Centre National de Référence Sfaphy/acaccus aureus

Le Centre National de Référence S. aureus de I'Université Libre de Bruxelles assure les services suivants:

- Identification et antibiogramme de souches atypiques de staphylocoques par méthodes :

< Phénotypiques : profils protéiques (Maldi-TOF), tests biochimiques, concentrations minimales inhibitrices, phénotype

de sensibilité aux glycopeptides (études de population)

«  Génotypiques : détection des genes nuc (pour lidentification des S. aureus), mecA (codant pour la résistance a
I'oxacilline), mecC (variant du gene mecA), mupA (codant pour la résistance a la mupirocine), cfr (codant pour la résis-
tance au linezolide) et des genes de résistance aux macrolides-lincosamides-streptogramines (MLS), aux tétracyclines et
aux aminoglycosides.

- Détection des genes codant pour les toxines : exfoliatines A, B et D, leucocidine de Panton-Valentine (PVL), Toxic Shock
Syndrome Toxin (TSST-1) et entérotoxines.

- Typage moléculaire : macrorestriction génomique par électrophorése en champ pulsé (PFGE), multi-locus sequence ty-
ping (MLST), spa sequence typing et typage de la cassette chromosomique mec du staphylocoque (SCCmec), détermina-
tion du groupe agr, détermination de la présence du gene arcA, marqueur de I'llot de pathogénicité de I'arginine catabolic
mobile element (ACME).

Ces analyses sont réalisées a la demande des laboratoires pour des souches cliniques posant des probléemes diagnostiques
ou sur des collections de staphylocoques provenant d'enquétes épidémiologiques locales. Les formulaires de demande
d’analyses sont téléchargeables sur le site Internet du Centre de Référence - S. aureus a l'adresse suivante :
http://www.mrsa.be.

Le service de Microbiologie dont le Centre national De Référence — S. aureus est accrédité 1SO15189. La liste des analyses
accréditées est disponible dur le site Belac (http://economie.fgov.be/belac.jsp).

Caractérisation de souches cliniques atypiques de staphylocoques

En 2012, dans le cadre de demandes ponctuelles d’identification et d’antibiogramme, le laboratoire a caractérisé 187 souches
cliniques de staphylocoques. Aucune souche de MRSA de sensibilité diminuée aux glycopeptides (GISA) n'a été confirmée.
Parmi les 56 souches regues pour confirmation de la résistance a I'oxacilline, six souches (11%) de MRSA cryptique, c’est-a-
dire possédant le géne mecA et présentant une sensibilité phénotypique a I'oxacilline (CMI < 2 mg/l), ont été observées. Par
ailleurs, quatre (7%) souches résistantes a I'oxacilline (CMI > 2 mg/l) mais ne possédant pas le géne mecA, ont été détectées.
Le variant du géne mecA (mecC, anciennement mecA cazs1) a été détecté dans ces 4 souches. Ces souches sont difficilement
détectables par les techniques utilisées dans les laboratoires de routine, en particulier les PCRs conventionnelles. La résis-
tance a la mupirocine a été analysée par détermination de la CMI et par PCR pour 19 souches, parmi lesquelles 9 (47%) mon-
traient un haut niveau de résistance a la mupirocine (CMI> 524 mg/l) et la présence du géne mupA.

Recherche de toxines et caractérisation des souches d’acquisition communautaire

En 2012, 281 souches de S. aureus, dont 184 MRSA et 97 MSSA ont été envoyées au laboratoire de référence pour la re-
cherche de toxines (Figure 1).

Nonante (49%) souches de MRSA portaient les genes lukS-lukF codant pour la leucocidine de Panton-Valentine (PVL). Les
souches ont été essentiellement isolées de lésions cutanées, en particulier d’abcés cutanés, de tissus mous ou de furoncles
(n=48) mais également de liquide profond (n=11) et frottis de dépistage (n=8). Par typage moléculaire, la majorité (72%) des
souches de MRSA PVL positive appartenait a 3 clones: clone ST8-SCCmec IV (n = 42), clone européen ST80-SCCmec IV
(n=16) et clone ST30-SCCmec IV (n=7) (Figure 2). Trente-quatre des 42 (81%) souches appartenant au clone ST8-SCCmec IV
possédaient I'llot de pathogénicité ACME caractéristique des souches de MRSA USA300. Parmi ces 90 souches de CA-
MRSA, 4 souches ont été identifiées comme appartenant au clone taiwanais ST59 et douze autres souches ont été identifiées
comme appartenant au clone ST398 d’origine animale (voir paragraphe : Analyse de S. aureus ST398 d’origine animale).
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Figure 1 : Nombre de souches de MRSA et MSSA envoyées pour recherche de PVL, 2004-2012
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Figure 2 : Evolution des principaux génotypes des souches de CA-MRSA PVL positives, 2003-2012
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Vingt huit (29%) souches de MSSA portaient les génes lukS-lukF codant pour la PVL. Le typage moléculaire de ces 28
souches de MSSA PVL positive montre une distribution différente de celle des MRSA. On retrouve principalement le clone
ST30 (n=10), ST121 (n=3) et ST398 d'origine animale (n=3) ainsi que 5 autres génotypes

