dont 8 S. epidermidis), 6 souches étaient sensibles aux glycopeptides, 6 étaient résistantes a la
teicoplanine et 2 étaient résistantes a la vancomycine (une souche de S. epidermidis était résistante aux deux
glycopeptides).

3.3.3.3 Détermination de la sensibilité a la dalbavancine

La dalbavancine est un lipoglycopeptide a longue demi-vie, ce qui permet d’espacer les administrations et
de diminuer leur nombre (une par semaine ou tous les 15 jours), notamment dans les infections nécessitant un
traitement de longue durée (infections ostéo-articulaires) ou chez les patients chez qui les administrations IV
répétées ou en continu sont difficiles.

Quarante-six souches (23 S. epidermidis, 16 S. aureus, 2 S. haemolyticus, 2 S. caprae, 1 S. pettenkoferi,




1 S. pseudintermedius, et 1 S. simulans) ont été regues pour détermination de la sensibilité a la dalbavancine.
Depuis mai 2021, le CNR dispose d’'une technique en microdilution pour tester la sensibilité a la dalbavancine
(technique Sensititre, Thermo Fisher), comme recommandé par le CA-SFM/EUCAST. Sur ces 46 souches, 36 se
sont avérées sensibles a la dalbavancine et 10 souches, appartenant aux espéces S. epidermidis (n=8), S. aureus
(n=1) et S. haemolyticus (n=1), se sont avérées résistantes. Neuf de ces 10 souches étaient résistantes a la
teicoplanine ; 5 étaient résistantes a la vancomycine et les 5 autres y étaient sensibles mais avec une CMI a 2
mg/L. Le CA-SFM indique que les souches de staphylocoques sensibles a la vancomycine sont sensibles a la
dalbavancine. D’'aprés cette expérience du CNR, il parait cependant plus prudent, lorsque la souche a une CMI
vancomycine a 2 mg/L ou apparait résistante a la teicoplanine, de vérifier la sensibilit¢ & la dalbavancine.
Néanmoins trés peu de réactifs commerciaux existent actuellement pour tester la dalbavancine en microdilution.

3.3.3.4 Détection de la résistance au linézolide

Le linézolide appartient a la famille des oxazolidinones et constitue une alternative thérapeutique a
I'utilisation des glycopeptides et de la daptomycine pour le traitement des infections a8 SARM, d’autant qu'il existe
des formes orales permettant un relais au traitement parentéral. Il est aussi de plus en plus souvent utilisé en
premiere intention en réanimation chez certains patients fragiles en cas de suspicion d'infection & SASM/SARM,
notamment pour les infections respiratoires. La résistance aux oxazolidinones est liée soit :

- a des mutations du géne codant '’ARNr (ARN ribosomal) 23S entrainant un changement de
conformation du ribosome bactérien et une perte d'affinité des oxazolidinones,

- a des mutations des génes codant les protéines ribosomales L3 et L4 modifiant I'accessibilité au site
de fixation du linézolide sur 'ARNTr 23S,

- a l'acquisition des génes plasmidiques cfr ou cfr(B) (chloramphenicol-florfenicol resistance) qui codent
des méthyltransférases de 'ARNr 23S, méthylations qui masquent la cible du linézolide sur le ribosome et sont
responsables d’'un phénotype de résistance croisée dit PhLOPSa (phénicolés, lincosamides, linézolide,
pleuromutilines et streptogramine A),

- a l'acquisition des génes plasmidiques optrA et poxtA qui codent des protéines ABC responsables de
la résistance aux oxazolidinones et phénicolés par un mécanisme de protection ribosomale (genes principalement
retrouvés chez les entérocoques).

L'augmentation croissante de l'utilisation du linézolide s’est accompagnée de I'émergence de souches
résistantes (Figure 26). Le nombre de souches de staphylocoques résistantes au linézolide regues au CNR a
fortement augmenté en 2018, puis s'est stabilisé en 2019-2020 et a de nouveau augmenté en 2021, 2022 et 2023.
Nous savons cependant que tous les laboratoires n’envoient pas leurs souches résistantes au linézolide au CNR
et donc les chiffres du CNR ne refletent pas la réelle épidémiologie de ces souches. Les résistances au linézolide
semblent de moins en moins rares (et probablement sous diagnostiquées car les résistances plasmidiques de bas
niveau peuvent étre mal détectées) alors que les oxazolidinones sont des antibiotiques de dernier recours dont il
faudrait préserver l'efficacité ; d’apres les données du CNR, elles sont retrouvées essentiellement chez les SCN
en lien le plus souvent avec des mutations de 'ARNr 23S et ces souches peuvent étre responsables d’épidémies
intra- et inter-hospitaliéres. De fagon plus inquiétante, il est également retrouvé des résistances plasmidiques au
linézolide, telles que celle médiée par le géne cfr.

En 2023, le CNR a expertisé 324 souches de staphylocoques pour lesquelles le laboratoire expéditeur
avait identifie une CMI augmentée pour le linézolide ou suspectait une résistance en disque ou en technique
automatisée (vs. 290 en 2022). Trois-cent-six-souches, dont 5 S. aureus et 282 S. epidermidis, ont été
confirmées résistantes au linézolide (CMI > 4 mg/L).
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Figure 26- Nombre de souches de staphylocoques résistantes au linézolide regues au CNR entre 2013 et 2023.
SA = S. aureus, SCN = staphylocoques a coagulase négative.

S. aureus

Sur les 14 souches de S. aureus regues pour suspicion de résistance au linézolide, seules cinq ont été
confirmées résistantes avec des CMI entre 8 et 16 mg/L (1 SARM et 4 SASM).

Les cing souches résistantes au linézolide avaient été isolées dans cing hdpitaux différents, dont trois situés
en Bretagne. Contrairement aux années précédentes, une seule des souches de S. aureus résistantes au linézolide
provenait d’'un prélevement respiratoire d’un patient atteint de mucoviscidose ; les quatre autres souches
provenaient d'infections cutanées (n=2), d'infection ostéo-articulaire (n=1) et de bactériémie (n=1). Une seule de
ces souches était porteuse de la mutation de 'ARNr 23S G2576T. De maniére plus inquiétante, les quatre autres
souches possédaient le gene plasmidique cfr, : il s'agissait de SASM appartenant a quatre fonds génétiques
différents (ST7, ST8, ST9 et ST6240), ce qui démontre la diffusion possible des plasmides porteurs de cfr chez des
fonds génétiques variés de S. aureus. Leur résistance au linézolide était de faible niveau avec des CMI & 8 ou 16
mg/L (concentration critique du linézolide : 4 mg/L)

Staphylocoques a coagulase négative

Sur les 310 souches de SCN envoyées par les laboratoires pour investigation de la résistance au linézolide,
301 ont été confirmées comme résistantes.

Les 301 souches de SCN résistantes au linézolide appartenaient a quatre espéces : S. epidermidis (n=282 ;
93,7%), S. capitis (n=16), S. hominis (n=2), et S. haemolyticus (n=1), et étaient résistantes a la méticilline pour 293
d’entre elles (97,3%). Elles avaient été isolées principalement dans des hémocultures (n=190), des cathéters
(n=30) ou des prélévements ostéo-articulaires (n=36).

Parmi les 282 souches de S. epidermidis résistantes au linézolide, seules deux possédaient le géne
plasmidique cfr (sans mutation de 'ARNr 23S associée) et présentaient des CMI linézolide basses a 8 mg/L. Ces
deux souches provenaient des Hospices Civils de Lyon ou sévit une épidémie de souches résistantes au linézolide
depuis plusieurs années. Parmi les 280 souches de S. epidermidis ne possédant pas le gene cfr, 276 (en
provenance de 42 laboratoires) possédaient la mutation G2576T au niveau de I'ARNr 23S et 269 de ces 276
souches appartenaient au ST2-MRSE ; ceci montre la large distribution de ces souches résistantes au linézolide
sur tout le territoire frangais, d’autant que certains centres hospitaliers ne nous envoient pas ces souches et qu’elles
sont donc en réalité plus répandues. Deux souches présentaient les mutations T2504A et deux souches la mutation




C2534T de I'ARNr 23S.

Parmi les 16 souches de S. capitis résistantes au linézolide, trois possédaient le géne plasmidique cfr (dont
une associée a la mutation C2534T de I'ARNr 23S). Elles provenaient de trois villes différentes (Strasbourg,
Valenciennes, Muret a proximité de Toulouse) et avaient été isolées d’hémocultures. Les 13 souches cfr-négatives
possédaient toutes la mutation G2576T au niveau de 'ARNr 23S : 6 provenaient des Hospices Civils de Lyon et
les 7 autres provenaient d’hdpitaux du département du Nord (Lille, Tourcoing et Valenciennes).

Les deux souches de S. hominis résistantes au linézolide avaient été isolées d’hémocultures, dans deux
hopitaux différents, et ne possédaient pas le géne cfr mais la mutation G2576T de 'ARNr 23S.

La souche de S. haemolyticus résistante au linézolide avait été isolée d’'une hémoculture dans un
laboratoire de Muret, pres de Toulouse, et possédait le géne plasmidique cfr sans mutation de 'ARNr 23S associée.

Ces données confirment que la mutation majeure associée a la résistance au linézolide retrouvée en France
est toujours la mutation G2576T (retrouvée chez 292/306 souches résistantes, soit 95,4%). Cette mutation est
fréquemment sélectionnée sous pression de sélection antibiotique et peut donner lieu a des clusters de patients
colonisés et/ou infectés avec des souches résistantes dans un méme service en cas d'utilisation abusive de
linézolide.

Au total, sur les 324 souches regues pour demande d’expertise de la résistance au linézolide, 10 souches
porteuses du géne cfr ont été mises en évidence en 2023, a la fois chez S. aureus et diverses especes de
staphylocoques a coagulase négative (S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus). Ces souches cfr-positives ont
été détectées dans 8 établissements différents répartis sur le territoire national (Amiens, Bourgoin-Jallieu, Lyon,
Muret, Noyal-Pontivy, Saint-Brieuc, Strasbourg, et Valenciennes). Ceci indique le potentiel épidémiogéne des
plasmides porteurs de cfr et les capacités de transfert horizontal entre souches de la méme espéce ou d’espéces
différentes, et incite a renforcer la surveillance du niveau de sensibilité au linézolide et plus généralement aux
molécules de la famille des oxazolidinones (Cf. étude LINESTAPH, Paragraphe 3.5.1). Le CNR a développé le
séquengage hybride ONT Minion/lllumina afin d'étudier I'environnement génétique du géne cfr dans les souches
porteuses et leur fond génétique/leur lien épidémiologique. L'ensemble des souches résistantes au linézolide
regues a la discrétion du laboratoire expéditeur au CNR des Staphylocoques ainsi que les souches recueillies dans
le cadre de I'étude LINESTAPH ont été analysées par séquengage afin de déterminer le déterminant génétique de
la résistance au linézolide, et une étude phylogénétique ainsi qu'une comparaison des plasmides porteurs du géne
cfr sont en cours afin de déterminer la potentielle diffusion de souches et/ou de plasmides a I'échelle nationale.

L'ensemble de ces données concernant la résistance au linézolide semblent montrer que i) le géne cfr reste
assez rare mais est présent en France et dans diverses régions et différentes espéces de staphylocoques et ii) que
I'accumulation de mutations de résistance lors de mésusage de linézolide dans certains services reste le principal
mécanisme d’émergence de souches résistantes a cet antibiotique. La prévalence réelle des souches de S. aureus
et de SCN résistantes au linézolide en France reste a ce jour toujours mal connue. L'étude LINESTAPH a
cependant eu pour but d’estimer cette prévalence (Cf. Paragraphe 3.5.1). La surveillance de la résistance au
linézolide s'avére d’autant plus nécessaire que, depuis quelques années, une nouvelle molécule est
commercialisée au sein de la famille des oxazolidinones, le tédizolide, et la forme IV du linézolide a été génériquée
induisant une chute de son prix, ce qui conduit & une augmentation de sa prescription.

Concernant le géne cfr, Ia encore, la prévalence exacte de ce mécanisme de résistance est mal connue en
France, ce mécanisme induisant une résistance de bas niveau parfois mal détectée, la résistance au linézolide
étant parfois négligée et les souches concernées n'étant pas systématiquement adressées au CNR pour
identification du mécanisme de résistance.




3.3.3.5 Détection de la résistance a la daptomycine

La daptomycine est un lipopeptide, dont la concentration critique a été fixée a 1 mg/L par le CA-
SFM/EUCAST. Elle est devenue un traitement de choix pour les infections a SARM, notamment au cours des
endocardites ou lorsque l'infection est associée a une prothese ou cathéter, du fait de sa bonne diffusion a l'intérieur
du biofilm. Depuis 2013, le CNR regoit des souches de staphylocoques pour confirmation de la résistance a la
daptomycine ou détermination de sa CMI. Ces demandes ont fortement augmenté en 2019 puis ont légérement
diminué en 2020 et 2021 avant de réaugmenter en 2022-2023, en lien avec l'utilisation de plus en plus importante
de la daptomycine au détriment de la vancomycine.

En 2023, le CNR a été sollicité pour réaliser spécifiquement la détermination de la CMI daptomycine pour
138 souches de staphylocoques (56 S. aureus et 82 staphylocoques a coagulase négative) vs. 110 souches en
2022, le plus souvent car ces souches avaient été trouvées résistantes a la daptomycine par le laboratoire
expéditeur ou moins fréquemment parce que le laboratoire ne disposait pas de moyens pour tester la sensibilité
de la souche a cet antibiotique.

Sur les 56 souches de S. aureus regues pour cette demande, 29 souches étaient bien résistantes a la
daptomycine avec des CMI comprises entre 2 et 4 mg/L. Vingt de ces souches étaient des SARM ; 13 provenaient
d’hémocultures et 9 de prélevements ostéo-articulaires. Cing des souches résistantes a la daptomycine
présentaient une sensibilité diminuée aux glycopeptides avec une résistance a la teicoplanine et/ou a la
vancomycine.

Sur les 82 souches de SCN testées, 41 étaient résistantes a la daptomycine avec des CMI entre 2 et 8
mg/L : 20 S. capitis, 13 S. pettenkoferi, 4 S. epidermidis, et 4 S. sciuri. Vingt de ces souches étaient résistantes a
la méticilline ; 19 provenaient d’hémocultures, 12 de prélévements ostéo-articulaires et 7 de prélévements d’abcés
ou peropératoires.

Il est a noter que parmi les souches recues au CNR en 2023 pour expertise de la résistance autre que
sensibilité/résistance a la daptomycine, 15 souches étaient résistantes a cet antibiotique (2 S. aureus et 13
staphylocoques a coagulase négative).

Jusqu'a début 2018, le CNR réalisait le séquengage du gene mprf sur les souches de S. aureus résistantes
a la daptomycine. En effet, le géne mprf code une lysyl-phosphotidylglycérol synthase qui assure le transfert de la
lysine chargée positivement sur le phosphotidylglycérol de la membrane cellulaire. La délétion de ce géne ou
I'apparition de mutations sur ce gene réduit les charges positives de la membrane bactérienne et ainsi diminue la
sensibilité de la bactérie a la daptomycine qui est une molécule anionique et doit venir s'insérer au sein de la
membrane bactérienne pour étre active. Néanmoins le réle causal de ces mutations sur mprf dans la résistance
n’est pas completement élucidé, des mutations liées a la résistance a la daptomycine ont été décrites dans d’autres
génes et la résistance a la daptomycine parait étre un mécanisme multifactoriel, li¢ a des mutations de plusieurs
génes (seules 2 mutations ont été a I'heure actuelle démontrées comme capables de conférer a elles-seules la
résistance a la daptomycine, chez un mutant construit en laboratoire), tout cela rendant complexe la confirmation
moléculaire de la résistance. Le séquengage du géne mprf a donc été arrété par le CNR courant 2018 car jugé peu
contributif. Cependant, afin d’explorer les mécanismes de résistance a la daptomycine, le CNR recueille des
couples de souches isolées chez le méme patient avec une souche initiale daptomycine-sensible et une souche
devenue résistante au cours du traitement par daptomycine afin de pouvoir investiguer les modifications génétiques
retrouvées chez les souches devenues résistantes par rapport aux souches parentales par NGS.




3.3.3.6  Détermination de la sensibilité a d’autres anti-infectieux

Le CNR est également amené & recevoir occasionnellement des souches pour vérifier la sensibilité ou
détecter des mécanismes de résistance a d’autres familles d’antibiotiques. Le CNR dispose pour ces demandes
soit de plaques d’antibiogramme en microdilution, soit de bandelettes en gradient de concentration permettant des
mesures précises des CMI aux anti-staphylococciques utilisés en thérapeutique. Il peut également explorer les
mécanismes de résistance d'intérét par NGS lorsque c’est pertinent.

- Cinqg souches (S. aureus, n=3, et S. epidermidis, n=2) ont été regues pour confirmer leur résistance aux
synergistines. Leur CMI pour la quinupristine/dalfopristine a été déterminée en microdilution et quatre
des cing souches étaient effectivement résistantes aux synergistines (CMI > 1 mg/L).

- Cinqg souches ont été regues pour détermination de leur sensibilité aux cyclines :
o quatre souches (2 S. aureus, 2 S. epidermidis) résistantes a la tétracycline envoyées pour CMI
doxycycline : trois des quatre souches étaient résistantes a la doxycycline ;
o une souche de S. hominis envoyée pour confirmation de la résistance a la tigécycline : cette
résistance a été confirmée au CNR avec une CMI tigécycline a 0,75 mg/L. Cette résistance rare
a été explorée par NGS: cette souche portait le géne tet(L) associé a la résistance aux
tétracyclines et codant une pompe a efflux du type MFS (tetracycline efflux MFS transporter).

- Trois souches d'infections ostéo-articulaires ont été recues pour détermination de la CMI de la
délafloxacine car elles étaient résistantes a la lévofloxacine (S. epidermidis, n=2, et S. aureus, n=1). Les
trois souches étaient catégorisées résistantes a la délafloxacine en utilisant la concentration critique
abaissée a 0,016 mg/L dans les recommandations 2022 du CA-SFM/EUCAST (alors que deux auraient
été rendues sensibles en utilisant la concentration critique de 0,25 mg/L du CA-SFM/EUCAST 2021). A
noter qu'il n’existe pas de concentration critique pour cette molécule pour les SCN et que nous appliquons
donc par défaut celle de S. aureus.

- Deux souches ont été recues pour recherche de résistance a la rifampicine : leur CMI pour la rifampicine
a été déterminée en microdilution et une des deux souches était effectivement résistante a cet antibiotique.

- Deux souches de S. epidermidis ont été regues pour détermination de la CMI de I'oritavancine. En
utilisant les concentrations critiques disponibles pour S. aureus, une de ces deux souches était sensible
a l'oritavancine (CMI 0,008 mg/L) alors que I'autre souche y était résistante (CMI 0,25 mg/L ; cette souche
était aussi résistante a la teicoplanine mais sensible a la vancomycine).

- Une souche de S. aureus issue de portage nasal a été regue pour vérification de la résistance a la
mupirocine : cette résistance a été confirmée au CNR.

- Une souche de S. aureus a été regue car elle présentait une croissance difficile et I'antibiogramme
n'était pas réalisable dans les conditions usuelles. Au CNR, l'antibiogramme a été effectué par
microdilution en milieu MH liquide avec une croissance satisfaisante ; la sensibilit¢ de la souche a
I'oxacilline a été confirmée par la PCR des génes mecA/mecC.

- Deux souches ont été regues pour confirmation de la sensibilité/résistance a la clindamycine pour 'une
(confirmée résistante au CNR) et a la lévofloxacine pour l'autre (confirmée sensible a forte posologie au
CNR).




3.3.4 Analyse des tendances
Globalement, en 2023, nous observons les mémes tendances que les quatre années précédentes :

- un nombre toujours élevé de souches regues pour confirmation et étude de la résistance au linézolide.
Ceci démontre une sensibilisation des laboratoires a la problématique de 'émergence de cette résistance.
La surveillance des déterminants responsables de cette résistance, notamment de la prévalence des
geénes transférables comme cfr, est un enjeu majeur pour contréler cette résistance ;

- unnombre assez élevé de souches détectées résistantes a la daptomycine, associée a I'utilisation de plus
en plus large de cet antibiotique ;

- une augmentation des demandes pour tester la sensibilité des souches aux antistaphylococciques les
plus récents comme la dalbavancine ou la délafloxacine, beaucoup de laboratoires ne disposant pas des
moyens techniques pour les tester.

3.3.5 Surveillance des clones de SARM

3.3.5.1 Evolution des clones de SARM regus au CNR

Depuis 2017, la proportion entre SARM PVL+ et PVL- recus au CNR reste relativement stable (Figure 27).
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Figure 27- Evolution de la proportion des SARM PVL+ vs PVL- au sein des souches regues au CNR entre 2017 et
2023

SARM communautaires

Depuis 2017, on assiste a une stabilisation des grands clones de SARM-C comme le clone européen CC80-
MRSA-IV. Les clones USA300 et USA300 latin variant, qui ne se sont pas réellement implantés en France sont les
2 clones communautaires majoritairement rencontrés au CNR en 2023. On note I'émergence depuis 2018 du
CC152-MRSA-XIll (PVL+) que nous suivons attentivement (Cf paragraphe 3.3.5.2) (Figure 28) ainsi que
I'émergence du CC152-MRSA-V (PVL+) depuis 2021.
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Figure 28- Evolution des clones SARM PVL+ majoritaires et émergents en France depuis 2016.

SARM PVL -

Depuis 2015, la prévalence du clone Lyon a tendance a diminuer et nous constatons depuis a une
stabilisation des clones présents : le clone Lyon, le clone paediatric et new paediatric (Figure 29). Il est intéressant
de noter I'émergence du clone CC121-MRSA-V (en mauve) depuis 2022.
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Figure 29- Evolution des clones de SARM PVL- depuis 2016.

3.3.5.2 Surveillance du clone CC152

Depuis plusieurs années, le complexe clonal CC152-MSSA PVL+ est devenu le clone majoritaire dans les
infections graves comme les pneumonies nécrosantes et les infections de la peau et des tissus mous (SSTIs). Son
profil de résistance est typique des souches de CC152 endémiques en Afrique Sub-Saharienne. En 2019, une
étude génomique de ce complexe clonal réalisée en collaboration avec le Serum Institute (SSI, Danemark) a pu




confirmer la proximité des souches SASM circulant en France avec le clade des souches CC152-MSSA d'origine
Africaine et des Caraibes (Figure 30). De plus, cette étude montre I'existence de 3 clades, 1 clade MSSA ancestral
d’origine européenne (schématiquement en vert entre 10h et 11h sur la figure), et deux clades avec un grand
succes : un clade MRSA PVL + (en rouge entre 11h et 2h) et un deuxiéme clade MSSA PVL+ (en vert entre 2h et
10h) avec une distribution géographique trés large sans structuration spatiale. C’est a ce dernier clade MSSA
qu'appartiennent les souches CC152-MSSA PVL+ collectées par le CNR depuis 1999. Une seule exception a été
observée pour une souche isolée en 2014 en France Métropolitaine.

Cette étude a, aussi, permis de détecter et décrire un nouvel élément SCCmec trouvé dans une des souches
danoises — SCCmec-XII.
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Figure 30- Phylogénie de 197 souches CC152-MSSA et CC152-MRSA PVL+, incluant 48 souches Frangaises et
149 isolats de 28 pays différents sur une période de 17 ans®.

Les souches du CNR sont indiquées en gris. Les branches rouges indiquent les SARM et les branches vertes indiquent les
SASM.

Le CNR continue le suivi de la diffusion de ce clone et, depuis 2018, nous observons une augmentation des
souches CC152 MRSA PVL+ dont il convient également de surveiller la diffusion dans les prochaines années. Le
séquencage systématique des souches regus au CNR SARM et SASM PVL+, depuis 2020, a permis I'observation
de I'émergence d’'un nouveau clone ST152-MRSA-XIII, en France métropolitaine. Deux populations ST152-MRSA-
XlIl ont été détectées en France, depuis 2018, mais une semble étre bien installée avec 13 souches détectées en
2023 (Figure 31, clade rose vers 19h). Le clade correspondant au clone ST152-MRSA-V décrit par Baig et al. est

10 Baig S et al. Evolution and Population Dynamics of Clonal Complex 152 Community-Associated Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus. mSphere. 2020 Jul 1;5(4):e00226-20.




surligné en bleu (Figure 31 vers 11h) et les 2 clades SARM avec un élément SCCmec-XIlI sont surlignés en rose.
Vers 19h, la présence d'une souche SASM semble suggérer la perte de I'élément SCCmec dans cette population.
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Figure 31- Phylogénie de 503 souches CC152-MSSA et CC152-MRSA PVL+, incluant 354 souches frangaises et
149 isolats de 28 pays différents sur une période de 17 ans®.

Un article est en cours de rédaction sur ces données.




3.4 Interfaces avec les réseaux de surveillance nationaux ou internationaux

Se reporter au paragraphe 4. « Alertes » pour Santé Publique France.

Réseau partenaire des CNR de la résistance aux antibiotiques et des staphylocoques : Se reporter au
chapitre 8.3.1 pour la mise en place du réseau commun des CNR « Résistance aux antibiotiques » et
« Staphylocoques » incluant des laboratoires publics et privés, auxquels ils pourraient s'adresser régulierement
pour des activités de surveillance épidémiologique.

Le CNR des Staphylocoques a su établir des interactions fortes avec de nombreux réseaux de laboratoires
quil s'agisse de laboratoires hospitaliers ou privés et nationaux (Métropole et Outre-Mer) ou internationaux
(ColBHV, Probioqual, EARSS-Staph, etc.). Les objectifs sont, dans le cadre d’échanges réciproques : (i) de fournir
une aide technique et un acces aux outils développés ou disponibles au CNR pour les études initiées par les
différents réseaux, (i) d’avoir accés a des panels de souches représentatives des clones circulants et/ou de formes
cliniques spécifiques étudiées, (iii) de disposer et de fournir des données de prévalence, de virulence, de résistance
aux membres des réseaux et plus largement aux autorités de santé, (iv) de pouvoir comparer les données issues
des différents réseaux entre eux et avec ceux d’autres pays européens.

Ces travaux sont complémentaires des interactions directes que le CNR peut établir individuellement avec
chaque laboratoire dans le cadre de cas cliniques spécifiques ou de cas groupés et des études initiées et gérées
par le CNR lui-méme.

Certaines de ces collaborations s'inscrivent dans la volonté du CNR d’établir des échanges et transfert de
technologie avec des laboratoires de pays tiers. Elles permettent de confronter les expériences et approches
choisies dans les différents pays. Plus encore, I'évolution de I'épidémiologie des SARM étant liée a des
disséminations clonales, ces collaborations permettent de disposer d’'un systtme de veille concernant
I'épidémiologie globale et les clones circulants dans des pays tiers qui pour des raisons géographiques, de flux
touristiques ou migratoires pourraient constituer des réservoirs et/ou sources de nouveaux clones susceptibles
d'étre introduits et de disséminer en France. Ces collaborations constituent selon nous des éléments importants
du dispositif d'alerte et de surveillance épidémiologique dont il est capital de disposer dans le cadre des missions
confiées au CNR (Cf paragraphe 5.2 Activités d’expertise auprés de structures européennes (ECDC, ...).

Par ailleurs, depuis la derniére mandature conformément au cahier des charges établis par SpF, le CNR a
développé des relations privilégiées avec le CNR des résistances aux antibiotiques et est membre du réseau
constitué autour de ce dernier (Cf. Paragraphes 8.3.1 et 8.3.2). Cette collaboration étroite voulue par SpF s'est
avérée particuliérement intéressante et fructueuse avec, par exemple, le lancement d'une étude nationale
commune sur la résistance aux oxazolidinones chez les staphylocoques et les entérocoques qui a permis de
collecter des données dans 37 CHU et CHG sur plus de 200 000 antibiogrammes de SASM, 40 000 de SARM,
200 000 de SCN entre 2014 et 2021. Ces données sont en cours d’exploitation et de valorisation par un article et
nous ont servi de données de base pour concevoir et dimensionner le projet LINESTAPH qui visait a réaliser une
collecte prospective des souches de staphylocoques résistantes aux oxazolidinones afin de caractériser les clones
circulants ainsi qu’évaluer la prévalence des différents mécanismes de résistance (Cf. Paragraphe 3.5.1).

En 2023, le CNR a collaboré avec le réseau PRIMO (Cf. Paragraphe 3.5.1). Le CNR a mis en place au sein
du réseau MedQual-Ville, une collecte de souches de SARM et les métadonnées associées sur une période d’un
mois et demi qui vont bénéficier d'un séquencage complet afin d’extraire les données d'intérét et réaliser a terme
un suivi dans le temps et I'espace des SARM de ville.

Le CNR a aussi établi une collaboration étroite avec le réseau SPIADI auquel il a apporté son expertise en
réalisant le séquengage et I'analyse (MLST, clones, phylogénie, résistome, virulome) des souches de S. aureus
collectées par ce réseau en 2023. De la méme fagon, le CNR a réalisé le méme type de collaboration avec le




réseau CRIOGO (Centre de Référence en Infections Ostéo-Articulaires du Grand Ouest) sur une large collection
de souches de S. epidermidis résistantes aux oxazolidinones impliquées dans des |OA sur matériel*.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

3.5.1 Surveillance en santé humaine

Projet SARMPac- Surveillance des souches de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline dans le
Pacifique avec I'lnstitut Pasteur de Nouvelle-Calédonie??

Staphylococcus aureus est la principale espéce responsable d'infections bactériennes pouvant aller du
simple furoncle a des pathologies bien plus graves (ostéomyélites, endocardites) voire mortelles (pneumopathies
nécrosantes). Ceci est particulierement le cas, dans les pays tropicaux, ou le staphylocoque doré trouve des
conditions climatiques (chaleur et humidité) idéales a son développement. Longtemps considéré comme un germe
responsable d'infections nosocomiales, ce dernier s'est aujourd’hui propagé en communautaire (en ville) ou il
représente un réel probléme de santé publique. A cela s’ajoute, son niveau de résistance aux antibiotiques qui est
en pleine ascension en Nouvelle-Calédonie et a la production trés fréquente de toxines ayant des répercussions
cliniques gravissimes. Nous proposons dans ce projet, en lien avec I'Institut Pasteur de Nouvelle Calédonie,
d'étudier les souches de S. aureus présentes dans le Pacifique afin de mieux comprendre leur dissémination en
milieu communautaire dans le but de trouver des moyens de lutte adaptés. Ce projet a été accepté lors de 'appel a
projet fonds pacifique 2019.

