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RESUME

Depuis quelques années et dans plusieurs pays, un nouveau type de Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline (SARM), le séquence type (ST) 398, a été fréquemment
retrouvé chez les porcs et chez les fermiers en contact avec ces porcs. Au Canada, trés peu
d’informations sont disponibles concernant le SARM d’origine porcine. Une premiére
¢tude dans notre laboratoire a permis de récolter 107 isolats de SARM provenant de deux
abattoirs porcins du Québec. Le présent travail vise a caractériser les geénes de virulence et
de résistance aux antibiotiques de ces SARM, d’¢tudier leur formation de biofilm en
relation avec la spécificité du groupe agr et de vérifier la localisation plasmidique et la
transférabilité de ces genes a des souches de SARM d’origine humaine. Plusieurs souches
ont démontré différents patrons phénotypiques de résistance aux antibiotiques. Vingt-quatre
souches représentatives de ces isolats ont été soumises a une caractérisation plus
approfondie par une étude génotypique en utilisant une biopuce a ADN et un grand nombre
de génes de virulence a été détecté codant pour des entérotoxines staphylococcales, des
leucocidines, des hémolysines, des auréolysines, des facteurs d’immunoévasion, des
superantigénes, des facteurs d’adhésion et des facteurs impliqués dans la formation de
biofilm. Des geénes de résistance envers les aminoglycosides, les macrolides, les
lincosamides, les tétracyclines et les biocides ont été également détectés par biopuce et leur
localisation plasmidique a par la suite été déterminée. La transférabilité de ces genes de
souches porcines a des souches de SARM d’origine humaine a été démontrée par
conjugaison bactérienne; ainsi le transfert horizontal de certains geénes de résistance aux
antibiotiques et de virulence a été observé. Ces travaux de recherche apportent une

meilleure connaissance de la résistance aux antibiotiques et de la virulence des SARM
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d’origine porcine et de leur potentiel de contribution a I’émergence de certaines résistances

et facteurs de virulence chez le SARM d’origine humaine.

Mots-clés: Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM), porc, résistance aux

antibiotiques, biopuce, génes de virulence, abattoir, Canada



SUMMARY

In recent years and in several countries, a new type of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), the sequence type (ST) 398, has been frequently found in
pigs and in farmers in contact with these pigs. In Canada, little information is available
concerning MRSA from pigs. A previous study in our laboratory identified 107 MRSA
isolates from two pig slaughterhouses in Quebec. This study was conducted to determine
antimicrobial resistance and virulence genes of MRSA from abattoir pig, to study their
biofilm formation in relation with agr specificity groups and to evaluate horizontal transfer
of genes to a MRSA of human clinical origin. Different phenotypic patterns of
antimicrobial resistance were observed in these MRSA and a representative subset of these
isolates was selected for further characterization. Twenty-four porcine MRSA were
characterized by a DNA microarray, the StaphyType of CLONDIAG. Our results
demonstrated that the MRSA strains from the abattoirs contain several antimicrobial
resistance genes responsible for macrolide and tetracycline resistance and virulence genes
encoding staphylococcal enterotoxins, hemolysins, leukocidins, aureolysin, superantigens,
immunoevasion, adhesion, and biofilm development. This study presents the first evidence
that horizontal transfer of some of these genes can occur between MRSA of porcine and
human origin. We also report for the first time biofilm formation in Livestock Associated-
MRSA of porcine origin associated with agr group II. It is possible that biofilm formation
favors colonization, persistence as well as zoonotic potential. This research provides a
better understanding of antimicrobial resistance and virulence of MRSA from pigs and their
potential contribution to the emergence of some resistance and virulence factors in MRSA

of human origin.
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1. INTRODUCTION



Les Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM; aussi connus sous le
terme MRSA pour Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) sont retrouvés dans les
hdpitaux humains, la communauté en général et maintenant chez les animaux. Les SARM
sont devenus un probléme d’ordre mondial en médecine humaine et vétérinaire. Aux Etats-
Unis, il y a annuellement 19 000 morts causées par infections aux SARM. C’est le méme
taux de mortalit¢ que celui attribué au VIH, a la tuberculose et aux hépatites virales mis
ensemble [1]. Dans la population en générale en 2010, environ 1,5% des individus étaient
colonisés par SARM [2]. De plus, une étude faite en 2001 a démontré que le colit pour
traiter une infection a SARM dans un hopital au Canada est de 14 360 dollars par patient
alors que le dépistage de SARM est de 1 363 dollars par patient. Le SARM cofite donc
annuellement environ 50 millions de dollars aux hopitaux canadiens [3].

Le SARM est également un probléme en médecine vétérinaire. Il est maintenant
retrouvé colonisant plusieurs espeéces animales, comme les chevaux [4, 5], les vaches [6],
les chiens, les chats [7, 8], les lapins [8], les poulets [9-11] et les porcs [12] ou ils peuvent a
I’occasion causer des pathologies. Depuis quelques années, au Canada, un nouveau type de
SARM, le séquence type (ST) 398, a été retrouvé tres souvent chez les porcs et chez les
fermiers en contact avec ces porcs, mais sa dispersion dans la population générale demeure
encore peu connue. Bien qu’il y ait un taux de colonisation par ce type de SARM (ST) 398
de 24,9% chez les porcs et de 20,0% chez les fermiers dans les fermes porcines en Ontario,
au Canada, aucune infection humaine ou animale n’a été rapportée en Amérique du Nord
[13]. Cependant, des mammites et des infections du tractus urinaire chez des animaux et
des infections de la peau chez les humains ont été rapportées dans d’autres pays [12, 14-
16]. Il n’y a pas encore d’information publiée sur la prévalence du SARM ST398 au

Québec. Ainsi notre laboratoire a débuté un projet de recherche visant 1’étude des SARM



provenant de porcs a 1’abattoir. Des travaux préliminaires de notre laboratoire, ont permis
de recueillir 107 souches de SARM d’origine porcine (51 d’origine nasale et 56 d’origine
axillaire) venant d’abattoirs du Québec entre novembre 2008 et février 2009. Suite a
I’identification et au typage de SARM, le patron phénotypique de résistance aux
antibiotiques a été déterminé. Plusieurs souches ont alors démontré différents patrons
phénotypiques de résistance aux antibiotiques. Nous voulons maintenant continuer de
caractériser plus en profondeur ces souches.

Nous posons comme hypothése que les geénes de virulence et de résistance aux
antibiotiques des SARM d’origine porcine sont transférables a des souches de SARM
d’origine humaine. Les objectifs de cette étude seront donc premiérement de caractériser
les génes de virulence et de résistance aux antibiotiques des SARM d’origine porcine.
Deuxiemement, d’identifier les geénes de résistance retrouvés sur un méme plasmide.
Troisiémement, d’évaluer la transférabilité des genes de virulence et de résistance aux

antibiotiques a des SARMs d’origine humaine.



2. RECENSION DES ECRITS



2.1 Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

2.1.1 Caractéristiques générales

Le genre Staphylococcus référe a une bactérie a Gram positif de forme sphérique
d’environ un micrometre de diameétre qui croit en grappe. Les Staphylococcus sont des
microorganismes commensaux, c’est-a-dire qu’ils font partie de la flore bactérienne
normale des mammiféres. Ils peuvent aussi survivre dans une grande diversité
d’environnement et a la dessiccation [17]. Il y a plus d’une trentaine d’espéces de
Staphylococcus. L’espece la plus pathogene pour ’humain et I’animal est majoritairement
Staphylococcus aureus [18]. Cette bactérie se retrouve habituellement dans le nez, la gorge,
les aisselles et le tractus intestinal. S. aureus a été découvert en 1880. Cette bactérie cause
souvent des infections mineures de la peau et infecte les plaies post-opératoires [19]. Il est
facile de la différencier en laboratoire des autres Staphylococcus, car S. aureus est
coagulase positive et produit une double zone d’hémolyse sur gélose sang [17]. Durant les
années 40, les infections a S. aureus ont commencé a étre traitées avec de la pénicilline et
vers les années 60, environ 80% des souches en étaient devenues résistantes a cette
antibiotique. Ces bactéries résistantes hydrolysent 1’antibiotique en synthétisant une
enzyme, la pénicillinase, capable de rompre le cycle B-lactame. Une nouvelle classe de
pénicilline, résistante a la pénicillinase, a ensuite été commercialisée, les pénicillines semi-
synthétiques du groupe M, comme la méthicilline, 1’oxacilline et la dicloxacilline [20].
Apres deux ans d’utilisation de la méthicilline comme agent thérapeutique, une souche de
S. aureus résistant a la méthicilline (SARM) fut découverte [19].

Les caractéristiques générales d’'un SARM sont: premicrement, d’appartenir a

S . aureus; UXié , d’é &si ; Sthicilli : u
I’espéce S ; deuxiémement, d’étre résistant a la méthicilline et a d’autres



6
pénicillines anti-staphylocoques semi-synthétiques (exemple, oxacilline, dicloxacilline et
nafcilline); et troisiémement, d’avoir acquis le géne de résistance mecA [21].

Le géne mecA code pour une protéine de liaison modifiée ayant une basse affinité
avec la pénicilline (PBP 2a; penicillin-binding protein). Il confére une résistance a la
plupart des antibiotiques B-lactamines [21]. Les B-lactamines agissent en inhibant 1’action
des enzymes associées a la syntheése du peptidoglycane et en inhibant ainsi la formation des
parois des cellules bactériennes [22]. Le géne mecA se retrouve sur un des nombreux
¢léments mobiles de grande taille, nommé SCCmec pour «staphylococcal cassette
chromosome ». Ces éléments mobiles contiennent un site spécifique «cassette chromosome
recombinase» (ccr) qui est responsable de la précision de 1’excision et de I’intégration
d’¢élément SCCmec dans le chromosome des Staphylococcus (Figure 1). Jusqu’a présent,
11 différents types SCCmec (I a XI) et plusieurs sous-types ont été décrits pour les SARM
selon leur complexe mec et leurs genes ccr [19, 23]. Tous les génes de résistances mecA
s’intégrent dans le chromosome au niveau du géne orfX dont le rdle est toujours inconnu

[21, 24].

Amorces
PCR
F ——
> |
orfX 1S431 mecA ccr orfX
SRI SRI

Figure 1 : Structure de base de I’élément SCCmec. OrfX, géne ou s’integre mecA; SRI,
séquences inversées répétées; 1S431, séquence d’insertion 431; Fléche rouge : phénol-
soluble modulin (PSM-mec) [25]; ccr, chromosomal casette recombinase; amorces PCR,
pour la détection de SARM. (Adapté de CLSI, 2010)
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Le systéme national de surveillance des infections nosocomiales (NNIS) aux FEtats-
Unis a démontré en 2004, une augmentation de 1’incidence des infections nosocomiales
causées par SARM chez les patients des soins intensifs dans les hopitaux. Maintenant plus
de 60% des isolats de S. aureus retrouvés chez les patients des soins intensifs sont des
SARM [1]. Depuis quelques années, nous faisons face a une nouvelle problématique, car il
y a émergence de nouveaux cas d’infections a SARM chez les travailleurs a la ferme et a
I’abattoir, puisque les animaux qu’ils coOtoient sont la plupart du temps porteurs
asymptomatiques de SARM [26, 27]. En général, les SARM des animaux de compagnies
différent de ceux retrouvés chez les animaux de la ferme et a I’abattoir. Chez les animaux
de compagnie, la transmission des SARM se ferait principalement du propriétaire a
I’animal; tandis que chez le porc, les SARM semblent se propager des porcs aux humains
ayant un étroit contact avec ceux-ci [28].

Le premier SARM d’origine humaine a été isolé en 1961 dans un hopital du
Royaume-Uni [29]. Depuis, les SARM ont été classifiés selon trois catégories. Les SARM
d’origine hospitaliere (healthcare-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus;
HA-MRSA ou HA-SARM), les SARM d’origine communautaire (community-associated
methicillin-resistant Staphylococcus aureus; CA-MRSA ou CA-SARM) et les SARM
d’origine animale (lifestock-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus; LA-
MRSA ou LA-SARM). Les HA-SARM seraient dus a une trop grande utilisation des
antibiotiques dans le milieu hospitalier [21]. En médecine humaine, les antimicrobiens dont
les pénicillines stables B-lactamines sont les plus communément utilisées pour le traitement
des infections. La résistance a ces antibiotiques limite donc les options thérapeutiques. Les
CA-SARM sont acquis dans la communauté sans historique d’hospitalisation. Les LA-

SARM sont quand a eux acquis lors de contact avec les animaux de la ferme [22]. Le
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nombre d’infections dues aux CA-SARM semble en constante augmentation. De plus, ce
type de SARM se retrouve maintenant ¢galement dans les hopitaux et semble plus virulent
que les HA-SARM. Les CA-SARM ont acquis un SCCmeclV, le plus petit des SCC qui
confére la résistance a la méthicilline, et sont généralement susceptibles a plusieurs
antibiotiques non B-lactamines. De plus, les CA-SARM semblent souvent contenir la toxine
PVL (leucocidine de Panton-Valentine), un facteur de virulence important qui sera discuté
plus loin [30]. Depuis les cinq derniéres années, il y a émergence de LA-SARM dont le
porc, la volaille et le bétail semble étre les réservoirs. Les LA-SARM découverts chez le
porc (le plus souvent ST398) sont de nouveaux clones de SARM. IIs sont non-typables par
analyse sur gel d’¢électrophorése en champs pulsés (PFGE) aprees restriction avec I’enzyme
Smal alors que les souches d’origine humaine sont couramment typées par cette méthode.
Les LA-SARM ne sont pas, la plupart du temps, pathogenes pour les animaux. Ils les
colonisent et ceux-ci deviennent porteurs asymptomatiques. Cependant, les travailleurs en
contact avec ces animaux courent un plus grand risque de devenir porteurs [16, 26].

Les huit éléments SCCmec (type I a VIII) sont composés en général du gene ccr, du
gene mecA et de marqueurs de résistance antimicrobienne comme Tnj54 (spectinomycine
et érythromycine) et pUB110 (kanamycine ou bléomycine) (Figure 1). Les types I et III ont
été retrouvés chez les HA-SARM isolés dans les années 1960 en Europe et en Asie. Le type
IT a été omniprésent au Japon, en Corée et aux Etats-Unis. Les types IV, V et VI sont des
CA-SARM ayant des SCCmec de plus petites tailles. IIs ne contiennent pas en général de
marqueurs de résistance aux antibiotiques additionnels [21]. Les LA-SARM d’origine
porcine possedent le plus souvent le SCCmec de type V et ceux d’origine aviaire (poulet)
possedent les types II, IV et V [31]. Finalement, les types de SARM les plus souvent

retrouvés chez 1’humain sont, aux Etats-Unis le type IVa, plus précisément le USA300 et au
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Canada les types II, IV et IVa soit le CMRSA-2, le CMRSA-7 et le CMRSA-10 [32, 33]
(Tableau I). Il existe plusieurs fagons de classifier les SARM selon les différentes
techniques de typage et les pays d’origine car il n’y a pas de classification universelle
(Tableau I). Les techniques de génotypage utilisées sont le MLST (multilocus sequence
typing), le typage du géne SCCmec, le PFGE ou le typage du géne spa, géne codant pour la
protéine A de S. aureus. Pour le PFGE, les profiles sont désignés différemment selon

qu’ils aient été produits aux Etats-Unis ou au Canada (Tableau I).

Tableau I : Différentes classifications et désignations pour les types de SARM.

PFGE PFGE
MLST SCCmec (USA) (Canada) Type spa
1 IVa USA 400 CMRSA-7 t128
5 Il USA 100 CMRSA-2 t002
5 v USA 800 CMRSA-2 t002
8 IVa USA 300 CMRSA-10 t008
8 I, IV USA 500 CMRSA-5 t064
8 VI CMRSA-9 t008
22 v CMRSA-8 t022
30 v USA 1100 t019
36 Il USA 200 CMRSA-4 t018
45 I USA 600 CMRSA-1 t004
59 v USA 1000 t216
72 IVa USA 700 t216
239 1] CMRSA-3/6 t037
398 Vv Non-typable Non-typable t034

Derniérement, des études ont démontré I’introduction de SARM dans la chaine
alimentaire via la contamination des carcasses a 1’abattoir ou via les travailleurs des
abattoirs [34]. Les infections alimentaires découlant de ce probléme restent a étre évaluées.
Finalement, les patients contaminés par ces SARM pourraient introduire de nouvelles
résistances aux antibiotiques dans les hopitaux grace a la transférabilité des résistances

d’une souche a une autre [12].
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2.1.2 Les facteurs de virulence, pathogénie et pathogénicité

Les SARM sont des microorganismes pathogénes o commensaux. En tant que
commensal, il colonise le nez, les aisselles, 1’aine ainsi que le tractus gastro-intestinal de
I’hote. La colonisation permet a la bactérie de s’introduire dans I’hote lors de blessures et
augmente ainsi le risque d’infection. La colonisation permet aussi la transmission a d’autres
individus en parfaite sant¢ dans la communauté. Les infections a SARM sont
essentiellement les mémes que les infections a toutes les souches de S. aureus, a la seule
différence de la résistance aux antibiotiques causée par le géne mecA. Ainsi, les SARM
peuvent causer des maladies, telles des abces, des pneumonies, des arthrites, des
méningites, des ostéomy¢élites, des endocardites et des septicémies lorsqu’ils entrent en
contact avec une blessure chez les humains et les animaux [17, 18, 31]. De plus, les SARM
sont le plus souvent multi-résistants [35] ce qui complique souvent le traitement. L.’annexe
I représente un résumé chronologique des publications reportant des cas de colonisations et
d’infections par les SARM chez des animaux.

Plusieurs facteurs contribuent a la virulence de S. aureus (Tableau II). Deux grandes
classes ont été étudiées plus attentivement, soit les adhésines et les toxines. Les adhésines
sont des protéines associées a la surface, par exemple la protéine A et le facteur
d’agglutination, qui interagissent avec des composants de 1’hote soit les anticorps, le
fibrinogéne et la fibronectine. Les toxines quand a elles, sont des protéines sécrétées par la
bactérie qui vont directement endommager les tissus de 1’hdte ou briser ses défenses.
L’entérotoxine staphylococcale A, la toxine du choc toxique (TST) et la leucocidine de
Panton-Valentine (PVL) en sont des exemples [21]. Les principaux facteurs de virulence de

SARM et leur role respectif sont résumés dans le tableau I [36, 37].
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Tableau II : Les facteurs de virulence de SARM.

Facteurs de Geénes Role

virulence

Coagulase coa Réagit avec la prothrombine pour former un
complexe qui peut cliver le fibrinogéne et
causer la formation d'un caillot de fibrine

Protéine A spa Liaison au fragment Fc de I'immunoglobuline
G et inhibition de la phagocytose

Protéinases ssp Hydrolysent les protéines

Entérotoxines ent Neurotoxine ayant une activité superantigéne

(A,B,C,D,E et F)

Hémolysines
(alpha, beta, delta
et gamma)

Exfoliatines A et B

Lipases et
phospholipases

Déoxyribonucléase

Staphylokinase

Toxine-1 du
syndrome de choc
(TSST-1)

Facteur

d’agglutination
Leucocidine (PVL)

Protéines de
surface

Capsule

Staphyloférrine B

Bactériocines

hla, hib,hld et
hlg

eta, etb

plc

sak

tst

clfA

lukR, lukF et
lukS

fnbA, fnbB,
cna

cap

NWMN_2079-
2082

bsa

sur les lymphocytes T

Lyse les érythrocytes

Toxine causant la perte des couches
superficielles de la peau dans le syndrome de
la peau ébouillantée

Activité enzymatique sur les lipides et les
phospholipides

Enzyme hydrolysant I’ADN

Liaison au plasminogéne et transformation en
plasmine qui a une activité fibrinolytique et
protéolytique. Aide a la dissémination

Activité superantigene

Liaison aux fibrinogenes

Inhibe la phagocytose par les granulocytes et
les macrophages tout en les détruisant

Liaison a la fibronectine, au collagéne, etc.

Inhibe la phagocytose et I'adhérence aux
cellules épithéliales, endothéliales et aux
monocytes

Sidérophore

Inhibe les bactéries a Gram négatif

S. aureus adhere aux cellules hotes par des composants microbiens de surface qui

reconnaissent les molécules adhésives de la matrice (MSCRAMMSs; microbial surface
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components recognizing adhesive matrix molecules), comme le collagéne, la fibronectine et
le fibrinogeéne. Apres 1’adhésion aux tissus hotes, il est capable de croitre et de persister de
différentes fagons : il peut former des biofilms, envahir les cellules épithéliales ou former
des «small-colony variants» (SCV) [30]. Les SCV sont des S. aureus démontrant un
dysfonctionnement du métabolisme oxydatif. Ce défaut cause une altération dans
I’expression des facteurs de virulence, une croissance plus lente et une perte de la
pigmentation des colonies. Ils sont appelés SCV a cause de la petite taille de leurs colonies
quand il y a croissance sur agar. Les SCV possedent une plus grande capacité d’adhésion,
d’invasion et de persistance chez 1’hote [38].

Un biofilm est un amas de bactéries attachées entre elles ou a une surface de fagon
irréversible. Cet amas est englobé par une matrice d’exopolysaccharides. Lors de la
formation d’un biofilm, les bactéries se fixent progressivement a une surface, elles adhérent
et synthétisent des substances qu’elles sécrétent et dont elles s’entourent pour se protéger et
renforcer leur adhésion. Ces substances sont essentiellement des exopolysaccharides et
également des protéines [11]. Les geénes fnbA et fnbB codent pour des protéines (fibrinogen-
and fibronectin-binding protein) qui favorisent I’accumulation de biofilm induit par 1’acide.
Une étude a démontré que les SARM ayant ces deux genes produisent un plus haut niveau
de biofilm que les SARM sans un de ces genes [39]. Il n’y a présentement aucune étude sur
la formation de biofilm des souches de SARM provenant des porcs, mais récemment, des
genes codant pour des facteurs d’adhésion et de formation de biofilm (icaD, cna, ebpS, eno,
fnbA, fmbB, clfA et clfB) ont été trouvé chez des souches de SARM ST398 provenant de
poulet. Dans cette étude, aucun lien entre la présence de ces génes et la formation de
biofilm n’a pu étre fait [11]. Dans deux autres études, les souches de SARM ayant un agr

type II semblaient étre reliées a un plus fort taux de formation de biofilm [40, 41]. Le type
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agr est un systeme régulateur de génes accessoires (agr) qui semble coordonner la
pathogéneése de S. aureus. C’est un régulateur global basé sur un systtme a deux
composantes, permettant la formation du peptide autoinducteur (AIP) et la transcription de
genes de virulence [40].