La toxine TSST-1 a été détectée dans 15 souches de MRSA et 10 souches de MSSA. Les souches ont été isolées de lésions
cutanées superficielles (n=2), de frottis de dépistage (n=4), d’hémocultures (n=2) ou d’autres sites cliniques (n=7). Par typage
moléculaire, les souches de TSST-1 positive appartiennent principalement au clone ST5 (87%).

Les génes codant pour les exfoliatines A et B ont été retrouvés dans 1 souche de MSSA isolée de Iésions cutanées, cette
souche appartenait au clone ST121 qui correspond au clone impétigo européen résistant a I'acide fusidique (EEFIC). Le géne
codant pour I'exfoliatine A seule a été retrouvé dans 15 souches de MSSA dont la majorité (80%) appartenait au clone ST109
et dans 2 souches de MRSA. Le géne codant pour I'exfoliatine B seule a été retrouvé dans 1 souche de MSSA appartenant au
clone ST121.

Tableau 1 : Pourcentages de résistance aux antibiotiques des souches de MRSA envoyées pour recherche de toxines

Antibiotiques Résistance aux antibiotiques des MRSA (%)
PVL positive (n=90) PVL négative (n=94) Total (n=184)
Erythromycine 59 42 50
Clindamycine 20 32 26
Ciprofloxacine 28 41 34
Gentamicine 4 12 8
Tobramycine 4 35 20
Kanamycine 59 45 52
Minocycline 0 17 8
Tétracycline 26 26 26
Rifampicine 0 2 1
Cotrimoxazole 2 9 5
Linézolide 0 0 0
Acide fusidique 20 23 22
Mupirocine 2 2 2
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Tableau 2 : Pourcentages de résistance aux antibiotiques (%) des souches de MSSA envoyées pour recherche de toxines

Antibiotiques Résistance aux antibiotiques des MSSA (%)
PVL positive (n=28) PVL négative (n=69) Total (n=97)
Erythromycine 32 33 33
Clindamycine 3 29 22
Ciprofloxacine 3 4 4
Gentamicine 0 0 0
Tobramycine 0 0 0
Kanamycine 18 15 6
Minocycline 0 4 3
Tétracycline 47 7 17
Rifampicine 0 3 2
Cotrimoxazole 28 0 8
Linézolide 0 0 0
Acide fusidique 18 6 1
Mupirocine 0 0 0

Typage pour des enquétes d’épidémie locale

En 2012, le typage moléculaire par PFGE et/ou par spa typing a été réalisé pour 336 souches de S. aureus dont 240 MRSA et
96 MSSA. Parmi ces souches, 64 souches de MRSA et 24 souches de MSSA ont été envoyées pour enquétes épidémiolo-
giques locales (n=19). Les 64 souches de MRSA provenant de 12 hdpitaux ont été classées en 13 génotypes distincts. Les
principaux génotypes sont ceux retrouvés précédemment dans nos hopitaux : les spa types t002, t003 ou types associés cor-
respondant au clone ST5-SCCmec Il ou IV retrouvé dans 37% souches provenant de 5 hdpitaux et les spa types t008, t068 ou
types associés correspondant au clone ST8-SCCmec IV retrouvé 30% souches provenant de 6 hopitaux. Le typage molécu-
laire a permis de confirmer une transmission horizontale des souches de MRSA dans 9 des 13 clusters épidémiques investi-
gués.