Depuis 2016, la résistance a la méticilline de Staphylococcus aureus augmente rapidement en Nouvelle-
Calédonie et est associée a des répercussions cliniques potentiellement graves. La premiéere étude réalisée par
le CNR avait démontré la présence d'un clone ST6-MRSA majoritaire (70%) et résistant a I'acide fusidique. Le
séquencgage de 236 souches ST6 SARM et SASM, dont 57 isolées entre aolt et septembre 2019 en Nouvelle-
Calédonie, avait permis la construction d’'une phylogénie montrant 2 clones ST6-MRSA-IV et I'acquisition d’un
deuxiéme élément SCC portant le géne fusC, responsable de la résistance a I'acide fusidique, dans le clade SARM
comprenant les souches de Nouvelle Calédonie.

En 2023, une nouvelle collecte de souches de SARM a été réalisée en Nouvelle Calédonie et envoyée au
CNR afin d'observer 'impact de I'arrété gouvernemental du 23/02/2021 suspendant les autorisations de mise sur
le marché de médicaments a base d’'acide fusidique et de fusidate sodique par voie topique. Les données de
I'Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie pour 2022 et 2023 sont plutét encourageantes avec une nette diminution
des SARM (Figure 32).
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Figure 32- Evolution du pourcentage de SARM en Nouvelle Calédonie entre 2011 et 2023 (données fournies par
Dr Julien Colot, Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie).

! Coustilléres F et al. Clinical, Bacteriological, and Genetic Characterization of Bone and Joint Infections Involving Linezolid-Resistant
Staphylococcus epidermidis: a Retrospective Multicenter Study in French Reference Centers. Microbiol Spectr. 2023 May 3:60419022.

12 Bourles A et al. A fusidic acid-resistant (PVL+) clone is associated with the increase in methicillin-resistant Staphylococcus aureus in New
Caledonia. J Glob Antimicrob Resist. 2022 Sep;30:363-369.




Les 40 souches SARM de cette campagne ont été séquencées et le clone ST6-MRSA-IV PVL+, majoritaire
en 2019, continue d’étre majoritaire (78%) mais avec moins de 50 % des souches possédant le géne fusC, associé
a la résistance a I'acide fusidique. La nouvelle phylogénie du ST6 montre clairement que les souches ST6-MRSA-
IV de la nouvelle campagne appartiennent au clone ST6 caractérisé auparavant en Nouvelle Calédonie (Figure
33). Elle révele, aussi, 'absence du deuxieme élément SCC portant le géne fusC, responsable de la résistance a
I'acide fusidique, ce qui suggere que la diminution de la consommation d’acide fusidique pourrait exercer une
pression sélective pour la perte de cet élément mobile chez ce clone.
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Figure 33- Phylogénie de 275 souches ST6-MSSA et ST6-MRSA, incluant 88 souches de la Nouvelle Calédonie.
Les souches de la nouvelle campagne sont signalées en rose dans l'arbre.

IPro-CTSM : Identification des signes cliniques prodromiques du choc toxique staphylococcique
menstruel

Le choc toxique staphylococcique menstruel (CTSm) est une pathologie rare (environ 100 cas/an en France)
mais sévere, nécessitant dans plus de 80% des cas, une prise en charge en unité de soins intensifs. Le CTSm se
développe en période péri-menstruelle, chez les jeunes femmes en bonne santé (4ge médian : 19 ans) colonisées
par une souche vaginale de S. aureus sécrétant la toxine TSST-1 et non immunisées contre cette derniere, dans
un environnement favorable a savoir le port de protections menstruelles intravaginales (tampon, coupe
menstruelle). La rareté du syndrome, sa présentation clinique polymorphe et I'absence d’examen biologique
totalement spécifique font du CTSm une pathologie difficile a diagnostiquer. Les criteéres cliniques de référence
(CDC 2011) correspondent au tableau avancé de défaillance multiviscérale, permettant de classer les cas a
posteriori, mais participent au retard diagnostique et manquent de sensibilité. Des témoignages de patientes
suggeérent la présence de symptémes dans les jours précédant le développement du choc toxique et aussi au cours
des cycles menstruels précédents. Lidentification de symptdmes prodromiques pourrait permettre une prise en




charge plus précoce du CTSm par le retrait de la protection périodique intravaginale, facteur de risque principal,
avant que la maladie s'installe définitivement et nécessite une prise en charge en réanimation.

L'objectif principal est d'identifier chez les femmes agées de 13 a 30 ans des symptdmes cliniques précoces
annonciateurs de la survenue de choc toxique staphylococcique menstruel & partir d’'une étude cas-témoins
comparant les symptomes ressentis pendant les régles les jours précédant la survenue de choc toxique menstruel
et au cours des régles précédentes.

Les objectifs secondaires seront la recherche de lien entre le type de symptdmes ressentis pendant les
regles les jours précédant la survenue de choc toxique menstruel et : (i) la symptomatologie observée pendant les
cycles précédents, (ii) la présentation clinico-biologique du choc, (iii) les caractéristiques de la souche de S. aureus
responsable du choc.

Le projet a commencé en mars 2022 avec linclusion de 12 patientes et se poursuivra sur 2023/2024.
L'inclusion des témoins a été réalisée en 2023 et les données seront exploitées en 2024.

Staphylocoques et services de néonatalogie

Plusieurs services de réanimations néonatales (RN) en France sont actuellement confrontés a des cas
groupés d'infections ou colonisations a Staphylococcus haemolyticus. La mission SPIADI de surveillance des
bactériémies sur cathéters centraux retrouve d’ailleurs une augmentation entre 2020 et 2021 de la part des
bactériémies a S. haemolyticus en secteur de néonatalogie (27,7% versus 18,4%).

Le CNR des Staphylocoques a également observé une augmentation globale du nombre de souches de
S. haemolyticus transmises depuis 2019. Une analyse sur génome complet NGS incluant le typage MLST des
souches et une analyse SNPs a permis d'identifier différents Sequence Type ST (notamment ST29 et ST25) et au
sein de ces ST endémiques en France, d'identifier des clusters géographiques et/ou au sein de certains services
présentant des spécificités génétiques.

Le CNR, en lien avec SpF, a recueilli des souches de S. haemolyticus afin de mieux caractériser les clones
diffusant en France dans les services de néonatalogie tant sur le plan de la virulence que de la résistance mais
aussi sur leur capacité de survie dans I'environnement comme cela avait été effectué pour le clone NRCSA de S.
capitis (Cf paragraphe 4. Alertes). De plus le CNR a présenté les résultats obtenus a plusieurs reprises (différentes
journées des CPias, CORUSS) et a poursuivi sa surveillance en 2023 (Cf paragraphe 4).

Algérie

En 2023, dans le cadre d’une collaboration entre le Laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire (Equipe
de Microbiologie) FSB-USTHB, Alger et le CNR, nous avons accueilli une doctorante algérienne qui effectue une
these portant sur la caractérisation de la résistance et de la virulence d’'une collection de 40 souches de
staphylocoques isolées d’infections humaines et de portage d'animaux domestiques.

Cette thése comporte deux volets : (i) Un volet clinique humaine, ou 'on travaille sur une collection de SARM
et de SCNRM isolés d'infections diverses. Le but de 'étude est de surveiller la résistance des SARM ainsi que de
déterminer leur évolution épidémiologique, notamment le clone ST80 dont la prédominance recule. (ii) un volet
animal : étude de portage a la recherche de souches de staphylocoques a coagulase positive et de SCNRM auprés
d’animaux domestiques : cheval, chien et chat.

Parmi les souches, 27 étaient des SARM, 12 des SASM et 1 souche était un S. lentus résistant a la
méticilline. Les résultats du typage moléculaire ont montré que les souches SARM fst+ isolées d'infections
humaines appartiennent majoritairement au clone ST22-MRSA-IV (« Gaza Epidemic Strain »). Parmi les SARM
issus de I'enquéte du portage nasal des chats, une prédominance du clone ST6-MRSA-IV est observée. Une
phylogénie a été réalisée au CNR.

Nous avons également pu transmettre les différentes techniques utilisées au CNR a Amel. Deux articles
sont en cours de rédaction en collaboration avec le CNR sur les deux volets de sa thése.




PRIMO

La lutte contre la résistance aux antibiotiques est une préoccupation majeure de santé publique. Elle
intéresse 'ensemble des acteurs du systeme de santé, la médecine hospitaliére comme la médecine de ville. Dans
ce contexte, Santé Publique France a délégué et finance la mission PRIMO, une mission de surveillance et de
prévention de la résistance aux antibiotiques et des infections associées aux soins de ville et secteur médico-social.
La surveillance de la résistance réalisée par la mission PRIMO repose sur la collecte de données au sein des
laboratoires de ville du réseau MedQual-Ville. Santé Publique France et le Centre National de Référence des
Staphylocoques souhaitaient mieux connaitre les clones et les mécanismes de résistance présents en ville et
comprendre leur diffusion. Pour ce faire, nous avons mis en place au sein du réseau MedQual-Ville, une collecte
de souches de S. aureus résistants a la méticilline (SARM) non redondantes isolées de prélévements a visée
diagnostique chez des patients de ville (hors secteur médico-social) et les métadonnées associées (nature du
prélevement, date d'isolement, antibiogramme). Les souches collectées entre le 02/10/2023 et le 17/11/2023
bénéficieront d'un séquengage complet afin d’extraire les données d'intérét (mécanismes de résistance, facteurs
de virulence et fond génétique et comparaison génomique) et réaliser a terme un suivi dans le temps et 'espace
des SARM de ville.

Afin de présenter cette étude dont les résultats seront disponibles en 2024, Céline Dupieux-Chabert,
Frédéric Laurent et Anne Tristan ont participé a un webinaire PRIMO : « Tout ce que vous avez toujours voulu
savoir sur I'antibiogramme des Staphylocoques » le 28/09/23.

Données préliminaires :

Nombre de laboratoires ayant répondu positivement : 31

Nombre de laboratoires n'ayant finalement pas participé : 2

Nombre de laboratoires n’ayant pas isolé de SARM sur la période donnée : 3

Un laboratoire impossible & contacter pour organiser I'enlévement des souches (2 Isolats)
Total : 25 Laboratoires ayant effectivement participé a I'enquéte

Nombre de souches totales réceptionnées : 216

1 1

La Réunion
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1 32

Figure 34- Origine des isolats regus dans le cadre de I'enquéte PRIMO.




Projet SARMMUCO

Parmi les souches de S. aureus infectant les patients atteints de mucoviscidose (MV), celles résistantes a
la méticilline (ou SARM) seraient a redouter de fagon accrue en raison de leurs conséquences cliniques majeures
(déclin accru de la fonction respiratoire, augmentation des hospitalisations, des taux de mortalité, de I'usage des
antibiotiques etc.). Cependant, ces données sont généralement issues d'études réalisées aux Etats-Unis, ce qui
rend difficile les extrapolations pour les pays européens. En effet, les USA présentent une épidémiologie différente
de celle retrouvée en Europe en termes d'incidence et de prévalence (15,6% de SARM contre 3,2% en France). Il
existe donc un manque d'arguments cliniques et bactériologiques en Europe permettant d'établir clairement une
attitude thérapeutique.

Le projet SARMMUCO a pour but de définir I'impact clinique/épidémiologique des SARM infectant les
patients MV en France. Les objectifs de nos travaux sont donc i) d’évaluer le risque que représente la présence
d’'une souche SARM au niveau pulmonaire chez les patients MV ii) d'identifier les caractéristiques bactériologiques
permettant cette virulence.

Deux axes sont proposeés : (i) Axe clinique multicentrique : constitution d’'une cohorte de patients MV frangais
infectés en 2024 par une souche SARM. Les données cliniques de ces patients seront comparées a celles d’un
groupe témoin (patients a S. aureus sensibles a la méticilline). (i) Axe microbiologique : pour chaque patient et
témoin, une souche SARM ou SASM sera analysée par : (i) une approche « omic » : par génomique (séquengage
du génome des souches, analyse épidémiologique et identification de potentiels genes de virulence des SARM) et
par protéomique (identification de facteurs protéiques sur ou sous-exprimés), (ii) une approche phénotypique :
comparaison des groupes SARM/SASM en fonction de caracteres microbiologiques (« fitness bactérien »,
formation de biofilms, résistance aux antibiotiques et au stress oxydatif, interactions bactériennes, cytotoxicité,
adhésion a des cellules épithéliales et internalisation, réaction inflammatoire et virulence sur nématodes), (iii) une
approche de génomique fonctionnelle : inactivation de la cassette SCCmec (et d’autres génes codant de potentiels
facteurs de pathogénie) et analyse de 'impact de cette invalidation sur la virulence.

D'un point de vue clinique, la description d’'une cohorte nationale d’individus MV porteurs de SARM
permettra de définir les liens entre ces bactéries et I'évolution clinique des patients ainsi que les risques liés a la
présence de ce pathogéne au niveau pulmonaire.

D'un point de vue épidémiologique, cette étude permettra d’obtenir une collection de SARM MV parfaitement
caractérisée, dont les données seront comparées a celles issues des études américaines. Nous établirons ainsi si
les SARM MV francais différent de ceux isolés aux USA. Ces données pourront également étre comparées a celles
de la population générale (notamment a celles des patients non MV atteints de pneumopathies). Cette étude
permettra de plus la caractérisation de souches SASM MV. D'un point de vue bactériologique, nous obtiendrons
lidentification, si présents, des facteurs responsables de la plus grande pathogénie des souches SARM par rapport
aux SASM, ou entre les différentes souches de SARM elles-mémes. Enfin, a l'issue de ces travaux, une librairie
de souches mutées sur différents facteurs de virulence sera disponible ainsi que les séquences des génomes
complets de chaque souche.

En 2023, 66 souches de SARM MV, issues du suivi bactériologique des patients MV lyonnais (entre 2017
et 2022), ont été entierement séquencées au CNR puis analysées en termes de clonalité, toxines et genes de
résistance aux antibiotiques. Parmi les 66 souches, les systémes de régulation agr1, 2 et 3 ont été mis en évidence
respectivement dans 68,2%, 25,4% et 7,6% des génomes (aucun agré). Toutes les souches possédaient le gene
mecA. Les génes codant la leucocidine de Panton Valentine ont été identifiés dans 3 souches et celui de la toxine
du choc toxique (TSST-1) dans 5 souches. 51,5% des souches présentaient au moins un géne codant un
superantigéne (entérotoxine A, B ou C). En termes de clonalité, la plupart des souches ont été rattachées au ST8-
MRSA-IV (incluant le clone Lyon) et au ST5-MRSA-IV. Il s’agit d’'une des premieres descriptions d’'une population




de SARM MV frangaise qui a permis de mettre en évidence une prédominance de souches ayant une origine
nosocomiale. Cette étude centrée sur la région lyonnaise sera a étendre sur toute la France.

Projet LINESTAPH : Etude de la résistance au LINEzolide chez les STAPHylocoques

Le projet LINESTAPH porte sur la résistance aux oxazolidinones (OXZ, comprenant le linézolide, le plus
utilisé, et le tédizolide) qui ont été classés par 'OMS comme antibiotiques d’importance critique, qui doivent étre
préservés et utilisés en « dernier recours ». LOMS a également catégorisé les Staphylococcus aureus résistants
a la méticilline (SARM) comme bactéries de priorité élevée pour lesquelles I'évolution des résistances doit étre
maitrisée. Dans le méme temps, la résistance aux OXZ a émergé depuis une dizaine d’années chez les
staphylocoques et les entérocoques a la fois en médecine humaine et vétérinaire.

Au regard des recommandations de 'OMS, il s’agit donc d’un réel probléme de santé publique et 'ensemble
des acteurs mobilisés contre I'antibiorésistance doit s'employer a préserver l'efficacité de cette famille
d’antibiotiques en optimisant leur usage et en cherchant a comprendre les mécanismes de cette émergence. La
résistance acquise aux OXZ est associée a différents mécanismes incluant i) des mutations au niveau de la cible
ribosomale (ARNr 23S, protéines ribosomales L3, L4 et L22) et ii) des génes portés par des plasmides tels que cfr,
optrA ou poxtA. C'est ce deuxiéme groupe de mécanismes qui est le plus inquiétant car ces génes sont
transférables entre bactéries de la méme espéce mais aussi d’espéces ou de genres différents, et ils sont
responsables de résistance croisée entre les antibiotiques de la famille des OXZ et d’'autres antibiotiques utilisés
notamment en médecine vétérinaire (phénicolés principalement).

Dans ce contexte, I'objectif premier du projet est de dresser un état des lieux de la prévalence de la
résistance aux OXZ chez les staphylocoques en France et d'investiguer les mécanismes de résistance impliqués,
leurs prévalences respectives, ainsi que leurs capacités de transfert a d’autres souches.

Les objectifs du projet LINESTAPH sont :

1. réaliser une étude descriptive nationale, portant sur 7 années, de la prévalence de la résistance aux OXZ
chez les staphylocoques au moyen d’un questionnaire adressé a un réseau de laboratoires hospitaliers,

2. réaliser un recueil d’environ 200 souches de staphylocoques résistantes au linézolide dans ce méme
réseau de laboratoires afin de caractériser leur résistance au linézolide au niveau phénotypique et au niveau
moléculaire afin de déterminer les mécanismes de résistance au linézolide circulant en France,

3. étudier les mécanismes de transfert des résistances plasmidiques au linézolide et déterminer si certains
clones de staphylocoques sont plus a risque de transmettre ou d’acquérir ces résistances.

Cette étude est réalisée en collaboration avec le Pr Vincent Cattoir qui est membre du CNR des résistances
en charge de la résistance chez les entérocoques, ce genre bactérien présentant également une augmentation du
taux de résistance au linézolide depuis plusieurs années. En effet, 'enquéte de prévalence (objectif 1) et le recueil
de souches (objectif 2) ont été menés en parallele sur les staphylocoques et les entérocoques.

Le premier axe de ce projet était donc une étude descriptive nationale, portant sur 7 années, de la
prévalence de la résistance aux OXZ chez S. aureus et les SCN (notamment S. epidermidis) et les entérocoques
au moyen d’'un questionnaire adressé a un réseau de laboratoires hospitaliers maillant le territoire national (recueil
de données quantitatives avec évaluation des dynamiques d’évolution temporelles (2014-2020) et spatiales). Cette
enquéte a été initiee en juin 2021 et diffusée via les réseaux Azay, ColBVH et GMC. Chaque laboratoire souhaitant
participer était d’abord invité a remplir un formulaire en ligne sur ses pratiques concernant la détection de la
résistance au linézolide : technique d'identification des staphylocoques utilisée, technique d’'antibiogramme pour
déterminer la sensibilité au linézolide, criteres d'interprétation (concentration critique utilisée, durée d'incubation).
Chaque participant devait ensuite réaliser un recueil rétrospectif de données quantitatives microbiologiques a partir
de son systéme informatique de laboratoire ou son logiciel expert d’antibiogramme : pour chaque année entre 2014
et 2020, il était demandé de quantifier le nombre de souches sur lesquelles avait été testé le linézolide et le nombre




de souches détectées résistantes pour différents populations bactériennes (S. aureus, les SARM, S. epidermidis,
les SCN, E. faecalis, E. faecium et les autres entérocoques), avec élimination des doublons. Au total, 42
laboratoires ont participé (21 CHU/20 CH/1 HIA; 40 en France métropolitaine et 2 dans les DOM/TOM) et ont
envoyé leurs réponses entre fin 2021 et novembre 2022. Ce recueil rétrospectif de données a permis de déterminer
la prévalence de la résistance au linézolide chez les staphylocoques entre 2014 et 2020 en France : une analyse
préliminaire montre une prévalence de la résistance au linézolide stable et <0,5 % chez S. aureus sur ces 7 années
et une augmentation de la résistance chez les SCN, surtout S. epidermidis (1,7% en 2014 vs. 3,5% en 2020).

Le deuxiéme axe de ce projet consistait en un recueil de souches de staphylocoques résistantes au
linézolide isolées dans ce méme réseau de laboratoires ayant participé a I'étude nationale de prévalence. Les
laboratoires volontaires étaient invités a transmettre toutes les souches de staphylocoques et entérocoques
résistantes au linézolide isolées entre le 1¢" janvier et le 30 juin 2022. 36 des 42 centres ont accepté de participer
a cette deuxieme phase de I'étude : 28 centres ont détecté des souches résistantes au linézolide sur la période
d'étude et 314 souches de staphylocoques identifiées comme résistantes au linézolide ont été envoyées au CNR
pour caractérisation compléte (les derniéres souches sont arrivées au CNR début 2023). Au CNR, les souches
sont identifiées par Maldi-TOF Vitek®MS (bioMérieux) puis caractérisées phénotypiquement par antibiogramme en
microdilution (Sensititre, ThermoFisher). Le mécanisme de résistance au linézolide est ensuite exploré grace a la
PCR multiplex ciblant les génes cfr, optrA et poxtA utilisée au CNR, puis par séquengage du génome complet
lllumina (plateforme de séquengage GenEPII, Hospices Civils de Lyon). 274 souches ont été confirmées comme
étant des staphylocoques résistants au linézolide (dont aucun S. aureus et 250 S. epidermidis ; 9 souches sont
porteuses du géne transférable cfr). A partir des données de séquengage, les souches ont ensuite été caractérisées
a l'aide de pipelines automatisés développés au CNR, avec typage MLST in silico (identification des clones),
résistome complet (sur la base de ResFinder), recherche des mutations ARNr 23S/protéines ribosomales L3-L4-
L22 (recherche de SNPs déja décrits dans la littérature comme associés a la résistance au linézolide) et
recherche/caractérisation des génes cfr, optrA et poxtA (BLAST sur les génomes assemblés). Ces analyses ont
retrouvé la mutation de 'ARNr 23S G2576T chez 259/274 souches (94,5%). Parmi les S. epidermidis résistants au
linézolide, 240 portaient cette mutation, parmi lesquels une trés grande majorité de souches appartenant au ST2-
MRSE (n=233, 97,1%), clone multirésistant de diffusion mondiale. Les souches possédant des mécanismes de
résistance transférables vont également étre séquencées par la technique Nanopore afin d’obtenir un séquengage
hybride et de pouvoir caractériser et comparer les éventuels plasmides porteurs de ces génes de résistance. Enfin,
une étude phylogénétique va étre réalisée sur les souches appartenant a un méme fond génétique (méme espéce,
méme ST) et de différentes origines géographiques afin d'évaluer la capacité des clones de staphylocoques
résistants au linézolide a diffuser ou non sur le territoire national.

Un versant plus fondamental du projet vise a explorer les mécanismes de transfert in vitro des résistances
plasmidiques au linézolide et investiguer les facteurs environnementaux ou bactériens qui peuvent les influencer.
Ce projet est en cours au sein de I'équipe du CIRI StaPath, en collaboration avec I'Unité Antibiorésistance et
virulence bactériennes du laboratoire ANSES de Lyon (Dr M. Haenni) et 'lUMR1436 INRAE InTheRes (Innovations
thérapeutiques et résistances, Dr E. Dortet-Frisoni) de Toulouse pour développer un axe d'étude commun portant
sur la dynamique des transferts horizontaux de génes de résistance aux antibiotiques chez les staphylocoques en
incluant une approche One-Health (pathologie humaine/vétérinaire/environnement).

Le but de ce projet est de mieux appréhender I'épidémiologie des bactéries concernées et d’adapter les
mesures de contréle de la dissémination des souches résistantes aux OXZ ainsi que la prise en charge des patients
infectés/colonisés.




3.5.2 Surveillance en santé animale

Du cochon a I'homme : description clinique et caractérisation génomique du SARM CC398 a I'origine
d'infections humaines en France

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) appartenant au complexe clonal 398 (CC398) a
émergé dans le monde entier, colonisant et infectant a la fois les animaux et les humains. Jusqu'a présent, en
France, peu de cas d'infections a SARM CC398 ont été décrits et 'origine des lignées SARM CC398 reste inconnue
dans ces infections.

En 2023, en collaboration avec le CH de Saint-Brieuc (Dr Clarisse Dupin) et le CHU de Rennes (Dr
Guillaume Menard, Pr PY Donnio), le CNR a mené a un travail visant & déterminer l'origine des lignées SARM
CC398 (animale ou humaine) dans les infections humaines au sein de la région de la Bretagne, connue pour ses
élevages intensifs.

Tous les SARM isolés en 2021 et 2022 dans les centres hospitaliers de Saint-Brieuc et de Rennes (n=344)
ont été testés par antibiogramme quantitatif. Un spa-type a été réalisé sur les souches résistantes a la tétracycline
(n=39), marqueur de résistance souvent associée aux souches SARM d'origine animale. Parmi les 39 souches
résistantes a la tétracycline, 12 ont été confirmées comme étant des SARM CC398 et ont été envoyés au CNR
pour séquencage et caractérisation des lignées.

L'analyse phylogénétique, avec d'autres génomes du fond génétique CC398 MSSA et de MRSA, a révélé
que les 12 SARM CC398 bretons appartenaient a des lignées CC398 distinctes (Figure 35). Deux SARM
appartenaient a la lignée humaine II-GOI, en particulier a la lignée ST1232-MRSA-V, un clone asiatique
hypervirulent produisant la leucocidine de Panton-Valentine'. Les 10 ST398-MRSA-V restants appartenaient a 3
lignées d'origine animale : Ila (n=1), llatii (n=5) et lla1i (n=4). Dans cette derniére lignée, 1 SARM semble s'étre
adapté a 'homme par I'acquisition du cluster d'évasion immunitaire (IEC). Les 12 patients vivaient tous en Bretagne,
10 étaient infectés et 8 avaient un contact connu avec des animaux. Deux patients avaient travaillé ou voyagé en
Asie et leurs souches appartenaient au ST1232-MRSA-V (clade II-GOI d'origine humaine). Cinq infections ont été
définies comme communautaires tandis que 7 étaient acquises a I'ndpital. Les échantillons cliniques étaient variés
. 4 os et articulations, 2 hémocultures, 2 peau et tissus mous, 3 péri-opératoires, 1 respiratoire.

Ces résultats soulignent la nécessité de mettre en place une politique nationale de santé unique en matiere
d'antimicrobiens.

(Cf. paragraphe 8.3.5.2)

13 Nakaminami H et al. Arthritis Caused by MRSA CC398 in a Patient without Animal Contact, Japan. Emerg Infect Dis. 2020 Apr;26(4):795-
797.
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Figure 35- Phylogénie de 511 CC398 SASM et SARM.

Les SARM ST398 sont indiqués par les branches rouge clair et les SARM ST12132 sont indiqués par les branches rouge
foncé (entre les 16 et 17h). La légende « colored range » identifie les différentes lignées d’origine humaine (clade I et II-GO)
et d’origine animale. L'origine des souches (animales, humaines ou humaines avec notion de contact avec I'animal) est
indiquée dans le premier cercle de métadonnées et la présence du IEC est indiquée dans le deuxiéme cercle. La lignée
d’origine animale avec une adaptation a I'héte humain (par acquisition de I'lEC) est indiquée par les branches pointillées. Les
12 SARM de cette étude sont indiqués par des points rouges.

ANSES /Resapath

Staphylococcus aureus est considéré comme un pathogéne et comme un commensal chez les animaux et
de nombreuses études ont détaillé leur prévalence dans diverses populations animales.

Dans le cadre de la surveillance des SARM chez les animaux, le CNR des Staphylocoques a mis en place
avec 'ANSES Lyon une collaboration de longue date, facilité par la proximité géographique des deux structures.
Cette coopération a pour objectif de suivre i) I'implication des souches de S. aureus a la fois dans la colonisation
et les infections animales, ii) les transferts éventuels entre 'Homme et I'Animal.




4. Alertes

4.1 La procédure d’alerte de Santé Publique France et de la DGS en cas de détection
de phénoméne anormal, les événements ayant fait I'objet d’un signalement ou
d’une alerte au cours de I'année

Des liens étroits ont été tissés depuis de nombreuses années entre les membres du CNR des Staphylocoques
et Santé Publique France. L'émergence de tout phénoméne anormal dans les domaines cliniques (formes cliniques
atypiques), épidémiologiques (épidémies dans des collectivités (dont services de néonatalogie, armées), cas groupés
d'infections post-opératoires...) ou microbiologiques (détection de nouveaux clones, augmentation de prévalence de
certains clones) fait I'objet d’'une information auprées de nos correspondants de SpF par contacts téléphoniques directs
ou par mail. S’en suit la mise en place d'une cellule d’aide a la décision a laquelle peuvent participer selon les situations,
I'ARS, la Cire, SpF — DMI (Direction des maladies infectieuses), le CNR, le CPias et les EOH, des praticiens locaux
(infectiologues, biologistes, hygiénistes, pédiatres, dermatologues, gériatres, médecins généralistes, ...).

Le CNR participe par ailleurs activement a la formation a I'épidémiologie moléculaire appliquée a la surveillance
et au contréle des maladies infectieuses, organisée chaque année par SpF pour ses intervenants en région.

Les objectifs de la collaboration entre le CNR des Staphylocoques et SpF sont donc :

(i) de surveiller et de suivre les niveaux de résistance aux antibiotiques des souches de SASM et de SARM mais aussi
de staphylocoques a coagulase négative circulants en France,

(ii) d’alerter SpF sur I'apparition de tout événement inhabituel : émergence d’'un nouveau phénotype de résistance aux
antibiotiques ; modification des formes cliniques (répartition, modification de leur expression clinique, formes
inhabituelles), émergence de souches a la virulence particuliére ; détection de cas groupés ; etc. a partir des
informations transmises au CNR et/ou des souches qui lui sont adressées,

(i) de détecter I'apparition de nouveaux clones présentant des facteurs de virulence ou des résistances aux
antibiotiques particuliers,

(iv) de surveiller 'émergence et la dynamique des clones de SARM communautaires,
(v) daider a la mise en place de mesures de contréle des phénomeénes épidémiques,

(vi) d'apporter son expertise dans les prises de décisions dans la gestion au niveau national des infections
staphylococciques (dépistage, recommandations, prophylaxie, traitements...),

(vii) de surveiller 'émergence et la dynamique des clones animaux de SARM et leur diffusion chez 'lhomme.

En 2023, Le CNR a été impliqué dans l'investigation des cas groupés et/ou phénoménes anormaux de différents
types détaillés ci-aprés :

- cas groupés/épidémies dans la communauté et dans les classes professionnelles a risque (comme les militaires),
notamment d'infections cutanées par des souches de S. aureus productrices de facteurs de virulence tels que la PVL
ou les exfoliatines

- cas groupés/épidémies dans des établissements de santé, principalement dans les services de réanimation
néonatale ou de chirurgie (infections de sites opératoires)




Par ailleurs, le développement des techniques de séquencage permet au CNR d’étendre ces analyses de
clonalité a I'échelle individuelle pour répondre a de plus en plus de sollicitations de comparaison de plusieurs souches
isolées chez un méme patient pour documenter une récidive d’une infection (n=41 souches expertisées en 2023 pour
16 patients, incluant 20 souches de S. aureus et 21 souches de staphylocoques a coagulase négative).