Selon plusieurs études, la PVL (Panton-Valentine Leucocidine) est un facteur de
virulence important qui est le plus souvent retrouvé dans la catégorie des CA-SARM. La
PVL est une protéine extracellulaire a deux composantes, soit la protéine S et la protéine F.
Elle détruit les leucocytes en créant des pores dans la membrane plasmique des cellules
eucaryotes. La PVL est codée par des bactériophages (ex: phiSLT) et leur insertion se fait
sous forme de prophage dans le chromosome des SARM [42-44]. Les génes codant pour
PVL, lukF-PVL et lukS-PVL, sont non essentiels a la survie de la bactérie, car ils peuvent
étre perdus sans impact apparent sur la viabilité de la bactérie [30, 42-44]. Plus récemment,
une ¢tude a démontré qu’il n’y avait aucune corrélation entre la présence des genes codant
pour la PVL et les infections provenant d’abcés de la peau [45]. Bien qu’il ait ét¢ démontré
qu’environ 85% des patients positifs a SARM avaient des infections de peaux associées a la
présence des genes /ukSF-PVL, ce dernier n’a pas été corrélé avec la gravité des infections
[45]. Cette étude incluait 92 centres hospitaliers de 15 pays différents. Ces travaux sont en
accord avec les résultats expérimentaux provenant de deux autres études montrant que les
genes codants pour PVL ne jouent pas un role majeur dans les infections de la peau
attribuables au CA-SARM [46, 47].

D’autres geénes spécifiques a SARM comme les génes femA, femB, femC et femD
sont des facteurs essentiels a la résistance a la méthicilline et peuvent étre considérés

comme des facteurs de virulence. Ces geénes ne sont pas responsables a eux seuls de la
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résistance a la méthicilline mais peuvent augmenter le niveau de résistance des souches de
SARM. Leur role précis reste encore a déterminer [20, 48].

Un nouveau facteur de virulence, 1’élément mobile codant pour le géne de
catabolisme de I’arginine (ACME), a été récemment identifié [49]. Cet élément semble
avoir son origine dans ’espéce S. epidermidis et pourrait également contribuer a la
virulence de SARM [21]. Puisque ’ACME est adjacent au SCCmec sur 'orfX, il y a
possibilit¢ de co-sélection pour ce facteur de virulence et pour la résistance aux
antibiotiques. De plus, le transfert I’ ACME et de SCCmec doit étre modulé par la méme
recombinase ccr. Une étude a démontré que la délétion du SCCmec n’a aucun effet sur la
virulence de la bactérie chez le lapin et donc que la résistance a la méthicilline n’a aucun
role direct dans la virulence de S. aureus. Cependant, 1’élimination de I’ACME a

significativement réduit la virulence de la bactérie chez les lapins [49].

2.1.3 Le SARM d’origine porcine

2.1.3.1 Les SARM chez les porcs et chez les travailleurs en contact avec ces
porcs

Les SARM d’origine porcine et ceux retrouvés chez les travailleurs en contact étroit
avec les porcs ont été identifiés aux Pays-Bas, au Danemark, en France, au Canada, aux
Etats-Unis et au Singapour [12, 27, 50-59]. L’équipe de Voss (2005) de la Hollande a, pour
la premiére fois, fait une association entre les fermes porcines et un taux plus élevé de
porteurs de SARM non-typable par analyse sur gel d’électrophorése en champs pulsé
(PFGE) chez I’humain. Leur étude démontre également la transmission de ce type de
SARM des animaux aux humains ainsi qu’entre les humain eux-mémes [50]. IlIs ont débuté
leur recherche aprés qu’une petite fille de 6 mois ait été testée positive par un SARM non-

typable par PFGE, avant une opération thoracique dans un hopital. L’étude a révélé que sa
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famille habitait sur une ferme et travaillait avec des porcs et que ceux-ci étaient porteurs de
SARM non-typable. De plus, d’autres prélévements provenant de plusieurs fermes ont
révélé que les fermiers, un vétérinaire et son fils ainsi que I’infirmicre du fils étaient positifs
a ce type de SARM. Bien que tous ces isolats de SARM ne soient pas reliés entre eux, ils
ont tout de méme plusieurs traits de similarités. En effet, dans tous ces cas, les SARM sont
non-typable par PFGE avec I’enzyme Smal. De plus, d’autres membres de la famille se sont
révélés positifs a ce type de SARM et les essais de décolonisation ont tous été infructueux
[50].

En France, I’équipe d’Armand-Lefévre (2005) a observé 19 types différents de
SARM par MLST chez les souches d’origine humaine et seulement trois de ceux-ci
(ST433, ST9 et ST398) étaient communs entre les porcs et les fermiers et n’étaient pas
retrouvés chez les personnes ne travaillant pas avec les porcs [51]. En Allemagne, 1’équipe
de Witte (2007) a isolé des SARM ST398 de chiens, de porcs, de chevaux et d’hommes
travaillant en contact avec ceux-ci [52]. Toujours en Allemagne, Meemken et coll. (2007)
ont réalisé¢ une imposante étude de prévalence de SARM en prélevant 678 porcs dans 347
fermes et 86 personnes en contact avec les porcs. Leur recherche révéle une prévalence de
SARM de 13% chez les porcs et de 23 % chez le personnel [53]. Au Pays-Bas, selon
I’é¢tude de Wulf et coll. (2008), il y aurait plus de 20% des fermiers s’occupant de porcs et
39% des porcs d’abattoirs qui seraient positifs au SARM ST398 [54]. De plus, certains
isolats humains de SARM ST398 sont maintenant porteurs du gene codant pour la PVL
(leucocidine de Panton-Valentine) augmentant ainsi leur pouvoir de virulence [54, 60, 61].
De plus, une autre étude faite au Pays-Bas a montré une prévalence de 38% de SARM chez
les fermiers et une prévalence de 16 % dans leur famille. Ils ont aussi montré que la

prévalence de SARM était directement reliée au temps de contact des humains avec les
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animaux et que la prévalence était réduite d’environ 58% lors d’absence de contact avec les
animaux [62].

La premicre étude faite en Ontario, au Canada, en 2008 pour évaluer la présence de
SARM chez les porcs et les fermiers a révélé la présence de SARM dans 45% des fermes,
sur 24,9% des porcs et 20% des fermiers. Les SARM isolés étaient majoritairement des
SARM ST398, spa-type t034. Il y avait aussi présence d’'un SARM commun humain, le
CMRSA-2 [55]. Kock (2009) a révéle la présence de SARM dans 70% des fermes en
Allemagne. Les SARM étaient tous des ST398 SCCmec V sauf un qui était SCCmec IV.
Les spa-types retrouvés étaient, 75% de t011; 5,3% de t034; 0,6% de t108; 3,6% de t1451
et 15,4% de t2510. Aucune des souches n’avait le géne codant pour la PVL (lukS-PV, lukF-
PV), ni les geénes codant pour les entérotoxines (sea, seb, seci.s, sed, seg, seh, sei, sej, sem,
sen et seo), ni pour la toxine du syndrome du choc toxique (#st), ni pour les inhibiteurs de
différenciation des cellules épidermiques (edinA, edinB et edinC). Toutes les souches
étaient résistantes a la tétracycline, 52% a I’érythromycine et a la clindamycine, 26% a la
gentamicine et 8% au triméthoprime-sulfométhoxazole. De plus, 249 des patients d’un
hopital étaient positifs au SARM. Ces SARM avaient les mémes spa-types que ceux
retrouvés chez les porcs, dont 56% était le tO11 [12]. Jusqu’a présent, le SARM ST398
provenant des porcs n’est pas reconnu pour avoir plusieurs geénes de virulence, comme les
entérotoxines contrairement au SARM d’origine humaine [63, 64].

Récemment, en Allemagne en 2011, une équipe a démontré que 52 % (152/290) des
fermes d’engraissement de porcs était positives aux SARM dans ce pays. Les souches
étaient toutes résistantes a la tétracycline, 40% au triméthoprime-sulfométhoxazole et 32%
a la quinupsitine/dalfopristine. De plus, tous les ‘spa-type’ retrouvés étaient associés au

ST398. Cette ¢tude a aussi permis de mettre en évidence par des analyses statistiques que la



17
taille de la ferme ainsi que les activités de production sont des facteurs de risque importants
dans la prévalence de colonisation par SARM [65]. De plus, une autre étude au Pays-Bas en
2011, a démontré que la taille du troupeau était un facteur de risque important. Ils ont
rapporté que 40% des petits troupeaux étaient positifs aux SARM tandis que ce chiffre
montait a plus de 80% dans les gros troupeaux [66].

En Belgique, I’équipe de Denis (2009) a trouvé que 37,8% des employés d’une
ferme porcine étaient colonisés par SARM ST398 et que 0,8% avait une infection de la
peau. Cette étude a démontré que la colonisation par SARM chez les humains était
hautement reliée a la colonisation par SARM chez les porcs. De plus, deux génotypes de
SARM étaient prédominants. Pour 70% des fermes avec plusieurs porteurs de SARM,
toutes les souches provenaient du méme génotype. Cela suggere une transmission dans la
ferme [56]. Une étude de van de Giesse [57] a déterminé la présence de SARM chez les
rats vivant dans les fermes dans le sud des Pays-Bas et dans le nord de la Belgique. Cinq
SARM ont été trouvés sur des rats noirs et non pas sur des rats bruns. Soixante-six pourcent
des rats positifs aux SARM ont été retrouvés dans des fermes ayant des porcs. Tous les rats
provenant des poulaillers et des fermes de chévres étaient négatifs au SARM. Quatre des
cing SARM retrouvés étaient des SARM ST398 spa-type t011 et I'autre était un SARM
ST97 et spa-type t1236. 1l est probable que les rats positifs au SARM ont été en contact
avec des porcs porteurs de SARM, soit par contact direct avec des feces contaminées ou de
la poussiére ou par inhalation d’air contaminée. De plus, les rats se déplacent tres
facilement et peuvent couvrir de grande distance. Ils peuvent ainsi transmettre le SARM
d’une ferme porcine a une autre [57].

L’équipe de Smith aux Etats-Unis en 2009 a observé la présence de SARM chez

49% des porcs et chez 45% des travailleurs de la ferme. Les SARM retrouvés étaient tous
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non-typables par PFGE avec I’enzyme Smal. Cependant, la digestion par I’enzyme Eagl a
révélé que les isolats étaient clonaux et n’étaient pas reliés aux SARM humains communs
en Iowa (USA 100, USA300 et USA400). Les souches étaient toutes des SARM ST398.
Cette étude était la premiere a documenter la présence de SARM dans les porcheries
Américaines [58]. Selon I’étude de van Rijen, en 2008 dans les hopitaux aux Pays-Bas, les
patients exposés préalablement aux porcs ont plus de chance d’étre porteurs de SARM. A
I’hopital d’Amphia, 32% des patients de ce groupe a risque étaient porteurs de SARM. Ce
résultat démontre une augmentation de trois fois de I’incidence de SARM annuelle de ce
pays [59]. Pour I’étude de Van Duijkeren et coll. (2007), des prélevements ont été faits sur
les porcs, les fermiers et le personnel de deux fermes en Hollande. Il y a eu plusieurs cas de
colonisation par SARM découverts dans les deux fermes. La vente d’animaux entre les

fermes en Hollande favoriserait la dispersion de SARM [27].

2.1.3.2 Les SARM dans les abattoirs

La présence de SARM a aussi été observée par plusieurs études dans les abattoirs.
Plusieurs de ces études ont été effectuées en Hollande. De ce fait, une étude de Van
Duijkeren et coll. (2007), montre que 39% des porcs dans les abattoirs hollandais sont
positifs & SARM et qu’aucune précaution n’est prise par les abattoirs avec ces porcs
positifs. Ces SARM sont des ST 398 et sont tous résistants a la tétracycline [27]. L’équipe
de Neeling (2007) a observé une forte présence de SARM dans les abattoirs hollandais. Ils
ont fait des prélévements sur 540 porcs de 9 abattoirs ou 63% des porcs d’Hollande avait
été abattu en 2005. Ils ont trouvé que 39% des porcs avaient du SARM nasal. Tous les
SARM étaient des ST398, spa-type t011, tO8 et t1254 et de SCCmec 111, IV et V [67].
L’équipe de van Belkum a collecté des souches de SARM ST398 de différents endroits en

Hollande; de porcs de différents abattoirs, de fermiers s’étant rendus a I’hopital et d’un
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centre médical vétérinaire. Toutes les souches étaient ST398, de SCCmec 111, IVa et V. Les
spa-types étaient a plus de 75% les types tO11 et t108. Cette étude a permis de coonstater
que SARM ST398 était capable de causer de sérieuses infections chez les humains méme si
I’héte principal est le porc [68].

En Allemagne, I’équipe de Tenhagen (2009) a fait deux études sur la présence de
SARM chez les porcs d’abattoirs. Dans la premiére étude, 70.8% des porcs étaient positifs
tandis que dans la deuxieme étude, seulement 49% des porcs étaient positifs. Tous les
SARM ¢étaient des ST398 et tous étaient résistants a la tétracycline [69]. Une étude
espagnole récente montrait que 21% des porcs a 1’engraissement destinés a 1’abattoir et
49% des porcelets en maternité étaient positifs aux SARM [70]. De plus, 91% de ces
souches retrouvées étaient des SARM ST398 alors que les autres étaient des ST97. Le
SARM ST97 n’avait jamais encore été retrouvé dans les souches provenant de porcs en
Espagne. Cette souche se serait possiblement propagée chez les porcs suite a une
transmission par les humains ou par les bovins. Par contre, aucun contact entre les porcs et
les bovins a aucun moment de la chaine de production n’a été répertorié. De plus, toutes les
souches de SARM étaient résistantes a la tétracycline, mais seulement 50% des SARM
provenant de porcs a I’engraissement avaient le geéne fetL tandis qu’aucune souche des
porcelets en maternité n’avait ce géne. Ce qui laisse supposer un autre gene expliquant cette
résistance. Finalement, la plupart des souches avaient plusieurs résistances aux
antibiotiques, mais avec des profils trés différents. Les résistances aux macrolides-
lincosamides-streptogramines, gentamicine, kanamycine-tobramycine et streptomycine ont
été retrouvées chez ces souches [70]. Contrairement a toutes ces études, celle de Horgan et

coll. (2011) en Irelande a démontré que la colonisation par SARM dans les abattoirs
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irlandais était trés peu répandue et que les quelques souches retrouvées étaient toutes de

types ST22 et ST1307 et aucune de type ST398 [71].

2.1.3.3 Les SARM dans les centres de recherche

La présence de SARM chez les animaux dans les centres de recherches a été
rapportée [72]. L’équipe de Sergio (2007) a isolé un SARM d’un porc servant a la
recherche sur le diabéte dans un centre hospitalier de Singapour. Le porc avait un abces de
la peau suite a une chirurgie et prenait de I’enrofloxacin (une fluoroquinolone) contre
I’infection. Le traitement n’a pas fonctionné et le porc a développé subséquemment une
septicémie. Il a perdu 20% de son poids et a di étre euthanasié. Il a ét¢ démontré que trois
autres porcs ainsi qu’un scientifique étaient porteurs de SARM. Les souches de SARM
retrouvées étaient de type ST398 pour deux porcs et de type ST22 pour un porc et le
scientifique. Ainsi, le SARM d’origine porcine a été¢ qualifié comme probléme potentiel
dans le domaine de la recherche médicale [72].

2.1.3.4 Les infections humaines dues a des SARM d’origine porcine (SARM
ST398)

De plus en plus de cas d’infection chez les humains par le SARM de type ST398
sont rapportés Ruhlmann et coll. (2008) ont présenté les deux premiers cas d’infection
humaine au SARM ST398 en Hollande. Ces infections semblaient étre associées a des
contacts avec les porcs. Le premier cas ¢tait une infection sévere d’une blessure
chirurgicale du genou. L’autre cas était une infection superficielle de ’oreille. Dans les
deux cas, les SARM ¢étaient de type ST398, multi-résistants et de spa-type t034 [73].
L’équipe de Declercq (2008) a présent¢ un cas d’infection sévere des tissus mous
attribuable a un SARM chez un homme de 53 ans s’étant fait mordre deux fois a 1’avant-

bras par un porc en Belgique. Les SARM ¢étaient non-typable par PFGE avec 1’enzyme
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Smal et étaient de spa-type t011 et t108, ce dernier étant le spa-type le plus souvent
rencontré chez les porcs aux Pays-Bas [74]. Au Canada, 1’équipe de Golding (2010) a isolé
cinq souches de SARM ST398 provenant d’infection de la peau et des tissus mous chez des
humains de la communauté de la province de la Saskatchewan. Il n’y a aucune mention de
contact avec des porcs dans leur étude. Ces SARM ¢étaient de type SCCmec V et ne
possédaient pas le géne codant pour la PVL. Ces souches étaient trés semblables lors d’une
analyse par PFGE avec I’enzyme de restriction Cfr91. L’analyse de la séquence complete
d’ADN des régions SCCmec a démontré dans 4 des 5 souches un nouveau sous-type de
SCCmec V contenant des répétitions groupées de courts palindromes (ou CRISPR pour
‘clustered regularly interspaced short palindromic repeats’) espacés de facon régulicre et
des genes associés [13]. L’équipe d’Aspiroz (2010) d’Espagne rapporte le cas d’une 1ésion
cutanée chez une fillette de 12 ans habitant a proximité d’une ferme porcine ou ses parents
travaillaient [16]. Deux types de SARM ont été cultivés de cette 1ésion. Un des SARM ¢était
un ST398 spa-type t011 et D’autre, un ST1 spa-type 127. Les deux souches étaient
résistantes a la tétracycline, a I’érythromycine, a la clindamycine et a la télithromycine. La
souche ST1 possédait en plus les résistances envers la gentamicine, la tobramycine, la
kanamycine, le ciprofloxacin, le 1évofloxacin et le triméthoprime-sulfaméthoxazole. Des
prélévements nasaux des autres membres de la famille ont mis en évidence que la meére, le
pere et le frére de la jeune fille étaient tous porteurs des mémes souches. La possibilité de
contact avec des porcs suivi de contact entre humains serait un facteur de risque pour la
colonisation par ST398 chez les humains [16]. Toujours en Espagne, 1’équipe de Lozano
[75] a rapporté le cas d’un fermier d’une porcherie ayant de graves I€sions cutanées causées

par le SARM ST398 de type SCCmec V, type agr I et résistant a la tétracycline, la
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clindamycine et a 1’érythromycine. Des prélévements nasaux sur le frére du fermier et sur

les porcs ont mis en évidence du SARM ST398 identique a celui des 1ésions cutanées.

2.1.3.5 Les infections porcines dues a des SARM ST398

Des cas cliniques porcins d’infections 8 SARM ST398 sont de plus en plus recensés
dans la littérature. Van Duijkeren et coll. (2007) ont été les premiers a rapporter un cas de
SARM provenant d’un porcelet malade de trois semaines d’age ayant une €pidermatite
exudative. Habituellement, cette maladie est causée par Staphylococcus hyicus. Puisque le
porcelet était trés jeune, les auteurs supposent que ce soit la mére qui lui aurait transmis la
bactérie [27]. L’¢équipe de Kadlec a travaillé en 2009 avec des souches de SARM ST398
provenant de porcs malades en Allemagne [15]. Ces souches provenaient d’infections des
voies respiratoires, urinaires, génitales, de la peau, de septicémie, de polysérosite, et
d’entérite nécrotique. Toutes les souches étaient non-typables par PFGE avec ’enzyme
Smal. Au total, huit spa-types ont été trouvés (011, 1034, 1451, 2510, 571, 1197, 1250,
1456). Cinquante-trois des isolats étaient de type SCCmec V. L’analyse des souches a
démontré 22 patrons différents de résistance aux antibiotiques. Cette étude a démontré par
biopuce, la variabilité génétique des SARM ST398 chez les porcs ainsi que leur capacité
d’acquérir de nouveaux genes tels les genes de résistance aux antibiotiques erm(A), erm(B),

erm(C), tet(L), tet(K), tet(M), dfrK, dfrG, aacAlaphD, aadD et fexA.