Programme EARSS de surveillance de la résistance des S. aureus isolés d’hémoculture

Depuis 2005, les bactériémies a S. aureus sensible ou résistant a I'oxacilline font I'objet d’une déclaration sur formulaire repre-
nant les données cliniques et bactériologiques en collaboration avec I'Institut Scientifique de Santé Publique (WIV-ISP). En
2011, 1744 patients avec un premier épisode de bactériémie a S. aureus (par trimestre) ont été enregistrés. Parmi ces pa-
tients, 304 cas de bactériémie a MRSA ont été confirmés, soit une proportion de 17 % de MRSA (Tableau 3). Les données
pour tous les pays participant au programme EARSS sont disponibles sur le site
http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/publications/antimicrobial-resistance-surveillance-europe-2011.pdf. Les
données 2012 ne sont pas encore disponibles.
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Tableau 3 : Résultats de sensibilité a I'oxacilline des S. aureus isolés d’hémocultures en Belgique, 1999-2011

Année Nombre Total Pourcentage

S | R N S | R
1999 340 0 105 445 76.4 0.0 23.6
2000 520 0 137 657 79.1 0.0 20.9
2001 729 0 213 942 77.4 0.0 22.6
2002 783 0 309 1092 71.7 0.0 28.3
2003 798 0 336 1134 70.4 0.0 29.6
2004 819 0 408 1227 66.7 0.0 33.3
2005 719 0 329 1048 68.6 0.0 314
2006 670 0 188 858 78.1 0.0 21.9
2007 656 0 199 855 76.7 0.0 23.3
2008 719 0 187 906 79.4 0.0 20.6
2009 748 0 200 948 78.9 0.0 21.1
2010 840 0 217 1057 79.5 0.0 20.5
2011 1440 0 304 1744 82.6 0 17.4

Analyse de S. aureus d’origine animale

Douze souches (3.6%) de MRSA appartenant au clone ST398 correspondant aux souches d’origine animale ont été détectées
chez des patients ambulants ou hospitalisées en Flandre (n=11) et a Bruxelles (n=1). Ces souches été isolées de dépistage
(n=8), d'urine (n=1) ou d’origine inconnue (n=3). Les données récoltées ont permis de mettre en évidence que 4 patients
avaient des contacts directs avec les animaux (fermier, vétérinaire).

Trois souches de MSSA appartenant au clone ST398 ont été détectées. Deux souches ont été isolées chez des enfants de
moins de 2 ans qui présentaient de I'impétigo (Bruxelles et Aalst), aucune toxine n'a été détectée dans ces 2 souches. La troi-
siéme souche a été isolée d'un frotti de plaie chez un adulte sans abris a Bruxelles.
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Conclusions

Le nombre de cas rapportés annuellement de MRSA-PVL-positive est en Iégére augmentation par rapport a I'année derniére,
90 cas en 2012 versus 82 cas en 2011. Le nombre de souches de CA-MRSA appartenant au clone ST8-SCCmec IV USA-300
reste stable par rapport a I'année précédente. Le nombre de souches appartenant aux clones MRSA ST80-SCCmec IV et
ST30-SCCmec IV ou Il est en légere augmentation par rapport a 2011. De plus, on observe une plus grande diversité des gé-
notypes retrouvés avec_notamment la présence du clone taiwanais ST59. Le nombre de cas de MSSA PVL-positive retrouvé
en 2012 est stable par rapport aux 2 années précédentes, 28 cas versus 28 cas en 2011 et 21 cas en 2010. Ces souches de
MSSA PVL-positive appartiennent principalement au clone ST30.

Concernant les MRSA dans les institutions de soins, le génotypage montre que, dans le cadre d’enquétes locales les souches
de MRSA associées a des épidémies/ cas groupés dans nos hdpitaux appartiennent principalement aux clones nosocomiaux
épidémiques ST8-SSCmec IV et ST5 SCCmec IV ou Il

Nous observons chez 'homme, plus fréquemment que dans les années précédentes, des souches de MRSA de type ST398
d’'origine animale. Ces souches ont été retrouvées en Flandre chez des personnes ayant en général des contacts avec des
animaux comme les éleveurs porcins ou de veaux et les vétérinaires. Les souches de MRSA d'origine animale sont isolées
sporadiqguement dans nos hdpitaux. Des souches de MSSA présentant les mémes caractéristiques génotypiques que les
souches de MRSA ST398 animales ont également été retrouvées chez des personnes n'ayant pas de contact avec les ani-
maux d’élevage.
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