4.2 Contribution a l'alerte et l'investigation de cas groupés et/ou phénoménes
anormaux dans la communauté

Au total, 38 souches de S. aureus ont été séquencées pour la confirmation de liens de clonalité pour 6 épisodes
différents de cas groupés d'infections cutanées dans la communauté :

- 27 souches isolées dans une équipe de sportifs de haut niveau avec plusieurs cas d'infections cutanées abcédées
(souches de CC121-MSSA producteur de toxine PVL identifiés chez 3 des 26 membres de I'équipe porteurs de
S. aureus)

- 2 souches isolées de patientes résidant dans un foyer d’accueil (CC8-MRSA-IV producteur de toxine PVL)

- 8 souches isolées dans le cadre d’épidémies intrafamiliales (3 familles différentes) de cas d'infections cutanées
(CC15-MSSA producteur de toxine PVL, CC121-MSSA producteur d’exfoliatines A et B)

- 1 souche isolée chez un enfant dans le cadre de la poursuite de l'investigation de cas groupés de Iésions d'impétigo
dans une école réalisée en 2022 (CC121-MRSA-V producteur d’exfoliatines A et B)

Par ailleurs, nous avons recu 3 souches isolées de prélévements animaux ou d’environnement d’une ferme
appartenant a une patiente ayant présenté une infection cutanée par une souche du clone CC398-MRSA-V en 2022
afin d'établir l'origine de cette infection. Les analyses n'ont pas permis d'établir de maniere formelle le lien entre ces
souches environnementales et celle associée a I'infection chez I'éleveuse.

4.3 Contribution a l'alerte et l'investigation de cas groupés et/ou phénoménes
anormaux dans les établissements de santé

4.3.1 Réanimations néonatales

En 2023, le CNR a participé en lien avec SpF a l'investigation de nombreuses épidémies d'infections a
staphylocoques dans différents services de néonatalogie en France. Cette année a notamment été marquée par la
poursuite des analyses dans le cadre de la saisine nationale de 2022 pour I'investigation de la recrudescence des cas
d'infections a S. haemolyticus.

Au total, 269 souches correspondant a l'investigation d’épidémies causées par des souches de S. aureus
(n=53), S. capitis (n=12) et S. haemolyticus (n=204) ont été recues au CNR en 2023 dans le cadre de suspicion
d’épidémies dans des services de réanimation néonatale.




4.3.1.1 Investigation de la recrudescence des cas d'infections/colonisations a S. haemolyticus a I'échelle
nationale

Face a 'augmentation de cas de bactériémies sur cathéter a S. haemolyticus dans les services de réanimation
néonatales en France constatée en 2022, le CNR a poursuivi en 2023 la surveillance épidémiologique de ces infections
(204 souches regues dans ce contexte dont 194 souches de S. haemolyticus séquencées). Elles correspondaient
principalement a des souches isolées chez des nouveaux nés (154) mais aussi chez des patients adultes (n=13), des
soignants (n=4) ou de I'environnement au sein des services de réanimation néonatale (n=23).

Les analyses ont confirmé les résultats obtenus en 2022 avec une prédominance du clone ST29 (n=167
souches) et dans une moindre mesure du clone ST25 (n=16 souches). Ainsi, le ST29 est endémique dans les
réanimations néonatales frangaises et semble étre bien implanté dans les services (présence dans I'environnement,
portage chez les soignants). Il présente une capacité a s'adapter localement (Figure 36- Clusterisation géographique

des souches).
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Figure 36- Phylogénie des souches de S. haemolyticus ST29 du CNR.
Les souches expertisées en 2023 sont indiquées par une étoile rouge. Chaque couleur sur le cercle du milieu

correspond a une localisation géographique.




Le ST25 a une distribution géographique moins large (Figure 37).
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Figure 37- Phylogénie des souches de S. haemolyticus ST25 du CNR.
Les souches expertisées en 2023 sont indiquées par une étoile rouge. Chaque couleur sur le cercle du milieu
correspond a une localisation géographique.

Il convient de maintenir une surveillance rapprochée dans les services de réanimations néonatales francais
mais aussi européens.

Ces résultats ont été présentés au congrés Microbes de la SFM et un article est en cours de rédaction en lien
avec SpF.




4.3.1.2 Investigation des autres épidémies en services de néonatalogie

Le CNR a principalement été sollicité pour I'investigation de cas de transmission croisée de souches de SARM
isolées dans des prélevements de colonisation ou d'infections de prématurés (Figure 38). Deux analyses
correspondaient au suivi d’épisodes épidémiques identifiés lors des années précédentes (Le Mans, Angers). Les
investigations correspondantes sont détaillées ci-dessous.
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Figure 38- Investigation d’évenements de transmission croisée de souches de S. aureus dans les services de
néonatalogie en France en 2023.

CHU Le Mans : CC5-MRSA-IV clone pédiatrique

Nous avons regu 7 souches de SARM isolées de prélevements de portage dans le cadre du suivi de
I'épidémiologie du service de réanimation néonatale du CHU du Mans dans lequel nous avions identifié deux clones
différents lors des années précédentes (CC5-MRSA-IV clone pédiatrique et CC8-MRSA-V). Sur les 6 souches regues
en 2023, 6 appartenaient au CC5-MRSA-IV avec une distance génétique compatible avec une persistance de ce clone
dans ce service depuis 2022.




CHU Angers : CC8-MRSA-V

Nous avons analysé 7 souches isolées de prélévements de portage de nouveaux nés dans le cadre du suivi
de I'épidémiologie du service de réanimation néonatale du CHU d’Angers dans lequel nous avions identifié plusieurs
événements d'introduction du clone CC8-MRSA-V entre 2019 et 2022. Parmi elles, 4 appartenaient au CC8-MRSA-V
et appartenaient a une des populations précédemment identifiées (lignée indiquée en jaune sur la Figure 39) indiquant

une persistance de ce clone dans le service depuis 2019.
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Figure 39- Phylogénie des souches de S. aureus CC8-MRSA-V isolées dans le service de réanimation néonatale du

CHU d’Angers.

Les souches regues en 2023 sont indiquées par le nom coloré en rouge.

Souches productrices d’exfoliatines A et B : CC121-MRSA-V (CH Dieppe) et CC15 MSSA (CH Brive la Gaillarde)

Nous avons investigué deux épisodes de cas groupés d'infections cutanées avec signes d’exfoliation dans les

services de maternité du CH de Dieppe ou de réanimation néonatale du CH de Brive la Gaillarde. Le lien de clonalité
a été confirmé pour les deux centres (respectivement 7 et 4 cas rapportés) et I'identification de deux fonds génétiques




différents tous deux producteurs des exfoliatines A et B (CC121-MRSA-IV et CC15-MSSA respectivement). Pour le
centre de Dieppe, un dépistage des membres personnel a été réalisé avec identification de portage de la méme souche
que celle associée aux cas d'infections chez un d’entre eux. Ceci était en faveur d'événements de transmission directe
ou indirecte entre les enfants et le membre du personnel sans pouvoir préciser le sens initial de cette transmission. I
s'agit a notre connaissance de la premiére description de cas groupés d’infections avec des souches de SARM
productrices d’exfoliatines dans un hépital frangais.

4.3.2 Hors réanimation néonatale

Le CNR a été sollicité pour la comparaison de 102 souches de S. aureus associées a des suspicions de cas
groupés d'infections dans 17 établissements de santé hors services de réanimation néonatale (contre 38 souches en
2022).

Ces investigations concernaient principalement des suspicions de cas groupés d'infections de sites opératoires
(11 centres). Dans tous ces cas, nos analyses ont conclu a une absence d'événements de transmission croisée entre
les patients.

Cependant, nous avons pu établir un lien entre les cas d'infections de 5 autres centres avec différents fonds
génétiques, notamment de SARM :

- CC1-MRSA-IV associées a des pneumopathies et bactériémies nosocomiales (4/6 souches regues d’Ajaccio)

- CC30-MSSA associé a deux épisodes de bactériémie a la suite d'une intervention de thermo coagulation et
également identifié en portage chez un personnel (Occitanie)

- cas groupés d'infections cutanées dans 2 centres (Brest et Langres) avec des souches productrices de toxine
PVL (CC8-MRSA-IV).

Pour un de ces deux centres, 20 souches ont été regues. Elles avaient été isolées de prélévements d'infections
ou de portage de 16 patients du centre et d'une infirmiere décédée d’'une pneumonie nécrosante probablement liée au
contact avec un des patients infectés. Parmi les patients porteurs de S. aureus, 9 étaient colonisés par une souche de
SARM (n=8) ou SASM (n=1) du complexe clonal CC8. Toutes ces souches sauf deux produisaient la toxine de Panton
Valentine. L'analyse phylogénétique de ces souches incluant la comparaison avec de nombreuses souches de ce
complexe clonal a montré une structure originale, avec I'apparition dans un méme centre de santé de différentes sous-
populations a la suite de la perte d’un ou plusieurs éléments génétiques mobiles au cours du temps (cassette SSCmec,
phage porteur des génes codant la toxine PVL et/ou élément ACME). Ainsi, la phylogénie suggérait I'introduction d’une
population ancestrale dans le service, probablement une souche CC8-MRSA-IV produisant la toxine PVL et présentant
lilot de pathogénicité ACME. Cette population aurait évolué en 3 sous-populations : une sous-population de SARM et
SASM PVL+ mais ayant perdu ACME, une sous-population de SARM PVL+ et ACME+ et une sous-population de
SARM PVL- et ACME+ (Figure 40).
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Figure 40- Phylogénie des souches de S. aureus CC8-MRSA-IV et CC8-MSSA associés a des cas groupés

La présence d’éléments génétiques mobiles est indiquée par les carrés de couleur des 5 cercles extérieurs. Les 3
sous-populations identifiées dans cet épisode de cas groupés d'infections cutanées sont indiquées par les noms

colorés des souches : sous-population de SARM et SASM PVL+ mais ayant perdu ACME (rouge), sous-population de
SARM PVL+ et ACME+ (vert) et une sous-population de SARM PVL- et ACME+ (bleu).




5. Activités de mise a disposition de I'information, de
formation et de conseil

5.1 Conseil et expertise aux professionnels de santé

La rétro-information et la diffusion aux professionnels et vers I'ensemble des partenaires sont faites via
différents canaux qui assurent la diffusion des données générées dans le cadre des missions confiées par SpF au
CNR des Staphylocoques afin de faire connaitre les données épidémiologiques collectées et les résultats des travaux
conduits en lien avec ces missions.

La transmission des données aupres de SpF et de ses correspondants peut revétir deux formes distinctes :

- la transmission de données de nature épidémiologiques construites par agrégation de données de surveillance
épidémiologiques et qui sont totalement anonymes. La transmission de ces données n'est donc pas soumise a des
précautions particuliéres relevant de la réglementation relative au traitement automatisé des données a caractére
personnel,

- pour la transmission de données non anonymisées, les biologistes du CNR possédent tous une adresse
sécurisée de santé via MonSisra

- la transmission de données associées a un ou plusieurs patients. Le CNR, en lien avec la Direction du
Systéme d'Information (DSII) des HCL met en place un systéme de transmission sécurisée dans le cadre du projet de
Télémédecine développé par la DSII pour la Direction Générale des HCL. Ce systeme permet un rendu en temps réel
aux prescripteurs des résultats, avis spécialisés du CNR et conseils sur un serveur sécurisé « HYBRID » qui assure
ainsi la sécurité et la tragabilité des résultats. Ce serveur de résultats spécifique (HYBRID) est disponible pour tous les
établissements extérieurs. L'accés au serveur de résultats HYBRID peut étre demandé auprés du service clientéle
joignable par mail a I'adresse suivante : relationclient.lbmms@chu-lyon.fr. Ce serveur ne se substitue pas aux moyens
de communication direct (téléphone) ni au site internet du CNR.

Site Internet

Le CNR dispose d'un site internet https://cnr-staphylocoques.univ-lyon1.fr ou figurent 'ensemble des éléments
concernant le fonctionnement du CNR (missions générales et spécifiques, coordonnées des membres du CNR, fiches
de renseignements), les modalités d’envoi des souches et les fiches devant accompagner tout envoi au CNR, les
analyses réalisées par le CNR, les documents concernant les enquétes en cours (PHRC...), une synthése concernant
les différentes formes d'infections staphylococciques et leurs caractéristiques, les recommandations concernant la
prise en charge des infections staphylococciques, les collaborations passées et en cours, les bilans annuels ou
quadriennausx, ainsi que les congres ou formations organisés par le CNR. Ce site internet va étre amené a évoluer au
cours du prochain mandat afin de devenir plus interactif.

Interventions en séminaires FMC/DPC et Congrés

Les membres du CNR répondent chaque année a un nombre important de sollicitations dans le cadre de
séminaires de formation continue & travers toute la France ou de congrés nationaux afin de présenter (i) la diversité
des situations cliniques associées aux infections staphylococciques, (i) les données cliniques et épidémiologiques




collectées par le CNR, (iii) les outils de diagnostic ou de typage disponibles. (Voir liste des publications et
communications).

Organisations de FMC spécifiques

Les membres du CNR organisent annuellement plusieurs FMC destinées aux biologistes et techniciens de
laboratoire :

- Bioformation « Résistance aux antibiotiques » — module de base (dont une journée consacrée aux
Staphylocoques)

- Bioformation « Résistance aux antibiotiques » — module de perfectionnement (dont une journée consacrée
aux Staphylocoques)

- Atelier FMC bioMérieux « Infections ostéo-articulaires »

- « Staphylococcus aureus : transfert de 'Homme a I'animal et vice-versa », UELC Emergence des maladies
infectieuses zoonotiques, Université Claude Bernard Lyon1, Lyon, novembre 2023, Céline Dupieux-Chabert.

-. « Bases de la microbiologie et du typage épidémiologique des bactéries ». FMC au sein Institut national de
Veille Sanitaire — Santé Publique France, Paris, décembre 2023, Paris., Laurent F.

- « Mécanisme de résistances des staphylocoques » DU Antibiothérapie, Paris XI, octobre 2023, Laurent F.

Organisation de colloques et congrés
Les membres du CNR organisent chaque année les journées régionales du CRIOAc Auvergne Rhéne Alpes.

En 2023, le colloque annuel « PHAGES.frin Lyon » 27 au 29/11 a Lyon

Publications didactiques en francgais

Afin d'assurer une diffusion large des connaissances et des données colligées par le CNR des Staphylocoques
aupres de la communauté médicale francophone, le CNR s’est attaché a ne pas limiter ses publications aux seules
revues scientifiques internationales indexées mais a publier parallelement des articles didactiques de synthese
concernant les caractéristiques cliniques, épidémiologiques, diagnostiques et thérapeutiques des infections
staphylococciques dans des revues a large diffusion auprés des médecins généralistes ou spécialistes et des
biologistes hospitaliers et privés (Cf liste des publications et communications).

Guides élaborés
Gérard Lina a participé a I'élaboration des CA-SFM EUCAST, 2023 et EUCAST 2023 (http://www.eucast.org/)

Gérard Lina/Anne Tristan : Prise en compte des travaux du CNR : les décisions politiques de santé dans le cadre du
choc toxique staphylococcique menstruel :

https://www.senat.fr/rap/123-084-2/123-084-21.pdf
https://www.europarl.europa.eu/RegData/etudes/STUD/2023/757504/IPOL_STU(2023)757504_EN.pdf

Frangois Vandenesch est co-chair (avec H. Chambers, C. Liu, et W. Kern) du groupe de travail de TESCMID et de
I'IDSA pour la rédaction de recommandations de prise en charge des bactériémies a S. aureus.




Les différentes demandes adressées au CNR sont gérées a travers un colloque hebdomadaire qui réunit
I'ensemble des biologistes et cliniciens du CNR. Ce colloque permet de décider de la réponse a fournir en fonction de
chaque sollicitation venant d'un professionnel et de faire une revue des demandes parvenues au CNR et des réponses
adressées aux correspondants. En cas d’urgence, des réunions de concertation sont organisées sans délais en interne
et /ou en lien avec les demandeurs et/ou leur(s) tutelle(s) (CPias, ARS, CIRE, SpF). Les résultats obtenus pour chaque
souche adressée au CNR font I'objet d’une réponse individuelle et spécifique a chaque contexte clinique directement
sur le compte-rendu ce qui permet un acces direct aux laboratoires connectés a Hybrid® (environ 2000 courriers par
an). En fonction du contexte et de la nature des résultats obtenus, des contacts téléphoniques sont établis avec les
cliniciens et/ou microbiologistes ayant adressé la demande. L'analyse des cas groupés fait I'objet d’'un rapport
présentant les résultats obtenus et les conseils du CNR afin d’assurer au mieux la gestion de ces épisodes.

Par ailleurs le CNR est quotidiennement sollicité par des microbiologistes extérieurs (par téléphone ou par mail)
pour des conseils dans (i) interprétation des résultats (notamment d’antibiogramme et recommandations CA-
SFM/EUCAST), (i) la démarche diagnostique, (iii) la prise en charge des patients.

Accueil de stagiaires

Dans le cadre des échanges et transfert de technologies avec des laboratoires de différents pays, le CNR regoit
régulierement des biologistes ou étudiants de pays étrangers (en moyenne 1 par an) afin de transmettre des
compétences mais ces collaborations permettent aussi de disposer d’un systéme de veille concernant I'épidémiologie
globale et les clones circulants dans des pays tiers qui, pour des raisons géographiques, de flux touristiques ou
migratoires, pourraient constituer des réservoirs de nouveaux clones susceptibles d'étre introduits et de disséminer en
France.

En 2023, nous avons accueilli une doctorante algérienne qui effectue une thése portant sur la caractérisation
de la résistance des souches de staphylocoques isolées de 'Homme et d'animaux domestiques. Cette these comporte
deux volets : (i) Un volet clinique humaine, ou I'on travaille sur une collection de SARM et de SCNRM isolés d'infections
diverses. Le but de 'étude est de surveiller la résistance des SARM ainsi que de déterminer leur évolution
épidémiologique, notamment le clone ST80 dont la prédominance recule. (i) un volet animal : étude de portage a la
recherche de souches de staphylocoques a coagulase positive et de SCNRM auprés d’animaux domestiques : cheval,
chien et chat. Nous avons pu transmettre les différentes techniques utilisées au CNR. Deux articles sont en cours de
rédaction en collaboration avec le CNR sur les deux volets de sa thése. (Cf paragraphe 3.5 Enquétes ou études
ponctuelles concourant a la surveillance)

Par ailleurs, le CNR dans le cadre strict de son activité mais aussi de ses liens avec 'unité de recherche (CIRI,
INSERM U1111), a accueilli cette année des stagiaires IUT, étudiants en Masters 1, en Master 2, en thése d’exercice,
en thése de doctorat et en post-doctorats.

5.2 Conseil et expertise aux autorités sanitaires

INVS-Santé Publique France

Des liens étroits ont été tissés depuis de nombreuses années entre les membres du CNR des Staphylocoques
et SpF, notamment I'équipe d’Anne Berger-Carbonne en charge plus spécifiquement des infections staphylococciques.
L'émergence de tout phénomeéne anormal dans les domaines cliniques (formes cliniques atypiques), épidémiologiques
(cas groupés) ou microbiologiques (détection de nouveaux clones, augmentation de prévalence de certains clones) a
fait I'objet d’'une information auprés de nos correspondants de Santé Publique France par contacts téléphoniques




directs ou par mail. Ainsi, en 2023, le CNR a travaillé de concert avec SpF pour la gestion des différents e-sin
concernant des infections staphylococciques (Cf paragraphe 4. Alertes).

Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
Dans le cadre de son expertise sur la résistance aux antibiotiques, le CNR avait adressé un document de

synthése au CA-SFM en 2018 concernant I'analyse de ses recommandations 2017. Le CNR avait notamment proposé
une simplification des recommandations sur la détermination de la sensibilité des staphylocoques dorés et blancs aux
glycopeptides. Le CA-SFM avait alors pris en compte I'ensemble des remarques et recommandations du CNR.

Instances Judiciaires
Le CNR est intervenu aupres des instances judiciaires a plusieurs reprises afin d’apporter son expertise pour

I'analyse de données et/ou dans la réalisation de travaux dans le cadre de certaines enquétes a la demande du pdle
de santé publique du Tribunal de Grande Instance de Paris.

ESCMID - ESGS
Le CNR frangais est a l'origine de la création en 2013 au sein de 'TESCMID de I'European Study Group for

Staphylococci and Staphylococcal Infections (ESGS). Ce groupe comporte actuellement 102 membres issus de 23
pays. Son comité exécutif est formé de 5 personnes dont F. Laurent a été désigné Chair/Président en 2022 pour les 3
prochaines années.

Parmi les multiples missions de ce groupe, I'organisation d’un contréle de qualité externe pour les laboratoires
de référence européens revét une importance majeure et a permis de créer un réseau de collaboration au niveau
Européen et qui tend méme a s'étendre au-dela. Ce CQE a été organisé par notre CNR depuis 2017.

EUCAST

Le CNR est un des laboratoires de référence auxquels fait appel TEUCAST lorsqu'une étude concernant la
sensibilité des staphylocoques a un antibiotique est nécessaire, notamment pour élaborer les nouvelles
recommandations européennes sur I'antibiogramme, déterminer des diamétres ou concentrations critiques pour des
antibiotiques n’en disposant pas encore et disposer des ECOFFS (Epidemiological Cut-Off values). Ainsi, il n’existe
pas actuellement de concentration critique pour la ceftaroline et le ceftobiprole vis-a-vis des staphylocoques a
coagulase négative. Dans ce contexte, le CNR a participé en 2020-2021 a une étude multicentrique organisée sous
I'égide de 'TEUCAST portant sur la détermination des CMI de la ceftaroline et du ceftobiprole en microdilution sur une
collection de souches de staphylocoques a coagulase négative considérées sauvages afin que 'EUCAST puisse
déterminer les cut-offs épidémiologiques et ainsi des concentrations critiques pour ces antibiotiques vis-a-vis des SCN.
Les résultats des différents laboratoires ayant participé a cette étude ont été compilés et des analyses
complémentaires par NGS sont en cours avant publication. De plus, en 2023/2024, le CNR participera a la définition
des ECOFFS des staphylocoques vis-a-vis de la pristinamycine en raison de l'arrét de la commercialisation de la
dalfopristine-quinupristine.

Le Pr Frédéric Laurent est responsable du pilotage de 'EUCAST Subcommittee for phage Susceptibility Testing.

5.3 Conseil et expertise pour d’autres cibles (médias, grand public ...)

Communication dans les médias

Depuis 2015, pour donner suite a un fait divers ayant animé les réseaux sociaux concernant le choc menstruel
staphylococcique, le CNR (Dr Anne Tristan et Pr Gérard Lina) est régulierement sollicité par les médias afin de
communiquer sur le sujet dans des émissions de télévision. De méme, le CNR a été régulierement sollicité sur les




thématiques en lien avec la phagothérapie et la production de phages thérapeutiques mais aussi la résistance du
staphylocoques (webinaires).

Pr Gérard Lina

« Hygiéne menstruelle : ce qu'il faut savoir sur le syndrome du choc toxique », 30/05/2023, SUDOUEST
https://www.sudouest.fr/sante/destination-sante/hygiene-menstruelle-ce-qu-il-faut-savoir-sur-le-syndrome-du-choc-
toxique-15378840.php

« Les tampons hygiéniques sont-ils dangereux ? », 30/05/2023, Enfant
https://www.enfant.com/sante-bien-etre/forme-minceur/tampons-hygieniques-sont-dangereux-4877

« Maladie grave, parfois mortelle, connaissez-vous le syndrome du choc toxique ? »,

08/06/2023, Le Dauphiné libéré
https://www.ledauphine.com/magazine-sante/2023/06/07/maladie-grave-parfois-mortelle-connaissez-vous-le-
syndrome-du-choc-toxique

14/06/2023, Le progrés
https://www.leprogres.fr/magazine-sante/2023/06/14/femmes-maladie-grave-et-mortelle-qu-est-ce-que-le-syndrome-
du-choc-toxigue

« Mortel pour les femmes, qu'est-ce que le syndrome du choc toxique ? », 21/06/2023, LALSACE
https://www.lalsace.fr/magazine-sante/2023/06/21/mortel-pour-les-femmes-qu-est-ce-que-le-syndrome-du-choc-

toxique

« Syndrome du choc toxique : les tampons ne favorisent pas la croissance de la toxine », 17/07/2023, RCF Radio
https://www.rcf fr/articles/culture/syndrome-du-choc-toxique-les-tampons-ne-favorisent-pas-la-croissance-de-la-
toxine

Syndrome du choc toxique lié aux regles, MAJ 30/11/2023, Site internet des HCL
https://www.chu-lyon.fr/syndrome-du-choc-toxique-lie-aux-regles-tampons

Emission de télévision : La maison des maternelles. 05/12/2023 (2 379 vues)
« Choc toxique menstruel : ce qu'il faut savoir »
https://www.youtube.com/watch?v=BwGkBcskT M

Participation a des webinaires

Frédéric Laurent : webinaire SFV : « Phages et phagothérapie : de Félix d’'Hérelle aux phages 2.0 ». 17/04/23
https://www.youtube.com/watch?v=sy95zJBXFdU

Céline Dupieux-Chabert : webinaire REMIC de la SFM : Le Remic’s « Antibiogramme de Staphylococcus aureus ».
22/06/23

Anne Tristan/Céline Dupieux-Chabert/Frédéric Laurent : webinaire PRIMO : « Tout ce que vous avez toujours voulu
savoir sur I'antibiogramme des Staphylocoques ». 28/09/23
https://www.youtube.com/watch?v=FPjysADmuKw&t=7s




6. Travaux de recherche et publications
en lien direct avec 'activité du CNR

6.1 Activités de recherche en cours lors de I'année N, concernant uniquement celles
ayant un lien direct avec les missions et activités du CNR

Sensitivity of the PBP2a SA Culture Colony Test on shortly incubated subcultures of methicillin-resistant
staphylococci from positive blood cultures.

Munier C, Dupieux C, Kolenda C, Ranc AG, Dauwalder O, Bes M, Vandenesch F, Tristan A, Laurent F. Diagn Microbiol
Infect Dis. 2023 May;106(1):115917. PMID: 36907018.

La caractérisation rapide de la résistance a la méticilline des staphylocoques isolés d’hémocultures est un enjeu majeur
du diagnostic en raison de I'impact thérapeutique de ce diagnostic. La sensibilité d'un test immunochromatographique
pour la détection de la résistance a la méticilline (PBP2a SA Culture Colony Test, Alere-Abbott) sur des sub-cultures
de staphylocoques incubées brievement a partir d’hémocultures positives a été évaluée par le CNR. Le test est trés
sensible pour la détection des SARM aprés une sous-culture de 4 heures, mais nécessite une incubation de 6 heures
pour les staphylocoques coagulase-négatifs résistants a la méticilline. L’échantillonnage des souches testées a été
réalisé grace aux biobanques et a I'expertise du CNR permettant des conclusions robustes indépendantes de
I’épidémiologie locale.

Targeted proteomics links virulence factor expression with clinical severity in staphylococcal pneumonia.
Pivard M, Bastien S, Macavei |, Mouton N, Rasigade JP, Couzon F, Youenou B, Tristan A, Carriére R, Moreau K,
Lemoine J, Vandenesch F.

Front Cell Infect Microbiol. 2023 Apr 3;13:1162617. PMID: 37077532

Staphylococcus aureus héberge de nombreux facteurs de virulence qui contribuent a la sévérité des infections dont il
est responsable. Au-dela de la présence ou de I'absence de génes de virulence, on sait que le niveau d'expression
des protéines de virulence varie selon les lignées et les isolats de S. aureus. Cependant, limpact du niveau
d'expression sur la sévérité de l'infection est mal compris en raison du manque de méthodes de quantification a haut
débit des protéines de virulence. Notre laboratoire a développé dans le cadre du RHU IDBIORIV porté par F.
Vandenesch une approche protéomique ciblée capable de quantifier 42 protéines staphylococciques en une seule
expérience. En utilisant cette approche, nous avons comparé les virulomes quantitatifs de 136 isolats de S. aureus
provenant de la cohorte nationale de patients frangais atteints de pneumonie staphylococcique communautaire sévere,
tous nécessitant des soins intensifs*. Nous avons utilisé des modeles de régression multivariables ajustés a I'état de
santé de base du patient (score de comorbidité de Charlson) pour identifier les facteurs de virulence dont le niveau
d'expression in vitro prédit les marqueurs de gravité de la pneumonie, a savoir la leucopénie et I'hémoptysie, ainsi que
la survie du patient. Nous avons constaté que la leucopénie était prédite par une expression plus élevée de HIgB, Nuc
et TSST-1 et une expression plus faible de Blal et HigC, tandis que I'hémoptysie était prédite par une expression plus
élevée de BlaZ et HigB et une expression plus faible de HIgC. Enfin, la mortalité était prédite de maniére indépendante
et dose-dépendante par un seul facteur de virulence, la leucocidine de Panton-Valentine (PVL), a la fois dans les
modeéles de régression logistique (OR 1,28 ; 95%CI [1,02;1,60]) et de survie (HR 1,15 ; 95%ClI [1,02;1,30]). Le CNR
est partenaire de ce projet puisque les souches de la cohorte pneumonie et leur données associées sont
issues du CNR ; par ailleurs, le développement technologique de la protéomique hautement multiplexée est
en cours de standardisation pour une utilisation routiniére et un rendu patient rapide.

14 Gillet Y etal. Prognostic factors of severe community-acquired staphylococcal pneumonia in France. Eur Respir J. 2021 Nov 11;58(5):2004445.




All Staphylococcus aureus bacteraemia-inducing strains can cause infective endocarditis: Results of GWAS
and experimental animal studies.

Bastien S, Meyers S, Salgado-Pabén W, Giulieri SG, Rasigade JP, Liesenborghs L, Kinney KJ, Couzon F, Martins-
Simoes P, Moing VL, Duval X, Holmes NE, Bruun NE, Skov R, Howden BP, Fowler VG Jr, Verhamme P, Andersen PS,
Bouchiat C, Moreau K, Vandenesch F.

J Infect. 2023 Feb;86(2):123-133. PMID: 36603774.