2.1.3.6 La transmission des SARM

Plusieurs études visent la compréhension de la transmission de SARM d’animaux a
animaux, d’animaux a humain et d’humain a humain. Broens et coll. (2011) ont fait deux
expériences pour €tudier la colonisation entre des porcs sains et des porcs positifs au

SARM. Dans la premiere, des porcelets naifs étaient mis en contact avec des porcs inoculés
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oralement et les porcelets naifs devenaient positifs 8 SARM en 15 jours. Dans la deuxiéme
expérience, ces derniers porcelets étaient mis en présence d’autres porcelets naifs qui
devenaient a leur tour positifs a SARM en seulement 15 jours [76]. Une étude effectuée
dans plusieurs fermes du Danemark, a démontré que les SARM ST398 retrouvés dans ces
fermes étaient identiques lors d’analyse par PFGE avec I’enzyme Cfr91. La dissémination
des SARM ST398 dans les fermes danoises de cette étude serait due a une dissémination
clonale d’une lignée de ST398 spécifique a une ferme [77]. Hartmeyer et coll. (2010) [78]
au Danemark, ont présenté quand a eux un cas de transmission de SARM ST398 de porcs a
une famille. Le premier SARM a été isolé d’une blessure superficielle d’un fermier de 40
ans s’occupant de porcs. Trois semaines aprés que le premier patient ait été testé positif a
SARM, son fils d’un mois était hospitalisé. Son fils avait des problémes cardiaques, des
anormalités chromosomiques, de la fievre, de la léthargie, une perte d’appétit et des
frissons. Les SARM isolés chez le pere et le fils étaient similaires étant de type ST398, de
spa-type t034, et négatif pour le géne codant pour la PVL. Des prélévements ont été faits
sur les autres membres de la famille, mais seulement la mére s’est révélée positive a
SARM. Dans la ferme, six porcs et trois échantillons de poussicres étaient également
positifs. Ces SARM étaient identiques a ceux retrouvés chez le pére, la mere et le fils. Cette
é¢tude démontre que le SARM ST398 se transmet facilement d’animaux a humains et
d’humains a humains. De plus, il peut étre la cause de graves infections [78]. Au Pays-Bas,
I’équipe de van Cleef en 2010 a fait une étude pour déterminer la prévalence de SARM
chez des personnes n’étant pas en contact avec des porcs mais vivant dans une région a
haute densit¢ de porcherie. Des prélévements nasaux chez 583 personnes de trois
municipalités différentes des Pays-Bas ont été effectués. Une personne était colonisée par

SARM sur les 542 répondants n’étant pas en contact avec des porcs et 13 personnes
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porteuses de SARM sur les 49 répondants en contact avec des porcs. Tous les SARM
retrouvés étaient de type ST398. L’étude a démontré que les personnes en contact direct
avec les porcs €taient plus souvent porteuses, mais que la transmission ne s’était pas encore
étendue a la communauté [79]. L’équipe de van Cleef a réalisé une autre étude pour évaluer
la présence de SARM chez les travailleurs des abattoirs en contact avec des porcs vivants.
Ils ont ainsi découvert que 5,6% des employés de trois abattoirs aux Pays-Bas étaient
porteurs de SARM. Le fait de travailler avec des porcs vivants a ét¢ identifi¢ comme un

facteur de risque important dans la colonisation par SARM [26].

2.1.4 Transmission et diagnostic

Une ¢étude a démontré que SARM était présent chez un porc sur dix dans les fermes
qui n’administraient pas quotidiennement des antibiotiques et chez six porcs sur dix dans
les fermes le faisant [18]. De plus, d’apres plusieurs études, 1’utilisation d’antibiotiques est
hautement associée a la colonisation par SARM chez les animaux et chez les humains [80-
82]. Il a été suggéré que 'utilisation de la tétracycline était une des causes de I’émergence
des SARM ST398. Cette hypothése vient du fait que la trés grande majorité des SARM
ST398 sont résistants a la tétracycline [67, 80, 83, 84].

Le SARM peut se transmettre par contact direct entre individus ou par contact
indirect via des surfaces contaminées. Il peut se transmettre par 1’air, I’eau, la nourriture ou
par des vecteurs animaux. Il peut aussi se transmettre d’humain a humain, de surfaces
contaminées a I’humain, d’animal a ’humain et vice-versa [17]. Il y a de plus en plus de
cas d’infections a SARM chez les travailleurs des porcheries ou des abattoirs [31]. Une
étude en 2009 a démontré que la transmission entre les porcs et les humains était
responsable de 23 a 45% de la colonisation par le SARM chez les fermiers et 4,6% chez les

vétérinaires [12]. De plus, en 2011, une étude a montré que les vétérinaires travaillant avec
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les petits animaux n’avaient pas un risque plus €levé de colonisation par SARM tandis qu’il
y avait une forte corrélation entre I’acquisition de LA-SARM et I’exposition des
vétérinaires travaillant avec des porcs vivants [85]. D’autres études ont suggéré qu’il y avait
un plus grand risque que les fermiers, les vétérinaires et les autres personnes qui sont
exposées aux porcs soient colonisés par SARM ST398 [22, 51, 56, 86, 87]. En Allemagne,
SARM ST398 est un colonisateur nasal de la majorité des porcs et représentait 0,22% de
tous les SARM retrouvés dans les infections humaines en 2006/2007. Le ST398 a aussi été
détecté chez des patients ayant des pneumonies en Europe central et est maintenant présent
dans la chaine alimentaire [88]. Ainsi, le transfert entre les différentes espéces animales, et
entre les animaux et les humains semble relié a une faible spécificité d’hote par le SARM
ST398 qui n’est pas encore comprise [4, 89]. De plus, le SARM ST398 est maintenant
retrouvé en production alimentaire animale et a été retrouvé dans 11,9% des découpes de
viandes de plusieurs pays [90]. Une schématisation de la transmission générale de bactéries

résistantes comme les SARM se retrouvent en figure 2.
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Figure 2. Schématisation de la transmission adaptée de Nature, 2006 [91].

Une fois I’identification biochimique de S. aureus obtenue, la méthode la plus
utilisée pour diagnostiquer une souche de SARM est la diffusion sur gélose Mueller-Hinton
(MH) avec un disque d'oxacilline (une pénicilline semi-synthétique) a 5 pug suivi d’une
incubation a 30°C pendant 48 heures. Les géloses sont préalablement ensemencées avec un
inoculum 0,5 McFarland dilué¢ 1/10. 11 y a résistance a la méthicilline si les diametres
d’inhibition sont inférieurs a 20 mm pour I’oxacilline [92]. 1l est important de suivre
certains parametres physico-chimiques lors de la détection phénotypique de la résistance a

la méthicilline avec le disque d’oxacilline. Si les parametres ne sont pas bien respectés, il
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peut y avoir augmentation de la proportion de colonies filles qui expriment la résistance a
un treés haut niveau. Si le milieu est trop concentré en sel par exemple, cela peut favoriser la
production de pénicillinase staphylococcique et ainsi faire apparaitre des souches sensibles
a I’oxacilline faussement résistantes [20, 92, 93].

Si I’échantillon a tester contient une seule souche et n’est pas un écouvillon nasal ou
de peau, la méthode de détection du gene mecA par PCR est adéquate. Cependant, si c’est
un écouvillon, il peut y avoir d’autres microorganismes de la flore bactérienne normale,
comme S. epidermidis ou d’autres Staphylococcus qui contiennent une séquence d’ADN
mecA trés homologue a celle de SARM. Puisque les éléments SCCmec s’integrent toujours
dans le gene orfX qui est un géne hautement spécifique a S. aureus, la détection de SARM
par la jonction orfX-SCCmec par PCR est une bonne méthode d’identification (Figure 1)
[21]. De plus, d’autres genes spécifiques 8 SARM peuvent étre détectés par PCR comme

les génes, femA et femB (facteurs essentiels a la résistance a la méthicilline) [48].

2.1.5 Typage

2.1.5.1 Multilocus sequence typing (MLST)

Le typage par la méthode du Multilocus sequence typing (MLST) est une excellente
méthode pour étudier 1’évolution moléculaire de S. aureus [19]. Cette méthode est basée
sur I’analyse de fragments de sept génes de ménage (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi et
yqil) qui ont une taille d’environ 500 bp. Chaque geéne de ménage est associé¢ a un allele
spécifique. Les alleles des sept génes de ménage définissent la lignée de S. aureus en
¢tablissant un profil allélique se nommant « sequence type » (ST). Un SARM est désigné
selon son ST et son type d’élément SCCmec [19]. A cause des sept différents PCR et des

14 réactions de séquencage d’ADN, la méthode MLST est cotliteuse et laborieuse [21]. Les
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nouveaux clones de LA-SARM chez le porc sont le plus souvent des ST398 [9, 29, 69].
Les autres ST retrouvés chez les porcs sont jusqu’a présent STS5, ST9, ST621, ST752,
ST753, ST804 et ST1067 [5, 28, 88].

2.1.5.2 Pulsed Field Gel Electrophoresis (Electrophorése en champs pulsé ou
PFGE)

Le PFGE est considéré comme une des plus discriminantes méthodes de typage de
SARM [19]. L’ADN chromosomal de SARM est digéré avec I’enzyme de restriction Smal
et les fragments d’ADN résultants sont séparés par migration sur un gel d’agarose avec
différents voltages. Ensuite, les profils sont analysés par comparaison en utilisant des
applications informatiques variées comme celles fournis par la plateforme de BioNumerics
[19]. Malheureusement, les nouveaux clones de SARM ST398 découverts chez les porcs
sont non-typables par PFGE avec I’enzyme Smal a cause de la présence d’un nouvel
enzyme de méthylation de I’ADN dans ces souches [18, 54, 55, 79]. Plus récemment, une
nouvelle enzyme a été trouvée pour digérer ’ADN du SARM ST398, le Cfi9l, un
néoschizomer de Smal. La combinaison du PFGE avec I’enzyme Cfr91 publié¢ en 2010, du
typage du gene spa et du gene SCCmec démontre une bonne reproductibilité et

discrimination des résultats pour le SARM ST398 [94].

2.1.5.3 Le typage du géne spa

Le typage du gene spa est une méthode de typage par simple locus. La méthode
détermine la variation des régions polymorphiques X du locus de la protéine A de S. aureus
[19]. La diversité du gene spa tient aux nombres de répétitions d’une séquence de 24 bp. La
méthode de typage du geéne spa est moins coliteuse, moins laborieuse et plus rapide que la
méthode MLST [19, 21]. En effet, il suffit d’une réaction PCR, d’un séquencage, puis le

spa-type peut €tre assigné en utilisant un programme nommé¢ le ridom StaphType [95]. Les
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nouveaux clones ST398 ont des types de genes spa tres variés [29]. Les types spa les plus

souvent retrouvés chez le porc sont t011, t034, t108 et t1451 [9, 10, 12, 96].

2.1.5.4 Le typage du géne SCCmec

Le terme SCCmec désigne la famille d’éléments chromosomiques qui se situent
dans un intervalle de 25 a 65 kb [21]. La méthode de typage du géene SCCmec est basée sur
des PCR multiplexes dans lesquels le géne mecA et différents locus de SCCmec de type I a
XI sont détectés. Par cette méthode, la structure du complexe mec et la présence de
différents geénes ccr sont identifiés [19]. Des études récentes ont démontré que cette
méthode ne pouvait pas identifier certains ¢léments SCCmec trouvés dans les nouveaux
types de ST398. De nouveaux SCCmec sont assez couramment identifiés, ce qui implique
que la méthode de typage du gene SCCmec devra régulierement étre adaptée [19]. Les
nouveaux clones de ST398 sont habituellement de type SCCmec 111, IV, [Va ou V [28, 29,
94].

2.1.5.5 Multiple locus variable number of tandem repeats (VNTR) analysis
(MLVA)

Le MLVA est une technique qui a été développée plus récemment. Cette technique
consiste en I’amplification simultanée de différents génes ayant des nombres variables de
courtes répétitions en tandem [97]. En effet, les VNTRs sont hautement polymorphiques et
varient dans le nombre d’unités répétées. Pour le typage par MLVA, les variations dans
plusieurs genes peuvent étre observées tel que, le géne sspA (sérine protéase), le géne spa
(protéine A), les genes sdr C, D et E (protéine Sdr), le gene clf4 (facteur d’agglutination
A), le géne clfB (facteur d’agglutination B) et le géene coa (protéine liant le collagene)
[98]. Cette méthode est maintenant trés utilisée et est basée sur la longueur des fragments

d’ADN obtenue par per [99]. Un essai ne comprenant que huit loci VNTR (appelé MLV A-
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8) a donné des résultats trés comparables avec la technique du MLST pour des souches de

S. aureus [100].

2.1.6 Controle de ’infection 2a SARM

Les procédures pour prévenir ou réduire la présence de SARM ST398 chez les
travailleurs en contact avec les animaux sont d’avoir une bonne hygiéne des mains,
d’utiliser des désinfectants a base d’alcool et de mettre des gants et des masques. Si ces
travailleurs sont admis a I’hopital, certains auteurs recommandent qu’ils mentionnent qu’ils
sont en contact avec des animaux de ferme et qu’ils soient ainsi mis en quarantaine pour
¢viter la propagation du germe [12, 35, 101]. Les options a envisager pour contrdler
I’apparition de SARM ST398 dans les fermes sont premicrement, de réduire la pression
sélective des antibiotiques dans les porcheries et les poulaillers en diminuant 1’utilisation
d’antibiotiques. Deuxiémement, appliquer les bonnes pratiques sanitaires pour ainsi ne pas
disséminer le SARM de fermes en fermes. De plus, il faut identifier les animaux porteurs et
les isoler en les mettant en quarantaine pour éviter la transmission aux animaux sains,

méme s’il s’avere plutot difficile de mettre en place de telles mesures [22, 102].

2.2 Résistance aux antibiotiques

2.2.1 Méthodes de détection phénotypiques

2.2.1.1 Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration d'antibiotique pouvant inhiber completement
la croissance d'une bactérie dans un milieu donné. La méthode de diffusion en gélose qui
permet de déterminer la CMI se nomme le ‘E-test’. Ce test permet de déterminer la CMI

grace a l'utilisation de bandelettes imprégnées d'un gradient exponentiel continu de
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l'antibiotique a tester. La CMI est calculée en mesurant ’intersection des deux ellipses ou
I’inhibition de la croissance est compléte (Figure 3). Pour le SARM, une souche est dite
résistante a la méthicilline si la CMI est strictement supérieure a 2 mg/ml et sensible si la
CMI est inférieure ou égale a 2 mg/ml [92]. S’il y a présence de microcolonies dans
I’ellipse cela est dii a une résistance hétérogéne a la méthicilline [92]. Une résistance
hétérogene indique que seule une proportion donnée et constante de colonies filles

expriment la résistance [20].

[

Figure 3. Résultat d’une CMI effectuée par E-test.

Les méthodes de CMI peuvent étre effectuées en milieu liquide ou en milieu solide.
Elles consistent a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations
décroissantes d'antibiotiques. Pour ce qui est de la méthode de dilution en milieu solide,
l'antibiotique est directement incorporé dans le milieu Miiller-Hinton agar. Ensuite, les
géloses sont ensemencées avec un inoculum de la souche de SARM. Apres incubation, la

CMI est déterminée par la plus faible concentration d’antibiotique inhibant la croissance de
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la souche [103]. Pour la méthode de dilution en milieu liquide, un inoculum de la souche de
SARM est distribu¢ dans une série de tubes (macro-dilution) ou de cupules (micro-dilution)
contenant I'antibiotique aux concentrations a tester. Aprés incubation, la CMI correspond a
la plus faible concentration d'antibiotique indiquée par le tube ou la cupule ou aucune
croissance n'est visible [103]. Pour toutes ces méthodes et les antibiotiques utilisés, la
classification de type sensible, intermédiaire (limite) ou résistant correspondante a la CMI
sera obtenue aprés comparaison de la dite CMI a I’aide de chartes officielles de CMI
publiées par le ‘Clinical Laboratory Standard Institute’ (CLSI). La CMI permet donc

d’évaluer le degré de sensibilité ou de résistance d’une souche donnée.

2.2.1.2 La méthode Kirby-Bauer

La méthode de Kirby-Bauer permet d’obtenir des résultats qualitatifs de type
sensible, intermédiaire (limite) ou résistant. Briévement, des disques d’antibiotiques sont
déposés sur la surface d'un milieu Miiller-Hinton, préalablement ensemencé avec une
concentration précise (MacFerland 0.5) d’une culture pure de la souche de SARM. Les
antibiotiques diffusent ensuite uniformément sur la gélose. Leur concentration est donc
inversement proportionnelle a la distance du disque. Aprés 24 heures d’incubation, les
disques ont des zones d'inhibition circulaires ou il y a absence de culture [103]. Les
résultats qualitatifs sont obtenus apres la lecture de la zone d’inhibition en millimétre suivi
d’une comparaison a I’aide de chartres officielles publiées par le CLSI. La régle générale
étant que plus la bactérie est sensible plus la zone d’inhibition sera grande. Par contre, le
degré de sensibilité ou de résistance d’une souche donnée ne peut pas €tre vraiment évalué

avec précision a I’aide de cette méthode car la CMI n’est pas obtenue.
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2.2.2 Méthodes de détection génotypiques

Pour s’assurer qu’une souche a un geéne de résistance spécifique, des techniques de
détections génotypiques telles que le PCR ou la biopuce peuvent étre utilisées. Le
désavantages du PCR, c’est qu’on ne peut vérifier qu’un géne ou quelques geénes a la fois
soit par PCR simple ou multiplexe alors que la méthode de biopuce permet la détection de
plusieurs geénes de résistance a la fois [104]. Le principe de la biopuce est d’extraire I’ADN
des différentes souches de SARM et de comparer leurs génes avec un S. aureus étalon.
L’ADN subit une amplification afin d’obtenir suffisamment de matériel génétique. Ensuite,
I’ADN est marqué par des colorants, soit la cyanine 3 (fluorochrome vert) ou la cyanine 5
(fluorochrome rouge). Une fois marqué I’ADN est déposé sur une lame de verre qui
possede fixée a sa surface, des fragments de genes de résistance et de virulence de S. aureus
[105]. Chaque point de fluorescence émise de la puce est analys¢ individuellement par un
scanner a trés haute résolution a la longueur d'onde d'excitation de la cyanine 3 puis de la
cyanine 5. L'image scannée est ensuite traduite en niveaux de gris qui représente 1’intensité
de fluorescence. Puis, l'intensité du signal entre le vert et le rouge est comparée et analysée
par bio-informatique, ce qui permet de s’assurer de la présence d'un gene sous différentes

conditions (Figure 4).
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Figure 4. Schématisation du principe de 1?;1 puce a ADN (adapté du Service de génomique
du département de biologie de I’Ecole Normale Supérieure de Paris).

Plusieurs biopuces de S. aureus ont été mises sur le marché dont la StaphyType de
CLONDIAG en Allemagne qui reconnait 330 séquences spécifiques. Elle détecte une
grande variété de résistances aux antibiotiques (acide fusidique, aminoglycosides,
lincosamides, macrolides, mupirocine,

bléomycine, chloramphénicole/florfénicol,

streptogramines, streptothricine, tétracycline, triméthoprime et vancomycine), de
marqueurs d’especes, de méthode de typage (SCCmec, spa) et de marqueurs de virulence.
Sa grande représentativité explique pourquoi elle est utilisée dans plusieurs études [89, 106,
107]. La biopuce StaphyType de CLONDIAG, utilise une nouvelle technologie. En effet, la
biopuce est localisée au fond de puits. L’ADN de S. aureus a tester est marqué a la biotine
puis I’hybridation avec la biopuce donne un profil d’hybridation spécifique a la souche. La

détection des profils se fait par méthode de coloration par précipitation (HRP (Peroxydase
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de Raifort)) a I’aide du conjugué a la streptavidine et du substrat colorimétrique nommé
‘Seramun Green’ [107]. Ceci permet d’obtenir des profils d’hybridation pour les différents
genes de résistance aux antibiotiques, de virulence et de marqueurs d’espéces composants

les souches a tester.
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Figure 5. Schématisation du principe de la puce a ADN StaphyType de Clondiag (Adapté
du site de la compagnie Alere).

L’équipe de Zhu (2007) quand a elle, a mis sur pied une biopuce qui reconnait six
genes de résistances aux antibiotiques (mecA, blaZ, aac(6’)-le-aph(2’), ermA, ermC et
msrA) ainsi que la région variable 16S de I’ARNT pour différencier les différents especes de
staphylocoques [108]. L’¢quipe de Monecke, en 2005, a développé une biopuce qui
reconnait 38 cibles de S. aureus, dont des génes de résistance, des toxines et quelques
contrdles spécifiques a 1’espéce [104]. Spence et coll. (2008) ont produit une biopuce
reconnaissant 84 cibles de S. aureus. Elle reconnait des genes spécifiques a 1’espece (cap,
coa, cpn60, femA, nuc, et tpi), de résistance aux antibiotiques (aminoglycosides,
bléomycine, érythromycine, lincosamides, macrolides, streptogramines, tétracycline,
triméthoprime et vancomycine), de toxines (toxine exfoliative, entérotoxine et hémolysine)

et de virulence (adhésine, biofilm et capsule). De plus, elle peut analyser treize souches
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simultanément [109]. Finalement, une biopuce a ¢été réalisée pour une étude
épidémiologique de SARM [110]. Elle contient 221 genes et utilise 390 amorces pour
I’amplification des cibles avant I’hybridation et pour identifier les génes ou les all¢les
caractéristiques de S. aureus codant pour des geénes de virulence, de résistance aux
antibiotiques, de régulateurs génétiques ainsi que des geénes constituants les ilots
génomiques [110].

La méthode de biopuce semble plus avantageuse que le PCR conventionnel grace
aux multiples genes de résistance aux antibiotiques, de virulence et de marqueurs d’espéce
qui peuvent étre testés simultanément. Cependant, les désavantages de la méthode est que
la biopuce est moins sensible et plus coliteuse que le PCR conventionnel. Le PCR quand a
lui, est une méthode plus laborieuse mais plus sensible et spécifique. En effet, les PCR
servent souvent a compléter les résultats négatifs des génes de résistance obtenus par
biopuce, car cette derniere peut parfois étre moins sensible que celle du PCR. Les réactions
PCR sont en effet plus sensibles, car méme si le gene n’est présent qu’en une seule copie, il
sera tout de méme amplifié. Tandis qu’il faut en général que la cible soit présente en
quantité¢ suffisante afin qu’elle soit reconnue par la biopuce. De plus, les résistances
génotypiques associées a des mutations ne peuvent étre détectées par des biopuces telles
que décrites précédemment. Par exemple, la résistance aux quinolones est principalement
due a deux cibles intracellulaires, soit ’ADN gyrase et la topoisomérase IV qui sont des
enzymes essentiels a la réplication de I’ADN de la bactérie. Or, un seul point de mutation
dans ces cibles encodant pour un acide aminé peut causer une résistance aux quinolones.
Pour détecter ces mutations, il est alors préférable de faire des PCR pour amplifier ces
genes puis de séquencer I’amplicon. Ces séquences sont ensuite comparées avec la

séquence étalon [111].
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2.2.3 Généralités sur la résistance aux antibiotiques de SARM

2.2.3.1 Le SARM d’origine porcine

La résistance aux antibiotiques survient lorsqu’un microorganisme devient résistant
a un ou plusieurs antibiotiques par mutation spontanée ou par acquisition de genes
exogeénes de résistance provenant d’autres microorganismes soit par conjugaison,
transduction ou transformation. La conjugaison est un transfert de matériel génétique, le
plus souvent de plasmides, qui s'effectue entre une bactérie donneuse et une bactérie
receveuse. La transduction est un transfert de matériel génétique effectué par des
bactériophages a des bactéries tandis que la transformation est le transfert d’ADN libre
capté par une bactérie réceptrice avant d'étre éventuellement intégré a son chromosome
(Voir figure 6). Les geénes sont portés par des intégrons, des transposons et/ou des
plasmides. Une fois nouvellement acquis, ces génes peuvent potentiellement muter [112,

113].
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Figure 6. Principe de I’acquisition a la résistance aux antibiotiques adapté de Nature, 2010
[114].

Le SARM est résistant a toutes les B-lactamines dont les pénicillines (pénames), les
inhibiteurs de B-lactamases, les pénémes, les carbapénémes, les monobactames ainsi que
les céphalosporines. Il y a seulement deux céphalosporines efficaces contre le SARM soit la
ceftaroline et le ceftobiprole [115, 116]. Les différentes classes de [B-lactamines sont
présentées en Annexe II. De plus, les souches de SARM sont souvent résistantes a d’autres
classes d’antibiotiques. On parle de multi-résistance lorsque le SARM est résistant a plus
de trois classes d’antibiotiques. La résistance a la méthicilline est donc utilisée également
comme marqueur de multi-résistance [101]. Chez 'homme, le SARM est souvent résistant

aux fluoroquinolones, mais sensible aux tétracyclines, alors que chez le porc, le SARM



39
ST398 est en majorité résistant aux tétracyclines, mais sensible aux fluoroquinolones et au
triméthoprime-sulfaméthozaxole [83, 117].

Une récente étude allemande a rapporté que des souches de SARM ST398
provenant de porcs malades (infections de la peau, des voies respiratoires, des voies
génitaux-urinaire, de septicémie, de polysérosites et d’entérite nécrosante) étaient toutes
résistantes a la tétracycline. De plus, de haut taux de résistance ont été observés aux
triméthoprimes (28/54), aux macrolides et aux lincosamides (24/54) [15]. En fait, jusqu’a
maintenant les résistances envers la tétracycline, I’érythromycine, la clindamycine, le
quinupristine-dalfopristine, le ciprofloxacine, les sulfamides, le
triméthoprime/sulfamethoxazole et les aminoglycosides ont été rapportées chez le SARM
ST398 [63].

La présence de SARM dans les porcheries et les abattoirs pourrait étre, entre autre,
le résultat de la trop grande utilisation d’antibiotiques [117]. Pourtant, la méthicilline et
I’oxacilline ne sont jamais utilisées dans les porcheries. Une étude a émis deux hypothéses
expliquant la présence de SARM dans les ¢élevages de porcs. La premicre est que
I’utilisation d’autres B-lactamines favoriserait I’émergence de SARM due a une résistance
croisée. La deuxiéme hypothese est celle de la co-sélection, qui repose sur la possibilité de
co-existence dans le génome bactérien, des génes de résistance a la méthicilline avec des
genes de résistance a d’autres antibiotiques souvent utilisés en production porcine [117]. De
plus, une étude a démontré que le SARM ST398 isolé chez des porcs variait trés peu dans
sa virulence et dans le type de geénes spa, mais différait grandement dans la résistance aux
antibiotiques [15]. Le SARM ST398 aurait donc I’habileté d’acquérir horizontalement du
matériel génétique d’autres bactéries ce qui pourrait augmenter sa résistance aux

antibiotiques et potentiellement sa virulence [15].
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Le transfert horizontal de génes parmi les bactéries via leurs ¢léments génétiques
mobiles est le principal mode de diffusion des résistances aux antibiotiques et des facteurs
de virulence chez les pathogénes [118]. Les ¢léments mobiles génétiques sont de larges
morceaux d’ADN qui codent pour les fonctions de mobilisation. Les principaux éléments
génétiques mobiles de S. aureus sont les bactériophages, les ilots de pathogénicité (SaPI),
les plasmides, les transposons, les cassettes chromosomiques staphylococcales (SCC) et
I’assimilation d’ADN nu. IIs sont connus pour étre responsables du mouvement d’ADN
entre les différentes espéces bactériennes [118, 119].

Les bactériophages peuvent coder pour des toxines, comme 1’entérotoxine A (sea),
la leucocidine de Panton-Valentine (PV-/uk), la protéine d’inhibition du complément (scin),
la protéine d’inhibition de la chémotaxie (chip) et la staphylokinase (sak) [120-122]. Les
ilots de pathogénicité portent souvent plusieurs genes de virulence et ressemblent aux
bactériophages, il leur manque cependant les geénes pour construire la téte et la queue des
capsides qui sont nécessaires aux transferts horizontaux [123]. C’est pourquoi, ils sont
associés a des phages qui les aident aux transferts horizontaux.

Les ilots de pathogénicité codent pour: la toxine-1 du syndrome du choc toxique
(zst), des genes de superantigene, un transporteur putatif de multi-résistance, et un gene de
résistance a I’acide fusidique [124, 125]. La plupart des souches de S. aureus contiennent
un ilot de pathogénicité, mais certaines en contiennent deux.

La plupart des souches de S. aureus contiennent un ou plusieurs plasmides, mais il y
a deux principaux types de plasmides décrits chez S. aureus. Le premier est un petit
plasmide circulaire qui code seulement pour une ou deux résistances, comme par exemple
pT181 [126]. Le deuxiéme, est un large plasmide répliqué par le mécanisme théta et qui

peut contenir une combinaison de génes de résistance incluant la pénicillinase, les métaux



41
lourds, résistances aux détergents, aux triméthoprimes et aux aminoglycosides [127]. [l y a
aussi des gros plasmides qui codent pour le géne tra du transfert conjugatif. De nouveaux
plasmides contenant plusieurs genes de résistance aux antibiotiques ont été découverts
derniérement chez des souches de SARM ST398 comme par exemple, le plasmide pKKS25
(40Kb) contenant les geénes erm(T), drf(K) et tet(L) [128] ainsi que le plasmide pKKS825
(14,3 Kb) contenant les genes aadD, tet(L), dfr(K) et vga(C) [129].

Les transposons sont relativement petits et codent pour des génes de résistance,
comme 71552 contenant le géne bla pour la pénicillinase ainsi que 77554 codant pour les
résistances a 1’érythromycine et a la spectinomycine. Ces transposons peuvent se retrouver
intégrés dans les éléments SCC, les plasmides ou dans le chromosome. Une souche peut en
contenir plusieurs copies [130]. D’autres transposons sont de tailles plus grandes et
relativement rares mais peuvent coder pour la résistance a la tétracycline, aux
triméthoprimes ou aux aminoglycosides. De plus, le géne de résistance a la vancomycine
(vanA) peut étre retrouvé chez certain SARM d’origine humaine. Il est codé par un
transposon qui a été transféré des entérocoques [131, 132].

Le gene mecA se retrouve sur un des multiples éléments mobiles de grande taille
nommé SCCmec. Les genes SCC sont quant a eux, de grands fragments d’ADN qui
s’inserent toujours dans le géne orfX du chromosome de S. aureus comme décrit plus haut.
Les SCC peuvent aussi contenir d’autres genes de résistance que mecA qui se retrouvent
sur de petits transposons ou intégrés dans de petits plasmides. Les protéines codées par les
genes ccr sont responsables de la précision de I’excision et de I’intégration d’¢lément
SCCmec dans le chromosome des Staphylococcus, mais 1’excision des SCCmec ne semble
pas tres fréquente et les SCCmec sont relativement stables et transférent nettement moins

souvent que les autres ¢léments mobiles génétiques [119].
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Le transfert horizontal de génes joue un role prédominant dans la rapide acquisition
de résistance aux antibiotiques chez S. aureus. Un systéme de restriction-modification
(systéme de défense des bactéries incluant des enzymes de restriction pour digérer I’ADN
parasite et des enzymes de méthylation pour protéger I’ADN de la bactérie) de type I, le
Saul, a été trouvé chez S. aureus. Saul contribuerait a 1’évolution de S. aureus et
controlerait le transfert horizontal des ¢léments mobiles génétiques [133]. Il a déja été
observé dans une étude, des transferts horizontaux de génes de résistance tels que copB et
une ATPase transportant le cadmium de plusieurs especes bactériennes (Listeria
monocytogenes et Staphylococcus saprophyticus) causant des mammites bovines a une
espece de SARM d’origine humaine [118]. Selon cette étude le SARM d’origine humaine
pourrait donc acquérir des génes de résistance de d’autres especes bactériennes. Une étude
comparative des génomes de 161 souches de S. aureus d’origine humaine et de 56 souches
de S. aureus provenant de différents animaux malades a révélé une variation génétique
entre les souches humaines et animales [134]. Plusieurs geénes conservés dans toutes les
souches humaines étaient variables ou manquant dans les souches animales tel que les
genes codant pour des facteurs d’adhésion fnbA et fubB et le géne codant pour la coagulase
coa. Plusieurs variations dans les éléments mobiles génétiques ont été notées ainsi que
plusieurs évidences d’échanges d’éléments mobiles génétiques, tels que les bactériophages
et les 1lots de pathogénicité, entre des souches humaines et animales [134].

Le tableau III résume les résistances génotypiques envers les antibiotiques ayant été
rapportés chez le SARM d’origine porcine. De plus, le ST398 présente souvent le géne cfr
de multi-résistance aux antibiotiques [88]. Le geéne cfrr est responsable de plusieurs
résistances dont la résistance aux oxazolidinones, aux pleuromutilines, aux phénicoles, aux

lincosamides et aux streptogramines A [88]. Une étude sur des souches de SARM porcins
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provenant de plusieurs pays a mis en évidence la présence d’une nouvelle résistance, soit la
résistance au zinc. La présence de cette nouvelle résistance provenant du géne crzC serait

due a I'utilisation de zinc comme additif alimentaire dans la nourriture des porcs pour

prévenir les maladies gastro-intestinales[135].

Tableau III: Les résistances génotypiques envers les antibiotiques rapportées chez le

SARM d’origine porcine.

Antibiotiques Génes de Plasmides (Kb) Mécanisme de Références
résistance résistance
Aminocyclitol apmA pAFS11 (40) -Acétyltransférase [136]
Apramycine
Aminoglycosides aacA/aphD - -Adényltransférase/ [15, 56, 70,
gentamicine phosphoransférase 137]
kanamycine aph(2”)acc - -Adényltransférase/
streptomycine (6”) phosphoransférase
tobramycine aph(3’) - -Phosphoransférase
ant(4) - -Adényltransférase
aadD pKKS825 (14,3) -Adényltransférase
Lincosamides vga(A) pCPS32 (5,7) -ABC transporteur [75, 88, 129]
clindamycine vga(C) pKKS825 (14,3) -ABC transporteur
pirlimycine pCPS49 (5,3)
lincosamine Inu(A/A”) - -Nucléotidyltransférase
cfrr pSCFS3 (9,4) -Méthyltranstérase de
I’ARNr 23S
Macrolides erm(A) - -Méthyltransférase de [15, 70, 128]
Erythromycine I’adénine de I’ARNr
erm(B) - -Méthyltransférase de
I’adénine de I’ARNr
erm(C) - -Méthyltransférase de
I’adénine de I’ARNr
erm(T) pKKS25 (40) -Méthyltransférase de
I’adénine de I’ARNr
msrA4 - -Pompe a efflux
Oxazolidinone cfr pSCFS3 (9.,4) -Méthyltransférase de [88]
linézolide I’ARNr 23S
Phénicoles cfr pSCFS3 (9.,4) -Méthyltransférase de [15, 88]
chloramphénicole I’ARNr 23S
florfénicole fexA - -Pompe a efflux
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Pleuromutilines cfr pSCFS3 (9,4) -Méthyltransférase de [15, 88]
I’ARNr 23S
vga(C) pKKS825 (14,3) -ABC transporteur
Streptogramines erm(A) - -Méthyltransférase de [15, 70, 88,
dalfopristine I’adénine du I’ARNr 128, 138]
quinupristine erm(B) - -Méthyltransférase de
I’adénine de I’ARNr
erm(C) - -Méthyltransférase de
I’adénine de I’ARNr
erm(T) pKKS25(40) -Méthyltransférase de
I’adénine de I’ARNr
vga(C) pKKS825(14,3) -ABC transporteur
vga(E) - -ABC transporteur
cfr pSCFS3(9,4) -Méthyltransférase de
I’ARNr 23S
msrA4 - -Pompe a efflux
Streptomycine str - -Adényltransférase [70]
Tétracyclines tet(M) - -Protéine de protection [52, 56, 128]
ribosomale
tet(K) - -Pompe a efflux
tet(L) pKKS2187 (40)  -Pompe a efflux
pKKS25 (40)
pKKS825 (14,3)
Triméthoprime dfrA pSK639 -Dihydrofolate réductase [15, 70, 128]
intensive
dfrG - -Dihydrofolate réductase
intensive
dfrK pKKS25 (40) -Dihydrofolate réductase
pKKS825 (14,3) intensive
pKKS2187 (40)
dfrS1 - -Dihydrofolate réductase

intensive

2.2.3.2 Le SARM d’origine humaine

Le SARM d’origine humaine, soit les HA-SARM et les CA-SARM, sont aussi
considérés comme étant multi-résistants. Une étude faite aux Etats-Unis de 1996 a 2008
révele une importante augmentation du taux de résistance des SARM de 1996 a 2004.
Cependant, ce taux semble se stabiliser de 2004 a 2008. De plus, les SARM provenant des

patients des soins intensifs, des patients qui ne sont pas aux soins intensifs et des patients a
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I’extérieur des hopitaux, montrent des patrons de résistances aux antibiotiques similaires
[139]. En effet, cette ¢étude démontre que le taux de résistance au
triméthoprime/sulfaméthoxazole, a la tétracycline et a la gentamicine a diminué ces
derniéres années, tandis que le taux de résistance a 1’érythromycine, a la ciprofloxacine
ainsi qu’a la clindamycine est toujours aussi ¢levé [139]. Une autre étude effectuée dans
plusieurs unités de soins intensifs au Canada durant 10 mois en 2005 révele que le SARM
représentait 4,7% de tous les isolats et 21,9% de tous les cas d’infections a staphylocoque
prélevés. De tous les SARM retrouvés, 90,7% était des souches de HA-SARM et 9,3 %
était des souches CA-SARM. Ces isolats de SARM étaient résistants a 91,8 % a la
lévofloxacine, a 89,9 % a la clarithromycine, a 76,1 % a la clindamycine et a 11,7 % au
triméthoprime-sulfaméthoxazole [140]. Un autre probléme important survient lorsque
I’antibiotique le plus utilis¢ comme traitement des SARM d’origine humaine, la
vancomycine, devient aussi inefficace. En effet, 1’utilisation de vancomycine comme
traitement pour toutes sortes d’infections a beaucoup augmenté ces derniéres années et ceci
coincide avec une augmentation du nombre de SARM résistant a cet antibiotique.
L’utilisation non-judicieuse d’antibiotiques pour le traitement de différentes infections
souleve donc des inquiétudes en ce qui concerne la prolifération de bactéries plus
résistantes et potentiellement la sélection de clones plus résistants et virulents dans un

environnement donné tel le milieu hospitalier ou en production animale [141, 142].
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Jai effectu¢ les manipulations de micro-dilution pour déterminer les
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biopuce sur les deux isolats de SARM et participé a D’interprétation des résultats de
biopuce. J’ai également vérifié certains résultats en PCR. Finalement, j’ai participé a la

rédaction de certaines sections de Particle.
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) found in food producing
animals is a major public health concern. Transmission to humans has been reported and
MRSA represents a reservoir of antimicrobial resistance genes. Little is known on how
MRSA successfully establishes colonization and how it is able to persist in the host. This
study was conducted to determine the occurrence and the antimicrobial resistance profile
of MRSA from abattoir pigs and their level of seroconversion toward Methicillin-
susceptible S. aureus (MSSA). Nasal and axillary skin swabs and blood samples were
randomly collected from 316 pigs from two abattoirs representing 43 farms located in the
Province of Quebec, Canada. Also, 28 abscesses were sampled at the carcass inspection
point. The swabs were inoculated into enrichment broth, blood agar and selective MRSA
chromogenic agar plates. A multiplex PCR was performed using the nuc and mecA genes
to discriminate between MRSA and MSSA. Antimicrobial susceptibilities were
determined by broth microdilutions. A total of 107 isolates were identified as MRSA
originating from the nasal or the axillary regions. No MSSA or MRSA were recovered
from abscesses. Fifteen clones were identified by MLV A with clones VI (40.1%; 43/107)
and XI (17.7%; 19/107) being the most predominant. All MRSA isolates were pvi-, tst-,
eta- and etb-negative. Most isolates were SCCmec type V (70.1%; 75/107). Unknown
SCCmec elements were observed in 29.9 % (32/107) of the isolates. All MRSA isolates
were susceptible to ciprofloxacin, gatifloxacin, gentamicin, levofloxacin, linezolid,
quinupristin/dalfopristin, rifampin, streptomycin, trimethroprim/sulfamethoxazole and
vancomycin. However, resistance was observed towards clindamycin (29%), daptomycin

(0.9%), erythromycin (29%) and tetracycline (98.1%). Multi-resistance was confirmed in
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MRSA since 28% of all isolates were resistant toward three classes of antimicrobials
other than B-lactams. MRSA carriage and seroconversion were examined to see whether
the host responded differently to MRSA or MSSA colonization. The presence of MSSA-
specific antibodies in pig sera was measured for each animal using indirect ELISA and a
mixture of two widespread MSSA antigens (IsdH [143] and IsdB). Sera (1:3000) were
considered positive if A4s0 was >0.3. Regardless of the colonization site, MSSA-/MRSA-
pigs (n=34) and MSSA+ pigs (n=194) showed 20.6% and 32.5% seroconversion,
respectively. Notably, pigs colonized by MRSA at one body site and no MSSA at the
other sampling site (n=18) showed a significantly lower (5.6%) seroconversion (P < 0.05)
compared to pigs colonized by MSSA at one or both sites without MRSA. The findings
of the study show that the nostrils and axillae of abattoir pigs can harbor MRSA isolates
with multiple antimicrobial resistances. In addition, these MRSA were possibly able to
colonize the host either without stimulating antibody production, by attenuating the
humoral immune response or by colonizing pigs that are less immunocompetent. Further
studies are required to better elucidate MRSA colonization in abattoir pigs and their

public health risk.

Key-word: Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), pig, antimicrobial,

abattoir, multi-resistance, seroconversion, Canada
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1. Introduction

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a critically important pathogen in
human medicine responsible for a wide range of diseases from superficial skin infections
to life-threatening conditions. MRSA strains are resistant to all beta-lactam antimicrobials
through the activity of a penicillin binding protein (PBP2a) that has a low affinity for this
class of antibiotics [144]. The protein is encoded by the mecA gene located on mobile
genetic elements called staphylococcal chromosomal cassettes (SCCmec). Additionally,
MRSA strains are often resistant to a wide range of other antimicrobials which adds to
the burden of treatment efficacy. An increased number of reports have recently been
published on MRSA in livestock, especially from swine and veal calves [145-149].
Different animal-specific lineages such as livestock-associated-MRSA (LA-MRSA) have
been implicated, and also human-associated MRSA genotypes have been identified [145].
MRSA has also been found in companion animals and horses, and transmission between

humans and colonized animals has been reported [74, 145, 150, 151].

MRSA colonization in pigs was first reported in the Netherlands [152]. More recently,
MRSA has been isolated from healthy pigs of various age groups in a number of
countries at farms and at slaughterhouses [153-158]. Most of the isolates belong to the
multilocus sequence type (MLST) ST398 and many of them showed resistance toward
tetracycline [159]. Erythromycin and clindamycin resistances have also been reported
[69]. Resistance to ciprofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole seems less
commonly encountered [70, 155, 156, 159]. However, these strains are usually

susceptible to rifampin, vancomycin, and linezolid [153, 156, 159-161]. ST398 has been



52

shown to be non-typeable by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) using the restriction
enzyme Smal but is typeable after macrorestriction with Eagl [58]. Persons who have had
contact with farm animals, especially pigs, and also slaughterhouse workers have been
found to be colonized by this MRSA type more often than people who have not had such
contacts [152, 162]. In many countries, pig exposure is now considered a significant risk
factor for MRSA ST398 colonization in humans [145, 159]. Reports have also
documented apparent transmission of MRSA between pigs and pig farmers and their
family members [145, 162]. Many cases of colonized pig workers have been reported in
the last 10 years in different countries [70, 154, 155, 158, 159, 163]. MRSA of porcine
origin has also been reported as the cause of human infections such as those of skin and
soft tissue infections [74, 145, 164], destructive otomastoiditis [151] and severe

pneumonia [150].

The potential role of food and food products in the spread of animal-associated MRSA is
not clear. Reports from the Netherlands indicated that MRSA can be isolated from meat
samples at retail stores but concluded that food is not likely a major factor contributing to
the spread of MRSA from animals to humans [165, 166]. In many surveys MRSA was
found in retail meat in percentages ranging from 1.2% to 35% and in various meat types

such as pork, beef, chicken, turkey, veal, lamb and mutton [90, 165, 166].

As one purpose of this work was to evaluate seroconversion and colonization by MSSA
or MRSA, genes coding for surface expressed proteins were selected. The iron-regulated

surface determinants (IsdH and IsdB) are specialized in the acquisition of iron from the
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heme proteins [167] and represent suitable target antigens for studying seropositivity in
many animal species including pigs. The protein IsdH captures hemoglobin associated
with haptoglobin [168] whereas the protein IsdB is a hemoglobin receptor [169]. The Isd
iron-acquisition system is thought to be of major importance for S. aureus pathogenesis

[170] and is strongly expressed in the mammalian environment [171].