Nous avons cherché a déterminer si des souches spécifiques de S. aureus sont associées a la survenue d’une
endocardite infectieuse (El) au cours d'une bactériémie a Staphylococcus aureus (SAB). Une étude d'association a
I'échelle du génome (GWAS) comprenant 924 génomes de S. aureus provenant de patients atteints d'El (274) et de
SAB sans El (650) issus de cohortes internationales a été réalisée, et un sous-ensemble de souches a été testé avec
deux modeles animaux expérimentaux d'endocardite infectieuse, I'un étudiant I'étape précoce de I'adhésion
bactérienne aux valves de souris enflammées, I'autre évaluant le processus de développement local et systémique de
I'endocardite infectieuse sur des valves de lapin endommagées mécaniquement. Le profil génétique des souches d’El
et de SAB-non El ne différe pas si I'on considére les SNPs, les séquences codantes et les k-méres analysés dans le
cadre de I'étude d'association pangénomique. Dans le modéle murin d'El induite par I'inflammation, aucune différence
n'a été observée entre les souches d’El et non IE en termes d'adhésion aux valves cardiaques et de propension a
provoquer I'El ; dans le modéle de lapin d’El induit par altération valvulaire mécanique, aucune différence n'a été
observée entre les souches d’El et de SAB non El en ce qui concerne la taille de la végétation et les CFU. Nous en
avons conclu que toutes les souches de S. aureus isolées chez des patients atteints de SAB doivent étre considérées
comme capables de provoquer cette complication non exceptionnelle et trés sévere une fois qu'elles ont accédé a la
circulation sanguine.

Ce travail collaboratif international associe au CNR des laboratoires Danois, US, et Australiens permettant de
réunir plusieurs cohortes (pour la France, VIRSTA, dont les souches sont au CNR) et de conduire 'analyse
génomique d'un tres grand nombre de souches/patients.

Linezolid resistance: detection of the cfr(B) gene in French clinical MRSA strains.

Youenou B, Martins Simoes P, Tristan A, Farfour E, Beauruelle C, Kolenda C, Ranc AG, Vandenesch F, Laurent F,
Dupieux C.

J Antimicrob Chemother. 2023 Feb 1;78(2):445-449. doi: 10.1093/jac/dkac411. PMID: 36509546

La résistance au oxazolidinones chez S. aureus reste un phénoméne rare mais c'est une menace potentielle qui doit
étre surveillé. A ce titre nous décrivons deux souches de SARM résistantes au linézolide et porteuses du géne cfr(B)
détectées au CNR. Ces souches ont été isolées chez des patients atteints de mucoviscidose dans deux hopitaux
frangais différents en 2017 et 2019 et leurs mécanismes de résistance au linézolide explorés. La sensibilité aux
antimicrobiens a été testée en utilisant la microdilution en bouillon et les gradients E-tests. Les déterminants génétiques
de la résistance au linézolide ont été évalués par une PCR multiplex ciblant les génes cfr/cfr(B), optrA et poxtA, par
amplification et séquengage des génes codant 'ARNr 23S et enfin par WGS en utilisant a la fois les technologies
lllumina et Nanopore. Les deux souches de SARM étaient résistantes au linézolide mais sensibles au tédizolide, et
positives par PCR pour cfr/cfr(B). L'analyse WGS a indiqué qu'elles appartenaient a deux ST différents (ST8-MRSA-
IV et ST5382-MRSA-IV) et qu'elles hébergeaient toutes deux le géne cfr(B) sur le méme transposon chromosomique
de 9,7 kb de type Tn6218, une découverte uniquement rapportée auparavant chez Enterococcus sp. et Clostridioides
difficile. A notre connaissance, il s'agit de la premiére description de la présence de cfr(B) chez les staphylocoques, et
plus particulierement chez les souches de SARM résistantes au linézolide. Cette découverte illustre le risque de
transfert horizontal inter-genres de génes de résistance a I'oxazolidinone chez S. aureus et souligne I'importance de
surveiller cette émergence chez cette espece.




Intérét de la délafloxacine dans les infections ostéoarticulaires a staphylocoques : données in vitro
(communication orale congrés des CRIOAc, Strasbourg 2023)

Introduction : Les staphylocoques dorés et les staphylocoques a coagulase négative (SCN) sont les premiers agents
d'infections ostéoarticulaires (IOA). Les fluoroquinolones (FQ) constituent un antibiotique de choix pour le traitement
en bithérapie des IOA a staphylocoques. Cependant, les souches résistantes a la Iévofloxacine sont fréquentes,
notamment chez les souches résistantes a la méticilline (métiR) et les SCN. La délafloxacine, nouvelle FQ présentant
un spectre élargi, pourrait donc étre une alternative thérapeutique intéressante.

Objectif : Etudier la sensibilité & la délafloxacine des souches de staphylocoques isolées d’'lOA en comparaison aux
autres FQ.

Méthodes : 307 souches de staphylocoques isolées d'lOA entre 2017 et 2022 (S. aureus, n=155, et SCN, n=152, dont
101 S. epidermidis ; avec 2/3 de souches lévofloxacine-résistantes) ont été incluses. Leur sensibilité aux FQ
(ofloxacine, Iévofloxacine, moxifloxacine, délafloxacine) a été déterminée par bandelettes en gradient. Les souches
ont également été caractérisées par PCR mecA/C et par antibiogramme complet en microdilution (Sensititre,
ThermoFisher).

Résultats : Parmi les 307 souches, 67% étaient métiR (96/155 S. aureus et 109/152 SCN). La distribution des CMI
délafloxacine était similaire chez S. aureus et les SCN. Pour les souches sensibles a la Iévofloxacine, les CMIs et
CMIgo étaient respectivement de 0,25-0,25 mg/L pour la Iévofloxacine, 0,064-0,125 mg/L pour la moxifloxacine, et
0,004-0,008 mg/L pour la délafloxacine. Pour les souches résistantes a la lévofloxacine, elles étaient respectivement
>32-232 mg/L pour la lévofloxacine, 2-16 mg/L pour la moxifloxacine et 0,25-0,5 mg/L pour la délafloxacine. Parmi les
202 souches résistantes a la lévofloxacine, aucune n’était sensible a la moxifloxacine (CMI [0,38-232] mg/L) et 143
(71%) étaient sensibles a la délafloxacine (CMI [0,012-8] mg/L) en utilisant le breakpoint clinique des infections de la
peau et des tissus mous (0,25 mg/L).

Conclusion : La délafloxacine présente des CMI bien plus basses que les autres FQ sur les souches de
staphylocoques isolées d’IOA résistantes a la Iévofloxacine. Cela fait de la délafloxacine un antibiotique potentiel de
recours pour le traitement des IOA. Des études sont en cours afin d’étudier son activité sur les biofilms et sur les
réservoirs bactériens intracellulaires.

6.2 Liste des publications et communications de I'année N, concernant uniquement
celles ayant un lien direct avec les missions et activités du CNR

Dans la mesure ou il existe un continuum entre recherche clinique et fondamentale au sein de notre équipe,
seules ont été exclues les publications qui relévent de la biologie fondamentale de S. aureus (régulation de I'expression
génique, mécanistique cellulaire ou moléculaire) ainsi que toutes les publications cliniques ou clinico-biologiques qui
ne sont pas thématisées sur les staphylocoques.

(i) Publications nationales et internationales
Article « Staphylocoques » pour la revue EMC Biologie Médicale en cours de rédaction par Kolenda C.

RImQ: A Newly Discovered rRNA Modification Enzyme Bridging RNA Modification and Virulence Traits in
Staphylococcus aureus.

Bahena-Ceron R, Teixeira C, Jaramillo Ponce JR, Wolff P, Couzon F, Frangois P, Klaholz B, Vandenesch F, Romby P,
Moreau K, Marzi S.

RNA. 2023 Dec 19:ra.079850.123.
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LipoParticles: a lipid membrane coating onto polymer particles to enhance the internalization in osteoblast cells.
Vanneste F, Faure A, Varache M, Menendez-Miranda M, Dyon-Tafani V, Dussurgey S, Errazuriz-Cerda E, La Padula
V, Alcouffe P, Carriére M, Gref R, Laurent F, Josse J, Ladaviére C.

Nanoscale. 2023 Nov 16;15(44):18015-18032.

Defining standard and high dosages for -lactam agents administered by intermittent, prolonged or continuous infusion:
a PK/PD simulation study.

Goutelle S, Jullien V, Bru JP, Cattoir V, Gauzit R, Lesprit P, Lina G, Schramm F, Canoui E, Lepeule R.

J Antimicrob Chemother. 2023 Nov 6;78(11):2762-2769.

Antigen specific activation of cytotoxic CD8+ T cells by Staphylococcus aureus infected dendritic cells.
Friot A, Djebali S, Valsesia S, Parroche P, Dubois M, Baude J, Vandenesch F, Marvel J, Leverrier Y.
Front Cell Infect Microbiol. 2023 Oct 26;13:1245299.

Molecular characterization and antimicrobial resistance of nasal Staphylococcus aureus in the community of Kabul.
Naimi HM, Tristan A, Bes M, Vandenesch F, Nazari QA, Laurent F, Dupieux C.
J Glob Antimicrob Resist. 2023 Sep;34:18-22.

Markers of epidemiological success of methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates in European populations.
Baede VO, Gupta A, Knight GM, Schouls LM, Laing K, Tavakol M, Barray A, de Vlas SJ, de Vos AS, Hendrickx APA,
Khan M, Kretzschmar ME, van Wamel WJB, Lina G, Vandenesch F, Vos MC, Witney AA, Rasigade JP, Lindsay JA.
Clin Microbiol Infect. 2023 Sep;29(9):1166-1173.

Complex Regulation of Gamma-Hemolysin Expression Impacts Staphylococcus aureus Virulence.

Pivard M, Caldelari I, Brun V, Croisier D, Jaquinod M, Anzala N, Gilquin B, Teixeira C, Benito Y, Couzon F, Romby P,
Moreau K, Vandenesch F.

Microbiol Spectr. 2023 Aug 17;11(4):e0107323.

Clinical, Bacteriological, and Genetic Characterization of Bone and Joint Infections Involving Linezolid-Resistant
Staphylococcus epidermidis: a Retrospective Multicenter Study in French Reference Centers.

Coustilleres F, Renault V, Corvec S, Dupieux C, Simdes PM, Lartigue MF, Plouzeau-Jayle C, Tande D, Lamoureux C,
Lemarié C, Chenouard R, Laurent F, Lemaignen A, Bémer P; CRIOGO (Centre de Référence des Infections Ostéo-
articulaires du Grand Ouest) Study Team.

Microbiol Spectr. 2023 Jun 15;11(3):e0419022.

Editorial: "Omics"- revolution in elucidating the virulence and resistance in Staphylococcus aureus.
Nurjadi D, Tkadlec J, Boutin S, Vandenesch F.
Front Cell Infect Microbiol. 2023 May 17;13:1209671.

Staphylococcus aureus nasal colonization level and intracellular reservoir: a prospective cohort study.

Rigaill J, Gavid M, Fayolle M, Morgene MF, Lelonge Y, Grattard F, Pozzetto B, Crépin A, Prades JM, Laurent F, Botelho-
Nevers E, Berthelot P, Verhoeven PO.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2023 May;42(5):621-629.

Sensitivity of the PBP2a SA Culture Colony Test on shortly incubated subcultures of methicillin-resistant staphylococci
from positive blood cultures.

Munier C, Dupieux C, Kolenda C, Ranc AG, Dauwalder O, Bes M, Vandenesch F, Tristan A, Laurent F.

Diagn Microbiol Infect Dis. 2023 May;106(1):115917.




Targeted proteomics links virulence factor expression with clinical severity in staphylococcal pneumonia.

Pivard M, Bastien S, Macavei |, Mouton N, Rasigade JP, Couzon F, Youenou B, Tristan A, Carriére R, Moreau K,
Lemoine J, Vandenesch F.

Front Cell Infect Microbiol. 2023 Apr 3;13:1162617.

How Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa Hijack the Host Immune Response in the Context of Cystic
Fibrosis.

Souche A, Vandenesch F, Doléans-Jordheim A, Moreau K.

Int J Mol Sci. 2023 Apr 1;24(7):6609.

Disinfection of incubators in neonatal intensive care units: impact of steam pulverization on bacterial colonization.
Reboux M, Chavignon M, Tristan A, Plaisant F, Laurent F, Butin M.
Antimicrob Resist Infect Control. 2023 Mar 16;12(1):18.

Staphylococcus aureus sequence type (ST) 45, ST30, and ST15 in the gut microbiota of healthy infants - persistence
and population counts in relation to ST and virulence gene carriage.

Nowrouzian FL, Stadler LS, Ostblom A, Lindberg E, Lina G, Adlerberth I, Wold AE.

Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2023 Mar;42(3):267-276.

All Staphylococcus aureus bacteraemia-inducing strains can cause infective endocarditis: Results of GWAS and
experimental animal studies.

Bastien S, Meyers S, Salgado-Pabén W, Giulieri SG, Rasigade JP, Liesenborghs L, Kinney KJ, Couzon F, Martins-
Simoes P, Moing VL, Duval X, Holmes NE, Bruun NE, Skov R, Howden BP, Fowler VG Jr, Verhamme P, Andersen PS,
Bouchiat C, Moreau K, Vandenesch F.

J Infect. 2023 Feb;86(2):123-133.

Linezolid resistance: detection of the cfr(B) gene in French clinical MRSA strains.
Youenou B, Martins Simoes P, Tristan A, Farfour E, Beauruelle C, Kolenda C, Ranc AG, Vandenesch F, Laurent F,

Dupieux C.
J Antimicrob Chemother. 2023 Feb 1;78(2):445-449.

(ii) Communications nationales (CA : communication affichée — CO : communication orale)

Emergences clonales de Staphylococcus haemolyticus ST29 résistant & la méticilline en néonatologie. (CA)

Cissé A, Turban A, Morin-Le Bihan A, Chauvel J, Mazille N, Piau C, Martins-Simoes P, Donnio PY, Tristan A, Dupin C,
Menard G

Congres National de la Société Francaise d’Hygiene Hospitaliere, Lille, Juin 2023

Objectivation du risque d’aérobiocontamination d’une préparation de bactériophages dans un poste de sécurité
microbiologique (CA)

Moreau C, Lapras B, Medina M, Marchand C, Merienne C, Kolenda C, Briot T, Leboucher G, Laurent F, Pirot F
Congres National de la Société Francaise d’Hygiene Hospitaliere, Lille, Juin 2023

Bactériémie a partir d'un talc officinal contaminé par streptocoques du groupe A (CO)
Piquart L, Fredenucci |, Dupieux-Chabert C, Cannard J, Ehmke A, Lesage L, Hays S, Picaud JC, Cassier P
Congres National de la Société Francaise d’Hygiene Hospitaliere, Lille, Juin 2023

SARM CC398 d'origine porcine : une diffusion sous-estimée ? (CA)
Saidani N, F. Gall F, Fangous M, Khatchatourian L, Laurent F, Chauvin C, Jouy E
24¢ Journées Nationales d'Infectiologie, Grenoble, Juin 2023

Emergence de lignées de S. haemolyticus multirésistants dans les réanimations néonatales en France. (CO)
Martins-Simoes P, Youenou B, Kolenda C, Tristan A
Microbes, 18° congres de la SFM, Rennes, Oct 2023




Etude STA-LINE : Détection d’une prévalence élevée de Staphylocoques résistants au linézolide dans I'environnement
hospitalier grace au milieu chromogéne sélectif CHROMagar™ LIN-R. (CA)

Piquart L, Sion A, Baéza C, Fredenucci |, Dupieux-Chabert C, Cassier P, Laurent F.

Microbes, 18° congres de la SFM, Rennes, Oct 2023

Infections ostéoarticulaires a Staphylococcus aureus : étude de la survie intracellulaire de couples de rechute. (CA)
Collet Q, Curtil-dit-Galin M, Faure A, Martins-Simoes P, Valour F, Laurent F, Josse J.
Microbes, 18° congres de la SFM, Rennes, Oct 2023

Etude de [lefficacit¢ de nouveaux peptoides antibactériens contre Staphylococcus aureus planctonique et
intraostéoblastique. (CO)

Faure A, Sion A, Laurent F, Josse J.

Microbes, 18° congres de la SFM, Rennes, Oct 2023

Evolution et analyse fonctionnelle des protéines de liaisons & la fibronectine et capacités d’adhésion et d'internalisation
relatives des staphylocoques. (CA)

Crépin D, Bonhomme M, Sinel C, Faure A, Diot A, Laurent F, Josse J.

Microbes, 18° congres de la SFM, Rennes, Oct 2023

Intérét de la délafloxacine dans les infections ostéoarticulaires a staphylocoques : données in vitro. (CO)
Dupieux C, Sion A, Martin M, Martins-Simoes P, Tristan A, Ferry T, Josse J, Valour F, Laurent F
6eme Congrés national des CRIOAC, Strasbourg, Oct 2023.

Public production of therapeutic bacteriophages (CO)
Lapras B, Kolenda C, Medina M, Bonhomme M, Marchand C, Merienne C, Briot T, Leboucher G, Laurent F, Pirot F
26emes journées européennes du GERPAC, Hyeres, Oct 23

Prévalence élevée de Staphylocoques Linézolide-Résistants dans les services de réanimation aux HCL. (CA)
Piquart L, Sion A, Baéza C, Coignet L, Blazére L, Helluin E, Royet K, Fredenucci |, Cassier P, Laurent F, Dupieux-
Chabert C

Staphosium 2023, Sainte-Foy-lés-Lyon, Nov 2023

Emergence de lignées de S. haemolyticus multirésistants dans les réanimations néonatales en France (CO)
Martins-Simoes P
Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023

Selection of anti-Staphylococcus therapeutic phages: in depth in vitro characterization and in silico study of putative
bacterial determinants of phage activity (CO)

Kolenda C, Medina M, Bonhomme M, Vaysset H, Bernheim A, Blazere L, Helluin E, Martins-Simoes P, Pirot F, Resch
G, Laumay F, Laurent F

Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023

Gamma-hemolysin CB (HIgCB): a fine-tuned regulated virulence factor (CO)
Pivard M, Caldelari I, Brun V, Moreau K, Romby P, Vandenesch F
Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023

Etude des mécanismes d'internalisation de Staphylococcus capitis dans les ostéoblastes. (CO)
Crépin, D Bonhomme M, Laurent F, Josse J.
Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023

Intraosteoblastic replication dynamics of Staphylococcus aureus and antibiotic tolerance. (CO)
Marro F, Brocard J, Faure A, Sion A, Verhoeven P, Canonne-Desbiolles L, Conraux L, Jaffrelot L, Monlong C, Blocker
A, Dubarry N, Laurent F, Josse J.

Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023




Les modifications des ARN modulent les réponses aux stress et la production de toxines de Staphylococcus aureus
(CO)

Teixeira C, Couzon F, Jaramillo J, Bahena-Ceron R, Marchand V, Motorine L, Marzi S, Romby P, Vandenesch F,
Moreau K

Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023

Infections ostéoarticulaires a Staphylococcus aureus : étude de la survie intracellulaire de couples de rechute. (CA)
Collet Q, Curtil-dit-Galin M, Faure A, Martins-Simoes P, Valour F, Laurent F, Josse J.
Staphosium 2023, Sainte-Foy-lés-Lyon, Nov 2023

SARM et mucoviscidose : Quels clones circulent en France ? (CA)
Lafon M, Martin-Simoes P, Youenou B, Vandenesch F, Moreau K, Tristan A, Doléans-Jordheim A
Staphosium 2023, Sainte-Foy-les-Lyon, Nov 2023

Evaluation of the activity of combinations of anti-Staphylococcus aureus phages (CA)
Kolenda C, Gareau R, Pouilly M, Burtin M, Medina M, Goutelle S, Laurent F
Colloque annuel Phages.fr, Lyon, Nov 23

Rapid characterisation of phage suspensions by interferometry part 1: a comparison of particle quantification to the
reference method (titration) (CA)

Usseglio L, Merienne C, Lapras B, Marchand C, Medina M, Paillet C, Laurent F, Pirot F

Colloque annuel Phages.fr, Lyon, Nov 23

Rapid characterisation of phage suspensions by interferometry part 2: towards in process securisation of purification (CA)
Lapras B, Merienne C, Marchand C, Von Kanel A, Usseglio L, Kolenda C, Medina M, Laurent F, Pirot F
Colloque annuel Phages.fr, Lyon

Synergie entre les antibiotiques et les bactériophages (CO)
Kolenda K
442 Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI). Paris, Déc 2023

Staphylocoques Linézolide-Résistants : prévalence élevée en réanimation aux HCL. (CA)

PiquartL, Sion A, Baéza, Coignet L, Blazére L, Helluin E, Royet K, Fredenucci |, Dupieux-Chabert C, Cassier P, Laurent
E.

442 Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI). Paris, Déc 2023

Emergence des staphylocoques résistants au linézolide en Occitanie. (CO)

Rouquet Y, Depape J, Separt Z, Laurent F, Salse M, Jacquez A, Laborde M, Bendjelloul |, Bouige A, Galinier JI,
Dupieux C, Bernier M.

442 Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI). Paris, Déc 2023

(iii) Communications internationales (CA : communication affichée — CO : communication orale)

Optimisation of pharmaceutical production of anti-S. aureus therapeutic phages using in silico and experimental
approaches (CA)

Medina M, Kolenda C, Blazere L, Helluin E, Bonhomme M, Roussel-Gaillard T, Simoes-Martins P, Tristan A, Pirot F,
Ferry T, Laurent F

33rd ECCMID, Copenhagen, Apr 2023.

All Staphylococcus aureus bacteremia strains have the potential to cause infective endocarditis: results of GWAS and
experimental animal studies (CO)
Bastien S, Meyers S, Salgado-Pabon W, Giulieri S, Rasigade JP, Liesenborghs L, Kinney KJ, Couzon F, Martins-




Simoes P, Le Moing V, Duval X, Holmes NE, Bruun NE, Skov R, Howden BP, Fowler VG, Jr, Verhamme P, Andersen
PS, Bouchiat C, Moreau K, Vandenesch F
The 31st Annual Intelligent Systems For Molecular Biology, Lyon, France, Jul 2023.

RNA modifications modulate S. aureus responses to stress and toxins production (CO)

Teixeira C, Couzon F, Jaramillo J, Bahena-Ceron R, Marchand V, Motorine L, Marzi S, Romby P, Vandenesch F,
Moreau K

Gordon research conference " New Insights into Staphylococcal Biology, Disease Mechanisms and Treatment ",
Waterville Valley, USA, Aug 2023

(iv) Conférences sur invitations

Vandenesch F. Contribution of a Highly Multiplexed Proteomic Method to Decipher Staphylococcal Pathogenesis.
2nd International Virtual Conference on Staphylococcal Infections (STAPH-2023), Feb 2023

Laurent F. Phage Infrastructures, culture collections and phage banks: the French PHAGEInLYON experience.
Variable viruses — The Past, Present and Future of Bacteriophage Research Conference. Dublin, Feb 2023

Laurent F. Le diagnostic microbiologique des infections ostéo-articulaires associées aux biofilms : méthodes
actuelles, enjeux et perspectives d'avenir. 36émes journées tunisiennes de biologie clinique. Djerba, May 2023

Laurent F. Phage therapy: a new alternative to fight staphylococci.
Symposium ESGSMID, European Society for Pediatric Infectious Diseases, Lisbonne, May 2023

Laurent F. Fluoroquinolones de derniére génération et staphylocoques : dernieres données lyonnaises.
Journées nationales d'infectiologie, Grenoble, Juin 2023

Laurent F. La place du bactériologiste dans la conduite diagnostique des infections sur prothéses vasculaires : Mise
ajour en 2023 et perspectives pour I'avenir.

36me Congres National de la Société de Chirurgie Vasculaire et Endovasculaire de langue frangaise, Lyon, Juin
2023

Laurent F. Le diagnostic microbiologique des IOA : quelles nouveautés ?
Journée annuelle du CRIOAc Lyon, Lyon, Juin 2023

Laurent F. Therapeutic phage bioproduction: the Lyon style!.

ESCMID Technical Workshop on personalized phage therapy, organized by the European study group for non-
traditional antimicrobials, Brussels, Jul 2023

Laurent F. Infections ostéo-articulaires a staphylocoques de la physiopathologie aux innovations diagnostiques et
thérapeutiques.

Séances de I'Académie nationale de Pharmacie, Paris, Sep 2023

Laurent F. Phagothérapie 2.0 : Enjeux de la production de phages thérapeutiques et utilisation en clinique, Audition
de I'Académie nationale de Pharmacie, Paris, Sep 2023.

Vandenesch F. Do all strains of S. aureus have the same potential to cause severe disease?.

Staphylococcus aureus Bloodstream infection: from diagnosis to treatment; The Weimar Sepsis Update, Joint
session: German Society for Infectious Diseases and German Sepsis Society. Weimar, Sep 2023.

Laurent F. Phages thérapeutiques Enjeux de la production et formes d'administration.
Congrés national du réseau national des CRIOAc, Strasbourg, Oct 2023




Laurent F. Challenges of phage therapy in 2023.
Immunotherapies & Innovations for Infectious Diseases Congress, Lyon, Nov 2023

Dupieux-Chabert C. Adaptation a la daptomycine
442 Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI). Paris, Déc 2023

Laurent F. Phagogrammes et phagolysinogrammes : quelles techniques de référence, quelles techniques de routine ?
44¢ Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-Infectieuse (RICAI). Paris, Déc 2023

Laurent F. Phages et phagothérapie : welcome back in the game !
Colloque des Experts praticiens en Infectiologie, Paris, Nov 2023

Laurent F. Bases de la microbiologie et du typage épidémiologique des bactéries.
Institut national de Veille Sanitaire — Santé Publique France, Paris, Déc 2023

Laurent F. Mécanismes de résistance aux béta-lactamines chez les bactéries Gram positif.
Séminaire MICALIS, Paris, Déc 2023

En 2023, Anne Tristan a été invitée a présenter a différentes occasions les résultats de I'expertise du CNR dans le
cadre des bactériémies a S. haemolyticus dans les services de réanimations néonatales en France (paragraphe 4.
Alertes)




7. Coopération avec les laboratoires de santé animale,
de sécurité sanitaire des aliments, environnementaux

Le CNR a établi de longue date une collaboration étroite avec le laboratoire de LANSES Lyon avec des échanges
réguliers en termes de projets et de collaborations. Le CNR des Staphylocoques apporte son expertise au laboratoire de
I'ANSES lorsque celui-ci en fait la demande dans les domaines de l'identification MALDI-TOF, de la caractérisation
moléculaire (puces a ADN), de typage moléculaire ou d’analyse bioinformatique des données de WGS pour les souches
animales de staphylocoques.

En 2023, le CNR a collaboré et va continuer de le faire en 2024 avec 'ANSES de Ploufragan, le CHU de Rennes
et le CH de Saint Brieuc sur 'étude des S. aureus appartenant au complexe clonal CC398 (Cf Paragraphe 3.5.2
Surveillance en santé animale).




8. Programme d’activité pour les années suivantes

8.1 Activités d’expertise

8.1.1 Le réseau de partenaires et collaborations a constituer ou renforcer

Le CNR a développé au fil des ans une relation de confiance et d’échange avec un nombre important de
correspondants (plus de 430 par exemple en 2023). Il s’agit pour la majorité de laboratoires de microbiologie et de
cliniciens des CHU et des CHR mais aussi de laboratoires privés qui desservent des établissements de soins ou des
patients directement. La rétro-information systématique auprés des demandeurs par le biais de courriers
personnalisés, les contacts téléphoniques directs auprés des biologistes et des cliniciens dans les situations d’urgence
et/ou inhabituelles ont certainement contribué a entretenir une relation de confiance entre les partenaires. Au cours
des prochaines années, nous souhaitons fidéliser ces partenaires et renforcer ces collaborations en améliorant la
rapidité, la sécurité et la tragabilité des avis rendus grace a la transmission électronique sécurisée des comptes rendus.

8.1.2 Les techniques de détection, d’identification et de caractérisation des agents en
développement ou dont le développement est prévu

Séquengage NGS

Le séquencage avec la technologie Nanopore présente un avantage majeur par rapport a la technologie
lllumina déja utilisée en routine au CNR qui est I'obtention de « long reads ». Ceci facilite I'étape de traitement bio-
informatique d’assemblage (meilleure reconstruction du chromosome et plasmides bactériens). En 2023, une nouvelle
génération de cellules de séquengage incluant une amélioration des pores et une nouvelle chimie a été testée. Ces
nouveautés étaient annoncées comme capables de réduire le taux d’erreur de séquencgage et obtenir une précision
comparable a celle de la technologie lllumina. Les tests réalisés par le CNR ont confirmé une amélioration des pores
qui permettrait d’augmenter le nombre d’échantillons, cependant, le taux d’erreur reste supérieur a celui obtenu para
le séquencage lllumina ce que restreint I'utilisation de cette technologie & des applications ponctuelles, en complément
du séquengage « short reads » lllumina, pour aboutir a la fermeture de génomes ou de plasmides dans différentes
indications (description de mécanismes de résistance sur des éléments génétiques mobiles, analyses
phylogénétiques).

Développement de pipeline : Migration des analyses bio-informatiques depuis la suite BioNumerics® vers le
cluster de calcul de la plateforme GenEPII

La société BioMérieux commercialisant la suite d’outils bio-informatiques BioNumerics® a annoncé l'arrét de
son développement et support en décembre 2024. En paralléle, la mise en place d’un cluster d’outils de calcul
développés et entretenus au sein de la plateforme de séquengage NGS-IAI/GenEPII commun pour toutes les
applications du séquengage en microbiologie, avec des adaptations spécifiques a chaque pipeline pour chaque
analyse, va nécessiter une adaptation des procédures utilisées au CNR.

Cette nouvelle organisation permettra la réalisation des analyses bio-informatiques dans un délai de temps plus
court, avec une architecture simplifiee entre les serveurs de démultiplexage, de calcul et de stockage des analyses
(architecture actuellement mixte entre les serveurs HCL et gérés par BioNumerics®).




La migration sera aussi 'occasion d’ajouter de nouvelles analyses/pipelines sur les serveurs de calcul,
actuellement déployés uniquement en local au CNR : le pipeline de détection de mutations ponctuelles dans I'unité
23S de I'ARNr associées a la résistance au linézolide et le pipeline d’analyse de liens de clonalité.

Construction de base de données de virulence spécifiques des différentes espéces de staphylocoques a
coagulase négative

La place du séquengage NGS a évolué depuis une analyse ponctuelle vers une utilisation en routine pour la
majorité des souches de staphylocoques regues au CNR (toutes les souches regues pour caractérisation de la
virulence ; séquengage ciblé des souches regues pour expertise de la résistance aux antibiotiques).

Cette évolution a concerné le séquengage des souches de S. aureus dont les outils de typage sont déja
répandus, mais aussi de différentes espéces de staphylocoques a coagulase négative pour lesquelles il sera important,
dans le cadre du mandat 2023-2027, de renforcer les collections de génomes permettant des analyses
phylogénétiques plus précises, et de développer des bases de données spécifiques notamment pour le typage de
facteurs de virulence.

En 2023, dans la continuité du suivi de la saisine nationale de 2022 concernant 'augmentation d'infections a
S. haemolyticus en réanimation néonatale, le CNR a mis en place une base de données (DB) dédié a la recherche
de marqueurs de virulence de S. haemolyticus.