A Canadian study reported an MRSA prevalence of 24.9% in farm pigs in the province of
Ontario. The predominant MRSA strains were of MLST ST398 [55]. To our knowledge,
occurrence, genotypes and antimicrobial resistance of MRSA originating from nasal and
axillary skin samples in pigs slaughtered in Canada, is presently unknown. The aim of
this study was thus to determine the prevalence of MRSA in abattoir pigs and to identify
whether they can harbour multiple antimicrobial resistances. DNA microarray chip
analysis was also performed to characterize the MRSA isolates for the presence of genes
encoding for ST types, antimicrobial resistance, enterotoxins, virulence factors of the
staphylococcal leukotoxin family, biofilm formation, exotoxins, and genes from
accessory gene regulator systems. In addition, we also evaluated the seroconversion of

pigs to determine whether the host responds differently to MSSA or MRSA colonization.
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2. Materials and methods

2.1 Sample collection and bacterial isolation

Nasal swabs, skin swabs and blood samples were collected from each of 316 pigs
selected randomly from two slaughterhouses (A and B) located in the province of
Quebec, Canada, between November 2008 and February 2009. In addition, 28 abscesses
were collected at the carcass inspection point. For each pig, the batch and farm of origin
were noted. The swabs were inoculated on blood agar plate (Bio-Rad, Canada) and into 5
ml of enrichment broth containing 10 g tryptone/L, 75 g sodium chloride/L, 10 g
mannitol/L and 2.5 g of yeast extract/L as previously described 1**). Possible MRSA
colonies were selected using MRSA Select™ agar (Bio-Rad, Canada) while MSSA were
selected on blood agar plate. Blood samples were also collected from each pig at
slaughter. After centrifugation, the sera were divided into 3 aliquots of 1.5 ml and frozen

for further analysis.

2.2 Molecular testing

DNA extraction was performed with Chelex 100 (Bio-Rad, Mississauga, Ontario,
Canada), using the manufacturers protocol. MRSA isolates from pigs were confirmed by
multiplex PCR using the nuc and mecA gene primer sets as previously described [172,
173] The presence of pvi, eta, etb and tstl genes was determined by a multiplex PCR
[173]. Amplifications were performed in a Biometra PCR system Tpersonal or Tgradient
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA). Amplicons were visualized using
a UV light box after electrophoresis on a 2% agarose gel containing 0.5 pug/ml of

ethidium bromide. All MRSA isolates were selected for molecular typing. Multiple locus
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variable number of tandem repeats analysis (MLVA) was performed with primers and
conditions previously described [174] with minor modifications. Briefly, three different
MLVA were performed using the primer sets for the sdr (Sdr proteins), c/f4 (clumping
factor A) and c/fB (clumping factor B) genes. The spa (protein A) and sspA (serine
protease) genes were detected using one MLV A procedure. Each PCR mixture contained
10X PCR Buffer, 1.2 mM MgCl,, 480 uM of dNTPs, 1 U of Taq DNA polymerase (GE
Healthcare), 5 pl of the DNA template and respectively 1.6 uM of the primers sdr, clfA
and clfB, and 600 nM of the primers spa and sspA, in a total volume of 25 ul. A Tracklt
ladder 100 bp (Invitrogen) was used as the marker. The MLVA patterns were analysed
using BioNumerics software with Dice correlation (optimization 0.6%, band filtering
tolerance 1%, cut-off 80%; version 6.0, Applied Maths, Belgium). The SCCmec typing
was performed by multiplex PCR with primers and conditions previously described [175]
with the following modification: two multiplex PCR included five primer sets each: one
including primers for SCCmec types and subtypes I, 11, I1I, IVd and the internal control
mecA gene, and the other including primers for SCCmec types and subtypes [Va, Vb,
IVc, V with the internal control mecA gene. MRSA-COL (type I), MRSA CCRI-9214
(type 1), MRSA CCRI-1317 (type III), CA-MRSA sa220c (type IVa), MRSA CCRI-
9598 (type 1Vc), MRSA CCRI-9593 (type IVd) and MRSA 97 (type V) were used as

positive controls.

2.3 Antimicrobial susceptibility testing
Isolates were tested for antimicrobial susceptibility by the broth microdilution method

(plates GPN3F) with the ARIS automatic system of Sensititre'™ (Trek™ Diagnostic
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System Ltd, Cleveland, Ohio, USA) using the guidelines and breakpoints of the Clinical
and Laboratory Standards Institute [176, 177]. The minimal inhibitory concentration
(MIC) of 18 antimicrobials were determined (Table 1) using the interpretation
breakpoints indicated in parentheses: ampicillin (AMP, >0.5 pg/ml), ceftriaxone (CEF,
>64 ug/ml), ciprofloxacin (CIP, >4 pg/ml), clindamycin (CLI, >4 pg/ml), daptomycin
(DPT, >1 pg/ml), erythromycin (ERY, >8 pg/ml), gatifloxacin (GAT, >2 ng/ml),
gentamicin (GEN, >16 pg/ml), levofloxacin (LEV, >4 pg/ml), linezolid (L1Z, >8 pg/ml),
quinupristin/dalfopristin (Q/D, >4 ng/ml), oxacillin (OXA, >4 pug/ml), penicillin (PEN,
>0.25 pg/ml), rifampin (RIF, >4 pg/ml ), streptomycin (STR, >1000 pg/ml), tetracycline
(TET, >16 pg/ml), trimethoprim/sulfamethoxazoles (TMS, >4/76 pg/ml ) and
vancomycin (VAN, >16 or 32 ug/ml). Strains S. aureus ATCC 29213 and Escherichia

coli ATCC 25922 were used as quality controls.

2.4 DNA Microarrays

Microarrays were performed on two representative isolates (MRSAp97 and
MRSAp154N) based on different abattoirs, antimicrobial resistance, SCCmec types and
MLVA lineages. These MRSA isolates were characterized by the StaphType© array
based on the Array-Tube platform (Alere technologies, Jena, Germany) [178] with a set
of probes covering species markers of S. aureus, antimicrobial resistance determinants,
toxins and other virulence factors, as well as probes for the discrimination of MLST and
SCCmec types. This system detects genes encoding for various virulence factors such as
staphylococcal enterotoxins (seld-selE, selG-selO, selQ, selR, selU), leukocidins (lukD,

lukE, lukF, lukM, lukS, lukX, lukY), Panton-Valentine leukocidin (PVL) (lukF-PV, lukS-
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PV), hemolysins (hla, hib, higA, hld), and accessory gene regulator system (agrB-I-1V,

agrC-I-1V, agrD-I-11I and sarA).

2.5 Production of recombinant proteins

The isdH(harA) and isdB genes were cloned from S. aureus ATCC 25904 into
pQE30 plasmid (Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada), according to the
manufacturer’s recommendations and as previously described [179]. Recombinant
proteins were produced in Escherichia coli M15 with pREP-4 plasmid after isopropyl
B-d-1-thiogalactopyranoside (IPTG) induction (Qiagen) according to the
manufacturer’s recommendations. Protein purification was performed under native
conditions using a nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) resin (Qiagen). Recombinant

proteins were dialyzed and concentrated if necessary.

2.6 Antibody detection

The presence of antibodies against IsdH and IsdB was determined by an indirect ELISA as
previously described [180]. Briefly, Nunc MaxiSorp 96-well plates (Thermo Fisher
Scientific Inc., Rochester, NY, USA) were coated with the recombinant protein (5 pg/ml
of either IsdH or IsdB or a mixture of both diluted in 0.1 M carbonate/bicarbonate bufter)
and incubated overnight at 37°C. The plates were washed twice with PBS containing
0.05% Tween20. The plates were then saturated with the blocking solution (PBS
containing 5% skim milk powder) for 1 h at 37°C. After two washes, 100 pul of the test sera

diluted 1/3000 in PBS containing 5% skim milk powder were loaded in triplicate into the
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plates and incubated for 2 h at 37°C. The plates were washed two times. One hundred
microlitres of horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody was added to
the plate. The secondary antibodies used were a rabbit anti-pig IgG (Sigma-Aldrich, St -
Louis, MO) diluted 1/1000 in blocking solution. After 1 h of incubation at 37°C followed
by two washes, peroxidase activity was detected with 3,3°,5,5’- tetramethylbenzidine
(TMB) reagent (KPL Inc., Gaithersburg, MD, USA) according to the manufacturer’s
recommendations. Absorbance at 450 nm (A44s59) was recorded with a Power Wave 200
plate reader (Bio-tek Instruments, Winooski, VT, USA). A sera was considered positive
for S. aureus antibodies (seroconversion) when the 4450 was greater than 0.3 for a sera

diluted 1/3000 as previously described [180].
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3. RESULTS

3.1 MRSA prevalence in swine

Nasal swabs, axillary skin swabs and blood samples were taken from each of 316 swine
at two slaughterhouses (A and B) representing 43 farms (A: 35 farms and B: 8 farms). A
total of 107 MRSA isolates were recovered from nasal or skin samples (107/632). MRSA
prevalence in swine varied depending on sampling site. MRSA were found on either
nasal swab only (9.8%; 31/316), skin swab only (11.4%; 36/316), or nasal and skin
(6.3%; 20/316) for a total prevalence (skin or nasal or both) of 27.5% (87/316). No
MRSA was isolated from the abscesses (0/28). MRSA prevalence at slaughterhouse A
was numerically higher (30.8%; 52/169) than that observed at slaughterhouse B (23.8%;

35/147).

3.2 Antimicrobial susceptibility

Frequency of antimicrobial resistance based on MICs for MRSA (n = 107) are presented
in Table 1 with respect to the MICsy and the MICy for each antimicrobial. All isolates
were susceptible to ciprofloxacin, gatifloxacin, gentamicin, levofloxacin, linezolid,
quinupristin/dalfopristin, rifampin, streptomycin, trimethroprim/sulfamethoxazole and
vancomycin. Low, intermediate and high frequencies of antimicrobial resistance were
observed for specific antimicrobials. Only a small number of isolates were resistant to
daptomycin (0.9%) whereas a greater frequency of resistance towards clindamycin (29%)
and erythromycin (29%) was more commonly observed. Most of the isolates were
resistant to tetracycline (98.1%) in addition to being resistant to beta-lactams (ampicillin,
ceftriaxone, oxacillin and penicillin) as expected. Despite harboring the mecA gene, four

of the characterized isolates were susceptible to oxacillin and ceftriaxone, whereas all
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isolates were resistant to ampicillin and penicillin. About one third of the isolates, 28%
(30/107), were resistant to representatives of four classes of antimicrobials namely, beta-
lactams, lincosamides (clindamycin), tetracyclines, and macrolides (erythromycin) (Table
2). Of those, 41.9% (26/62) were from the abattoir A and 8.8% (4/45) from the abattoir B.
The Z test was used to compare both proportions and the result indicated that these were
significantly different (z = 3.8, p = 0.0002). Two MRSA isolates were randomly selected
(MRSAp97, resistant to AMP-OXA-PEN-TET and intermediate to CEF-CLI-ERY; and
MRSAp154N, resistance to AMP-CLI-ERY-OXA-PEN-TET and intermediate to CEF-

Q/D) for further testing using microarray.

3.3 Molecular typing and DNA microarray

Fifteen clones were identified by MLVA. Clones VI (40.1%; 43/107) and XI (17.7%;
19/107) were predominant whereas certain clones were found in many herds (Fig. 1).
Most isolates of clone VI were from abattoir B (69.8%; 30/43) whereas most isolates of
clone XI were from abattoir A (73.7%; 14/19) (Table 3). All MRSA isolates were pvi-,
tst-, eta- and etb-negative. Most isolates were SCCmec type V (70.1%; 75/107).
Unknown SCCmec types were observed in 29.9 % (32/107) of the isolates (Table 3).
Microarray analysis of MRSAp97 and MRSAp154N revealed the presence of genes
encoding for antimicrobial resistance and virulence (Fig. 1). Among particular points to
note, the overall hybridization pattern of MRSAp97 was in accordance to ST398
SCCmecV whereas that of MRSAp154N was in agreement with ST5 with an atypical
SCCmec element. The antimicrobial resistance genotypes were also different. MRSAp97

was shown to harbour the genes /mu(A), erm(A), tet(K), and tet(M) whereas
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MRSAp154N was shown to possess the genes erm(C), tet(L), aadD, fosB and vga(A).
MRSAp154N isolate was also shown to harbor genes encoding for enterotoxins (seg, sei,
selm, seln, selo, selu) whereas isolate MRSAp97 did not carry any of these genes. The
leukocidins, serin protease and hemolysin gene profiles were similar in those two isolates
except for the genes lukD, lukE, splA, sp/B and hlb which were absent in MRSAp97. The
aureolysin, staphopains and capsule/biofilm gene profiles were undisguishable in both
isolates. MRSAp97 was shown to possess an agr group I whereas MRSAp154N was

shown to carry an agr group II.

3.4 Seroconversion of pigs

The presence of antibodies against two S. aureus surface proteins in the sera of abattoir
pigs was evaluated by ELISA. Overall, 27.6% of sera (87/315 sera tested) were considered
positive (seroconversion) for the presence of antibodies against the mixture of S. aureus
IsdB and IsdH(HarA) in ELISA plates. When antigens were tested individually, there were
7.3 times more positive sera against IsdB than against IsdH. Because the numbers of
positive sera were small when divided into a variety of categories, we could not define any
association between seroconversion and the origin of sera (farm or slaughterhouse), the
characteristics of MRSA isolates (SCCmec, MLVA clones) or the site of colonization
(nasal, skin). However, the percentage of positive sera differed depending on the presence
of MRSA. Figure 3 shows the percentage of positive sera in animal groups colonized by
MRSA compared to MSSA. Interestingly, the 34 pigs for which S. aureus was not
detected at any site showed a relatively high seroconversion compared to pigs colonized

by MRSA (Fig. 3). This indicates that the S. aureus-negative group may still have had a
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previous or undetected colonization by S. aureus. Analysis of all ELISA A4s0 data (two
independent experiments with duplicate tests performed in both) revealed that the
positivity of sera from 18 pigs colonized by MRSA at one site (but negative for S. aureus
at the other site) was significantly lower (P < 0.05) than the seropositivity of sera
collected from 194 pigs colonized by S. aureus at one or two sites and negative for
MRSA, as evaluated by a one-way analysis of variance followed by Tukey’s multiple

comparison test.
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4. Discussion

This study is one of the first to document the presence of MRSA ST398 in two Canadian
abattoir pigs, and to our knowledge, the first in Canada to report on their antimicrobial
resistance. MRSA prevalence in swine was dependent on the site of colonization and the
abattoir. This indicated that swine may harbour MRSA in their nostrils and/or on their
skin axillary region and suggests that more than one site should be sampled to established
carriage. The total prevalence (27.5%, skin or nasal or both) we report here is similar to
that previously published in farm pigs in Canada (24.9%) [55]. However, the proportion
of positive abattoir pigs were lower than those reported for pigs sampled in the

Netherlands [181] and Germany [69] using similar sampling and laboratory procedures.

The antimicrobial resistance of the MRSA isolates of this study was mainly restricted to
the B-lactams, tetracycline, macrolides and lincosamides. These results are similar to the
data previously reported from Germany [69] but different from the findings reported from
Belgium [182] where MRSA isolates of MLST ST398 were, in addition, often resistant to
fluoroquinolones and aminoglycosides. Also, Dutch isolates collected at the
slaughterhouse were more often resistant to aminogylcosides [181]. It has been suggested

that the resistant strains are probably spread clonally from herd to herd [69].

Tetracycline resistance could have been selected and maintained in the swine population
by antimicrobial pressure on the farms. Production systems of herds that were sampled at
both abattoirs employed similar antimicrobial prophylactic and therapeutic protocols,

including the use of tetracycline. In this study, the tetracycline resistance phenotype could
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be explained by the presence of tet(K) and tet(L) genes whereas the lincosamide-
macrolide resistance phenotype could be explained by the presence of /nuA, and erm(A),
or erm(C) genes, respectively. These genes encode for either efflux pumps or ribosomal
protection proteins [183-185]. These results demonstrate that abattoir pigs are an

important reservoir of tetracycline-resistant MRSA in Canada.

Multi-resistance (defined as resistance to three or more non-beta-lactam antimicrobial
classes) was also identified since one third of the isolates were resistant to four different
classes of antimicrobials and most of these isolates were from abattoir A. The two
slaughterhouses received animals from production systems which operate with important
differences. Firstly, they raise different breeds of swine. Secondly, abattoir B deals with
only one well-established operation (out of eight farms) that has tight antimicrobial use
guidelines under the surveillance of one veterinarian, this compares to many (out of 35
farms) in abattoir A. Multi-resistance has previously been described in MRSA isolates

from Belgium where 63% of the tested strains were multi-resistant [182].

Only one isolate (No. 96), which was from abattoir A, was resistant to daptomycin with a
MIC of 2 pg/ml, and to our knowledge, this is the first daptomycin resistance report in
MRSA from pigs. In humans, MRSA daptomycin resistance has previously been reported
[186, 187]. Daptomycin is a novel antibiotic and was the first agent of the cyclic
lipopeptide class. The use of this antimicrobial is indicated for complicated human skin
and skin structure infections caused by susceptible isolates of S. aureus, including MRSA

isolates, and S. aureus bloodstream infections including right-sided infective
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endocarditis, caused by methicillin-susceptible and MRSA isolates. This resistance is
difficult to explain as daptomycin is not labeled for agriculture use. In addition, its
mechanism of action is distinct from that of other classes of antimicrobials as it binds to
bacterial cell membranes, causes rapid depolarization of membrane potential and
inhibition of macromolecular synthesis which results in cell death without lysis [188]. To
our knowledge, genes encoding for daptomycin resistance have not yet been described
and there are no known transferable elements that confer resistance to daptomycin.
However, a correlation between reduced daptomycin susceptibility and vancomycin
resistance in vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (VISA) has been described
previously [188]. This correlation was related to cell wall thickening, suggesting that the
physical barrier of a thickened cell wall may also contribute to daptomycin resistance in
S. aureus [188]. This is the only mechanism of resistance toward daptomycin identified
thus far. Interestingly, a vancomycin MIC value of 2 pg/ml was measured for the
daptomycin-resistant isolate MRSAp96. Although the vancomycin intermediate
breakpoint is 8-16 pg/ml, this MIC is the highest value recorded for this antimicrobial
compound in our study. Analysis of the cell wall thickness of this isolate is currently

underway.

The presence of additional genes, aadD, fosB and vgad, encoding respectively for
resistance to aminoglycosides (tobramycin, neomycin), fosfomycin (bleomycin) and
streptogramin were identified in the tested isolates by microarray. Interestingly, the
presence of the vgad gene was linked to an intermediate resistance phenotype toward
streptogramin. Phenotypic resistances to tobramycin, neomycin and fosfomycin

(bleomycin) were not tested, whereas antimicrobial resistance to gentamicin and
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streptomycin were not observed. This is in agreement with what was previously found in
other studies where microarrays have been used [189, 190]. Genes encoding resistance to
lincosamide (/nu(A)), streptogramine (vgaA), aminoglycosides (aadD) and fosfomycin

(fosB) are infrequently reported.

Most of our isolates were of SCCmec type V, which has been previously reported to be
associated with MRSA from pigs [181, 191]. The remaining isolates belonged to
unknown SCCmec type(s). Previous reports on SCCmec elements have suggested that
certain sub-types of SCCmec may result from the fusion of two SCCmec followed by

deletion [192, 193]. Further studies are needed to determine the unknown SCCmec

type(s).

In addition, this is, to our knowledge, the first study where selG, sell, selM, selN, , selO,
selU, and /ukX genes were found in MRSA isolates from swine. It is possible that isolates
with genes encoding for enterotoxins represent a higher risk of virulence for pig workers
and pork consumers. According to other studies, genes encoding for PVL, TST, ETA or

ETB toxins were not detected [80, 156, 159].

MLVA has been reported as a simpler and more rapid typing method than pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) with high intralaboratory reproducibility [174, 194]. It has
been suggested as a rapid screening method for hospital outbreak studies where the major
objective is to determine if isolates that are epidemiologically linked and collected over a

relatively short period of time are related or unrelated [174]. However, data have
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indicated that MLV A cannot be used to predict PFGE types because MLVA was shown
to cluster isolates collected over a period of several years in a manner different from

PFGE.

Following these findings, MLV A was selected to type, for the first time, MRSA of pig
origin to determine their relatedness. Two dominant clones were identified and certain
clones contained one or many isolates. This may indicate a rather homogenous group of
MRSA with clonal spread within the pig population sampled. Because MLV A has never
been used for typing MRSA isolates of pig origin, comparison cannot be made with other
studies using this technique. However, similar findings have been previously observed in
Germany using spa-typing [69]. In our hands, the MLVA method which was originally
described as one multiplex PCR [194] or one multiplex and one single PCR [174] had to

be optimized using four PCRs for greater visual discrimination.

IsdH and IsdB are relatively well conserved across unrelated S. aureus and MRSA
lineages colonizing a variety of animal species in addition to showing little intra-lineage
variation [195]. This suggests that the significantly lower seroconversion rate we
observed in pigs only colonized with MRSA at one site cannot be attributed to inadequate
detection of isolate-specific antibodies. Overall, our results suggest many possibilities
that will need to be further investigated. Pigs could be more densely colonized by MSSA
than by MRSA which could translate into a lower immune response by MRSA than
MSSA. Also, MRSA could colonize the host without stimulating IgG antibody

production. This idea is supported by evidence showing that MRSA produce relatively
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fewer immuno-stimulating toxins than MSSA isolates [196]. It would be of interest to see
whether similar results could be obtained by measuring mucosal IgA. MRSA could, on
the contrary, actively attenuate the immune response. For example, toxins such as
leukocidins have the ability to kill neutrophils, macrophages and dendritic cells, thus
disrupting the priming of the adaptive immune response against S. aureus [197]. Finally,
MRSA could simply preferentially colonize pigs that are less immunocompetent, a
situation similar to that found in hospitals where immunosuppression is a major risk
factor for human MRSA infections [198]. Overall, the observed low seroconversion rate
in pigs colonized by MRSA suggests a possible inadequate humoral immune response
against the microorganism and this may possibly explain the relative importance of
MRSA in pig farms and abattoirs in Canada and around the world. Further studies are
needed to adequately test hypotheses linking MRSA colonization to lower

seroconversion.

In conclusion, these results show that the nostrils and axillary skin of abattoir pigs can
harbor MRSA isolates that possess genes encoding antimicrobial resistance and virulence
factors. In addition, a low seroconversion rate suggests a possible inadequate humoral
immune response against these MRSA. This could favor colonization, dissemination and

persistence of MRSA in swine production systems.
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Table 1. Antimicrobial resistance of pig MRSA isolates (n = 107) based on MICs.

Antimicrobial Number of isolates with MIC (pg/ml) of:
A w 2 o © & o e == 8 8 % ¥
Class Agent ?Is'lgﬁew“w‘“w"w“/\g‘-','\'me'gﬁnlr\sa%gE
i = =
Beta-lactams AMP
CEF
OXA
PEN
Lincosamides CLI
Cyclic DPT
lipopeptide
Macrolides ERY
Fluoroquinolones CIP
GAT
LEV
Oxazolidinone LIZ
Streptogramins Q/D
Rifamycins RIF
Aminoglycosides GEN
STR
Tetracyclines TET
Potentiated ™S
sulfonamides
Glycopeptides VAN

* Ampicillin, AMP; cefiriaxone, CEF; ciprofloxacin, CIP; clindamycin, CLI; daptomycin, DPT; erythromycin, ERY; gatifloxacin, GAT; gentamicin, GEN; levofloxacin; LEV,
linezolid, LIZ; quinupristin/dalfopristin, Q/D; oxacillin, OXA; penicillin, PEN; rifampin. RIF; streptomycin, STR; tetracycline, TET; trimethoprim/sulfamethoxazoles, TMS; and
vancomycin; VAN.

> Concentration where growth was inhibited in 50% and 90% of the isolates.

The vertical lines indicate the resistance breakpoints; shaded area, concentrations not tested;
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Table 2. Pig MRSA antimicrobial resistance phenotypes for classes other than -lactams

Resistance phenotype * Number of positive isolates (%)
- 2(1.9)
TET 72 (67.3)
TET, CLI 1(0.9)
TET, DPT 1(0.9) a q. .
clindamycin,
CLI
DPT;
TET, CLI, ERY 30 (28.0) erythromycin,
ERY;

tetracycline, TET
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Table 3. Relationship between the two predominant MLV A clones in porcine MRSA and
abattoirs, SCCmec, and antimicrobial resistance for classes other than beta-lactams.

. Number of
MLVA . SCCmec Resistance
clone Abattoir phenotype a Isolates
CLI, TET 1
A A/ DPT, TET 1
TET 11
VI
CLIL ERY, TET 3
B Vv
TET 27
A atypical SCCmec CLL ERY, TET 14
clements®
X1
B ical SCC _ .
atyp:i:mentsmec TET 3
CLIL ERY, TET 1

? Clindamycin, CLI; daptomycin, DPT; erythromycin, ERY; tetracycline, TET
® Harbour an irregular, possibly new SCCmec element



Fig.1. MLVA dendrogram representing the clonal relationship among porcine MRSA
isolates. Optimization 0.6%, band filtering tolerance 1%, cut-off 80%.
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Fig. 2. Antimicrobial resistance and virulence genes detected by microarray in two
MRSA isolates of porcine origin in Quebec (Canada).
Genes Isolate No.*
97 154N
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Fig. 3. Proportion of positive sera in animal groups colonized by MRSA compared to
MSSA and non-colonized pigs. An ELISA result of 4459 >0.3 was considered positive
(seroconversion). MRSA-/MSSA- (n=34), animals with no MSSA or MRSA detected at
any body site (nostrils or skin); MRSA+/SA- (n=18), animals with MRSA found at one
body site and no S. aureus present at the other site; MRSA+/MRSA+ or MSSA- (n=38),
MRSA found at one or two body sites but no MSSA found at the other site;
MSSA+/MRSA- (n=65), MSSA found at one body site and no MRSA present at the other

site; MSSA+ /MSSA+ or MRSA- (n=194), MSSA found at one or two body sites but no

MRSA was present.
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ABSTRACT
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen causing

animal and human infections worldwide. This study was conducted to determine the
presence of antimicrobial resistance and virulence genes in MRSA from abattoir pigs, to
study their biofilm formation in relation with agr specificity groups, and to evaluate
horizontal transfer of genes to an MRSA of human clinical origin. Twenty-four porcine
MRSA isolates were characterized by a DNA microarray, the StaphyType by Alere
technologies. Our results demonstrated that the MRSA isolates from abattoir contained
several antimicrobial resistance genes such as erm(A), erm(B), erm(C), [nu(A/A’), tet(K),
tet(L), tet(M), responsible for macrolide and tetracycline resistance and virulence genes
such as those encoding staphylococcal enterotoxins (selG, sell, selM, selN, selO and
selU), leukocidins (lukD, lukE, lukF, lukM, lukS, lukX, lukY) and hemolysins (hla, hib,
hlgA, hid). This study presents the first evidence that horizontal transfer of some of these
genes can occur between MRSA of porcine and human origin. We also report for the first
time biofilm formation in Livestock Associated-MRSA of porcine origin in association
with agr group II. Biofilm formation likely favors bacterial colonization, persistence, as

well as zoonotic potential.
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Introduction

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen causing
animal and human infections worldwide [88]. More recently, a new clone of MRSA,
belonging to sequence type 398 (ST398), was described in the literature as a Livestock
Associated-MRSA (LA-MRSA) and pigs seem to be the main reservoir [181]. Bacteria of
this clone usually colonize the upper respiratory tract of pigs without causing any disease,
hence the term healthy carrier. LA-MRSA ST398 isolates may occasionally colonize
humans in close contact with pigs [67, 80, 199]. In addition, human skin and soft tissue

infections with MRSA ST398 have been reported occasionally [74, 200].

MRSA ST398 of porcine origin is not thought to be highly virulent because they usually
do not harbour virulence factors typically found in human MRSA isolates [29]. Until
now, the genes /ukF/S-PV encoding for Panton-Valentine leukocidin toxin (PVL) has not
been detected directly in MRSA isolates from animals [70]. However, these genes have
occasionally been identified in MRSA ST398 isolates causing disease in humans [60, 61].
The genes encoding for enterotoxins B, K and Q have rarely been reported in ST398
strains of porcine origin [15] while hemolysin genes (hla, hib, hld and hlg) are usually
present [70]. Porcine MRSA ST398 strains are usually different from strains of human
origin in their spa types (t011, t108, t567, t899 and t1939) and in their antimicrobial
resistance profiles [27, 80]. Strains of porcine origin are usually tetracycline resistant via
the tet(K), tet(M) and tet(L) genes [15, 27, 52]. Resistance to macrolides, lincosamids and
streptogramins (MLS) has also been reported [15, 27, 52]. The MLS resistance of

staphylococci can be mediated by different resistance genes, usually encoding for efflux



&9

pump or inactivating enzymes [128]. MRSA ST398 of porcine origin was shown to be
able to acquire genetic material horizontally from other bacteria and this may enhance its

antimicrobial resistance and possibly its virulence [15].

Horizontal gene transfer via mobile genetic elements between different bacteria is the
main mode of transmission of antimicrobial resistance and virulence factors [118]. The
major mobile genetic elements (MGEs) of S. aureus are bacteriophages, pathogenicity
islands (SAPI), plasmids, transposons, staphylococcal cassette chromosome and uptake
of naked DNA [118, 119]. Transduction is reported to be the mechanism most commonly
used for horizontal gene transfer in S. aureus [113, 119]. Bacterial conjugation also
occurs as a mechanism for gene transfer. It is most often observed with other bacterial
species, such as enterococci to S. aureus. Indeed, the resistance gene to vancomycin
(vanA) found in vancomycin resistant human MRSA originated from a transposon

(Tn1546) that has been transferred from enterococci [113, 119].

Biofilms are structured communities of bacterial cells coated with polymeric matrix and
attached to various surfaces [201]. Two steps seem to be involved in the molecular
mechanisms of host colonization by S. aureus. Firstly, bacterial adhesion is mediated by
different proteins of the family of microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules (MSCRAMMs) to the host extracellular matrix and plasma proteins.
Secondly, there is accumulation of bacteria in a growth-dependent way in multilayered
cell clusters, also referred to as intercellular adhesion, where biofilm formation genes are

involved [202]. In addition, a new S. aureus biofilm accumulation phenotype mediated by
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the multifunctional fibrinogen- and fibronectin-binding proteins FnBPA and FnBPB has
been recently described. FnBP-mediated biofilm development appears to be more
commonly associated with MRSA isolates than with methicillin-sensitive S. aureus
isolates [203]. The ability of S. aureus to attach to a surface and develop a biofilm is also
an important determinant of resistance to antimicrobials [204]. There is no data
concerning biofilm formation in LA-MRSA and data on the presence of MSCRAMM,
FnBPA and FnBPB and biofilm formation genes in these MRSA is scarce. Recently,
some of these genes (icaD, cna, ebpS, eno, fnbA, fnbB, clfA and clfB) were found in
MRSA ST398 of poultry origin [11]. This suggests that MRSA ST398 isolates have the
genetic potential for adherence which may facilitate the colonization of not only chickens
but also humans [11, 201]. To respond to many external signals from the host
environment as well as the bacterial population, S. aureus possesses an accessory gene
regulator (agr) quorum-sensing system which is a key multiallelic regulatory system that
influences the overall regulatory network and the virulon [205]. This global regulon,
based on a two-component signal-transduction system, allows formation of the
autoinducer peptide (AIP) and transcription of virulence genes involved in biofilm
formation [40]. Agr locus is transcribed as an operon consisting of four genes encoding
the AgrA, B, C and D proteins [206]. The agr locus has diverged widely among strains of
S. aureus, which resulted in four S. aureus agr specificity groups, which are referred to as
groups [ through IV [207, 208]. Agr-group II MRSA has been associated with
significantly higher levels of biofilm production in comparison with MRSA of the
remaining agr groups [40, 41]. The specificity groups have the property of heterologous

mutual inhibition; that is, the unique AIP of a given group will generally cross-inhibit the
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agr signal in strains belonging to a heterologous group [208]. S. aureus agr specificity
groups seem to correlate with different types of infections. Menstrual toxic shock
syndrome (TSS) strains seem to belong to agr group III [208, 209]. Isolates of this agr
group are also responsible for most PVL-associated necrotizing pneumonia cases [210,
211]. Staphylococcal scalded skin syndrome isolates would belong, in majority, to agr
group IV [207, 212]. These correlations seem to involve the acquisition by strains of each
group of particular MGEs carrying toxins [213]. However, other transmissible elements
and virulence genes have associated poorly with agr alleles [209]. LA-MRSA agr
specificity groups are currently unknown. This study was conducted to determine
antimicrobial resistance and virulence genes of MRSA from abattoir pigs, to study their
biofilm formation in relation with agr specificity groups and to evaluate horizontal

transfer of genes to an MRSA of human clinical origin.
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Materials and Methods

Sample collection and bacterial isolation

A total of 107 MRSA isolates were recovered from pigs at two abattoirs located in the
province of Quebec, Canada as described previously [214]. These MRSA were recovered
from both nasal and skin samples (107/632) and were previously analysed for their
phenotypic antimicrobial resistance, Staphylococcal Chromosome Cassette mec
(SCCmec) types and multiple locus variable number of tandem repeats analysis (MLVA)
lineages. In addition, twenty-five clinical MRSA isolates of human origin from studies at
Sherbrooke and Laval Universities, Québec, Canada, were used in this study for a total of

132 MRSA isolates.

Biofilm formation assay

Biofilms of all 132 MRSA isolates were cultured in 96-well microtiter plates as described
by Mitchell et al. [215] with some modifications. Briefly, colonies from a 16-h BHI agar
plate were suspended into fresh BHI supplemented with glucose (0.25% w/v) to a 0.5
McFarland standard. A volume (200 pL) of this inoculum was transferred into 3 wells
and the microtiter plate was incubated at 37°C. After a 24-h incubation, the liquid
medium was removed using a vacuum and the planktonic cells were removed by washing
the wells thrice with phosphate-buffered saline (PBS). The wells were air dried and then
stained with 0.1% (w/v) safranin for 10 min. They were washed once with distilled water
and then dried at 37°C for 15 min. The stain was then released with 200 pL of the
destaining solution (50% (v/v) ethanol, 50% (v/v) glacial acetic acid) and the amount of

released stain was quantified by measuring the absorbance at 490 nm with a microplate
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reader (Powerwave, BioTek, Instruments). Staphylococcus epidermidis ATCC35984 (a
strong biofilm producer) and ATCC12228 (a weak biofilm producer) were used in this

study for control purposes.

DNA isolation
Genomic DNA was isolated as described by Arciola et al. [216] with some modifications.

Briefly, bacteria from 1.5 ml of overnight cultures were harvested by centrifugation. The
pellets were resuspended in a lysostaphin solution (0.1 mg/ml of lysostaphin (Sigma) in
Milli-Q water) and incubated for 30 min at 37 °C. A volume (150 pl) of proteinase K
solution (0.1 mg/ml of proteinase K (Sigma) in 0.1 M Tris-HCI pH 7.5, ImM CaCl,) was
added and the resulting mixtures were incubated for 10 min at 37 °C. The samples were
then heated for 5 min at 100°C. Cell and insoluble debris were sedimented by

centrifugation and the supernatants were transferred to new tubes.

Detection of icaA by PCR

All 132 isolates were tested for the presence of the icad gene with primers described by
Rohde et al. [217] (Table S1). Briefly, the typical PCR mixture (50 pl) was composed of
200 ng of genomic DNA, 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 0.5 uM icaAFSa, 0.5 uM
icaARSa, 5 ul of 10X PCR reaction buffer and 1.25 U of Taq DNA polymerase (GE
Healthcare). The PCR mixtures were subjected to 5 min at 94°C, 30 cycles of 30 sec at
94°C, 30 min at 47°C, and 30 sec at 72°C, and a final 1 min at 72°C using a Biometra
PCR system Tpersonal or Tgradient Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,

CA). S. aureus 1solate MRSA COL (icad positive) was used as a control.
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agr typing by multiplex PCR

Agr typing on all 132 isolates was performed as described previously [218]. Briefly, the
typical PCR mixture (50 pl) was composed of 200 ng of genomic DNA, 0.2 mM dNTP,
5.0 mM MgCl,, 0.5 uM agrl-4Sa, 0.3 uM agrlSa, 0.3 uM agr2Sa, 0.3 uM agr3Sa, 0.3
uM agrdSa, 5 ul of 10X PCR reaction buffer and 1.25 U of Taqg DNA polymerase (GE
Healthcare). The PCR mixtures were subjected to 4 min at 94°C, 30 cycles of 30 sec at
94°C, 1 min at 50°C, and 1 min at 72°C, and a final 5 min at 72°C using a thermocycler as
described above. S. aureus strain MRSA COL (Agr type 1), S. aureus strain Mu50 (Agr

type II) and S. aureus strain Sa606 (Agr type III) were used as positive controls.

DNA Microarrays

Microarray was performed on 24 representative isolates of porcine MRSA. Selective
criteria were based on different abattoirs, biofilm formation and previously obtained
antimicrobial resistance profiles (Table 1). Also, four human MRSA isolates were tested
in the array to select recipient isolates in the filter mating assay. The StaphType© array
based on the Array-Tube platform (Alere technologies, Jena, Germany) [89] was used
with a set of probes covering species markers of S. aureus, antimicrobial resistance
determinants, toxins and other virulence factors, as well as probes for the discrimination
of MLST and spa types. This system detects genes encoding for various virulence factors
such as staphylococcal enterotoxins (seld-selE, selG-selO, selQ, selR, selU), leukocidins
(lukD, IukE, lukF, lukM, luksS, lukX, lukY), Panton-Valentine leukocidin (PVL) (lukF-PV,
lukS-PV), hemolysins (hla, hib, higA, hid), and accessory gene regulator system (agrB-I-

1V, agrC-1-1V, agrD-I-11I and sarA).
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Filter mating

Transferability of antimicrobial resistance markers was performed using filter mating as
previously described by McDougal and al. [219] with a few modifications. Briefly,
microarray results were used to select donor and recipient cells of the assays. Two MRSA
isolates (#81 and #154N) of porcine origin resistant to tetracycline and erythromycin
were used as donor cells and two human clinical MRSA isolates (#CCRI-2023 and #CA-
MRSA sa220c) resistant to levofloxacin were used as recipient cells. Isolates were grown
overnight in Tryptic soy broth (TSB) at 37°C with shaking. The donor cell culture (100
ul) and the recipient cell culture (1 ml) were added to 9 ml of fresh TSB. After incubation
at 37°C with shaking during 4 h, the culture was filtered through a nitrocellulose 0.45um-
pore-size filters (EMD Millipore,290 Concord Road, Billerica, MA 01821). The filter
was placed on a blood agar plate that was incubated overnight at 37°C. The filter was
then vortexed in 1 ml of saline 0, 9%. Dilutions of the mixture were spread on selective
plates containing the appropriate antimicrobials (erythromycin 4 pg/ml, tetracycline 16
png/ml, levofloxacin 4 pg/ml). Transconjugants were counted after 48 h of incubation at
37°C. Genes transfer was confirmed by PCR (Table S1). Two transconjugants, T1 and
T68, were also tested on the array described above to determine genes acquired during

mating.

Plasmid extraction and southern hybridization analysis
Probes for Southern hybridization were generated by substituting standard dANTPs with
digoxigenin-labelled dNTPs (PCR Dig Probe Synthesis Kit, Roche Applied Science,

Quebec, Canada) in the amplification reaction according to the manufacturer’s
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instructions. Agarose gels were blotted on positively charged membranes using a
Vacuum Blotter Model 785 (Bio-Rad). Then, membranes were probed with digoxigenin-
labelled PCR products for the genes aadD, erm(A), erm(C), tet(K), tet(L), tet(M),
Inu(A/A’) and gacC. Pre-hybridizations and hybridizations were carried out at 65°C for
30 min and 18 h, respectively, in hybridization buffer with subsequent washings, as
recommended by the manufacturer. After post-hybridization washing of the membrane,
the colorimetric method (NBT/BCIP substrate solution, Roche Applied Science) was
used to detect the presence of digoxigenin-labelled probes. PCR products were used as
hybridization control and control DNA dig-labelled as detection control. A lysate of

Enterococcus faecalis JH2-2 was used as negative control.
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RESULTS

Biofilm formation of MRSA of porcine and human origins

The current study first determined whether the MRSA isolates (n= 107) recovered from
healthy pig carriers were able to form biofilm in comparison with human clinical isolates
(n= 25). As shown in Fig. 1, biofilm formation was observed in 87 MRSA isolates of
porcine origin with 73 isolates classified in the “weak” category (0,110 > DO 490 <
0,500) and 14 in the “moderate” (0,500 > DO 490 < 1,500) category of biofilm formation.
All human clinical isolates of MRSA were shown to form biofilm. Most of these isolates
were classified in the “moderate” (n= 15) or the “high” categories (n=8, with DO490 >
1,500) of biofilm formation. When PCR was performed on all MRSA isolates to
determine their Agr types, most isolates of porcine (n=76) and human (n=12) origins
were of type 1. The remaining isolates were of type Il (porcine, n=31; human, »=9) and
[T (human, n=4). Agr types within categories of biofilm formation are presented in
Table 2. All isolates of Agr type II of human and porcine origins were classified into
the “weak”, “moderate” or “high” categories of biofilm formation. Only isolates of
Agr type I were found in the negative biofilm formation class. Isolates were also
tested by PCR for the presence of icaA gene which encodes for intercellular adhesion
protein A. This gene has been found associated with adhesion and biofilm formation in
MRSA ST398 of poultry origin [11]. In our study, the icad gene was detected in all
MRSA isolates (n= 106), except in isolate no. 294, a “weak” biofilm former of agr-group
II. Together, these results indicate that most MRSA isolates originating from healthy
pigs are able to form biofilm, and that agr-group II was associated with biofilm formation

in these 1solates.
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Identification of virulence and antimicrobial resistant genes in MRSA of porcine
origin

To evaluate whether these MRSA isolates of porcine origin are carrying virulence and
antimicrobial resistant genes, a subset of these isolates (n=24) were selected for further
characterization using a StaphyType array of Alere Technologies [107]. Selection criteria
of these isolates listed in Table 1 were based on biofilm formation, different abattoirs,
and previously obtained antimicrobial resistance profiles (Beaudry-Ferland et al,
submitted). As shown in Tables 3 and 5, these isolates harboured several antimicrobial
resistance genes such as erm(A), erm(C), nu(A/A’), tet(K), tet(M), responsible for
macrolides, lincomycin, and tetracyclines resistance. Also, virulence genes such as
staphylococcal enterotoxins (selG, sell, selM, selN, selO and selU), leukocidins (lukD,
kE, lukF, lukM, lukS, lukX, lukY) and hemolysins (hla, hlb, higA, hld) were detected.
Overall, two different gene profiles were observed among MRSA isolates of porcine
origin. One profile represented by a SCCmec V possesses antimicrobial resistant genes
erm(A), erm(B), tet(K), tet(M) et tet(L) and another profile with an unknown SCCmec
type possesses the erm(C), tet(L), vga, aadD, and fosB antimicrobial resistance genes.
Analysis of virulence genes within these two profiles indicated that isolates with SCCmec
V have no enterotoxin genes but have leukocidin genes /ukX and /ukY whereas isolates
of the unknown SCCmec type have enterotoxin genes sel(G), (1), (M), (N), (O), (U), Egc-
cluster and leukocidin genes /ukE, D, X, Y (Tables 4 and 5). Also, four MRSA of human
origin were characterized by microarray (Table 5) to identify their virulence and

antimicrobial resistant genes in order to identify possible recipients in the filter mating
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assay with selected donor MRSA isolates of porcine origin. Human MRSA isolates
demonstrated resistance to various antimicrobials such as ciprofloxacin, levofloxacin and
gatifloxacin and possess various virulence genes such as sel4 selG, sell, selM, selN, selO,
lukD, K, ukE, lukX, lukY, lukF, lukS, hig, hla, hid but they differ from the ones found

in porcine MRSA isolates.