8.1.3 Le mode de constitution, de stockage et mise a disposition des collections

Les modes de constitution et de stockage de la collection sont décrits dans le paragraphe 3.1.2. (Gestion des
Collections). Ces processus ont été adaptés a la démarche d’accréditation de la norme ISO 15 189 avec notamment
la tracabilité compléte de 'ensemble des températures de stockage avec mise en place d’enregistreurs de température
et d’alarmes en cas de panne. La tragabilité des souches de collection a été réorganisée dans le cadre du déploiement
du logiciel BioNumerics®.

Les conditions de mise a disposition des souches représentatives des grands clones de SARM/SASM, des
souches porteuses de certains facteurs de virulence ou associées a des formes cliniques particuliéres d'infections
staphylococciques ou présentant des mécanismes de résistance d'intérét restent identiques et donc accessibles
gracieusement (avec participation aux frais de préparation et d'expédition) aux laboratoires académiques et
hospitaliers sur demande motivée adressée au responsable du CNR sous réserve de signature d’'un accord de transfert
de matériel entre les parties.

8.1.4 Les travaux d’évaluations de techniques et des nouveaux antibiotiques envisagés

Le CNR des Staphylocoques continuera, comme au cours des mandatures précédentes, a assurer une veille
technologique et une démarche d'évaluation des outils/kits d'identification des staphylocoques, de diagnostic des
infections staphylococciques ou de mesure de la sensibilité aux antibiotiques en cours de développement, en amont
de leur commercialisation ou dés leur mise a disposition sur le marché francais, et ce, en total indépendance vis a vis
des fabricants et fournisseurs.

Cette démarche vise a pouvoir :




(i) disposer rapidement des outils innovants et utiles pour I'étude des staphylocoques / des infections
staphylococciques au sein du CNR,

(ii) informer les utilisateurs potentiels des performances de ces nouveaux tests.

Le CNR poursuivra, comme au cours des mandatures précédentes en adéquation avec les missions des CNR
confiées par SpF, I'évaluation des nouvelles techniques et des nouveaux kits mis sur le marché.

Il est ainsi d'ores et déja envisagé d'évaluer les performances et l'intérét de divers réactifs, automates et
antibiotiques.

Evaluation de nouveaux antibiotiques. Comme récemment avec la ceftaroline, le ceftobiprole ou la délafloxacine,
le CNR mettra en place les techniques assurant la mesure de la sensibilité des souches de S. aureus et S. non-aureus
vis-a-vis de toutes les nouvelles molécules qui obtiendront une autorisation d’accés compassionnel (anciennement
ATU) ou une AMM en France. En utilisant sa vaste collection de souches cliniques de staphylocoques, le CNR sera
en mesure de réaliser 'évaluation de I'activité des nouveaux antibiotiques afin de pouvoir donner aux tutelles et a la
communauté médicale une photographie des niveaux de sensibilité a ces nouvelles molécules et de guider leur
positionnement dans I'arsenal thérapeutique en France. Il développera aussi les outils permettant de fagon prospective
de suivre I'évolution de la résistance a ces molécules dans le cadre d'études au fil de I'eau ou d’études ponctuelles a
un niveau national voire européen. De méme, il s’engage a assurer un suivi de 'émergence éventuelle de souches
résistantes et une étude des mécanismes moléculaires impliqués dans ces résistances.

Ainsi, en 2024, le CNR va évaluer I'activité de I'oritavancine dans le contexte des infections ostéo-articulaires
(IOA). Loritavancine est un lipoglycopeptide de demi-vie longue mais inférieure a celle de la dalbavancine, Pour cela,
le CNR, enlien avec le Centre de Référence des IOA complexes (CRIOAc) de I'Hopital de la Croix-Rousse, se propose
d'évaluer I'activité de l'oritavancine en déterminant les CMI de cette molécule sur une centaine de souches de
staphylocoques responsables d’lOA, a la fois S. aureus et staphylocoques non-aureus, dont des souches de sensibilité
diminuée aux glycopeptides et a la dalbavancine.

De méme, de nouvelles molécules appartenant a la famille des oxazolidinones sont en cours de
développement. Dés que certaines seront en voie de commercialisation, le CNR a pour projet de tester leur activité
sur sa collection de souches résistantes au linézolide. En effet, nous disposons d’une large collection de souches de
staphylocoques de différentes espéces et avec divers mécanismes et différents niveaux de résistance et il serait donc
intéressant d’évaluer I'activité de nouvelles oxazolidinones sur des souches déja résistantes au linézolide.

8.1.5 Les projets de transferts de techniques vers d’autres laboratoires

Le CNR restera a la disposition des laboratoires académiques et hospitaliers pour les accompagner dans
l'implantation locale des techniques d'identification, de caractérisation et de typage des souches de staphylocoques
dans leur laboratoire.

Nous souhaitons continuer & accueillir comme nous I'avons fait trés réguliérement toute personne souhaitant
acquérir les technologies disponibles ou développées au CNR qu'il s'agisse de collégues frangais ou étrangers.




8.1.6 Les travaux de recherche appliquée envisagés, en lien avec les missions du CNR.

Evaluation de la proportion de persisters chez des souches de S. aureus responsables d'infections aigiies

Dans certains cas de récidive d'infection, les souches bactériennes peuvent présenter des phénotypes de
sensibilité aux antibiotiques n’expliquant pas I'échec du traitement. Ces récidives peuvent alors étre liées a la présence
de bactéries persistantes ou tolérantes ayant la capacité de survivre a un traitement antibiotique sans étre pour autant
résistantes au sein de la population bactérienne infectieuse. Cette propriété se traduit généralement par une diminution
drastique de leur métabolisme et de leur croissance (dormance transitoire). En 2022, le CNR a mis en place des
techniques de détection de sous populations persistantes ou tolérantes dans le cadre d'infections récidivantes a
S. aureus. Cependant, peu de données de littérature déterminant la proportion de souches présentant des sous
populations persistantes dans le cadre d'infections simples a S. aureus sont disponibles. En 2023, nous avons donc
débuté une étude cherchant a évaluer la proportion de souches de S. aureus présentant des sous populations
tolérantes ou persistantes regues en contexte d'infections aigties. Dans le cadre des travaux de thése d’exercice d’'une
interne en biologie, nous avons sélectionné 100 souches de S. aureus isolées d'infections aiglies ou récidivantes dans
4 contextes majeurs (infections cutanées, infections respiratoires, infections ostéo-articulaires, bactériémies et
endocardites infectieuses, 25 souches par contexte). Ces souches ont ensuite été évaluées par criblage rapide de la
présence de bactéries persistantes / tolérantes par méthode de « Tolerance Disk Test » (TDtest)™. Cette méthode
permet la visualisation des bactéries persistantes et tolérantes dans la zone d'inhibition générée par I'action de
l'antibiotique en 48h & 96h (Figure 41). Les souches ont été criblées aprés contact avec 3 classes d'antibiotiques
(oxacilline, cefazoline et Iévofloxacine). Cependant, cette premiére étape ne permet pas de différencier les bactéries
persistantes des bactéries tolérantes.

Figure 41- Résultats de criblage de bactéries persistantes / tolérantes par technique du TDtest.

Les colonies ont été obtenus en 48h a la suite de la levée de l'inhibition de croissance (antibiotique : céfazoline) et
I'ajout de glucose. A. forte concentration de bactéries persistantes / tolérantes. B. Faible concentration de bactéries
persistantes / tolérantes. C. Absence de sous population persistante / tolérante.

Dans un deuxiéme temps, afin de déterminer si les souches présentent un caractére persistant ou tolérant, des
cinétiques de survie sont réalisées par dénombrement des UFC en cultures liquides supplémentées en cefazoline a
200 mg/L. L'allure de la courbe de survie obtenue permet de déterminer la nature persistante ou tolérante de la souche
étudiée (Figure 42).

15 Gefen O et al. TDtest: easy detection of bacterial tolerance and persistence in clinical isolates by a modified disk-diffusion assay. Sci Rep.
2017 Feb 1;7:41284.
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Figure 42- Protocole de réalisation de cinétiques de survie et interprétation des résultats (adapté de Fisher et al.’).
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Les expérimentations débutées fin 2023 seront poursuivies en 2024. Les résultats préliminaires montrent la
présence de sous population persistantes au sein de souches isolées d'infections cutanées et respiratoires aigiies
(Figure 43).
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Figure 43- Courbes de survie observées en présence de 200mg/L de cefazoline A. Souches isolées d'infections
cutanées B. souches isolées d'infections respiratoires.

Choc toxique staphylococcique : réle neutralisant des anticorps ?

80 a 90% des femmes en période de menstruations ont des anticorps anti TSST-1*”. Cependant il est admis
que les femmes développant un choc toxique menstruel n‘ont pas d’anticorps protecteurs contre cette toxine*s. Ceci
s'explique par le fait que les anticorps antitoxines semblent étre la principale protection contre les infections a toxines
superantigéniques®®. L'absence de séroconversion aprés un choc est d'ailleurs considérée comme un risque individuel
de récidive?°. De plus, la séropositivité ne semble pas suffisante puisqu'il faut que les anticorps soient neutralisants
pour étre efficaces?*.

Le but de ce projet est donc d’explorer la capacité neutralisante des anticorps anti TSST-1 et de regarder
limpact sur la survenue du choc toxique menstruel. L'objectif a long terme serait le développement d'un test

16 Fisher RA et al. Persistent bacterial infections and persister cells. Nat Rev Microbiol. 2017 Aug;15(8):453-464.
17 Parsonnet J et al. Prevalence of toxic shock syndrome toxin 1-producing Staphylococcus aureus and the presence of antibodies to this
superantigen in menstruating women. J Clin Microbiol. Sept 2005;43(9):4628-34.

18 parsonnet J et al. Prevalence of toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1)-producing strains of Staphylococcus aureus and antibody to TSST-1
among healthy Japanese women. J Clin Microbiol. ao(it 2008;46(8):2731-8.

19 Spaulding AR et al. Staphylococcal and streptococcal superantigen exotoxins. Clin Microbiol Rev. juill 2013;26(3):422-47.

20 Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire. Disponible sur : http:/beh.santepubliquefrance.fr/beh/2018/2/2018_2_1.html

2L Kansal R et al. Structural and functional properties of antibodies to the superantigen TSST-1 and their relationship to menstrual toxic shock
syndrome. J Clin Immunol. mai 2007;27(3):327-38.




présupposant la susceptibilité individuelle au choc toxique menstruel. L'avidité des anticorps sera étudiée par technique
ELISA sur des sérums de patientes ayant développé ou non un choc toxique staphylococcique menstruel.

Protéomique ciblée a haut débit : étude des associations clinico-biologiques

Le transfert au CNR des méthodes développées dans le cadre du RHU IDBIORIV a déja permis d'identifier des
associations pertinentes entre sévérité et protéome. Ainsi la PVL apparait comme déterminant la sévérité des
pneumonies communautaires a S. aureus de maniére dose-dépendante. Les souches de bactériémies ont un
protéome trés largement différent de celui des souches de pneumonies et les souches de dermohypodermites
expriment de fagon significativement importante la protéine HIgA qui est un immunomodulateur. Au cours de I'année
2023 et tout au long du mandat du CNR, nous aurons I'objectif d'investiguer la présence de nouvelles associations
entre I'expression des facteurs de virulence et les formes cliniques d'infections a S. aureus. Nous souhaitons
caractériser en particulier (i) le protéome des souches de portage versus celui des souches d'infections cutanées, (ii)
le protéome des souches d'infections ostéo-articulaires aigues versus chroniques afin de déterminer s'il existe une
modification de I'expression associée a la chronicité, (iii) le protéome des souches de pneumonies nosocomiales
versus celui des souches de pneumonies communautaires et de bactériémies, et inclure par ailleurs plus de souches
d'infections cutanées nécrosantes afin de confirmer I'observation initiale d’'une hyper production d'HIgA. Ces travaux
devraient permettre d'identifier les profils pathogéniques potentiels de chacune des souches de S. aureus regues au
CNR et de contribuer a orienter la prise en charge des patients pour lesquels I'avis du CNR est demandé. Ainsi, par
exemple, nous pourrions proposer une attitude de décolonisation nasale « agressive » chez les sujets porteurs de
souches qui présentent un profil pathogénique de pneumonie nécrosante (hyperproduction de PVL) ou de
dermohypodermite (hyperproduction d’HIgA), sans présager d’autres associations pertinentes que nous pourrons
découvrir dans les mois et années a venir.

Projet ANR NEOSTAPH

Le projet ANR NEOSTAPH porté par Anne Tristan a été déposé le 28/03/2024. Ce projet est original par son
approche translationnelle puisqu'il s’efforce de répondre a la fois a des questions scientifiques (physiopathologique,
génomique) et cliniques (pratiques de décontamination, devenir du patient) portant sur le clone NRCS-A, décrit par le
CNR comme un clone multirésistant endémique a I'échelle mondiale et impliqué dans les infections néonatales tardives
(INT, survenant aprés 3 jours de vie) mais aussi S. haemolyticus pour lequel une alerte nationale a été lancée dés
2022.

Le projet vise a évaluer dans sa globalité la problématique de la diffusion et de I'impact chez les grands
prématurés de ces clones de staphylocoques et constitue donc un enjeu de santé publique a I'échelle nationale mais
aussi internationale. Les objectifs spécifiques du projet sont donc les suivants : (i) élucider la dynamique de
I'épidémiologie moléculaire des souches de S. capitis et de S. haemolyticus se propageant dans les unités de soins
intensifs néonatals frangaises afin de suivre les clones émergents et de découvrir les facteurs de virulence contributifs,
les mécanismes de résistance aux antimicrobiens, y compris les antibiotiques, les antiseptiques et les détergents ; (ii)
déchiffrer les mécanismes moléculaires impliqués dans la persistance environnementale et la production de biofilms
en fonction des facteurs de virulence bactérienne et des caractéristiques des matériaux utilisés dans I'équipement des
unités de soins intensifs néonatals ; (iii) élucider les interactions hote-pathogéne de S. capitis et S. haemolyticus avec
I'épithélium intestinal des nouveau-nés prématurés.
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Le consortium utilisera une méthodologie de pointe, combinant génomique, transcriptomique, HTS et
microscopie a cellules vivantes pour étudier les souches pathogénes de staphylocoques chez les nouveau-nés
prématurés. L'une des principales originalités est I'approche translationnelle qui réunit des experts en soins néonatals,
en modéles in vivo et in vitro et en sciences omiques de pointe. La virulence bactérienne et la résistance aux
antimicrobiens sont des menaces pour la santé mondiale. Une meilleure compréhension de la diaphonie entre les
cellules hotes et les agents pathogénes correspond parfaitement aux objectifs de I'appel actuel et est essentielle pour
(i) identifier de nouvelles stratégies antimicrobiennes et antivirulence, (ii) identifier les patients a risque d'infection grave
et (iii) développer des thérapies personnalisées et des approches préventives. Plusieurs articles en lien avec ce travail
ont déja été publié par le CNR (Cf paragraphe 6. Travaux de recherche et publications en lien direct avec I'activité du
CNR).

Projet ANR PHAG-ONE

Dans le cadre d'une collaboration scientifique avec la société Pherecydes (FUI PHOSA 2015-2018), le CNR
des Staphylocoques a participé a la sélection et la validation de bactériophages anti-Staphylococcus aureus. Avec
l'accord de 'ANSM, ces phages ont été utilisés chez plus d'une trentaine de patients le cadre de traitements
compassionnels qui ont permis des améliorations cliniques significatives.

Sous I'égide de I'lAl, du CIRI et du CNR des Staphylocoques, le projet ANR PHAG-ONE sélectionné dans le
cadre du PPR Antibiorésistance, fédére des expertises microbiologiques, technologiques, pharmacologiques,
pharmaceutiques et cliniques d’équipes académiques expérimentées dans le domaine des phages ou de la production
de médicaments pour créer la premiére plateforme frangaise permettant d'isoler, caractériser, produire et fournir des
phages thérapeutiques @ codt maitrisé utilisable chez 'homme et disponibles pour 'ensemble de la communauté
médicale frangaise. S. aureus et S. epidermidis font partie des trois espéces modéle ciblées avec E. coli.

Ce projet, débuté en septembre 2021, est développé autour de neuf axes :

1. Constitution d’une collection de bactériophages lytiques afin : (i) de couvrir >90% des souches cliniques des
espeéces cibles, (i) d'investiguer in vitro et/ou in vivo les phénoménes de coévolution phage/bactérie et de développer
in vitro des protocoles d’évolution dirigée des phages afin de comprendre les mécanismes génétiques associés a
I'émergence de la résistance bactérienne aux phages et a I'élargissement des spectres des phages.

2. Optimisation et validation de protocoles de production des phages incluant la sélection de souches (i)
exemptes de prophages/facteurs majeurs de virulence, (i) modifiées génétiquement (CIRSPR-Cas9) pour bloquer
leurs productions.




3. Validation et mise en ceuvre de processus de purification des phages et de contréles qualité via la plateforme
de production pharmaceutique FRIPHARM-HCL

4. Modélisation PK/PD des phages a partir de données in vitro et in vivo afin : (i) de comprendre la dynamique
et les interactions phage/bactérie sur bactéries planctoniques et sessiles, (i) d'optimiser les protocoles expérimentaux
et cliniques.

5. Développement de modeles cunicoles d’infections a S. aureus incluant (i) modéle « Tissu-Cage » : études ex
vivo/in vivo de PK/PD et d'efficacité, (ii) modéle d’infections osseuses sur matériel : étude d’efficacité.

6. Développement d’un référentiel de réalisation des préparations magistrales extemporanées de phages
incluant I'évaluation : (i) des process, de la tracabilité, (ii) de la stabilité des préparations de phages, (iii) des
interactions/inactivations phages-matériel médical utilisé en clinique.

7. Mise en place et suivi de cohortes de cas compassionnels pour (i) disposer de données de pharmacovigilance,
(ii) définir les indications et les parametres pour les essais cliniques.

8. Développement d’outils innovants d’imagerie des phages pour (i) mesurer le titre phagique (ii) disposer d’'un
phagogramme standardisé, automatisé et rapide.

9. Analyse socio-anthropologique de I’émergence d’une innovation biomédicale académique (aspects socio-
culturels, économiques, juridiques, reglementaires et politiques).

8.1.7 La possibilité de montée en charge de ses capacités pour répondre a une situation sanitaire
exceptionnelle et les modalités effectives de mise en ceuvre (réorganisation, transfert de
ressources, mobilisation de partenaires...).

Si le CNR des Staphylocoques devait faire face a une situation sanitaire exceptionnelle impliquant un afflux
important de prélévements et/ou de souches bactériennes nécessitant des ressources humaines et analytiques
importantes, il bénéficie d’'un environnement permettant une ré-allocation rapide de moyens techniques et humains au
travers :

- des personnels des autres CNR (Légionelles, Entérovirus, Virus respiratoires) mais aussi au sein de I'Institut
des Agents infectieux, des personnels des plateaux de cultures conventionnelles (52 ETP) et de biologie
moléculaire (20 ETP) et du secrétariat (12 ETP) qui, bien que ne travaillant pas directement au CNR,
partagent les mémes outils informatiques d’enregistrement et de saisie des résultats, les mémes locaux et
les mémes outils techniques (automates d'identification, d’antibiogramme, d’extraction d’ADN, d’amplification,
etc.). Cette proximité et ce partage des outils doivent permettre de faire face dans I'urgence et si nécessaire
dans le temps, a toute situation sanitaire méme exceptionnelle.

- de la plateforme GenEPIl de séquengage (I'analyse des génomes étant devenu pour le CNR des
Staphylocoques une des technologies de routine) qui bénéficie d'un nombre d'automates d’extraction, de
répartition, et de séquenceurs et a été dimensionnée, dans le cadre de la pandémie de SARS-CoV2, pour
faire justement face a une augmentation tres importante de demandes d’analyses de génomique.

Il est a noter que cette mutualisation des personnels et des outils a été une des forces des HCL pour faire face
a la pandémie de SARS-CoV2 pour le dépistage et le diagnostic du COVID mais aussi dans la gestion du CNR des
virus respiratoires qui a été tres fortement sollicité. Cette pandémie a aussi permis de démontrer la capacité de
réorganisation rapide des CNR abrités a I'lAl y compris au niveau des locaux puisque le CNR des Staphylocoques a
réalisé un déménagement et une relocalisation de I'ensemble de son activité en moins de 24 heures en avril 2020 (tout




en maintenant ses accréditations) afin de libérer en urgence un espace de pres de 200 m2 au sein de I'lAl pour accueillir
la premiére plateforme régionale MGI de dépistage du SARS-CoV2 qui a pu étre mis en service a son arrivée en moins
de 2 jours. Le CNR des Staphylocoques a pu retrouver ses locaux en juillet 2020, une fois que des locaux pérennes
ont pu étre aménagés pour la plateforme de dépistage MGI.

8.2 Activités de conseil, formation et information

8.21 Les projets de formation envisagés

Concernant les formations, les membres du CNR continueront a répondre a toute demande d’interventions
concernant les infections staphylococciques en lien avec I'activité du CNR dans le cadre de formations universitaires
(Master, DES, DU, DESC, etc.), de formations post-universitaires, de formations médicales continues dans le
cadre du DPC, d'interventions lors de congrés régionaux, nationaux ou internationaux. Le CNR souhaite
renouveler sa politique d’organisation d’'un congrés en lien avec le GT Staphylocoques de la Société Frangaise de
Microbiologie dont I'objectif est de favoriser et catalyser les échanges entre les équipes frangaises travaillant dans le
champ de connaissance des Staphylocoques, en s'efforgant d'inclure dans les thémes débattus I'ensemble du champ
thématique du cahier des charges du CNR défini par SpF (https://www.sfm-microbiologie.org/evenement/staphosium-
2023)).

Plusieurs membres du CNR des Staphylocoques se sont mobilisés sous I'égide de la SFM pour répondre a
I'appel d'offre de I'agence de DPC portant sur les actions de formation « Pour la gestion de I'antibiorésistance » auprés
des biologistes médicaux. Ces formations ont pour objectif (i) doffrir aux biologistes médicaux un socle de
connaissances actualisé dans le champ de la résistance et de la maitrise de la dissémination des maladies
infectieuses, un temps d’échange avec leurs confréres microbiologistes hospitaliers, des outils pour mettre en place,
suivre, approfondir et pérenniser leur réle et leur action dans le domaine de la prévention et du contréle des infections
mais aussi dans le bon usage des antibiotiques en soutien a la maitrise de I'antibiorésistance, (i) faire prendre
conscience aux biologistes de I'importance de cette prévention des infections, de I'antibiorésistance et du role qu'ils
peuvent/doivent jouer dans ce domaine aussi bien aupres de leurs interlocuteurs médicaux et paramédicaux qu'auprés
des structures de soins dans lesquels ils interviennent ou de leur patientéle. Il nous a semblé important de participer
en tant que CNR des Staphylocoques et membre associé du CNR des Résistance car les objectifs de ces formations
mises en place dans le cadre de la Stratégie Nationale 2022-2025 de Prévention des Infections et de I'Antibiorésistance
et mise en place par le ministére des Solidarités et de la Santé étaient en lien avec les missions confiées par SpF aux
CNR.

Enfin, le CNR en tant que membre fondateur de I'European Study Group on Staphylococci and Staphylococcal
Infections de 'ESCMID (ESGS) et dont I'un de ses membres (Frédéric LAURENT) assure la présidence pour les 3
années a venir souhaite étendre sa politique de formation a I'échelle européenne en préparant I'organisation a Lyon
de deux workshops consacrés aux infections a staphylocoques non-aureus et a la phagothérapie ainsi que la Summer
School ESCMID a I'horizon 2024.




8.2.2 Les modalités de diffusion de recommandations et informations aux professionnels
concernés et les modalités prévues de rétro-information vers I'ensemble des partenaires du
CNR

Pour la diffusion des conseils, des informations aux professionnels et la rétro-information des partenaires, le
CNR propose de reconduire le modéle adopté jusque-la en cherchant a 'améliorer : chaque demande adressée au
CNR continuera a faire I'objet d’'une réponse individualisée apportant le maximum d’informations aux prescripteurs des
analyses afin d’améliorer la prise en charge des patients concernés ou de gérer au mieux les situations
épidémiologiques rencontrées dans les situations de cas groupés. L'amélioration portera sur le mode de transmission
de ces résultats et conseils qui fera appel a un systéme de transmission sécurisée dans le cadre du projet de
Télémédecine développé par la Direction des Systémes d'Information pour la Direction Générale des HCL. Ce systéme
permet un rendu en temps réel aux prescripteurs des résultats, avis spécialisés du CNR et conseils sur un serveur
sécurisé « HYBRID » qui assure ainsi la sécurité et la tragabilité des résultats. Ce serveur de résultats spécifique est
disponible pour tous les établissements extérieurs. L'accés au serveur de résultats HYBRID peut étre demandé auprés
du service clientele joignable par mail a I'adresse suivante : relationclient.lbmms@chu-lyon.fr. Ce serveur ne se
substituera pas aux moyens de communication direct (téléphone) ni au site internet du CNR qui permet la diffusion
aux professionnels des modalités de fonctionnement du CNR, des diverses recommandations concernant le
staphylocoque et les infections staphylococciques, des bilans d'activités et publications du CNR, des enquétes et
études cliniques conduites par le CNR ainsi que les informations sur les formations et congres. Ce site est par ailleurs
amené a évoluer au cours de la mandature afin de devenir plus interactif avec notamment une rubrique FAQ afin de
répondre aux interrogations les plus fréquentes. Enfin, il pourrait étre intéressant de développer une partie du site en
commun avec nos collégues européens et donc de disposer d’'une version anglaise de ce site. Un nouveau site internet
devrait donc voir le jour au cours du prochain mandat.

8.2.3 Les collaborations a des expertises éventuellement prévues auprés d’'instances nationales
ou internationales

Le CNR des Staphylocoques s’engage a répondre a toutes les demandes de ses tutelles concernant les
infections staphylococciques qu'il s'agisse de gestion des phénomenes épidémiques, de recommandations au niveau
national concernant la gestion des patients, de leur traitement, de leur prise en charge plus globale ou de I'analyse de
risque de transmission humaine ou animale. Ainsi, le CNR a su apporter son expertise dans le cadre de la saisine sur
les cas groupés d'infections et de colonisation a S. haemolyticus dans les services de réanimation néonatale en
France.

Les membres du CNR engagés dans le développement de la phagothérapie ont initié des échanges avec
I'European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) pour apporter leur expertise :

- dans les discussions au sein de 'TEUCAST sur les techniques spécifiques utilisables et/ou a privilégier pour
assurer ['évaluation de I'activité des phages (phagogramme) mais aussi des lysines de phages (mesure de
CMI) qui bénéficient déja de critéres CLSI pour S. aureus (les critéres pour les autres staphylocoques étant
en cours de validation)

- dans la définition des critéres de sensibilité et de résistance aux phages qui, pour l'instant dans la littérature,
manque d’homogénéité et de critéres objectifs.




8.24 Le cas échéant, les contributions dans le cadre spécifique des activités portant sur des
agents de la menace.

Concernant les agents de la menace, le CNR apportera son expertise dans le domaine des toxines
staphylococciques et plus spécifiquement de I'entérotoxine B (SEB) de S. aureus (inscrite dans la liste des agents)
aux instances de santé publique, de défense et de sécurité nationale. Le CNR, qui dispose d'un stock résiduel
d’entérotoxine B a but de recherche (dans le respect des regles de détention fixées par la loi), s'engage a fournir cette
toxine aux laboratoires mandatés par ses instances et selon les régles et conditions régies par la loi, a des fins de
calibration et contrdle des techniques de détection ou quantification. Par ailleurs, le CNR sera a méme de fournir des
souches productrices de SEB si une collection nationale de souches des agents de la menace pour les besoins de la
biodéfense venait a étre constituée.

8.3 Contribution a la surveillance épidémiologique

8.3.1 Les projets de constitution, développement animation de réseaux de partenaires

Il a été décidé de fagon consensuelle et unanime que I'ensemble des activités portant sur le Staphylocoque
serait du ressort du CNR des Staphylocoques et que toute demande d’analyse, d’expertise, d’avis adressée au CNR
« Résistance aux antibiotiques » concernant les staphylocoques serait redirigée vers le CNR des Staphylocoques qui
assurera la mise en ceuvre des démarches et des analyses requises en fonction de la nature de la demande. Afin de
faciliter la lisibilité de ce fonctionnement et l'accés facile et rapide des demandeurs a I'expertise du CNR des
Staphylocoques sur la résistance, le CNR « Résistance aux antibiotiques » fera figurer sur son site web, au cété des
coordonnées des partenaires du CNR « Résistance aux antibiotiques », les coordonnées du CNR des Staphylocoques
ainsi qu'un lien vers son site internet.

L'activité en relation avec les réseaux évoquée ci-aprés sera également partagée avec le CNR des
Staphylocoques qui est associé a la démarche. Les CNR « Résistance aux antibiotiques » et le CNR des
Staphylocoques font réguliérement appel a des laboratoires hospitaliers pour la collecte de souches résistantes, dans
le cadre d'études multicentriques ponctuelles (e.g., GERPA 2022, EARS 2011, PRIMO 2023). Cette collaboration
s'établit sur la base d'un partenariat dans lequel les CNR apportent leur expertise pour I'analyse de phénoménes
épidémiques en lien avec la résistance aux antibiotiques. Les laboratoires participants sont tenus informés des
résultats des enquétes et associés aux publications. Les données concernant leurs établissements respectifs leurs
sont communiquées a titre de rétro-information. Lors de la mandature précédente, nous avons discuté la formalisation
de ces enquétes en réseaux pour la collecte de données et de souches bactériennes représentatives de 'activité de
ville, du secteur médico-social et de I'hdpital. Dans ce projet, s'il est retenu, il a été décidé avec I'aval de SpF :

- d'une part de s’associer a I'enquéte nationale de prévalence des infections nationales qui est réalisées tous les 5 ans
pour, au-dela des données qualitatives et cliniques de collecter outre les souches de BHRe et 'ensemble des souches
de staphylocoques (SASM et SARM, soit environ 600 a 700 souches pour I'ensemble du territoire) impliquée dans des
infections nosocomiales afin de pouvoir disposer d’'une photographie des clones circulants en France,

- et d’autre part de s'insérer dans la logique des réseaux issus des deux missions nationales de surveillance de la
résistance SPARES et PRIMO pour un suivi de la situation hospitaliére, en ville et en établissements médico-sociaux.