Filter mating

Filter mating assays from the donor porcine isolate MRSA 81 to recipient human isolate
MRSA CCRI-2023 revealed conjugative transfer of erm(A), tet(M), Inu(A/A’) and gacC
genes. On the other hand, assays from the donor porcine isolate MRSA 154N to the
recipient human isolate CA-MRSA SA220c revealed conjugative transfer of aadD,
erm(C) and tet(L) genes. The presence of these genes in 140 transconjugants was
confirmed by PCR. Furthermore, two selected transconjugants (#68, MRSA81-T68; #1,
MRSA154N-T1) were characterized by the StaphyType array of CLONDIAG.
Microarray results have demonstrated that MRSA81-T68, obtained from donor MRSA 81
and recipient CCRI-2023) had received 21 genes including antimicrobial resistances
genes (erm(A), tet(M) and gacC) (Inu(A/A’)-positive by PCR), a aureolysin gene (aur-
MRSA252), adhesion genes (bbp-ST45, clfA-COL+RF122, clfB-MW?2, clfB-RF122, cna,
fib-MRSA252, ebpS-01-1111, ebps-COL and map-MRSA252), immunoevasion genes
(hsdSx-CC15, hysA1-MRSA252+RF122/hysA2-COL+USA300 and hysA2-
COL+USA300+NCTC), and genes coding for staphylococcal superantigen-like proteins
(set9/ss14-MRSA252-SAR0425, set3/ssI15-MRSA252, setl/ss17-AF188836, setB3-

MRSA252 and setB2-MRSA252). In contrast, MRSAI154N-T1, obtained from donor
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MRSA 154N and recipient CA-MRSA SA220c, received only three genes by horizontal
transfer, erm(C) and aadD, as demonstrated by microarray and tet(L), as demonstrated by

PCR.

Plasmid extraction and southern hybridization analysis

Plasmid extraction and hybridization assays revealed conjugative transfer of /nu(A/A’)
gene from the donor porcine isolate MRSA 81 to recipient human clinical isolates MRSA
CCRI-2023. This gene was located on plasmid bands of 1,9 kb; 2,3 kb; 2,9 kb; 4,3 kb;
and 5,4 kb. However, there was no co-localization between the /nu (A/A') gene and the
other antimicrobial resistance genes. The erm(A) and the fef(M) genes were not located
on plasmid bands. Moreover, plasmid extraction and hybridization assays revealed
conjugative transfer of erm(C) (plasmid bands of 25,4 kb, 14,2 kb, 2,8 kb, 2,5 kb, 2,1 kb
and 1,9 kb), te#(L) (plasmid bands of 21,3kb and 11, 6kb) and aadD (plasmid bands of
26,4kb, 24,4kb, 21,3kb, 17,2kb) genes from the donor porcine isolate MRSA 154N to the
recipient human clinical isolate CA-MRSA SA220c. Co-hybridization of tefL. and aadD

genes on a plasmid band of 21.3 kb was observed on transconjugant #1.
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Discussion

Healthcare- and community-associated MRSA are important pathogen causing human
infections worldwide [88]. LA-MRSA ST398 is rarely reported in human infections [74,
200]. However, pigs have been attributed as one of the main reservoirs of ST398 and
humans in close contact with pigs have been identified as being at a greater risk of
acquiring this type of MRSA [67, 80, 199]. Because LA-MRSA are seldom involved in
clinical infections, one of the major concerns may be in the horizontal transfer of genes,
mainly encoding for antimicrobial resistance and possibly virulence attributes, carried by
ST398 to other ST types of MRSA of clinical origin found in humans, which would add

to the burden of HA- and CA-MRSA.

The current study was conducted to characterize MRSA from abattoir pigs, to study their
biofilm formation in relation with agr specificity groups and to evaluate horizontal
transfer of genes to a MRSA of human clinical origin. It first demonstrated that theses
MRSA isolates of porcine origin can carry various virulence and antimicrobial resistant
genes. More significantly, this study presents the first evidence that horizontal transfer of
some of these genes can occur between MRSA of porcine and human origin. We also
report for the first time, weak to moderate biofilm formation in LA-MRSA of porcine
origin in association with agr group II. These findings in association with the detection of
biofilm formation and MSCRAMM genes indicate that this process is likely dependent
on the icaADBC-encoded exopolysaccharide. Thus, these MRSA have a good genetic

capacity for adhesion to the host extracellular matrix and for intercellular adhesion
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involved in biofilm formation. This likely favors colonization, persistence and zoonotic

potential.

In two separate studies, MRSA isolates belonging to agr group II were associated with
strong biofilm formation [40, 41]. No strong biofilm formation was observed in the
MRSA isolates of porcine origin whereas this was observed in human clinical isolates of
this study. However, no agr group Il pig MRSA was categorized as negative-biofilm
producers. All microarray characterized pig MRSA isolates possessed genes encoding
for biofilm formation (icaA, icaC and icaD) and MSCRAMM genes
(cna, ebpS, eno, clfA and clfB) such as in the MRSA human isolates tested. Thus, no
specific association could be found between these genes and biofilm formation. Genes
encoding MSCRAMM and biofilm formation (icaD, cna, ebpS, eno, fubA, fnbB,
clfA and clfB) were recently found in chicken isolates of MRSA ST398 [11]. However,
no specific association could be found between the presence of certain MSCRAMM or
biofilm genes in these poultry isolates and the isolate's capacity to cause disease nor in
biofilm formation as this was not studied. None of the pig MRSA isolates of our study
harbored the genes fnbA and fnbB, encoding for FnBPA and FnBPB respectively. These
proteins were shown to promote acid-induced biofilm accumulation in some human
clinical MRSA, a process apparently independent of the icaADBC-encoded
exopolysaccharide [203]. One study showed that human MRSA isolates from device-
related infections, possessing both fnbA and fnbB, produced significantly more biofilm

than isolates with either gene alone under mildly acidic growth conditions [39]. Thus, the
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absence of these genesin our pig MRSA isolates could partly explain the weak to
moderate biofilm formation results.

MRSA isolates of porcine origin of this study were shown to carry various virulence and
antimicrobial resistant genes. More significantly, we demonstrated for the first time
horizontal transfer of some of these genes between MRSA of porcine and human origin.
Among particular points to note, the transfer of genes coding for staphylococcal
superantigen-like proteins was rather particular as this could contribute in enhancing
human MRSA virulence. This occurred between porcine MRSA isolate 81 and human
MRSA isolate CCRI-2023. Isolate 81 is a MRSA ST398 with a SCCmec V element. In
the sequenced genome of isolate S0385 LA-MRSA ST398 isolated from a case of human
endocarditis, considerable accessory genome content differences relative to other S.
aureus genomes were identified and several mobile genetic elements that confer
antimicrobial resistance were detected, including a novel composite of an type V
(5C2&5) SCCmec with distinct joining (J) regions. More importantly, the presence of
multiple integrative conjugative elements combined with a lack of a type I restriction and
modification of on one of the two nuSa islands, could enhance horizontal gene transfer in
this isolate [220]. Whereas some porcine MRSA isolates successfully transferred genes
to human MRSA isolates, some combinations of porcine and human MRSA isolates
revealed no transfer of genes. This was observed between porcine MRSA isolate 81 and
CA-MRSA SA220c and between porcine MRSA isolate 154N and MRSA CCRI-2023.
These results support a possible plasmid incompatibility process, which is the

inability of two plasmids to coexist in the same host cell in the absence of selective
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pressure. This is manifested by the inability of a plasmid to establish in a host that already

has a plasmid of the same group.

The incompatibility occurs between genetically similar plasmids and can be
due to sharing of common elements involved in replication control. Indeed, if
two plasmids have the same replication control, they are  inconsistent.  Fifteen
incompatibility groups are known in S. aureus [221]. In this study, conjugative plasmids
were not placed in any incompatibility groups but were classified into three groups. The
type 1 encodes resistance to gentamicin, kanamycin, tobramycin, neomycin,
and sometimes resistance to penicillin and ethidium bromide. The type 2 encodes for the
production ofaunique and diffusible pigment, for resistance to erythromycin
and spectinomycin and sometimes resistance

to kanamycin, neomycin and streptomycin. Type 3 revealed no resistance phenotypes.

Conjugative transfer of aadD, erm(A), erm(C), tet(L), tet(M), Inu(A/A’), and gacC genes
was observed in this study. The genes erm(A) and tet(M) were not located on plasmid
bands in this study. The erm(A) gene was previously found on the chromosome and on
transposon Tn554 [222], whereas the tet(M) gene was described as being on the
chromosome and on transposons Tn5807 and Tn97/6 [220, 222]. The I[nu(A/A') gene
encodes for a lincomycin-nucleotidyltransferase and confers variable resistance levels of
different lincosamides such as lincomycin and pirlimycine, but not to clindamycin. This
gene was found on five plasmid bands in MRSA81-T68. This is in agreement with the

literature which has reported this gene on several small plasmids such as pBMSa (2750
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bp) of S. aureus and pLNU1 to pLNU9 (ranging from 2278 bp to 3783 bp) of coagulase-
negative staphylococci [223, 224]. The first detection of the /nu(A) gene in MRSA ST398
has recently been reported in pig-farmers and pigs [137]. The aadD gene was found on
four plasmid bands in this study, which differ in molecular weights to that which was
previously reported (pUB110 of 4,5 kb; pSk41 of 47,8 kb; and pKKS825 of 14, 3 kb)
[129, 222]. The erm(C) gene was found to be on several plasmid bands (n=6) in
MRSAT154N-T1. Many plasmids (such as pE194 of 3, 7 kb; pSK1 of 28 kb and pUSA03
of 37, 1 kb) have previously been described harboring this gene [219, 222]. Interestingly,
the erm(C) gene has previously been transferred by conjugation between two isolates
of human MRSA USA300 and was located on plasmid pSK4. It was co-transferred with a
resistant gene to mupirocin, mupA [219]. Finally, the tet(L) gene was found
on two plasmids in MRSA154N-T1, which are both different in molecular weights from
what was previously reported (pKKS2187 of 40 kb; pKKS25 of 40 kb; and pKKS825 of

14,3 kp) [129, 222].

In summary, the current study provides the first evidence of horizontal transfer of some
virulence and antimicrobial resistance genes between MRSA of porcine and human
origin. We also report for the first time, weak to moderate biofilm formation in LA-
MRSA of porcine origin in association with agr-group II. Further studies are needed to
identify all genes involved in biofilm formation in LA-MRSA of porcine origin and
understand their involvement in this process. Also, further work is needed to determine
whether the transfer of specific virulence genes from porcine MRSA to human MRSA

can enhance virulence in these isolates.
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Table 1. List of isolates (n=24) selected for further characterization using a
microarray”

MLST and MRSA Biofilm  Abattoir Antimicrobial
b isolate . ¢ resistance
SCCmec formation source d
number phenotype
CC398-MRSA-V 45,47, 84,
88, 90, 97, weak A TET
100N
81 negative A CLIL ERY, TET
87 weak A CLI, ERY, TET
91, 101 negative A TET
96 negative A DPT, TET
210, 227 weak B CLI, ERY,TET
107N weak A CLI, TET
211N weak B TET
CC5-MRSA with
atypical SCCmec 152N moderate A CLI, ERY, TET
elements
151, 152,
161, 154N weak A CLI, ERY, TET
288 weak B CLI, ERY, TET
327N weak B -
CC9-MRSA with
atypical SCCmec 332 weak B ERY, TET

elements

“ StaphyType array (Alere technologies, Germany)

® Microarray identifies an overall hybridization pattern that is in accordance to a CC or
ST and carries probes for the discrimination of selected SCCmec types.

‘Refer to the biofilm formation assay of this study

Other than resistance to B-lactams; CLI, clindamycin; DPT, daptomycin; ERY,
erythromycin; and TET, tetracycline
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Table 2. Relationship between MRSA origin, Agr type and degree of biofilm
formation

Agr types (n) found in biofilm formation category:

MRSA origin Negative Weak Moderate High
Porcine 120) I(54) 12) -
I (19) II(12)
Human - [2) [(6) I1(4)
IT (6) IT (3)

11 (3) 101 (1)
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Table 3. Antimicrobial resistance genotypes of selected isolates (n=24) using a
microarray”

MLST and SCCmec (n) AMR gene (n) Expected resistance
CC398-MRSA-V (16) mecA (16) Beta-lactams
blaZ (16) Beta-lactamase
erm(A) (16) MLS
tet(M) (16) Tetracycline
tet(K) (14) Tetracycline
linA (8) Lincosamides
aadD (5) Aminoglycoside (Tobramycin, Neomycin)
erm(B) (2) MLS
qacC (2) Unspecific efflux pump
erm(C) (1) MLS
vga (1) Streptogramine
CCS5-MRSA with mecA (7)
atypical SCCmec blaZz (7)
elements (7) fosB (7) Fosfomycin, Bleomycin
vgaA (7) b
aadD (6) b
erm(C) (6) b
CC9-MRSA (1) mecA b
blaZ b
erm(A) b
fosB b
tet(K) b

*StaphyType array (Alere technologies, Germany)
®As previously mentioned
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Table 4. Virulence genotypes of selected isolates (#=24) using a microarray”

MLST/SCCmec Virulence gene

Virulence factor

CC398-MRSA-V (16) [ukX-Y, lukF, lukS, higA, hl, hla, hid, hilll, aur
isaB, hsdSx, hysA
setC, set6, ssl4-5, setl/ssl7, setB1-B3
icaA, icaC, icaD
cna, ebpS, eno, clfA, clfB

CC5-MRSA with ®lukE, D,hlb

atypical SCCmec mprF

elements (7) sel G, 1, selm, seln, sel, selu, egc-cluster
splA and sp/B
ssi3

CC9-MRSA (1) Pchp, isdA,

ebh, fib, fnbA-B, map, sdrC,-D, vwb
set7, ssl13-19, et4/ssl10

Leukocidin/Hemol/Aureo
Immunoevasion
Superantigen-like proteins
Intercel. Adhe./biofilm
MSCRAMMs/Adhesion

Leukocidin/Hemol/Aureo
Immunoevasion
Enterotoxins

Serine proteases
Superantigen-like proteins

Immunoevasion
MSCRAMMs/Adhesion
Superantigen-like proteins

*StaphyType array (Alere technologies, Germany)

®Same genes as for CC398-MRSA-V except for the additional genes indicated



Table 5. Antimicrobial resistance and virulence genes detected by microarray” in MRSA of porcine and human origins in

Quebec (Canada) and two MRSA transconjugants.
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Genes

clfA-MRSA252
clfA-Mu50/MW2
clfB-all
clfB-COL+Mu50
clfB-MW2
clfB-RF122

cna

ebh-all

eno

fib
fib-MRSA252
ebpS
ebpS-01-1111
ebps-COL
fnbA-all
fnbA-COL
fnbA-MRSA252

fnbA-Mu50+MW2

fnbB-COL

fnbB-COL+Mu50+MW2

fnbB-Mu50
fnbB-ST15
map
map-RF122
map-MRSA252

map+Mu50+MW2

sdrC-all
sdrC-B1

Pig

Isolates

COL human

154N pig

Trans

sa220c¢ human

pig

Trans




115

Genes

sdrC-COL
sdrC-Mu50
sdrC-MW2+MRSA252+RF122

sdrC-otherthan252+122

sdrC-COL+MW?2
sdrD-Mu50

sdrD-other
sdrD-otherthan252+122

vwb-all

vwb-COL+MW2
vwb-MRSA252
vwb-Mu50

sasG

sasG-COL+Mu50
sasG-Otherthan252+122

Immunoevasion and misc.

isaB
isaB_MRSA252
mprF
mprF_Col+MW2
mprF_Mu50+252
isdA
isdA-MRSA252

Pig

Isolates

Trans
Trans
=
=
=]
&0
=

sa220c¢ human
pig

COL human
154N pig

Z Z Z
S o «a
S <@ wun
-




116

Genes
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Figure 1. Biofilm formation of MRSA of porcine and human origins.
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Table S1. Primers used in this study
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Primer Sequence 5°-3°

Description Amplicons Reference

(bp)

F-ATGCACATGGTGCACATGC agr universal - [218]

for S. aureus
R-GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT agr type 1 439 [218]
R-TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC agr type 2 572 [218]
R-GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG agr type 3 321 [218]
R-CGATAATGCCGTAATACCCG agr type 4 657 [218]
R-CCTCTGTCTGGGCTTGACC icad of S. 669 [217]
F-TGGCTGTATTAAGCGAAGTC aureus
F-GCAAGGACCGACAACATTTC aadD 165 [225]
R-TGGCACAGATGGTCATAACC
F-TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA erm(A) 645 [225]
R-CTTCGATAGTTTATTAATATTAG
F-TCAAAACATAATATAGATAAA erm(C) 642 [225]
R-GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
F-GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG Inu (4/4°) 323 [225]
R-GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGATC
F1-CATTTGGTCTTATTGGATCG tet(L) 456 [225]
RI1-ATTACACTTCCGATTTCGG
F-GTGGACAAAGGTACAACGAG tet(M) 406 [226]
R-CGGTAAAGTTCGTCACACAC
F-GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT qgacC 249 [227]

R-ATGCGATGTTCCGAAAATGT
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Les CA- et HA-SARM sont d’important pathogénes en médecine humaine a 1’échelle
mondiale [88]. Le LA-SARM ST398 est rarement rapporté dans les infections humaines
[73, 74] [13]. Cependant, les porcs ont été identifiés comme principal réservoir de ce type
de SARM et les humains en contact étroit avec les porcs semblent plus a risque de
contracter ce SARM [67, 80, 199]. Bien que le SARM ST398 soit rarement retrouvé dans
les cas d’infections chez I’homme, une autre problématique demeure, soit celle du transfert
horizontal de genes, principalement ceux codant pour la résistance aux antibiotiques et
possiblement pour des attributs de virulence, des SARM ST398 aux autres types de ST
retrouvés chez ’humain, surtout les ST d’origine clinique. Ce transfert de génes pourrait
contribuer a amplifier la problématique des HA- et CA-SARM.

Une étude de notre laboratoire a mis en évidence des prévalences de SARM de 30,8%
et 23,8% dans deux abattoirs porcins du Québec. C’est la premicre étude au Canada qui
démontre la présence de SARM ST398 dans des abattoirs et qui présente leur résistance aux
antibiotiques. Le présent projet de recherche avait comme objectifs d’identifier les génes de
virulence et de résistance aux antibiotiques de ces SARM, de vérifier la localisation
plasmidique et la transférabilité de ces génes a des souches de SARM d’origine humaine,
puis d’étudier la formation de biofilm de ces souches. Ces travaux démontrent que le
SARM d’origine porcine possede une variété de génes de résistance aux antibiotiques et de
virulence. Cette étude met en évidence pour la premiere fois le transfert horizontal de
certains de ces geénes entre des SARM d’origine porcine et humaine. Nous rapportons
¢galement pour la premiere fois la formation de biofilm chez le LA-SARM en association a
un agr groupe-Il. Ces résultats en association avec la présence de génes MSCRAMM
(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) indiquent que le

processus de formation de biofilm est probablement dépendent des exopolysaccharides
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codés par les genes icaADBC. Ces SARM ont donc une bonne capacité génétique pour
I’adhésion a la matrice extracellulaire et a 1’adhésion intercellulaire impliquées dans la
formation du biofilm. Ceci favorise fort probablement la colonisation et le potentiel

zoonotique de ces SARM.

Au total, 107 isolats de SARM ont été identifiés dans 1’étude effectuée dans notre
laboratoire. Nous avons observé que 29% des souches étaient résistantes a 1’érythromycine,
un macrolide et la clindamycine, une lincosamides. Ces résultats concordent avec les
résultats obtenue aux Etats-Unis [219], mais différent d’avec ceux de I’Europe ou les
souches de SARM sont aussi résistantes aux fluoroquinolones et aux aminoglycosides [12,
16, 70]. De plus, presque toutes les souches (98,1%) étaient résistantes a la tétracycline, ce
qui concorde fortement avec la littérature et refletent 1’utilisation des tétracyclines en
¢levage porcin [67, 80]. En effet, la résistance a la tétracycline pourrait avoir été
sélectionnée et maintenue dans la population porcine par la sur-utilisation de la tétracycline
dans les fermes. Une souche résistante a la daptomycine a également été détectée (souche
#96 de I’abattoir A) avec une CMI de 2 pg/ml, et a notre connaissance, il s’agit du premier
cas de résistance a la daptomycine rapportée chez des SARM porcins. Plusieurs souches ont
démontré différents patrons phénotypiques de résistance aux antibiotiques (Article 2,
Tableau 2). Ce qui est comparable a la littérature, puisque plusieurs études montrent des
souches de SARM ayant plusieurs résistances a différents antibiotiques. En effet, dans la
littérature, les souches de SARM semblent avoir des patrons phénotypiques différents, sauf

pour la résistance a la tétracycline qui est toujours présente [12, 15, 16, 63].
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Par la suite, un sous-groupe représentatif de ces isolats de SARM (n=24) a ét¢ soumis a
une caractérisation plus approfondie. L’étude a permis de caractériser le SARM chez les
porcs d'abattoir, d'étudier leur formation de biofilm en relation avec la spécificité des
groupes agr et d'évaluer le transfert horizontal de geénes a des SARM cliniques d'origine
humaine. Cette ¢tude a d'abord montré que ces isolats de SARM d'origine porcine peuvent
porter divers génes de virulence et de résistance aux antibiotiques. Plus important encore,
cette étude présente pour la premiére fois que le transfert horizontal de certains de ces
genes peut se produire entre le SARM d'origine porcine et humaine. Nous rapportons
également pour la premiere fois, la formation de biofilm, de faible a modérée, dans LA-
SARM d'origine porcine en association avec un agr groupe 1. Ces résultats, en association
avec la détection de la formation de biofilms et les génes MSCRAMM, indiquent que ce
processus dépend probablement des génes icaADBC codant pour des exopolysaccharides.
Ainsi, ces SARM ont une bonne capacité génétique pour l'adhérence a la matrice
extracellulaire et pour l'adhésion intercellulaire impliquée dans la formation de biofilm.
C'est probablement ce qui favorise la colonisation, la persistance et leur potentiel
zoonotique.

La caractérisation par des tests de PCR et de biopuce a ADN a permis d’identifier des
genes de virulence et de résistance aux antibiotiques. Un nombre important de genes de
virulence a été détecté par biopuce: des entérotoxines staphylococcales (entG, entl, entM,
entN, entO et entU), des leucocidines (lukD, IukE, lukF, lukM, [ukS, lukX, lukY), des
hémolysines (hla, hib, higA, hild), des auréolysines (aur), des geénes d’immunoévasion
(isaB, hsdSx, hysA), des geénes codant pour des protéines de superantigénes
staphylococcales (setC, set6, set9/ss14, set3/ssl5, setl/ssl7, setBl, setB2, setB3), des génes

codant pour la formation de biofilm (icaA, C et D) et des geénes d’adhésion (cna, ebpS, eno,
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clfA et clfB). Les geénes de résistance aadD, erm(B), erm(C), erm(A), Inu(A/A’), tet(M),
tet(L), tet(K) et gacC, responsables respectivement de la résistance envers les
aminoglycosides, les macrolides, les lincosamides, les tétracyclines et les biocides ont été
également détectés. Les profils d’hybridation par biopuce, ont révél¢ deux patrons de génes
différents selon que les souches de SARM porcine possédent un SCCmec V (erm(A), lukX,
lukY et parfois erm(B), tet(K), tet(M)) ou un SCCmec inconnu (erm(C), vga, aadD, fosB,
entG, I, M, N, O, U, egc-cluster et lukE, D, X, et Y). Aucun géne d’entérotoxine n’a été
observé chez les SARM ST398 SCCmec V de cette étude et ceux-ci portaient peu de genes
de virulence, ce qui est en accord avec des études allemande et francaise. Ces études ont
séquencé des SARM ST398 SCCmec V et ils ont montré que ces souches portaient moins
de geénes de virulence tel que les entérotoxines, mais avaient tout de méme des hémolysines
[63, 89].

Nous avons ensuite évalué la capacité de formation de biofilm des 107 souches porcines
en relation avec les groupes de spécificité de type agr. Le systéme agr est un systeme a
deux-composantes et controle les facteurs de surface et les cytotoxines et enzymes sécrétés
en coordination avec les changements de concentration d’une phéromone secrétée fort
probablement en réponse a une densité de population ou a un quorum [228]. Le locus agr a
largement divergé parmi les souches de S. aureus. 1l en résulte quatre groupes spécifiques
(Type I a IV). Les SARM agr-groupe II ont été associés a une surproduction de biofilm
[207, 208] [40, 41]. Notre étude a démontré que les souches de SARM d’origine porcine
formaient faiblement ou modérément du biofilm. Mais aucune de ces souches ayant un agr
type II n’étaient dans la catégorie des producteurs négatifs de biofilm. Toutes les souches
porcines et humaines de SARM caractérisées par biopuce possédaient des genes codant

pour la formation de biofilm (icaA, icaC et icaD) et codant pour des facteurs d’adhésion
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(cna, ebpS, eno, clfA et clfB). Nous ne pouvons donc pas faire d’association entre ces genes
et la formation de biofilm puisque certaines souches porcines ne faisaient aucun biofilm.
Les génes codant pour des facteurs d’adhésion ainsi que pour la formation de biofilm
(icaD, cna, ebpS, eno, fubA, fnbB, clfA and clfB) ont ¢ét¢ récemment trouvé chez des
souches de SARMS ST398 provenant de poulets [11]. Cependant, cette étude n’a pu faire
aucune association entre la présence de ces geénes et la capacité des isolats de causer des
maladies, mais malheureusement, la formation de biofilm n’était pas étudiée dans cet
article. Aucune des souches de SARM porcine ne possédaient les geénes fubA et fnbB, qui
codent pour FnBPA et FnBPB respectivement. Ces protéines ont ét¢ montrées comme
induisant I’accumulation de biofilm induit par acide dans des souches cliniques humaines
de SARM, un processus apparemment indépendant des génes icaADBC qui codent pour des
exopolysaccharides [39]. Une étude montre que les souches de SARM humaines provenant
d’infections qui posséde fnbA et fnbB produisent significativement plus de biofilm que les
isolats qui n’ont qu’un seul des deux genes dans des conditions de croissance légérement
acide [39]. Ainsi, l'absence de ces genes dans les souches de SARM porcines pourrait
expliquer en partie les résultats de formation de biofilm allant de faible & modérée.

Nous avons également réalis¢é des études de conjugaison pour évaluer la
transférabilité des geénes de résistance aux antibiotiques et de virulence a des SARM
d’origine humaine. Nos résultats démontrent pour la premiére fois le transfert horizontal de
certains de ces genes entre des SARM d’origine porcine et humaine. Parmi les points a
remarquer, le transfert de génes codant pour des protéines ‘staphylococcal superantigen-
like’ a été surprenant car ceci pourrait contribuer a augmenter la virulence des SARM
d’origine humaine. Jusqu’a maintenant, les génes codant pour les protéines ‘staphylococcal

superantigen-like” ont surtout été rapportés sur des phages tels que le phage type 187 et sur
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des ilots de pathogénicité tel que 1’ilot de pathogénicité mobile de 15 kb, SaPI1 [229, 230].
Ce transfert de genes a été réalis¢ entre les souches de SARM-81 porcine et SARM-CCRI-
2023 humaine. La souche 81 est un SARM ST398 SCCmec V. Des différences
considérables dans le contenu des génomes accessoires relatifs aux autres génomes de S.
aureus ont été identifies dans le génome séquencé de la souche S0385 LA-SARM ST398
isolée d’un cas d’endocardite humaine. Plusieurs ¢léments génétiques mobiles conférant de
la résistance aux antibiotiques ont été détectés, incluant un nouvel SCCmec composite de
type V (5C2&5) avec des régions de jonctions (J) distinctes. De plus, la présence de
multiples éléments conjugatifs intégrés combinée a une absence de site de restriction de
Type I et une modification de un des deux ilots nuSa, pourrait augmenter le transfert
génétique horizontal dans cette souche [220]. Pendant que certaines souches de SARM
d’origine porcine transféraient avec succes a des SARM d’origine humaine, d’autres
combinaisons de souches de SARM porcine et humaine ne révélaient aucun transfert. Ceci
a été observé entre le SARM-81 porcin et le CA-SARM SA220c¢ humain et entre le SARM-
154N porcin et le SARM CCRI-2023 humain. Ces résultats supportent un possible
processus d’incompatibilité plasmidique qui résulte en ’incapacité de deux plasmides de
coexister dans la méme bactérie. Ceci se manifeste par 1’incapacit¢ d’un plasmide de
s’établir dans un hote qui posseéde déja un plasmide du méme groupe. Quinze groupes
d’incompatibilité plasmidique sont connus chez S. aureus [231].

Le transfert conjugatif des geénes aadD, erm(A), erm(C), tet(L), tet(M), Inu(A/A’), et
qacC a été observé dans cette étude. Les genes erm(A) et tet(M) n’ont pas été localisés sur
des bandes plasmidiques dans cette étude. Le géne erm(A) a été précédemment retrouveé sur
le chromosome et sur un transposon Tn554 [222], tandis que le geéne tet(M) a été décrit sur

le chromosome et sur les transposons Tn5807 et Tn916 [220, 222]. Le gene nu(A/A")
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code pour une nucléotidyltransférase et confeére une résistance variable a la lincomycine et
la pirlimycine, mais pas a la clindamycine. Ce geénea été trouvé sur cing bandes
plasmidiques chez le transconjuguant 68. Ceci est en accord avec la littérature qui rapporte
ce gene sur plusieurs petits plasmides tels pBMSa (2750 pb) de S. aureus et pLNUI a
pLNU9 (2278 bp a 3783 pb) de staphylocoque coagulase négative [223, 232]. La premiére
détection du géne /nu(A) chez le SARM ST398 a été récemment rapportée chez le porc et
les €leveurs de porc [137]. Le géne aadD a été trouvé sur quatre bandes plasmidiques dans
cette étude et associés a des poids moléculaires différents de ceux précédemment rapportés
(pUB110 de 4,5 kb; pSk41 de 47,8 kb; et pKKS825 de 14, 3 kb) [15, 222]. Le gene erm(C)
a été trouvé sur plusieurs bandes plasmidiques (n=6) chez le transconjuguant 1. Plusieurs
plasmides (pE194 de 3, 7 kb; pSK1 de 28 kb, et pUSAO03 de 37, 1 kb) possédant ce gene
ont été¢ précédemment décrits [219, 222]. De plus, il a été précédemment transféré par
conjugaison entre deux souches humaines de SARM USA300 et localis¢ sur le
plasmide pSK4 et co-transféré avec un gene de résistance a la mupirocine, mupA [219].
Finalement, le gene tet(L) a été localis¢é sur deux bandes plasmidiques chez le
transconjuguant 1. Elles ont des poids moléculaires différents de ce qui a été déja décrit
(pKKS2187 de 40 kb; pKKS25 de 40 kb; et pKKS825 de 14,3 kp) [128, 222].

En conclusion, la présente étude met en évidence pour la premiére fois le transfert
horizontal de certains génes de virulence et de résistance aux antibiotiques entre les SARM
d’origine porcine et humaine. De plus, nous décrivons pour la premicre fois également la
formation de biofilm chez le LA-SARM et établissons une association a un agr-groupe IL.
Des études subséquentes seront nécessaires a 1’identification de tous les geénes impliqués
dans la formation de biofilm chez le LA-SARM d’origine porcine et pour comprendre leur

implication dans ce processus. De plus, d’autres études seront nécessaires afin de
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déterminer si le transfert de génes de virulence spécifique des SARM d’origine porcine a

des SARM d’origine humaine peut augmenter la virulence de ces dernicres.



4. CONCLUSION ET PERSPECTIVES



135

Ces travaux de recherche représentent la premicre €tude portant sur les génes de
résistance et de virulence des SARM porcins au Québec et chez le porc a I’abattoir au
Canada. Nos résultats démontrent également pour la premiere fois la capacité de former du
biofilm des SARM porcin ainsi que le transfert de génes de résistance aux antibiotiques et
de virulence a des souches de SARM d’origine humaine.

Les geénes de résistance aux antibiotiques ont été localisés sur des plasmides et il
serait intéressant de savoir si les geénes de virulence ayant été transférés par conjugaison
sont également plasmidiques. De plus, le transfert de génes de résistance aux antibiotiques
de souches porcines a des souches humaines augmenterait considérablement les risques
associés aux SARM porcins pour la santé¢ humaine. Ceci diminuerait la facilité¢ a traiter ces
SARM. Nos recherches ont démontré que les souches de SARM d’origine porcine étaient
porteuses de plusieurs genes de virulence, ces souches représentent donc un risque pour la
sant¢ humaine. De plus, il serait important de savoir si ces SARM peuvent persister dans
I’environnement des abattoirs et si le biofilm confére un avantage aux souches de SARM
dans cet environnement. Des études seront nécessaires pour permettre 1’identification de
tous les genes impliqués dans la formation de biofilm chez les SARM d’origine porcine et
pour comprendre leur implication dans ce processus. De plus, des études de virulence in
vivo pourraient étre effectuées afin de déterminer si le transfert de génes de virulence
spécifique des SARM d’origine porcine a des SARM d’origine humaine peut augmenter la
virulence de ces dernieres.

Chez les porcs, les SARM semble étre des colonisateurs des voies nasales et de la
peau. Par contre, ces SARM se transmettent facilement aux humains en contact étroit avec
les porcs. Ceux-ci sont donc plus a risque de les transmettent a leurs familles et a leurs

amis. De plus, puisque les antibiotiques utilisés dans 1’industrie porcine ne sont pas tous
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les mémes que ceux utilisés en médecine humaine, nous nous retrouvons avec des bactéries
ayant potentiellement des résistances a de nombreuses classes d’antibiotiques. Ces bactéries
sont encore plus difficiles a soigner, car elles sont résistantes aux antibiotiques
normalement utilisés en médecine humaine ainsi qu’a ceux utilisés en industrie porcine. La
recherche sur les bactéries ayant de multiples résistances aux antibiotiques tel le SARM est
nécessaire a une meilleure compréhension du phénomeéne de la résistance aux antibiotiques.
Une meilleure connaissance des facteurs de virulence et du phénomeéne de colonisation et
de propagation du SARM et de leurs résistances aux antibiotiques permettra de mettre en
place de meilleure mesure de gestion du SARM dans les abattoirs, les fermes ainsi que dans

les hopitaux humains.
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Annexe I. Résumé chronologique des publications reportant des cas de colonisation et

d’infections aux SARM chez des animaux (adapté de Léonard, 2008)

Année Auteurs Commentaires
1972 Dea\lllrlt[e1s;re] et Isolement de SARM d'une vache avec une mammite
Devriese et Plusieurs isolements de SARM provenant de vaches
1975 Hommez . N e )
[233] laitieres semblent étre d'origine humaine
Scottetal.  Un chat est suspecté d'étre la source du SARM dans une
1988 e
[234] salle de gériatrie
Smith et al Isolement de Staphylococcus sp. coagulase positive
1989 ' (12% des isolats sont oxacilline résistant) provenant
[235] " o ;
d'implants orthopédiques de chiens
Cefaietal. L'isolement de SARM nasal chez deux infirmiéres semble
1994 s .
[236] lié a des chiots
Anzai etal. Isolement de SARM chez 13 juments avec métrite et d'un
1996 . L
[237] étalon ayant des lésions de la peau
1997 Haarltrr[?gg] et SARM isolés de blessures a la jambe chez les chevaux
Shimizu et al.  Le typage par PFGE de SARM équin révéle un modéle
[239] trés distinct de celui retrouvé chez les humains
Lilenbaum et  Isolement de SARM sur des préléevements de peau de
1998 L :
al. [240] chats cliniguement sains
Sequin et al Emergence de SARM chez des chevaux hospitalisés.
1999 q ' Des isolats obtenus sur le personnel de I'hdpital sont
[241] :
relativement semblables.
Pak et al. Isolement de SARM chez 12 chiens hospitalisés due a
[242] une variété de conditions cliniques
. Des infections a SARM chez 11 chiens sont associées a
Tomlin et al. : . N : X
[243] des chirurgies, a des blessures traumatiques et a des
pyodermes récurrents
Gortel etal. SARM isolés de blessures et de |ésions de la peau chez
[244] les chiens
SARM isolés chez les vaches laitieres (échantillons de
2003 Lee [245] lait) et chez les poulets (échantillons de muscles et
d'articulations)
Des patrons de PFGE identiques de SARM ont été isolés
Manian [246] chez des chiens ayant des propriétaires avec des
infections a SARM récurrentes
Goni et al. Isolement de SARM dans des cas de mammite chez des
2004 .
[247] ovins
"Van Isolement de SARM chez deux chiens ayant des
Duijkeren et blessures
al. [248]
95 isolements de SARM chez des chiens, des chats, un
Rich et cheval et un lapin. La plupart des isolats proviennent de
Roberts [249] la peau, de blessures infectées ou d'infections post-
opératoires
80?29535 al. 12 SARM isolés chez des chiens et chez des chats
Weese et al Des contaminations environnementales sont suggérées
[251] " comme une importante source de SARM dans un hopital

vétérinaire universitaire

xvii



xviii

2005 Ben[dzesrzt]at al. Isolement de SARM sur des abcés non guérit de chats
Isolement de SARM chez 14 chiens, 8 chevaux, un chat,
un lapin et un phoque. Des isolats ont aussi été obtenus

O'Mahony et du personnel vétérinaire. Les isolats non équins de
al. [253] SARM ont des patrons de PFGE identiques aux SARM
humains. Les isolats équins quand a eux, ont des patrons
de SARM trés distinct.
Kwon et al. Caractérisation des genes SCCmec de SARM chez les
[254] vaches laitieres
Loeffler et al. Isolement de SARM chez le personnel, les chiens et dans
[255] I'environnement d'un hoépital pour petits animaux
Middleton et 14% des patients infectés avec S. aureus dans 7
al. [256] hopitaux vétérinaires universitaires le sont avec SARM
Hanselman 1% des chiens sont porteurs sains de SARM dans les
et al. [257] hopitaux de cette étude
Weese et al Les isolats de SARM des chevaux et du personnel est de
' type SCCmec IV et distinct du SARM épidémique
(1) [258] ) ; ! X
prédominant de la population humaine
Le taux d'isolement de 4,7% de SARM chez les chevaux
Weese et al. . A . .
examinés monte a 12% quand il y a surveillance et
(2) [259] .
ciblage
Les SARM isolés chez les chiens et sur le personnel
. vétérinaire a I'hopital sont identiques par PFGE au SARM
Baptiste et al. oidémi <domi d | lation h .
[260] épidémique pre ominant dans la popu’a‘flo_n umaine.
Cing espéces de SARM distinctes ont été isolées chez
les chevaux
Abbottetal. Le 0,6% de cas de SARM chez les chiens augmentent a

2006 o N . )

[261] 8% lorsqu'il y a évaluation de cas suspect
Leonard et Les SARM isolés d'infections post-opératoires chez 5

al. [262] chiens et du nez du vétérinaire sont identiques par PFGE
Approx. 0,48% des cas équins présentés a I'hdpital

Cuny et al. vétérinaire universitaire sont infectés avec SARM. La
[5] colonisation du nez par SARM de deux vétérinaires a
long terme.
Strommenger Les SARM isolés chez les chiens et les chats
ressemblent aux HA-SARM retrouvés dans la population
et al. [263] h .
umaine
Infections de la peau et colonisation du nez chez le
Weese et al. s . lai fection
(1) [264] personnel s'occupant d'un poulain ayant une infection a
SARM
Weese et al Transmission animal a humain et humain a animal de
(2) [265] ' SARM suspectée et suivi de 6 cas d'animaux de
compagnies infectés a SARM
Weese et al. 27 chevaux sur 1000 admis a I'népital vétérinaire
(3) [266] universitaire sont colonisés par des CA-SARM
. Le géne mecA de SARM isolés chez des chiens et des
Malik et al. ; . . . . o
[267] chats est identique a celw_retrouve dans l'espéce
humaine
. Culture de 561 isolats de SARM venant d'infections
Rich et

cliniques animales entre janvier 2003 et ao(t 2006. Un
des 255 chiens en santé était porteur de SARM.

2007 Weese et al. Isolement de SARM chez un chien aux soins intensifs.

Roberts [268]



2008

2009

2010

X1X

[269]
Boostetal. Isolement de SARM chez des animaux de compagnies et
[270] leurs propriétaires.
CDC [271] Infection de la peau d'un éléphant au SARM.
Nemati et al. .
[10] Isolement de SARM ST398 chez des poulets en santé.
Anderson et Entre 2004 et 2006, 115 chevaux de 6 hopitaux
al. [272] vétérinaires universitaires ont été testés SARM positifs.
Walther et al. Isolement de SARM chez des chiens, des personnes et
[116] dans l'environnement dans un hopital vétérinaire.
Loef[fg;r?:]at al. Isolement de SARM chez deux chevaux en Angleterre.
Schwartz et Deux chiens atteints de discospondylites a cause de
al. [274] SARM.
Tokateloff et Isolement de SARM chez des chevaux au Canada.
al. [275]
Per:lcx[)g]s et Isolement de SARM provenant de poulet de chaires.
Soares 105 SARM isolés de 197 animaux provenant de 150
Magalhaes et vétérinaires
al. [276] '
Coughlan et  Isolement de SARM chez deux chats dans un centre de
al. [277] soins prolongés.
Faires etal. Isolement de SARM chez des chiens ayant des infections
[278] de la peau et des oreilles.
Isolement de SARM de 2006 a 2007 chez 7 chevaux et 4
Van . A
Duijkeren et personnes sur 61 travaillant dans des écuries. Isolement
en 2008 de SARM chez 17 chevaux et 16 personnes sur
al. [279] . -
170 travaillant dans des écuries.
. Un homme travaillant dans une ferme laitiere se présente
Soavi et al. ) o s
[280] aux urgences avec des plaies sévéres et des ulcéres au
cou dues au SARM.
Isolement de SARM provenant de cas de mammites
Fessler et al. . i f
[89] bovines et de deux humains sur des fermes en

Allemagne.

Mulders etal. 119 SARM isolés de poulets de chairs et de travailleurs
[96] en contact avec les poulets.
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Annexe II: Différentes classes de [-lactamines auxquelles les SARMs sont

résistants.

Classe de B-lactamines

Pénicilline naturelle

Pénicillines semi- anti-staphylococcique
synthétiques (pénicilline M)

spectre élargie

Céphalosporines 1ére génération : spectre étroit

2ieme génération : spectre
étendu

3iéme génération : spectre
large

4iéme génération

pénicilline G

meéthicilline, cloxacilline,
oxacilline

aminopénicillines
carboxypénicillines
uréidopénicillines
carbapénéeme
monobactames

cefadroxil, cefazolin,
cephalexin,
cephaloridine,cephalothin,
cephapirine, cephradine

cefaclor, cefammandole,
cefonicid, ceforanide,
cefuroxime, cefproxil,
lobracarbef, cefoxetan,
cefoxitin

ceftiofure, cefdinir,
cefditoren, cefixime,
cefoperazone, cefotaxime,
cefpodoxime, ceftazidime,
ceftibuten, ceftizoxime,
ceftriaxone

cefepime, cefpirome