Cette stratégie permet de s'intégrer dans la logique mise en place par SpF, améliore la cohérence des données
et évite les redondances. Le contexte du recueil est différent pour la mission SPARES et PRIMO puisqu'il s'inscrit dans




une logique institutionnelle pour les établissements hospitaliers impliqués dans SPARES et le volontariat pour la
mission PRIMO. Aussi, le travail avec les missions PRIMO et SPARES reposera sur des logiques différentes ; a savoir
une collecte institutionnelle & large échelle pour le secteur hospitalier, et une politique de sélection et incitatrice
(démarchage téléphonique, label et financement) pour identifier au sein de PRIMO, un pool de laboratoires privés
représentatifs dédiés a la surveillance en ville et dans les EMS. Plus de détails sont rapportés dans le paragraphe
8.3.2. La représentativité des données de ville et en EMS sera reliée aux densités de population régionales
et I'effort de collecte au volume d’activité des laboratoires privés.

Le CNR s’engage a assurer une rétro-information globale et individualisée auprés des partenaires du réseau
au travers de rapports écrits, de visioconférences et du partage des données. Ainsi, un webinar a été animé par les
membres du CNR des Staphylocoques dans le contexte du réseau « ville et secteur médico-social » ce qui apparait
comme un format intéressant permettant une interaction directe avec les collégues microbiologistes et cliniciens du
secteur privé.

Les discussions ont été entamées en janvier 2022 avec le réseau PRIMO pour apporter I'expertise du CNR
dans I'analyse des données déja disponibles et pour co-construire une étude incluant le recueil prospectif de souches
afin de disposer la encore d’'une photographie en 2023 du niveau de résistances au sein de souches de S. aureus de
ville mais aussi au sein des institutions de séniors dans lesquelles il est probable que les SARM aient une prévalence
plus élevée. Le CNR a ainsi collecté 216 souches de SARM qui sont en cours d’expertise (Cf. Paragraphe 3.5.1).
L'objectif est de réaliser un suivi annuel des évolutions des profils de résistance des S. aureus communautaires avec
un recueil et une analyse des clones circulants tous les deux ans afin d’assurer un suivi épidémiologique. Une
communication sous forme de webinars en live et enregistré sera mise en place.

Cette politique de communication et de formation sera poursuivie ainsi qu’une association des participants aux
actions de valorisation. Sur la base du volontariat, les personnels médicaux et techniques des laboratoires partenaires
pourront étre formés par les CNR aux méthodes utilisées pour la caractérisation des mécanismes de résistance
émergents ainsi qu'aux techniques de détermination de la sensibilité aux antibiotiques. Des souches de référence leurs
seront fournies afin d'aider a la mise en place de la démarche qualité en lien avec la réalisation des antibiogrammes
et leur interprétation. Les techniques de diagnostic développées par les CNR pourront ainsi étre transférées et
évaluées par les laboratoires partenaires qui le souhaitent dans les conditions habituelles de fonctionnement d'un
laboratoire de biologie médicale, afin de mieux cerner les applications et les limites de ces techniques en routine et de
mesurer l'intérét de leur utilisation locale. Par ailleurs, nous discutons avec SpF pour les laboratoires participants,
notamment du secteur privé, d'un label faisant état de leur engagement dans des actions de santé publique. Les
marges de progression les plus importantes en termes d'utilisation des antibiotiques sont en ville et en EMS. La
diffusion de la résistance dans ces secteurs représente le risque le plus important en termes d’épidémiologie a cause
de son caractere difficilement controlable. La surveillance de ces secteurs est donc stratégique bien que sous-
représentée et uniquement basée sur le volontariat.

8.3.2 Les modalités de surveillance de la résistance aux anti-infectieux

La surveillance de la résistance aux anti-infectieux sera réalisée dans un premier temps via les souches qui
sont adressées de fagon volontaire au CNR par nos correspondants. Il s'agit donc d’une surveillance passive mais
pertinente car les profils atypiques ou inhabituels font 'objet d’une attention particuliére a la fois des systemes experts
utilisés dans les laboratoires avec des messages d'alerte générés par ces systemes sur la base du profil complet de
résistance et incitant a un envoi au CNR, mais aussi des biologistes qui assurent une lecture attentive et interprétative
des antibiogrammes. Les souches avec des profils atypiques ou inhabituels sont adressées pour expertise par les
biologistes hospitaliers et privés compte tenu de notre labellisation par SpF en tant que CNR. Devant toute évolution




épidémique ou endémique de certains profils ou mécanismes de résistance, le CNR prendra contact avec ses
correspondants de SpF afin de les informer, de décrire les premiéres données disponibles et de mettre en place les
mesures requises en fonction du contexte.

En dehors de cette surveillance passive, le CNR souhaite se doter comme évoqué ci-dessus d’'un réseau de
type « sentinelle » constitué en collaboration avec le CNR des résistances, qui permettra une étude dynamique des
phénotypes de résistance aux antibiotiques au sein de structures représentatives au niveau frangais.

Dans le contexte décrit ci-dessus, un premier point de collaboration avec les réseaux SPARES et PRIMO sera
de mettre en place un partage des données. Cela permettra un interfagage de la surveillance des données de
résistance issues des missions, avec la surveillance des bactéries résistantes réalisées par le CNR. La surveillance
réalisée par les missions PRIMO et SPARES repose sur des indicateurs univariés (ex. taux de SARM, taux de
résistance d'une espéce donnée a un antibiotique). Nous pourrions contribuer a une analyse multivariée des
phénotypes de résistance pour identifier les phénotypes importants émergents et revenir vers les laboratoires
détenteurs des souches afin de réaliser une exploration génomique des isolats correspondants pour l'alerte
(séquengage a haut débit pour analyse de la phylogénie et des génes de résistance).

Un deuxiéme point concerne le recueil de souches pour la surveillance. La surveillance doit répondre a des
évenements rares. Leur importance relative est différente en secteur hospitalier, en EMS et en ville. De plus, la logique
de recueil des souches mis en place est différente selon les CNR associés. Aussi, nous proposons des organisations
distinctes pour ces missions de surveillance comme indiqué ci-dessous.

Pour le CNR des Staphylocoques :

- Stratégie de recueil des SARM : 1 isolat par épisode en secteur hospitalier, en ville et EMS. Nous avons réalisé une
premiére enquéte test avec PRIMO en 2023 (Cf. Paragraphe 3.5.1)

- Participation a 'enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales

Dans le cadre de son activité de surveillance épidémiologique, le CNR s’engage a déterminer la sensibilité des
S. aureus aux molécules antibiotiques dites « de dernier recours » (ex : linézolide, tédizolide, daptomycine, tigécycline,
dalbavancine) afin de pouvoir identifier les alternatives thérapeutiques les plus efficaces pour le traitement des
infections a S. aureus en rapport avec I'épidémiologie frangaise. Un rendu systématique des CMI sera effectué en 72H
maximum aprés réception de la souche pour ces molécules de dernier recours dont la détermination de sensibilité
n'est pas possible pour tous les laboratoires. Une veille sanitaire réguliére des nouveaux antibiotiques permettra si
besoin d’adapter rapidement les plaques de détermination des CMI pour les molécules les plus pertinentes pour le
traitement des infections a S. aureus (ex : eravacycline, omadacycline, délafloxacine).

Lors de la prochaine enquéte de prévalence (1 jour/an), le CNR se propose, en accord avec SpF, de récupérer
toutes les souches de S. aureus d'infections soit environ 600 souches (associées aux données de I'enquéte)
permettant d’avoir une photographie instantanée sur I'épidémiologie des S. aureus (SASM & SARM) en France.

Par ailleurs, comme décrit dans ce document, le CNR a établi une collaboration étroite avec 'ANSES Lyon qui
pilote le réseau RESAPATH de surveillance des pathogenes isolés chez I'animal (animaux de rente et animaux de
compagnie). Pour ce qui concerne les staphylocoques, le CNR assure une caractérisation moléculaire des souches
recueillies pas le RESAPATH et regues par TANSES pour les souches présentant des profils particuliers ou dans le
cadre de protocoles conduits par le RESAPATH. Cette collaboration permet au CNR de suivre I'épidémiologie des
résistances des staphylocoques chez I'animal et de pouvoir les analyser au regard de I'épidémiologie humaine. Cette
interface avec 'animal est intéressante et pourra permettre d’anticiper toute évolution spécifique chez I'animal et tout
transfert de ces mécanismes ou souches en santé humaine.




8.3.3 La contribution a la détection et a I'investigation des cas groupés ou de phénomenes
inhabituels

La comparaison des profils génomiques obtenus par les différentes techniques génétiques et génomiques
détaillées aux paragraphes 2 et 3, permettra de confirmer ou infirmer la présence de cas groupés dans les structures
sanitaires frangaises et d'alerter rapidement en cas de nécessité SpF comme cela a été le cas lors des différentes
épidémies présentées dans le présent dossier (Cf paragraphe 4. Alertes). En cas d'épidémie, le CNR contribuera
activement au recueil des souches isolées chez les malades et les contacts, aux enquétes concernant les modes et
les sources de contamination et apportera son expertise dans la gestion de tels épisodes au plus prés des équipes
locales (laboratoire, hygiéne, services cliniques, ARS, CPias, CLIN).

En outre, I'ensemble des souches d’origine humaine, animale ou environnementale adressées au CNR
continueront de bénéficier d’'une analyse par NGS et notre objectif est I'intégration de ces résultats et des métadonnées
associées dans une base de données relationnelles gérée par le logiciel BioNumerics® (Cf. chapitre 6. Description de
linfrastructure informatique). Le point fort de BioNumerics® réside dans sa capacité a combiner des informations de
sources génomiques et phénotypiques diverses dans une base de données globale permettant des analyses croisées.
Cet outil permettra de mettre en place des indicateurs et des outils de surveillance et d'alerte automatisés. Ces derniers
devraient faciliter la détection de phénomenes inhabituels et permettre d'identifier 'émergence de nouveaux clones
et/ou I'émergence de formes cliniques rares.

8.3.4 La contribution aux réseaux de surveillance européens et internationaux

Au niveau européen, le CNR continuera a faire appel au réseau des laboratoires de référence des
staphylocoques (SRL) constitué dans le cadre de EARSS-Staph lorsque des phénomeénes épidémiques ou
endémiques sont identifiés en France afin de déterminer si une extension au-dela de nos frontiéres existe ou a l'inverse
s'ils correspondent a I'introduction et la dissémination de souches venant d’autres pays.

Le CNR a porté au niveau européen un projet fédérateur portant sur les infections des prothéses articulaires a
S. aureus (IPASA) représentant un probléme majeur de santé publique car (i) leur incidence continue d'augmenter en
Europe, (i) elles sont une cause importante de morbidité (40%) et de mortalité (5%), (iii) elles induisent des surcoits
significatifs pour le systéme de santé. Les IPASA sont des infections difficiles & traiter et induisent des formes
chroniques/récurrentes (>20% des cas) en raison (i) des facteurs de virulence spécifiques des S. aureus, (i) de la
résistance génotypique aux antimicrobiens, (iii) de I'échappement phénotypique in vivo aux antimicrobiens et a la
réponse immunitaire en raison des caractéristiques largement inconnues des S. aureus, notamment l'invasion variable
et les divers trafics/devenirs intracellulaires a I'origine de la persistance des bactéries dans les cellules osseuses, et la
capacité de former du biofilm sur les matériaux prothétiques. Il est donc urgent (i) de mieux identifier les principaux
facteurs de la physiopathologie des IPASA, (i) de mieux prédire le devenir des IPASA, (iii) de définir des traitements
optimaux/alternatifs pour ces infections.

En effet, la réponse médicale aux agents pathogénes est souvent inadaptée par méconnaissance des
déterminants génétiques de la virulence, de la résistance aux antimicrobiens et de leurs impacts sur I'évolution clinique.
Historiquement, les approches systémiques visant @ comprendre ces déterminants ont été limitées a I'évaluation des
phénotypes de panels de mutants créées expérimentalement. Au-dela du séquengage du génome entier (qui permet
désormais de capturer a grande échelle la diversité génétique des isolats cliniques) et des caractéristiques
phénotypiques classiques (profils biochimiques /enzymatiques, croissance in vitro, activité des antibiotiques, etc.), la
question est de savoir s'il est possible de proposer une analyse plus complete et plus intégrative des SAPJI afin de
fournir une carte phénogénomique des isolats de S. aureus.




Ainsi, le projet MUSKETEERS, porté par le CNR des Staphylocoques, propose sous I'égide et avec l'aide
financiere de 'ESCMID en s'appuyant i) sur un consortium de 10 laboratoires européens répartis dans 8 pays
européens, et ii) sur le réseau des membres de 4 ESCMID study Groups (i.e., ESGS, ESGIAI, ESGB, ESGNTA)
d'appliquer les analyses GWAS bactériennes et l'intelligence artificielle qui ont été déployés avec succes pour identifier
les supports génétiques de la virulence et de la résistance aux antibiotiques des bactéries planctoniques chez
S. aureus, de maniére large et d'étendre leur champ d'utilisation (i) au mode de vie intracellulaire et au mode de vie
du biofilm des isolats cliniques, (ii) a I'expression clinique et a I'outcome clinique des infections. En outre, le projet
prévoit d'introduire une analyse computationnelle plus large tenant compte (i) des corrélations et interdépendances
complexes des phénotypes, obscurcissant la causalité, (i) de la présence d'un déséquilibre de liaison a I'échelle du
génome conduisant & une ambiguité sur la variante causale, nécessitant une modélisation précise des impacts
fonctionnels des mutations, du fait que la plupart des phénotypes bactériens sont des traits complexes, ne s'expliquant
pas par des caractéristiques monogénétiques, mais plutét par des interactions fonctionnelles de groupes de protéines
plus importants. Cette approche pourrait permettre (i) de révéler rapidement des génes impliqués et « marqueurs
prédictifs » de I'évolution cliniques (i) de définir/identifier les voies critiques impliquées dans la virulence et I'échec du
traitement dans les IPA.

Les techniques de mutant/silencing CRISPR seront ensuite appliquées pour valider nos résultats et identifier
définitivement les facteurs de virulence cliniquement pertinents, illustrant la fagon dont la phénogénomique peut
permettre d'identifier des facteurs de virulence d'un pathogéne majeur.

Le financement obtenu en fin 2022 sera utilisé pour financer la gestion et la validation des données cliniques
(ESGIAI), pour mettre en place et gérer une collection européenne centralisée d'isolats cliniques d’IPASA (n=200-250)
pendant 18 mois (CNR des Staphylocoques), pour effectuer une caractérisation phénotypique et génotypique
extensive et a haut débit de tous les isolats (CNR des staphylocoques, ESGB) et pour étudier I'activité des phages et
pour explorer l'intérét des phages en tant qu'adjuvant ou thérapie alternative (ESGNTA incluant le CNR des
staphylocoques)

L'objectif principal de ce projet utilisant une approche intégrative et innovante est (i) d'identifier des groupes
spécifiques d'isolats, chacun avec des traits de virulence différents et associés a un résultat clinique différent, (i)
d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et/ou des approches thérapeutiques innovantes, (iii) de prévoir (et donc
d'essayer d'inverser/de changer) les trajectoires cliniques des patients.

8.3.5 Les projets d’enquétes ou études concourant a la surveillance

8.3.5.1 Santé humaine

Mayotte

Ala demande de nos collégues cliniciens et microbiologistes de Mayotte, le CNR va participer a une étude prospective
sur 100 patients venus au CHM pour incision et mise a plat d’'un abcés des tissus mous (essentiellement cutanés)
avec la caractérisation des clones de S. aureus diffusant a Mayotte tant sur le plan de la virulence que de la résistance.

Projet SARMPac- Surveillance des souches de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline dans le
Pacifique avec I'lnstitut Pasteur de Nouvelle-Calédonie

Poursuite du projet décrit au paragraphe 3.5.1 : au cours du prochain mandat, le CNR poursuit son expertise
avec l'analyse de nouvelles souches regues début 2023 afin de finaliser la phylogénie du ST6.




Staphylocoques et services de néonatalogie

Plusieurs services de réanimations néonatales en France sont actuellement confrontés a des cas groupés
d'infections ou colonisations a Staphylococcus haemolyticus. La mission SPIADI de surveillance des bactériémies sur
cathéters centraux retrouve d’ailleurs une augmentation entre 2020 et 2021 de la part des bactériémies a
S. haemolyticus en secteur de néonatalogie (27,7% versus 18,4%).

Le CNR des Staphylocoques a également observé une augmentation globale du nombre de souches de
S. haemolyticus transmises depuis 2019. Une analyse sur génome complet NGS incluant le typage MLST des souches
et une analyse SNPs a permis d'identifier différents Sequence Type (ST) (notamment ST29 et ST25) et au sein de ces
ST endémiques en France, d'identifier des clusters géographiques et/ou au sein de certains services présentant des
spécificités/traits génétiques.

Compte tenu des évolutions récentes de I'épidémiologie des bactériémies au sein des services de réanimation
néonatale et des bouffées épidémiques observées aussi bien liée a S. aureus qu’ aux staphylocoques non-aureus, il
apparait important pour le CNR de suivre les infections nosocomiales a S. haemolyticus mais aussi a S. aureus et a
S. capitis en néonatalogie car ces agents pathogénes s'adaptent aux environnements et aux antibiothérapies utilisés
(par exemple, les données génétiques ont montré une augmentation de la CMI a la vancomycine et I'apparition d’'un
plasmide de résistance a l'acide fusidique en Nouvelle-Zélande chez le clone S. capitis NRCS-A lié a une forte
consommation de cet antibiotiques en topique cutané). L'analyse du CNR sur cette épidémie est présentée au
paragraphe 4. Alertes.

Le CNR prévoit donc en lien avec SpF :
- dans un premier temps, la poursuite du suivi épidémiologique et la communication autour des résultats
obtenus et a venir. Un article est en cours de rédaction sur cette thématique.
- dans un deuxiéme temps, un projet européen a été proposé par le Pr Marine Butin, Dr Sara Romano et Dr
Anne Tristan intitulé « EuroNeoLOS : European Neonatal Late Onset Sepsis afin de confronter notre
expérience avec celle de nos collégues européens.

PHRC DALICATH (Randomized open-label controlled trial evaluating a single-dose intravenous Dalbavancin versus
standard antibiotic therapy during catheter-related bloodstream infections due to Staphylococcus aureus)

Les infections sanguines liées aux cathéters sont les infections sanguines nosocomiales les plus courantes,
avec une incidence de 8,5 a 19,8 infections pour 1 000 jours-cathéters. S. aureus est impliqué dans environ 20 % des
ICSR et est associé a une morbidité importante, a une mortalité (9,3 %), a un séjour hospitalier prolongé (+ 9 jours) et
aux codts des soins de santé (35 000 € a 65 000 € par cas). Les ICSR a S. aureus surviennent principalement chez
les patients fragiles ayant un port de cathéter pour la chimiothérapie ou la nutrition parentérale.

Selon les directives internationales, la prise en charge des ICSR dues a S. aureus comprend le retrait et le
remplacement du cathéter infecté et une antibiothérapie intraveineuse (1V) de 14 jours. Par conséquent, la prise en
charge des ICSR dues a S. aureus nécessite l'insertion d'un nouveau cathéter intraveineux. Ce nouveau cathéter peut
a son tour entrainer de nouvelles complications septiques et limiter I'autonomie des patients. Le non-respect de ces
recommandations entraine une surmortalité et des cots... A la suite des résultats positifs de I'essai SABATO en 2021
visant a déterminer si le passage précoce a une antibiothérapie orale est sir et efficace chez les patients atteints de
BSA sans complication, le passage a l'antibiothérapie orale lors d'une bactériémie staphylococcique deviendra
probablement la norme de soins. Il est donc justifié d'autoriser le passage a la voie orale dans le bras de contrdle. La
pratique habituelle dans certains centres est déja de passer aux antibiotiques par voie orale, aprés un minimum de 7
jours de traitement intraveineux.

La dalbavancine est un nouvel antibiotique glycopeptidique qui posséde une excellente activité bactéricide
contre les bactéries Gram positif, en particulier S. aureus, et une demi-vie prolongée de 14 & 15 jours. A titre de
comparaison, la demi-vie des antibiotiques habituellement utilisés pour les ICSR dues a S. aureus, c'est-a-dire la




pénicilline ou les glycopeptides, en fonction de la sensibilité a la méticilline, est beaucoup plus courte : de 1,5a 9
heures. Cette demi-vie prolongée permet a une injection IV d'étre suffisante et efficace pendant 14 jours de traitement.
Cette caractéristique remarquable devrait permettre aux patients de quitter rapidement I'hdpital sans surveillance.

L'hypothése est que chez les patients atteints d'une ICSR due a S. aureus, aprées I'ablation du cathéter, la
dalbavancine pourrait étre administrée par voie intraveineuse en une seule fois apres I'ablation du cathéter et étre
aussi efficace qu'une antibiothérapie standard documentée pendant 14 jours, conformément aux directives nationales.

L'objectif est de démontrer la non-infériorité d'une administration unique de 1500 mg de dalbavancine par
rapport a une antibiothérapie standard documentée pendant 14 jours conformément aux directives nationales.

Etude MUCOLINE (réseau MucoMicrobes)

Le CNR travaille depuis plusieurs années sur les résistances des staphylocoques au linézolide afin de surveiller
I'évolution de la sensibilité a cet antibiotique de dernier recours et d’explorer les mécanismes impliqués. La résistance
au linézolide est rare chez S. aureus mais elle a déja été décrite depuis de nombreuses années chez des patients
atteints de mucoviscidose. Dans ce contexte, le CNR souhaite mener une étude sur la résistance aux oxazolidinones
parmi les souches de S. aureus colonisant ou infectant les patients mucoviscidosiques afin de déterminer les
mécanismes de résistance impliqués chez cette population particuliére.

Pour cela, le CNR va faire appel au réseau MucoMicrobes qui regroupe des microbiologistes hospitaliers
impliqués dans le suivi bactériologique des patients mucoviscidose. L'étude reposera sur un recueil rétrospectif de
données afin d’évaluer le nombre de souches de S. aureus résistantes au linézolide isolées chez les patients atteints
de mucoviscidose dans les laboratoires du réseau entre 2012 et 2022, puis un recueil rétrospectif de toutes les souches
de S. aureus résistantes au linézolide isolées chez des patients atteints de mucoviscidose encore disponibles dans
les laboratoires du réseau, afin d’analyser la nature et la fréquence des mécanismes de résistance aux oxazolidinones.

Etude STA-LINE : étude multicentrique du portage humain et de la colonisation environnemental par des
souches de staphylocoques (S. aureus et SCN) résistantes au linézolide dans les services de réanimation,
soins critiques, hématologie et transplantation

L'augmentation rapide de la prévalence des infections a S. aureus et a staphylocoques a coagulase négative
résistants au linézolide pose la question de la prévalence du portage chez les patients les plus fragiles, de la
transmission nosocomiale et de I'existence de réservoirs dans I'environnement des patients. L'objectif de I'étude STA-
LINE est d’étudier cette question en en utilisant un milieu sélectif chromogénique récemment commercialisé et dont le
CNR a pu établir les excellentes performances sur un panel de souches présentant différents niveaux de résistance
au linézolide (bas en lien avec les genes cfr ou élevés en lien avec des mutations chromosomiques sur 'ARN 23S).
Ce milieu n’est actuellement validé que sur des prélevements cliniques. Le projet vise a : i) valider ['utilisation du milieu
sur des prélévements environnementaux avec une optimisation du protocole de recueil et d’enrichissement (validation
déja initiee, Cf. Paragraphe 2.2), ii) de réaliser une premiére étude de portage nasal et cutané chez des patients de
réanimation dans deux hdpitaux des Hospices Civils de Lyon et dans leur environnement (chambres, zone commune
des personnels médicaux et paramédicaux, appareillages médicaux communs ; campagnes de prélévements déja
réalisés, analyse phylogénétique des souches en cours), iii) de réaliser, sur la base de ces premiers résultats, une
étude nationale multicentrique afin d'évaluer la prévalence et la distribution de la colonisation chez 'homme et dans
I'environnement de telles souches.




8.3.5.2 Santé animale

Suivi du portage des souches de S. aureus chez les équidés

Dans la lignée des travaux conduits au cours de la derniére mandature du CNR sur le portage de S. aureus
chez les équidés, le CNR souhaite réitérer I'étude BIORequi (Cf 3.3.5 — section santé Animale) afin d’analyser la
dynamique des clones et s'assurer de I'absence d'émergence de clones SARM ou de clones SASM présentant une
virulence spécifique présentant un danger pour les professionnels mais aussi pour le grand public qui est en contact
étroit avec les chevaux au cours des activités de loisirs.

Analyse du portage de S. aureus et SARM chez les animaux sauvages

Les travaux conduits sur les hérissons et le portage de souches de SARM mecC+ ont mis en évidence le role
que peut jouer la faune sauvage en tant que réservoir de souches spécifiques de S. aureus. Dans ce contexte, il nous
semble intéressant d'étudier le portage d’'un panel d’'animaux sauvages. Ces travaux seront conduits en lien avec
I'école Vétérinaire de Lyon - VetAgo Sup notamment en direction des sangliers, des liévres, des chauve-souris, et des
oiseaux (en lien avec le parc des oiseaux situé dans les Dombes dans I'Ain a une trentaine de kilométre au Nord de
Lyon qui accueille et abrite de nombreux oiseaux notamment des oiseaux migrateurs a plusieurs périodes de I'année).

Etude des SARM CC398 responsables d’infections humaines et liens avec les souches animales.

Les infections a S. aureus sensibles a la méticilline CC398 sont connues et bien décrites en France, cependant,
limplication des SARM reste méconnue. Les données récentes suggerent une augmentation de la circulation des
SARM CC398 dans la population porcine en France. Le CNR a été sollicité en 2023 par le CHU de Rennes a la suite
d’'un cas d'infection invasive a SARM CC398 (Cf. Paragraphe 3.5.2). L'objectif de ce travail collaboratif entre CHU de
Rennes/CH de Saint-Brieuc//ANSES Ploufragan sera d'identifier et de caractériser des isolats identifiés dans les 2
centres hospitaliers de Bretagne, premiére région frangaise pour I'élevage porcin et de les comparer aux souches
animales isolées dans la région ainsi que de réaliser une phylogénie des toutes ces souches ainsi que les souches
publiées dans les banques publiques afin de mettre en évidence les adaptations a 'hote de ces souches. Nous allons
également solliciter TANSES pour collecter des souches animales (animaux de rente et animaux de compagnie) pour
compléter notre collection de SASM et SARM CC398 afin d'établir une phylogénie plus compléte.

8.4 Contribution a I'alerte

Le CNR des Staphylocoques, sur la base des résultats obtenus avec les différentes techniques décrites dans
ce document, est a méme d'identifier 'émergence de nouveaux clones présentant des profils de virulence ou de
résistance particuliers comme cela a été le cas avec le clone de S. epidermidis résistant au linézolide devenu
endémique en France au cours de la derniere mandature et du clone de S. capitis NRCS-A endémique dans les
services de néonatalogie en France, en Europe et plus largement a travers le monde ou de caractériser des
phénoménes endémiques, épidémiques ou pandémiques. Les fiches de recueil de données cliniques associées a
I'envoi des souches complétent ce dispositif et alimentent la base de données du CNR. L'ensemble permet au CNR
des Staphylocoques d’apporter sa contribution a I'alerte dans le domaine des infections staphylococciques tant sur le
plan de la virulence que de la résistance. Le CNR communique avec ses correspondants de SpF par voie électronique
et par téléphone en temps réel sur tous les cas et situations inhabituels, comme nous I'avons fait ces derniéres années
en lien avec I'observation d'un nombre croissant d'épidémies de colonisation et d'infections a Staphylococcus spp en
néonatologie. En effet, depuis 2021, nous assistons a de nombreuses épidémies a S. haemolyticus dans les services
de néonatalogie et nous poursuivons actuellement notre suivi épidémiologique en lien avec SpF. Par ailleurs, nous




surveillons actuellement la diffusion du clone de SASM PVL+ CC152-MSSA qui est désormais le clone majoritaire
dans les infections graves comme les pneumonies nécrosantes et investiguons les facteurs permettant de caractériser
simplement ce clone afin de pouvoir alerter nos partenaires, de méme que I'apparition en France du clone SARM PVL+
CC152-MRSA-XIII dont la prévalence tend a augmenter. Il est important de noter en 2023, I'augmentation globale des
souches regues dans un contexte d'infection bulleuse ainsi que I'émergence d’un nouveau clone communautaire en
France : le CC121-MRSA-V producteur des exfoliatines A et B, résistant aux aminosides et a I'acide fusidique pour
lequel nous avons fait un signalement a SpF.




1. Annexe 1 : Missions & organisation du CNR

1.1. Missions du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

Le CNR Staphylocoques s’engage a assurer les missions définies par le décret n°2016-806 du 16 juin 2016 relatif
aux centres nationaux de référence pour la lutte contre les maladies transmissibles et par 'arrété de mars 2022 fixant
le cahier des charges des centres nationaux de référence pour la lutte contre les maladies transmissibles.

Il sera en outre particulierement demandé a ce CNR les missions suivantes :
1. Expertise
- en développant et en diffusant des techniques de typage moléculaire ;

- en développant et en maintenant une collection de souches responsables d'infections nosocomiales et
communautaires ;

- en identifiant et en typant les souches responsables de formes cliniques inhabituelles et les souches multirésistantes
de diffusion clonale et caractériser leurs toxines ;

- en recherchant et en caractérisant les toxines dans les prélévements cliniques et alimentaires, dans le cadre de
linvestigation de toxi-infections alimentaires ou d’autres cas groupés ;

- en identifiant de nouveaux génotypes de résistance aux anti-infectieux et en caractérisant les mécanismes de
résistance en collaboration avec le CNR Résistance aux antibiotiques ;

- en évaluant et en validant, en lien avec le CNR de la résistance aux antibiotiques, les techniques de détection de la
résistance aux glycopeptides chez les staphylocoques, en assurant leur diffusion et en développant une procédure de
contréle de qualité ;

- du fait de la fréquence des souches résistantes a la méticilline (SARM) dans les établissements de santé en France,
le CNR Staphylocoque entretiendra des relations privilégiées avec le CNR Résistance aux antibiotiques et sera
membre du réseau constitué autour de ce dernier.

2. Conseil

Dans le cadre du plan gouvernemental NRBC de 2016, notamment dans sa spécificité Biotox, le CNR apportera son
expertise spécifique aux instances concernées de santé publique et sécurité nationale. Il contribuera ainsi :

- en tant que membre d’appui et d’expertise analytique et technique du réseau national des laboratoires biotox, piratox
et piratome (RNLB2P) ;

- en contribuant a la réponse analytique d’un événement « biotox » lors de I'activation du RNLB2P ;

- en contribuant, avec les instances chargées de leur pilotage, aux travaux et activités du RNLB2P ;

- en contribuant a I'élaboration d'une collection nationale de souches de référence ;

- en participant chaque année au séminaire du RNLB2P

3. Contribution a la surveillance épidémiologique, en lien avec I'agence nationale de santé publique

- en ciblant en priorité les infections et toxémies staphylococciques et les souches présentant une résistance
particuliére ;




- 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 de biologie médicale pour la surveillance de
I'émergence de clones responsables d'infections en ville ;

- en collaborant aux enquétes épidémiologiques ;
- en participant a l'investigation des cas groupés d'infections staphylococciques ;
- en collaborant avec les réseaux de surveillance nationaux (PRIMO, SPARES), européens et internationaux.

4. Contribution a I'alerte

- en signalant a 'agence nationale de santé publique tout événement inhabituel : émergence d’'un nouveau phénotype
de résistance aux antibiotiques ; modification des formes cliniques (répartition, modification de leur expression clinique,
formes inhabituelles), émergence de souches a la virulence particuliére ; détection de cas groupés ; etc.

1.2. Organisation du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

Sur le plan humain, I'lAl emploie environ 180 personnes réparties dans les différents secteurs et plateaux
présentés ci-dessous. Au sein de cet institut, les personnels affectés au CNR des Staphylocoques comprennent des
personnels affectés spécifiquement et exclusivement au CNR (techniciens et ingénieurs) et des personnels qui
consacrent une partie de leur temps seulement au CNR selon un principe de multi-affectation (biologistes, secrétaires,
cadre médico-technique).

Les personnels affectés a I'activité de ce CNR pour tout ou partie de leur temps de travail sont les suivants :

Anne Tristan - Directrice
PH - Al

MCU - Faculté de Médecine Lyon Est E-mail : anne.tristan@chu-lyon.fr

Frédéric Laurent — Directeur adjoint
PH - IAl

PU - Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lyon E-mail : frederic Jaurent@univ-lyonT.fr

;E??XIIS Vandenesch - Directeur adjoint E-mail ; francois.vandenesch@univ-lyon1.fr

PU - Faculté de Médecine Lyon Est

1. Secteur virulence et épidémiologie

Anne Tristan — Directrice
PH - Al E-mail : anne.tristan@chu-lyon.fr
MCU - Faculté de Médecine Lyon Est

Francois Vandenesch - Directeur adjoint
PH - IAl E-mail : francois.vandenesch@univ-lyon1.fr
PU - Faculté de Médecine Lyon Est

Camille Kolenda
PHU - |Al E-mail ; camille.kolenda@chu-lyon.fr
- Faculté de Médecine Lyon Est

Anne-Lise Maucotel

AHU - [Al E-mail ; anne-lise.maucotel@chu-lyon.fr
- Faculté de Médecine Lyon Est

Gérard Lina

PH - 1Al E-mail : gerard.lina@chu-lyon.fr

PU - Faculté de Médecine Lyon Sud




2. Secteur résistance

Frédéric Laurent — Directeur adjoint
PH - 1Al
PU - Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lyon

E-mail ; frederic.laurent@univ-lyon1.fr

Céline Dupieux-Chabert
PH - 1Al
MCU - Faculté de Médecine Lyon Est

E-mail ; celine.dupieux-chabert@chu-lyon.fr

Anne-Gaélle Ranc
PH - 1Al

E-mail : anne-gaelle.ranc@chu-lyon.fr

3. Secteur sérologie

Frédéric Laurent — Directeur adjoint
PH - 1Al
PU - Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lyon

E-mail ; frederic.laurent@univ-lyon1.fr

Céline Dupieux-Chabert
PH - 1Al
MCU - Faculté de Médecine Lyon Est

E-mail ; celine.dupieux-chabert@chu-lyon.fr

Patricia Martins-Simoes

PH - CHI Fréjus Saint Raphaél

Ingénieur hospitalier - 1Al E-mail : patricia.martins-simoes01@chu-lyon.fr
Benjamin Youenou G

Ingénieur hospitalier - 1Al E-mail : benjamin.youenou@chu-lyon.fr

Yves Gillet (Référent infectiologue pédiatre)

PH - Hopital Femme Mére Enfant E-mail : yves.qillet@chu-lyon.fr

PU - Faculté de Médecine Lyon Est

Tristan Ferry (Référent infectiologue adultes)

PH - Hopital de la Croix-Rousse E-mail : tristan.ferry@chu-lyon.fr

PU - Faculté de Médecine Lyon Est

Pascal Del Giudice (Référent dermatologie) E-mail : del-giudice-p@chi-frejus-saint-raphael.fr

Marine Butin (Référent néonatalogie)
PH - Hopital Femme Mére Enfant
MCU - Faculté de Médecine Lyon Est

E-mail :

marine.butin@chu-lyon.fr

Cadre
Laetitia Dubost FFCS

Techniciennes
Emelyne Jeanne
Emilie Josse
Grégoire Rabault
Roxane Schnel
Charline Vuillot

Secrétaires
Yamina Lakehal / Imane Mohamadi

1.3. Locaux et équipements

L'IAl est installé depuis le 30 janvier 2017 dans un batiment existant (Photo) congu il y a environ 10 ans comme
un Centre de Biologie pour 'Hopital de la Croix Rousse. Le projet de restructuration de la biologie a conduit & des

opérations tiroirs de redéploiement des activités spécialisées entre les différents sites de HCL, la biochimie se




concentrant sur le groupement hospitalier Est, la microbiologie se concentrant sur 'Hépital de la Croix Rousse (pble
Nord), ... Ainsi, hormis un plateau de biochimie-hématologie d’urgence destiné aux patients de I'hdpital de la Croix
Rousse, plateau qui occupe un demi-étage du batiment, le reste des 5 étages du batiment soit environ 4500 m2 sont
occupés par la Microbiologie :

- le R+5 est occupé par les laboratoires L3 (Virologie, Mycobactéries, Biotox), la virologie cellulaire, les CNR de
Virologie,

- le R+4 est dévolu au plateau de Biologie Moléculaire Infectieuse (manuelle et automatisée, dont une partie
génomique),

- le R+3 est occupé pour moitié par le plateau de Sérologies Infectieuses manuelles et automatisées et par le plateau
de Biochimie-Hématologie 24h24

- le R+2 est occupé par le plateau de microbiologie automatisée 24/24,

- le R+1 héberge le CNR des Staphylocoques, le CNR des Légionelles, le laboratoire d’hygiéne hospitaliere et
environnementale et la Parasitologie-Mycologie non automatisée.

L'étage des CNR de Bactériologie.

Sans étre un laboratoire autonome au sein du batiment, cet étage a été congu d’emblée pour héberger les activités
des CNR de Bactériologie (Staphylocoques et Légionelles), incluant les approches conventionnelles et de biologie
moléculaire (Figure 44). Les CNR bénéficient par ailleurs de toute l'infrastructure et des différents plateaux de I'lAl,
notamment les outils d'identification MALDI-TOF et d’antibiogramme du plateau de microbiologie 24/24 (R+2), les outils
de biologie moléculaire et d’analyse bio-informatique du plateau de Biologie Moléculaire (R+4) et toutes les facilités
logistiques du batiment. Cela inclut notamment I'existence d’un secrétariat centralisé pour I'ensemble de I'lAl assurant
une réponse téléphonique 6 jours sur 7 sur un numéro unique. En dehors des heures ouvrables et le week-end, ce
numéro est basculé sur les numéros d’astreinte sur site. Ainsi, un interlocuteur pour le CNR est pratiquement toujours




disponible au minimum pour orienter la réponse. Outre le systéme de gestion du laboratoire (SGL) qui est utilisé pour
I'ensemble des analyses traitées par le laboratoire de bactériologie, incluant celles du CNR, le laboratoire a acquis un
outil de gestion de base de données spécifique pour les CNR sur une base du logiciel BioNumerics® hébergé sur un
serveur sécurisé a la direction de I'informatique des Hospices Civils de Lyon.

Figure 44- Espaces du R+1 (en jaune) affectés aux CNR de Bactériologie (Staphylocoques et Légionelles)

1.4. Collections de matériel biologique

Le CNR conserve la totalité des échantillons (congélation & -20 °C) qui lui sont adressés qu'il s'agisse de
souches cliniques, de souches type ou de référence, de sérums et autres prélévements cliniques (pus, biopsies...). Il
dispose aussi d’'une DNAthéque de la totalité des souches regues au laboratoire depuis 2005. Le CNR est a méme de
fournir des souches représentatives des différents clones de Staphylococcus aureus sensibles (SASM) ou résistants
a la méticilline (SARM) diffusant actuellement en milieu hospitalier (SARM-H) et dans la communauté (SARM-C)
(France et Pays étrangers), ainsi que des souches représentatives des différentes formes cliniques (SARM ou SASM)
: pneumonies nécrosantes, choc toxique staphylococcique, impétigo bulleux, scarlatine staphylococcique, etc. Ces
souches sont accessibles gracieusement (avec participation aux frais de préparation et d’expédition) aux laboratoires
académiques et hospitaliers sur demande motivée adressée au responsable du CNR sous réserve de signature d’un
accord de transfert de matériel entre les parties. Le CNR a ainsi été sollicité a plusieurs reprises pendant la période
2017-2022 pour sélectionner et fournir des souches dans le cadre de la préparation de contréles de qualité au niveau
national et européen (Cf paragraphe 1.5. Description des démarches qualité et garanties mises en ceuvre au sein du
laboratoire).

Le CNR conserve également les souches types représentant les différentes espéces de staphylocoques et
toute nouvelle espéce décrite fait I'objet d'une demande aupres des collections internationales afin d’obtenir la souche
de référence. Dans le méme esprit, toute description de nouveaux mécanismes de résistances aux antibiotiques nous
conduit a faire une demande auprés des auteurs des articles afin d’obtenir des souches «controle» afin de pouvoir
mettre au point les PCR spécifiques correspondantes qui sont ensuite utilisées de fagon rétrospective pour évaluer la
prévalence de ces mécanismes dans les collections du CNR et de fagon prospective pour caractériser les souches
recues en cas de résistance aux antibiotiques concernés.

Par ailleurs, le laboratoire a cloné chez E. coli et produit sous forme recombinante la totalité des toxines
superantigéniques staphylococciques, les différentes leucocidines et hémolysines de S. aureus. A I'exception de
I'entérotoxine B dont la détention est soumise a autorisation, les autres toxines peuvent étre mises a disposition de
laboratoires académiques ou hospitaliers dans le cadre de collaborations.




En conformité avec le décret n® 2007-1220 du 10 aodt 2007 relatif au prélévement, a la conservation et a la
préparation a des fins scientifiques d'éléments du corps humain, I'ensemble de la collection du CNR des
Staphylocoques a été déclaré sous le numéro DC-2008-176.

1.5. Démarche qualité du laboratoire

Le laboratoire de biologie médicale des Hospices Civils de Lyon (LBMMS) est accrédité selon la norme NF EN
ISO 15189 (accréditation COFRAC n°8-3442) et le méme systéme de management de la qualité est appliqué a tous
les services du laboratoire. De ce fait, le CNR des Staphylocoques est accrédité pour la PCR PVL en urgence sur les
souches (extension demandée en 2015, audit du COFRAC effectué en 2016, confirmation du COFRAC en 2018 a la
suite de notre déménagement en janvier 2017, audit COFRAC novembre 2019) mais également pour la recherche des
génes codant facteurs de virulence et la détection des génes de résistance par PCR multiplex (ajout 2019) et
séquengage du génome complet (ajout 2022) ainsi que pour la réalisation des antibiogrammes et détermination des
concentrations minimales inhibitrices en lien avec le plateau de microbiologie 24/24 de I'Institut des Agents Infectieux.

Structure qualité du laboratoire

La démarche qualité est gérée au niveau du pole d'activité par une cellule qualité centrale que dirige le
responsable qualité du laboratoire de biologie médicale. Le systeme qualité est articulé autour des processus dits de
« pilotage », de « réalisation » et « supports », pour chacun desquels il existe un pilote et des participants au groupe
de travail permettant de gérer et d’'améliorer le processus (Figure 45). Chaque service du laboratoire a également
nommé un référent qualité qui déploie la démarche dans son secteur. Pour le CNR des Staphylocoques, il s'agit de
Anne Tristan. Le CNR des Staphylocoques s'appuie également sur la technicienne qualité du Centre de Biologie Nord
et celle de I'lAl. La Figure 46 représente 'organigramme qualité de I'lAl.
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Figure 45- Cartographie des processus (issue du Manuel Qualité MU-POL-MQ-001).
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Figure 46- Organigramme qualité de I'lAl (d’aprés NE-RH-DE-012)

Le manuel qualité du LBMMS est disponible et détaille 'ensemble des politiques et procédures mises en place pour
répondre aux exigences d’accréditation de la biologie médicale. Il est complété par la documentation spécifique du
CNR des Staphylocoques (https://www.chu-lyon.fr/sites/default/files/manuel-qualite-lbomms.pdf).

Confidentialité des données et le respect des secrets protégés par la loi.

Le CNR met en ceuvre des techniques d'analyse de bactériologie conventionnelle, de sérologie infectieuse, de
biologie moléculaire et de génomique. Le CNR utilise comme systéme de gestion de laboratoire le logiciel GLIMS et
le concentrateur BioNumerics®. La Direction Générale des Hospices civils de Lyon a nommé comme Correspondant
a la Protection des Données (ou Correspondant CNIL) M. Denis Rivoire (puis actuellement M. Marc Bérard), décision
entérinée par la CNIL et ayant pris effet en date du 10 novembre 2006. Les systémes de gestion de laboratoires
(GLIMS) et concentrateur (BioNumerics®) relevant de la procédure de déclaration simplifiée, les HCL sont donc tout a
fait dans le cadre précisé par la loi, et sont donc dispensés des formalités déclaratives auprés de la CNIL. En
contrepartie, M. Marc Bérard, actuel correspondant CNIL des HCL, gére et tient a jour le registre des traitements de
données nominatives mis en ceuvre aux HCL. Le SGL y est enregistré sous le numéro 06-08.

Audits

Des audits internes ont lieu régulierement pour vérifier la mise en place du systéme de management de la
qualité et le respect des exigences de la norme 15189. lIs sont réalisés par du personnel du laboratoire formé a I'audit
et donnent lieu a des rapports qui permettent de mettre en place des actions d’amélioration. De plus, le COFRAC fait
des audits de surveillance y compris au CNR. En 2020, un audit interne de la gestion des ressources humaines et de
la gestion de la métrologie ont été réalisés. Le dernier audit interne du CNR interne a eu lieu le 28 juin 2022 sur le




NGS, analyse déposée en ajout en mai 2022. Le prochain audit COFRAC est prévu sur 'ensemble du LBMMS en
septembre 2023.

Logiciel de gestion de la qualité

Le laboratoire dispose d'un logiciel de gestion de la qualité (Kalilab®, Netika) permettant (i) de gérer la
documentation (100 documents qualité gérés pour le CNR des Staphylocoques), (i) de suivre les compétences du
personnel (formations, évaluations et qualifications), (iii) de gérer le matériel et ses maintenances. Ce logiciel permet
également de tracer les éveénements indésirables (non-conformités ou réclamations) et de suivre les actions
d’amélioration mises en place (plans d’actions, audits, revues, objectifs...). Chaque personne du laboratoire a acces
a ce logiciel et peut par ce biais s'impliquer dans la démarche qualité a différents niveaux.

Avancement de la démarche qualité

Concernant I'accréditation des analyses de biologie médicale, I'objectif est d’accréditer 'ensemble des activités
du CNR en 2023/2024. L'ensemble des activités font I'objet annuellement d’une revue au cours de laquelle I'atteinte
des objectifs et le suivi des indicateurs qualité sont exposés et les axes d’amélioration pour I'année suivante sont
décidés. L'avancement du plan d’action pour I'accréditation est suivi régulierement lors de réunions qualité avec
I'ensemble du personnel.

Le CNR des Staphylocoques a validé son accréditation a la suite de son déménagement en janvier 2017
sachant que I'audit interne LBMMS effectué en mars 2017 n'a relevé aucun écart et souligné la bonne gestion des
risques lors du déménagement. La détection des génes codant les facteurs de virulence et de résistance est désormais
accréditée. Le dossier de validation de méthode du NGS a été déposé en ajout en mai 2022 et est donc accrédité. En
2023/2024, plusieurs ajouts devraient étre déposés a I'accréditation :

- latechnique Sensititre® pour la réalisation des antibiogrammes devrait étre déposée fin 2023 conjointement avec
le plateau de microbiologie 24/24 qui réalise également cette technique ;

- le dossier de validation de méthode des puces a ADN sera déposeé en ajout au premier semestre 2024.

Ainsi, le CNR sera ainsi accrédité pour les techniques courantes utilisées au CNR et poursuivra I'accréditation
des techniques en développement en cours de mandat qui pourraient rentrer dans la routine du CNR.

Controéles qualité

Le CNR participe a plusieurs contréles qualités européens réguliers dédiés aux activités spécialisées des
laboratoires de référence des Staphylocoques.

CQE Européen de ’'ESGS

Le groupe ESGS (ESCMID Study Group on Staphylococci and Staphylococcal Infections) organise depuis 2014 un
controle de qualité externe (CQE) destiné principalement aux Centres Nationaux de Référence d’Europe qui sont
confrontés a I'analyse et a la caractérisation d’'un grand nombre de souches de Staphylococcus aureus.

L'objectif de ce CQE est d'évaluer la capacité des laboratoires a effectuer l'identification, la détection de la résistance
aux antibiotiques, la détermination du profil toxinique et le typage de souches de staphylocoques en utilisant leurs
propres techniques phénotypiques et génotypiques.

En 2023, le panel comprenait :
- identification (Maldi-Tof et/ou méthodes génotypiques)
- antibiogramme




- Detection des génes de résistance : mecA, mecC, mupA, cfr, tetK, tetM, ermA, ermC, aph3, aadD, aac(6)-
aph(2”)

- détection des génes de toxines : PVL, TSST-1, entérotoxines A, B, C, D, E, H, K, Q, Exfoliatines A, B, D

- spa typing et MLST (ou séquengage génome complet MLST)

- typage de la cassette SCCmec et détermination ACME

Le bilan des deux premiers CQE (2014 et 2016) organisés par le laboratoire de référence de Belgique (Bruxelles
— Pr Olivier Denis) a fait I'objet d’'une publication? .

Pour la 7éme année consécutive, le CNR frangais a organisé le CQE en 2023. Dix-huit laboratoires incluant 13
pays y ont participé : Belgique (n=1), Danemark (n=2), Angleterre (n=1), France (n=1), Allemagne (n=2), Irlande (n=1),
ltalie (n=2), Norvége (n=1), Portugal (n=1), Roumanie (n=1), Ecosse (n=1), Espagne (n=1), Pays bas (n=1) et Suisse
(n=1). Par ailleurs un collégue australien nous a également demandé de participer a ce CQE.

Le CNR, bien qu’organisateur, a utilisé en interne ce CQE pour le maintien des compétences des techniciens
et biologistes du CNR.

Les résultats soumis par le CNR frangais ont été conformes aux résultats attendus.

A noter que depuis 2020 pour cet EQC, en sus des souches transmises pour caractérisation phénotypique et
moléculaire dans le cadre de I'accréditation, des fichiers FastQ de génomes de S. aureus ont été fournis pour analyse
bio-informatique et interprétation en termes de détection ou non d'un phénomeéne épidémique. Il s'agissait, en
s'affranchissant de la phase (et du colt) de la réalisation technique du séquencage, de tester la capacité des
laboratoires d’experts a exploiter cet outil et répondre aux objectifs de caractérisation des souches qui nous sont
adressées (résistance, virulence, lien de clonalité...).

EEQ CTCB

Depuis 2021, le CNR participe également au contréle de qualité frangais CTCB concernant deux essais : la
recherche de toxines (PVL, TSST-1 et exfoliatines A et B) et la recherche de résistance a la méticilline (phénotypique
et génotypique). Ce contrdle de qualité est réalisé sur 'ensemble de nos techniques 3 fois par an. En 2023, 'ensemble
des résultats du CNR ont été conformes aux résultats attendus.

2 Deplano A et al. European external quality assessments for identification, molecular typing, and characterization of Staphylococcus aureus. J
Antimicrob Chemother. 2018 Oct 1;73(10):2662-2666.




2. Annexe 2 : Capacités techniques du CNR

2.1 Liste des techniques de référence

Le CNR utilise désormais le séquengage de haut-débit (NGS) en routine au CNR avec pour objectif

I'amélioration des missions du CNR en ce qui concerne : (i) I'identification de souches, (ii) la recherche de facteurs de
virulence et de résistance (iii) la recherche de liens de clonalité, a I'échelle de la microévolution pour l'investigation de
cas groupés (iv) la surveillance avec une meilleure compréhension de I'histoire évolutive des clones présents sur le
territoire frangais. Le CNR utilise la plateforme GenEPII au sein des Hospices Civils de Lyon.
L'augmentation de l'activité de NGS s'est manifestée par une évolution de séquencage de maniére ponctuelle
(investigation d’'épidémies, analyse de phénotypes particuliers de virulence ou de résistance) a un séquengage
systématique depuis janvier 2020 des souches de S. aureus résistants a la méticilline ou productrices de toxine PVL
puis en systématique sur I'ensemble des souches regues au CNR (hors secteur résistance pour lequel le séquengage
est ciblé) a partir de janvier 2022.

2.1.1.Techniques d’identification

PCR agr (accréditée)

Le systéme agr (accessory gene regulator) est un régulateur global qui contréle I'expression de nombreux
facteurs de virulence de S. aureus. Sans étre un géne de ménage, ce systéme n'en est pas moins universel au sein
de I'espéce S. aureus et le polymorphisme observé, distinguant 4 alleles fortement enracinés dans la phylogénie de
I'espece, a permis de développer une PCR d’espece qui constitue le test diagnostic de base (avec la détection des
génes de résistance a l'oxacilline) pour toute souche arrivant au CNR.

PCR-séquengage du géne tuf pour I'identification d’espéce sur souche

Le séquencgage du gene tuf a été retenu, parmi plusieurs approches moléculaires de type PCR-séquengage de
génes tels que 'ADNr16S, hsp60, sodA, rpoB, gap, comme méthode d’identification des espéces de staphylocoques
non-aureus pour son bon pouvoir discriminant. L'amplification-séquengage du géne fuf s'est substituée aux multiples
techniques conventionnelles (tests biochimiques) et moléculaires longues, fastidieuses et d'interprétation parfois
délicate pour l'identification des staphylocoques. Cette technique est maintenant utilisée au CNR pour toutes les
identifications non concluantes de souches par la technique du Maldi-Tof (insuffisance de la base de données) ou lors
de résultats atypiques ou aberrants obtenus au cours de la caractérisation compléte des souches.

Identification a I'espéce des staphylocoques par spectrométrie de masse MALDI-TOF (accréditée)

Depuis 2011, le CNR utilise la technique par spectrométrie de masse MALDI-TOF (VITEK MS TM version 2.0)
pour l'identification des souches de staphylocoques regues principalement des staphylocoques a coagulase négative
et des souches de S.aureus présentant des caractéres « atypiques » ou discordants par les techniques
conventionnelles.

Identification de lignées proches de I'espéce S. aureus

Les puces a ADN (S. aureus genotyping kit 2.0 — Alere technologies) bien qu’étant essentiellement utilisées
dans le cadre d’'une caractérisation des facteurs de virulence nous ont également permis d'identifier des 2011 des
souches appartenant a la lignée Staphylococcus argenteus. Cette nouvelle espéce ou lignée S. argenteus, isolée
d'infections humaines et animales, est assimilée au groupe S. aureus dont elle représente la plus proche lignée
phylogénétique connue (séquence de rRNA 16S similaire et similitude de nombreux caractéres phénotypiques tels




que la production de certains facteurs de virulence comme la coagulase). Les souches appartenant a cette lignée sont
identifiées S. aureus par certaines techniques de Maldi-tof selon les bases de données actuellement commercialisées.
Seules les techniques de séquengage (génome complet) ou les puces a ADN permettent d'identifier correctement les
souches appartenant a cette espéce. La base de données actuelle utilisée pour l'interprétation des séquences du géne
tuf (BIBI) n’a pas encore été mise a jour pour la reconnaissance nominative de cette espéce ; cependant lors de
I'alignement de la séquence du gene tuf de nos souches de S. argenteus dans Genebank, la plus forte homologie est
observée avec la séquence correspondant au géne tuf de la souche MSHR1132, souche type de S. argenteus dont le
génome entier a été séquencé. Les puces a ADN et le séquengage reconnaissent également I'espéce S. schweitzeri,
récemment décrite qui est également proche phylogénétiquement de S. aureus et S. argenteus mais isolée
principalement chez les primates non humains en Afrique. Aucune souche appartenant a cette espéce n'a été regue
au CNR depuis sa description. Depuis janvier 2022, la technique de référence utilisée est le séquengage génome
complet.

2.1.2.Techniques de caractérisation de la virulence

Recherche globale des entérotoxines A-E directement dans les prélevements cliniques

Le CNR dispose du kit RIDASCREEN® SET Total (R-Biopharm) qui permet la détection globale par technique
immunoenzymatique de type sandwich des entérotoxines SEA, SEB, SEC, SED et SEE de S. aureus. En cas
d'intoxication alimentaire, la présence globale de ces entérotoxines est recherchée par le CNR dans les produits de
vomissements des patients ou les liquides gastriques et digestifs autopsiques a I'aide d’une procédure développée
avec l'aide du Laboratoire de sécurité des aliments de Maisons-Alfort (ANSES). Il faut néanmoins noter que ces
recherches sont parfois rendues impossibles en raison du pH trop acide du prélévement et/ou des volumes de
prélévement requis (>10mL) qui ne sont pas toujours disponibles.

PCR toxine simplex (accréditée)

En cas de résultat(s) douteux avec les résultats de séquengage ou de puce a ADN pour un des génes codant
les toxines staphylococciques, le CNR a maintenu en technique de recours des PCR simplex avec révélation en gel
pour les génes des principales toxines (sea, seb, sec, sed, sel, sem, seo, sep, seq, ser, eta, etb, etd, tst, lukSF-PV).

PCR toxine PVL en urgence sur souche (accréditée)

La détection rapide des souches de S. aureus productrices de PVL constitue un élément essentiel pour
optimiser la prise en charge des patients notamment en cas de suspicion de pneumopathie nécrosante. La mise a
disposition d’'un tel outil peut permettre une confirmation rapide du diagnostic et la mise en place de thérapeutique
ciblée (antibiotiques « anti-toxiniques », immunoglobulines, ECMO) ou a l'inverse une exclusion du diagnostic
permettant I'exploration d’autres hypothéses cliniques. Une technique d’amplification génique par PCR en temps réel
des génes codant la leucocidine de Panton Valentine a été mise en place au CNR a partir des souches. La technique
utilise une extraction manuelle et des amorces spécifiques permettant d’amplifier sur LightCycler 2.0 (Roche
Diagnostic) un fragment d’ADN du géne lukSF-PV avec révélation par incorporation de SYBR GREEN. Le résultat est
disponible en 3 heures et peut étre transmis immédiatement au laboratoire prescripteur.

PCR toxines multiplex sur souche (accréditée)

La détection des génes codant les toxines staphylococciques par PCR multiplex avec révélation en gel a été
utilisées depuis des années au CNR. Elle est conservée en technique de recours en cas de probleme sur le NGS et
des puces a ADN et permet de détecter 'ensemble des toxines recherchées au CNR.




Puces a ADN (ajout a I'accréditation prévu premier semestre 2024)

Jusqu'en janvier 2020, le test S. aureus genotyping kit 2.0 (Alere technologies) permettant de détecter 336
génes ou alléles de génes était utilisé au CNR pour remplacer I'ensemble des techniques de PCR simplex, duplex ou
triplex utilisées auparavant par le CNR pour la caractérisation des facteurs de virulence, des génes de résistance ainsi
que pour le typage des souches (agr, SCCmec, ...). Dans le domaine des facteurs de virulence, la puce assure la
détection : (i) de 'ensemble des toxines staphylococciques connues a ce jour ainsi que de certains variants ; (i) de 62
adhésines ou variants d'adhésines, (iii) de génes impliqués dans la formation de la capsule et du biofilm, (iv) de génes
codant les protéases et autres facteurs de virulence (auréolysine, exfoliatine, ACME, ...), (v) de génes régulateurs
(agr, saeR/S, vraR/S, sarA). Lutilisation de cet outil moléculaire sur toutes les souches regues au CNR est sans
équivalent en Europe et a permis au CNR d’assurer une caractérisation extensive des facteurs de virulence des
différents clones circulants en France et une exploration des supports moléculaires des différentes formes cliniques
d'infection staphylococcique. Cet outil permet aussi d’analyser les génes de résistance aux antibiotiques et d'assurer
un assignement de la souche testée aux clones SASM ou SARM reliés génétiquement. Cette technologie a
malheureusement été arrétée en 2020 en raison de l'interruption de fabrication des réactifs par I'industriel mais le kit
Inter-Array Genotyping Kit S. aureus de fzmb Gmb, basé sur la méme technologie, a été évalué positivement et un
dossier d’ajout sera déposé dernier semestre 2023. L'ensemble du protocole permet de disposer rapidement d’'une
cartographie génétique simplifiée de chaque souche testée et permet donc de répondre dans I'urgence dans le cadre
d’'une l'alerte.

Analyse protéomique

Dans le cadre du RHU-IDBIORIV porté par F. Vandenesch en collaboration avec I'Institut des Sciences
Analytiques de Lyon UMR CNRS 5280 (Jérome Lemoine), le CNR a développé une méthode de protéomique haut
débit ciblant les principaux facteurs de virulence et régulateurs globaux en vue de déterminer I'expression de ces
facteurs dans les souches cliniques. A terme, cette approche permettra de sélectionner de nouveaux biomarqueurs et
de développer éventuellement des tests rapides d'identification des pathovars. Les premiers résultats issus de
I'analyse de 300 souches de bactériémies, de pneumonies communautaires et de dermohypodermites nécrosantes
révelent une trés grande variabilité des niveaux d’expression des facteurs de virulence, aussi bien ceux du génome
cceur que ceux codés dans le génome accessoire.

2.1.3.Techniques immunologiques de diagnostic indirect

Sérologies TSST-1 et PVL

Le CNR a développé depuis 2011 deux techniques sérologiques pour l'aide au diagnostic et au suivi des
pathologies associées a la leucocidine de Panton Valentine (PVL) et a la toxine du choc toxique staphylococcique
(TSST-1). La PVL est associée a des infections suppuratives séveéres, dont la pneumonie nécrosante, et la TSST-1 au
choc toxique staphylococcique menstruel (MTSS), chez la femme jeune ne possédant pas d’anticorps neutralisants
contre cette toxine, et au choc toxique non menstruel (NMTSS).

Les anticorps sériques dirigés contre la PVL ou la TSST-1 sont quantifiés par méthode ELISA et comparés a
un calibrateur stable issu d’un pool de donneurs sains. Les seuils décisionnels et les performances analytiques de ces
méthodes ont été déterminés en comparant les taux d’'anticorps anti-PVL et anti-TSST-1 : (i) dans une population de
témoins sains (patients adultes donneurs de sang, n=200) ; (i) chez des patients présentant une infection a S. aureus
PVL-positif (n=24) ; et (i) chez des patientes présentant un MTSS (n=6). Les taux d’anticorps ont été exprimés en
unités arbitraires (UA/mL), 1000 UA/mL représentant le taux observé pour des immunoglobulines humaines
polyclonales (Tégéline®) a 12,5 g/L.

Sérologie PVL. Les taux moyens d'anticorps anti-PVL chez les témoins et les patients infectés a S. aureus PVL-positif
étaient respectivement de 1534 UA/mL et 40873 UA/mL. La courbe ROC et l'indice de Youden ont permis de définir
un seuil décisionnel (>4900 UA/mL) permettant le diagnostic rétrospectif d'infection a S. aureus PVL-positif avec une




sensibilité et une spécificité supérieures a 90% dans la population francaise. |l existe cependant des réactions croisées
avec la gamma-hémolysine de S. aureus, HigC.

Sérologie TSST-1. Le taux moyen d'anticorps anti-TSST-1 chez les témoins était de 1282 UA/mL. Un taux de 0 UA/mL
était retrouvé chez 100 % des patientes ayant présenté un MTSS, contre seulement 5 % des témoins (n=10 sur 200),
et 9,4% des femmes de 18 a 40 ans (n=5 sur 53). Face a une clinique évocatrice, 'absence d'anticorps anti-TSST-1 a
la phase aigiie du choc est donc en faveur du diagnostic de MTSS (sensibilité 80%, spécificité 90%).

Si lisolement des souches de S. aureus responsables des signes cliniques doit demeurer un objectif prioritaire,
nous avons montré que ces deux sérologies constituent des outils rétrospectifs pouvant concourir au diagnostic de
certaines infections toxiniques staphylococciques. Elles sont contributives lorsqu'un diagnostic direct est impossible
(notamment lors de traitement antibiotique précoce ayant pu négativer les prélévements bactériologiques ou de
prélévements bactériologiques non réalisés lors de la phase aigtie de I'infection), ainsi que pour estimer le risque de
récidive de MTSS en cas de persistance d’une séronégativité.

La sérologie PVL peut présenter un intérét dans les pneumopathies nécrosantes non documentées, méme si
la cinétique de séroconversion est encore mal connue. Dans le cas de la sérologie TSST-1, 'absence d’anticorps a la
phase aigiie du choc en période menstruelle est en faveur d'un choc toxique staphylococcique ; le suivi sérologique
permet d’observer une absence de séroconversion chez la majorité des patientes. Or, la persistance d’un taux négatif
a distance de I'épisode de choc est associée a un risque accru de récidive et conduit donc a conseiller aux femmes
concernées de s'abstenir d'utiliser des tampons vaginaux ou des coupes menstruelles.

Une sérologie alpha-toxine a également été mise en place : il s'agit d’'une sérologie contréle. L'alpha-toxine est une
toxine quasi-constante chez S. aureus (codée dans le core-genome). Toute la population générale étant exposée a
des souches de S. aureus, des anticorps anti-alpha-toxine sont présents systématiquement chez tous les patients.

Dans tous les cas, pour que la sérologie soit interprétable, il convient, dans la mesure du possible, de nous
envoyer un sérum précoce (au moment du début des symptémes) puis un sérum tardif (au moins 3-4 semaines
apres le début des symptémes) afin de pouvoir objectiver une séroconversion ou une absence de séroconversion.

2.1.4.Techniques de typage (marqueurs épidémiologiques)

La caractérisation des liens de clonalité entre souches de S. aureus nécessite I'utilisation d’'une ou de plusieurs
méthodes de typage infraspécifique. Différentes approches ont été développées au CNR afin d'analyser le fond
génétique des isolats cliniques et le cas échéant de les rattacher a certains clones épidémiques, endémiques ou
pandémiques.

Identification des groupes agr (accréditée)

Le systeme agr (accessory gene regulator) est un régulateur global qui contrble I'expression de nombreux
facteurs de virulence de S. aureus. Un polymorphisme dans la séquence en aa du récepteur (AgrC) et de
l'autoinducteur (AIP dérivé d’AgrD) permet de définir quatre alléles agr sur la base d’'une PCR multiplex emboitée
développée par le CNR. La divergence des alleles agr est un événement évolutif ancien qui permet de séparer I'espéce
S. aureus en quatre fonds génétiques distincts : agr 1, 2, 3 et 4. Cette PCR qui permet en outre de confirmer
I'appartenance de la souche a I'espéce S. aureus représente le test de base (avec la PCR mecA/mecC) pour toutes
les souches lors de leur arrivée au CNR.

Caractérisation de la Cassette SCCmec
L'élément génétique mobile portant le géne mecA est appelé cassette SCCmec ou « Staphylococcal Cassette
Chromosome mec ». Il existe plusieurs types de cassette dont la structure et la taille varient. Elles sont toutes formées




de deux éléments essentiels : le complexe mec et les génes codant les recombinases. Le complexe mec est composé
du géne mecA, des éléments de régulation mecl et mecR1. Des variations ont été détectées, notamment des délétions
ou des insertions partielles dans les génes de régulation de mecA, donnant naissance a cinq types de complexes
mec : classe A, B, C, D et E. Les genes codant les recombinases, responsables de l'intégration et de I'excision de la
cassette forment eux le complexe ccr. Il est impliqué dans l'intégration au niveau d'un site spécifique des cassettes
SCCmec, I'extrémité 3' du géne codant pour la méthyltransférase H de la grand sous-unité ribosomale. Différents types
ont été caractérisés : ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4, cerC1, ccrC2, ccrA1B6 et ccrA1B3. La combinaison des cing
classes de complexe mec, des huit types de recombinases et différents types de jonction J1 (région entre ccr et la
partie droite du chromosome), J2 (entre mec et ccr) et J3 (entre orfX et mec, contenant de nombreux genes et
pseudogénes) permet de définir a ce jour 14 types de cassettes SCCmec différentes. Le CNR dispose d'outils de PCR
assurant la détection rapide des différents complexes mec et ccr (PCR-M1 et PCR-M2 de Kondo). Cette approche est
désormais remplacée par le NGS.

Technique de MLST

Elle consiste en un séquengage de 7 genes d’environ 500pb impliqués dans le métabolisme cellulaire de base
et conservés au sein de I'espéce S. aureus (genes dits de « ménage »). Pour chacun des 7 génes, chaque séquence
différente représente un alléle auquel un numéro arbitraire est attribué par la base de données MLST (multilocus
sequence type) (https://www.mist.net/) quelle que soit I'origine de la différence, mutation ponctuelle ou large
recombinaison. Chaque isolat est désigné par la combinaison de sept chiffres formant ainsi le « Sequence Type » ou
ST ou profil allélique. Deux isolats présentant au moins 5 alléles identiques sont considérés comme génétiquement
relié entre eux et peuvent étre alors regroupés au sein d’'une méme unité : le complexe clonal (CC). Chaque CC est
désigné par le numéro du ST considéré comme I'ancétre a I'aide du logiciel eBURST® permettant de définir des
familles. Cette technique, appliquée a partir de I'an 2000 a 'espece S. aureus présente de nombreux avantages : une
excellente corrélation avec le PFGE, une excellente reproductibilité, des données facilement comparables car basées
sur des séquences génomiques et un échange aisé des données grace a une base de données accessible par internet
et continuellement actualisée. Enfin, cette technique permet la réalisation de modeles d’évolution, permettant de
comprendre I'apparition temporelle des clones de S. aureus. Sa nomenclature continuera vraisemblablement de
perdurer quand le séquengage de génome entier (qui donne lui-méme accés a la séquence de ces génes de ménage)
aura progressivement remplacé les autres techniques.

Technique de spa-type

Cette technique est basée sur le séquengage de la région polymorphique de la protéine A (codée par le géne
spa) qui, bien que basée sur le polymorphisme de ce seul géne (délétions, insertions, duplications, mutations
ponctuelles), est un bon reflet du fond génétique d’'un isolat. A chaque variation tant de la séquence que du nombre
des répétitions de 21 paires de bases de cette région variable de la protéine A, un numéro arbitraire est attribué a
I'aide du serveur « RidomStaph Type Software » (http://www.spaserver.ridom.de/). L'utilisation d’'un tel outil permet de
collecter et d’harmoniser I'ensemble des données. De plus, les séquences saisies sont automatiquement controlées
permettant un haut niveau de qualité. Cette technique génére alors des « spa types » (par exemple t004), que le
logiciel regroupera au sein de « spa-CC » ou complexes clonaux « spa », contenant des « types spa » proches. Cette
technique apparait comme plus discriminante que la MLST et de réalisation plus facile et moins colteuse, car ne
nécessitant le séquengage que d'un seul géne. Elle reste donc utilisée au CNR en routine. Cependant, cette méthode
est depuis janvier 2022 remplacée par le séquencage de génome entier.

L’électrophorése en champ pulsé (PFGE)

Cette technique historique est utilisée lors de l'investigation d’épidémies ayant des fenétres temporelles et
spatiales étroites, car c’est une des techniques la plus discriminante a I'exception du séquengage génome entier.
L'ensemble des résultats analysés a I'aide du logiciel BioNumerics® permet de grouper les populations bactériennes
selon leurs caractéristiques et de les rattacher aux grands groupes évolutifs notamment pour les souches de S. aureus




résistantes a la méticilline. Cette technique était surtout utilisée pour le typage de souches de staphylocoques
non aureus, especes pour lesquelles les techniques de spa-typing, MLST aureus, puces a ADN ne sont pas utilisables.
Cette approche est désormais remplacée par le NGS.

Puces a ADN (accréditation ajout premier semestre 2024)

En plus de son apport dans la caractérisation de la virulence et de la résistance, cette technologie apporte aussi
une solution innovante au probléme de I'identification et du typage de Staphylococcus aureus. En effet pour une souche
clinique donnée la comparaison de I'ensemble des informations génétiques recueillies grace a la puce avec la base
de données implémentées sur I'automate (et mise a jour réguliérement), permet d’assigner chaque souche testée a
un clone de SARM ou SASM. Les puces a ADN permettent donc a la fois de connaitre rapidement et en temps réel :
(i) @ I'échelle individuelle : la nature du clone impliqué dans la forme clinique rapportée par le prescripteur pour le
patient concerné, (i) a I'échelle collective : la nature des clones circulants en France qui sont adressés au laboratoire.
Ces informations permettent donc un suivi de I'épidémiologie a I'échelle locale, régionale ou nationale et
éventuellement une alerte rapide en cas d’apparition de nouveaux clones.

2.1.5.Techniques de séquencage (accréditées - ajout mai 2022)

Le CNR utilise désormais le séquengage de haut-débit (NGS) en routine au CNR avec pour objectif
I'amélioration des missions du CNR en ce qui concerne : (i) I'identification de souches, (ii) la recherche de facteurs de
virulence et de résistance (iii) la recherche de liens de clonalité, a I'échelle de la microévolution pour l'investigation de
cas groupés et (iv) la surveillance avec une meilleure compréhension de I'histoire évolutive des clones présents sur le
territoire frangais. Le CNR utilise la plateforme GenEPII au sein des Hospices Civils de Lyon.

Entre 2017 et 2021, 'augmentation de I'activité de NGS s’est manifestée par une évolution de séquengage de
maniere ponctuelle (investigation d’épidémies, analyse de phénotypes particuliers de virulence ou de résistance) en
2017 a un séquencage systématique depuis janvier 2020 des souches de S. aureus résistantes a la méticilline ou
productrices de toxine PVL puis en systématique sur 'ensemble des souches regues au CNR (hors secteur résistance
pour lequel le séquengage est ciblé) a partir d’avril 2021. L'objectif principal était de remplacer a partir de janvier 2022
la technique de détection des facteurs de virulence fastidieuse (PCR multiplex, technique implémentée en 2020 a
l'arrét de fabrication des puces a ADN utilisées depuis une dizaine d'années au CNR pour ces analyses). Ce
séquencage systématique permet également une surveillance épidémiologique plus résolutive. En accord avec cette
évolution, le CNR a effectué en 2022 la demande d'ajout pour I'accréditation de cette technique pour S. aureus
(technologie lllumina) et est désormais accrédité pour cette technique.

L'importante montée en charge des activités de séquengage de souches de staphylocoques par le CNR entre
2017 et 2022 a été permise tout d’abord par 'augmentation du nombre de séquenceurs lllumina au sein de la
plateforme commune des HCL et leur accessibilité pour le CNR. En 2017, un séquenceur Miseq a été acquis par la
plateforme NGS partagé avec des équipes de génétique humaine du groupement hospitalier Est des HCL et en 2020-
2021, dans le contexte de la pandémie SARS-CoV2, des séquenceurs NextSeq 550, Novaseq 6000 et GridION ont
été attribués a la plateforme NGS GenEPII dédiés aux analyses de microbiologie au groupement hospitalier Nord. Par
ailleurs, des protocoles de miniaturisation et d’automatisation de la préparation des banques d’ADN pour le
séquengage ont été développés. Si le nombre de séquenceurs a permis I'accés a des séquengages (runs) plus
fréquents, la miniaturisation, a permis de réduire les colts du séquengage et rendre possible l'utilisation du
séquengage NGS comme technique de premier choix pour la caractérisation des souches S. aureus.

Le séquencage systématique est réalisé en technologie lllumina (300 cycles en pair-end) et le séquengage
avec la technologie Oxford Nanopore, produisant des reads plus longs, est utilisé en complément pour réaliser la
fermeture de génomes et/ou plasmides pour des besoins d’expertise spécifiques.

En parallele de cette évolution technique, nous avons aussi développé depuis 2017 différents pipelines
d’analyses bio-informatiques pour répondre aux différentes applications du séquengage génome entier des souches
de staphylocoques. Un « pipeline maison » construit avec des outils exclusivement « open-source » et lancés en ligne




de commande permet de réaliser les différentes analyses décrites ci-dessous. Par ailleurs, en 2021, des modules
d’analyses bio-informatiques proposés par le logiciel commercial BioNumerics® ont été implémentés pour la détection
des génes de virulence de S. aureus afin de rendre le traitement des données de séquengage accessible a 'ensemble
des biologistes et techniciens du CNR sans besoin de formation avancée en bio-informatique.

Identification de souches de staphylocoques

En cas de difficultés d'identification malgré le recours aux techniques de routine citées précédemment, le
séquengage génome entier de la souche de staphylocoque peut étre utilisé. L'identification est alors réalisée a partir
des reads en utilisant l'outil Kraken et des bases de données métagénomiques précompilées pour cet outil.
Brievement, chaque read est décomposé en plusieurs k-mers (mot de taille k) et tous les k-mers d’une séquence vont
étre mappés sur des génomes de référence dans la base de données. Lidentification de I'espéece est faite par biais de
la classification taxonomique des k-mers. La détection de potentielles contaminations est réalisée par cette approche.

Analyse de la virulence de S. aureus

La recherche des génes codant pour des facteurs de virulence tels que les toxines staphylococciques,
exfoliatines et génes codant pour la leucocidine de Panton-Valentine (PVL) est réalisée par approche de « BLAST »
du génome assemblé versus une base de données publique de facteurs de virulence de S. aureus, VirulenceFinder?,
implémentée dans la suite BioNumerics®.

Typage MLST

Le typage des souches de staphylocoques, basé sur la technique MLST, est aussi possible en utilisant des
données de NGS. Ceci est réalisé par un scan des génomes assemblés versus des schémas de référence de
combinaisons dalléles disponibles sur des bases publiques (PubMLST pour 7 espéces de staphylocoques en 2021 -
https://pubmist.org/ et https:/bigsdb.pasteur.fr/staphlugdunensis/ pour S. lugdunensis). L'ensemble de ces 8 bases de
données PubMLST est installé localement au CNR et mis a jour réguliérement pour typer les souches passées en
NGS.

Détermination de liens de clonalité — surveillance épidémiologique

L'expertise du CNR pour les analyses de clonalité et de surveillance épidémiologique s'est nettement renforcée
ces derniéres années grace a 'augmentation importante des capacités de séquencage et de I'enrichissement de nos
bases de données de génomes de staphylocoques. En effet, en raison de la circulation de grands clones de SARM et
de SASM, la différenciation de souches au sein de ces clones peut s'avérer délicate. Le séquencgage est la technique
la plus résolutive permettant la comparaison de souches d'un méme fond génétique (complexe clonal) en calculant
des distances génétiques (nombre de SNPs) entre les génomes permettant d’affirmer ou d’infirmer des évenements
de transmission dans un contexte épidémique, le caractére endémique au niveau national de certains clones dans le
cadre de la surveillance épidémiologique.

Les analyses pour la recherche de lien de clonalité sont réalisées en utilisant les reads nettoyés (séquences
résultant du séquengage lllumina aprés suppression des adaptateurs et indexes) et un génome de référence.
Préalablement, les souches a comparer sont assemblées et typées (MLST et élément SCCmec) pour vérifier
I'appartenance au méme fond génétique. Toutes les souches ayant le méme fond génétique sont comparées en
choisissant la souche plus ancienne comme génome de référence pour I'alignement des reads. L'alignement des reads
et I'appel de variants sont réalisés en utilisant le logiciel Snippy (https://github.com/tseemann/snippy). Ceci permet
d’extraire un alignement des SNP des régions génomiques conservées entre I'ensemble des souches comparées,
c.a.d., les SNP du « core-genome ». Une matrice de distances entre chaque paire de souches (« pairwise distance
matrix ») et un arbre phylogénétique sont calculés a partir de cet alignement. Sont ensuite utilisés : i) la distance entre
les souches, ii) la structure de la phylogénie et iii) I'horloge moléculaire (pour les comparaisons de souches de S.
aureus) pour évaluer le potentiel lien de clonalité entre les souches.

23 Joensen KG et al. Real-time whole-genome sequencing for routine typing, surveillance, and outbreak detection of verotoxigenic Escherichia
coli. J Clin Microbiol. 2014 May;52(5):1501-10.




Analyse du résistome et typage de la résistance a la méticilline

La détection de 'ensemble des génes connus comme codant pour une résistance aux antibiotiques est réalisé
par une approche de « BLAST » du génome assemblé versus une base de données publique dédiée aux résistances,
ResFinder?, implémentée dans la suite BioNumerics®. En complément du typage MLST, la caractérisation de I'élément
mobile SCCmec, porteur du géne mec conférant la résistance a la méticilline, est importante pour le typage des clones
de SARM. Elle est réalisée par une approche similaire de BLASTN des génomes assemblés contre 3 bases de
données publiques installées localement de I'outil SCCmecFinder?. Elles comprennent : i) les différents alléles de
recombinases, les différents alléles des 1IS1272 et les différents alléles des génes composant le complexe mec (mecA
ou mecC, mecR et mecl), ii) une base de données codant pour les différentes insertions des 1S341 et iii) une base de
données composée des éléments SCCmec | a XlIl complets.

2.1.6.Techniques d’analyse de la résistance aux antibiotiques et détection des nouveaux
génotypes

Détection des génes mecA/mecC de résistance a la méticilline (accréditée)
Les génes mecAlmecC sont recherchés par PCR multiplex maison pour les souches de S. aureus et
staphylocoques a coagulase négative. Cette technique est effectuée sur toutes les souches regues au CNR.

Détection immunochromatographique de la PLP2a

Le test PBP2a SA Culture Colony Test (Abbott) est disponible au CNR pour la recherche sur souche de
I'expression de la protéine codée par le géne mecA, la PLP2a chez S. aureus. Ce test a remplacé les tests
d’agglutination latex moins performants et moins faciles d'utilisation.

Détection de la résistance aux glycopeptides

Pour ce qui concerne la détermination de la CMI en milieu liquide selon les recommandations EUCAST/CA-
SFM, le CNR utilisait depuis 2017 le test UMIC Vancomycine-Teicoplanine (Biocentric). Ce test a été remplacé par la
technique Sensititre début mai 2021. Depuis cette date, le CNR dispose d’une plaque de CMI en microdilution pour la
plupart des antibiotiques antistaphylococciques d'intérét, designée a fagon pour I'usage du CNR et fabriquée par
ThermoFisher. Cette plaque contient notamment une gamme de vancomycine (0,5 a 8 mg/L) et une gamme de
teicoplanine (0,5 a 8 mg/L). Cette plaque est utilisée selon le méme principe que le test UMIC : réalisation d’un inoculum
a 0,5 McF dans de I'eau stérile, dilution au 1/367 dans un bouillon Mueller Hinton, distribution de 50 pL de la suspension
diluée par puits de la plaque qui est ensuite recouverte d’'un film autocollant et incubée 24h a 36°C. La lecture de la
plaque est réalisée de maniére semi-automatisée grace a un lecteur prenant une photo de la plaque.

La recherche de sensibilité diminuée aux glycopeptides chez S. aureus est réalisée lorsque les CMI en
microdilution sont > 1 mg/L pour la vancomycine et/ou pour la teicoplanine, par un test de dépistage utilisant la
technique des macrobandelettes (inoculum de 2 McF, bandelettes en gradient vancomycine et teicoplanine déposées
sur gélose coeur-cervelle, incubation 48h). Le dépistage est positif lorsque la valeur obtenue est = 12 mg/L pour la
teicoplanine seule ou = 8 mg/L pour vancomycine et teicoplanine.

En cas de dépistage positif ou douteux, la confirmation définitive repose sur une analyse de population selon
la technique d’Hiramatsu sur gélose cceur-cervelle contenant 1, 2, 3 4, 5 et 6 mg/L de vancomycine avec comparaison
a la souche hGISA de référence, Mu3.

24 Bortolaia V et al. ResFinder 4.0 for predictions of phenotypes from genotypes. J Antimicrob Chemother. 2020 Dec 1;75(12):3491-3500.
25 Kaya H et al. SCCmecFinder, a Web-Based Tool for Typing of Staphylococcal Cassette Chromosome mec in Staphylococcus aureus Using
Whole-Genome Sequence Data. mSphere. 2018 Feb 14;3(1):e00612-17.




Le CNR est également en mesure de détecter d’éventuelles souches de S. aureus porteuses des génes vanA/B.
Ce mécanisme de résistance a été décrit chez moins d’'une vingtaine de souches de S. aureus a travers le monde et
ces souches ne présentaient pas de caractére épidémiogéne (en raison du codt tres élevé en termes de fitness de ce
type de résistance chez S. aureus). Méme si I'émergence de telles souches et leur dissémination en France est peu
probable, ce phénoméne constituerait un probleme majeur de santé publique. Dans son réle de surveillance continue
des résistances, le CNR dispose donc des outils pour dépister ces souches via une mesure de la CMI vancomycine
et teicoplanine (le géne vanA conférant un haut niveau de résistance contrairement aux souches de sensibilité
diminuée) puis pour détecter ces génes, auparavant grace aux puces a ADN qui comportaient des spots dédiés a la
détection des génes vanA, vanB, et vanZ, et actuellement par NGS. A ce jour, aucune souche de S. aureus portant ce
mécanisme de résistance n'a été identifiée en France.

Dans le cadre de son expertise sur la résistance aux antibiotiques, le CNR avait adressé un document de
synthése au CA-SFM concernant I'analyse de ses recommandations 2017. Le CNR avait notamment proposé une
simplification des recommandations sur la détermination de la sensibilité des staphylocoques dorés et blancs aux
glycopeptides. Le CA-SFM avait alors pris en compte I'ensemble des remarques et recommandations du CNR.

Détermination de la résistance au linézolide

Elle repose sur la détermination de la CMI du linézolide avec une incubation de 48h (par microdilution en
technique Sensititre ou par technique de bandelette en gradient type Etest) associée a la recherche des déterminants
génétiques qui aboutissent a la modification du site de liaison du linézolide au ribosome.

La résistance au linézolide étant le plus souvent associée a des mutations dans la séquence de 'ARNr 23S
(une vingtaine sont décrites jusqu’a présent) ou moins fréquemment dans les séquences codant les protéines
ribosomales L3 et L4 (plus d'une dizaine décrites), le CNR utilisait depuis plus de 10 ans une approche par PCR-
séquengage des régions d'intérét. Courant 2022, le CNR a mis au point une approche de NGS permettant de remplacer
ces techniques de PCR-séquengage par un pipeline assurant a la fois la recherche de mutations ponctuelles dans les
séquences codant '’ARNr 23S et les protéines ribosomales ; une validation de méthode a été réalisée sur plus d’'une
centaine de souches afin de vérifier la concordance des résultats obtenus par NGS vs. ceux obtenus précédemment
par PCR-séquengage.

La résistance au linézolide peut aussi étre liée a 'acquisition de genes de résistance transférables (cfr et ses
variants cfr(B) a (E), optrA, poxtA). Une PCR multiplex ciblant ces génes a également été développée au CNR et est
utilisée depuis début 2021 afin de détecter simultanément les génes cfr/cfr(B), optrA et poxtA (avant 2021, seul le géne
cfr était recherché systématiquement par une PCR spécifique). Les loci cfr et cfr(B) (décrit plus récemment en 2015),
présents généralement en position plasmidique, codent des méthylases modifiant 'ARN 23S a la position 2503. Il faut
noter que le premier S. aureus positif pour le géne cfr a été détecté en juillet 2015 et le premier S. aureus positif pour
le géne cfr(B) a été mis en évidence au CNR a I'été 2022 (souche isolée en 2017). La méthylation liée aux genes cfr
confére la résistance aux Phénicolés, Lincosamides, Oxazolidinones (linézolide seulement), Pleuromutilines et
Streptogramine A (phénotype PhLOPSa). Les loci optrA (décrit en 2015) et poxtA (décrit en 2018) en position
plasmidique codent pour des ABC-protéines qui agiraient par un mécanisme de protection ribosomale et sont retrouvés
majoritairement chez les entérocoques. Ces mécanismes (surtout cfr) conduisent a des faibles niveaux de résistance
au linézolide, sauf quand ils sont associés a des mutations ribosomales.

Toutes les souches de staphylocoques détectées résistantes au linézolide au CNR sont analysées par NGS, a
la fois pour rechercher les mutations ponctuelles dans les séquences codant 'ARNr 23S et les protéines ribosomales
comme indiqué précédemment, pour confirmer la présence des génes transférables de type cfricfr(B), poxtA et optrA
lorsque ceux-ci sont identifiés par PCR, mais également pour typer le fond génétique des souches ainsi que le support
des résistances transférables afin de mieux investiguer et surveiller les liens entre les souches résistantes au linézolide
et la diffusion de ces résistances, notamment en cas d'épidémies de souches de staphylocoques résistantes au
linézolide dans un service ou un hépital.




Détermination des CMI par microdilution en milieu liquide et par dilutions en milieu gélosé

Depuis mai 2021, le CNR réalise un antibiogramme par microdilution grace a une plaque a fagon Sensititre
(ThermoFisher) pour I'ensemble des souches de staphylocoques recues au CNR pour expertise de la résistance aux
antibiotiques. En effet, le CNR dispose actuellement d’'une plaque de CMI en microdilution pour la plupart des
antibiotiques antistaphylococciques d'intérét, designée a fagon pour l'usage du CNR et pouvant étre réguliérement
mise & jour a la suite des modifications des recommandations CA-SFM/EUCAST ou la commercialisation de nouveaux
antibiotiques. Cette plaque permet notamment de tester les marqueurs de la résistance a la méticilline (céfoxitine,
oxacilline), les céphalosporines anti-SARM (ceftaroline, ceftobiprole), les aminosides, les macrolides et apparentés,
les fluoroquinolones, les glycopeptides (vancomycine, teicoplanine), la daptomycine, la dalbavancine et les
oxazolidinones (linézolide, tédizolide). La lecture de la plaque est réalisée aprés 24h (ou 48h pour certains
antibiotiques) d'incubation a 36°C de maniére semi-automatisée grace a un lecteur prenant une photographie de la
plaque.

Le CNR dispose aussi des techniques d’antibiogramme classiques en milieu liquide (Vitek2, bioMérieux) et en
milieu solide (diffusion sur milieu gélosé par la méthode des disques ou des bandelettes en gradient), de plaques
Sensititre commerciales dédiées aux Gram positifs (FR1STENT permettant de tester la céfazoline, FDANDPF
permettant de tester 'oritavancine) ainsi que de I'ensemble des outils (réplicateur de Steers) et des personnels
techniques formés pour la réalisation des mesures de CMI par les méthodes standard de référence (dilutions en milieu
liquide, dilutions en milieu gélosé). Ces dernieres techniques sont utilisées lors des protocoles (ex : Etude endocardite ;
Etude I0A), lorsqu’un grand nombre de souches doit étre étudié, ou pour des vérifications de résultats obtenus par
des méthodes commerciales.

Détermination des nouveaux génotypes et résistome des souches de staphylocoques

Comme indiqué précédemment, le CNR dispose des techniques de séquengage lllumina et Nanopore afin de
déterminer le résistome des souches présentant des phénotypes de résistance particuliers. Ces techniques permettent
de rechercher dans le génome des souches I'ensemble des mécanismes de résistance déposés dans les bases
publiques (ex: ResFinder), mais également d'étudier précisément la séquence de certains éléments génétiques tels
que la cassette SCCmec codant la résistance a la méticilline pour détecter d'éventuels nouveaux types ou sous-types,
ou d'autres génes pouvant étre impliqués dans la résistance aux antibiotiques pour détecter des mutations ou encore
d'identifier de nouveaux éléments génétiques associés a la résistance. Ces outils nous ont permis récemment
d'identifier un nouveau mécanisme de résistance aux oxazolidinones chez les staphylocoques : le géne c¢frB (jusque-
la décrit uniquement chez quelques souches d’entérocoques et de Clostridiales) présent sur un petit transposon de
3.7 kb chez deux souches différentes de SARM isolées chez deux patients atteints de mucoviscidose. Les résultats
ont été présentés en « Late Breaker Abstract » a 'TECCMID en avril 2022 et ont fait I'objet d’une publication?®.

2.2 Liste des techniques recommandées par le CNR

Dans le cadre de son expertise sur la résistance aux antibiotiques, le CNR avait adressé un document de
synthése au CA-SFM concernant I'analyse de ses recommandations 2017. Le CNR avait notamment proposé une
simplification des recommandations sur la détermination de la sensibilité des staphylocoques dorés et bancs aux
glycopeptides. Le CA-SFM avait alors pris en compte I'ensemble des remarques et recommandations du CNR.

26 Youenou B et al. Linezolid resistance: detection of the ¢fr(B) gene in French clinical MRSA strains. J Antimicrob Chemother. 2023 Feb
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