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Introduction Materiels & Meéethodes

 »  S@lection des VNTRs in silico :

Staphylococcus lugdunensis est un staphylocoque a - Analyse a l'aide du logiciel Tandem Repeat Finder (TRF) de 2 génomes de référence? 3

coagulase négative, possédant un pouvoir pathogene - Sélection des VNTRs en fonction de leur position sur le génome, de la taille du motif répéteé

proche de celui de Staphylococcus aureus. (> 18 pb) et du nombre de répétitions (> 2)

U'analyse du polymorphisme de genes domestiques par = Evaluation du pouvoir discriminant des VNTRs sélectionnés :

MultiLocus Sequence Typing (MLST)! a montré une structure - A partir de 15 souches de différents Sequence Types (STs) définis par MLST et contextes cliniques

de population clonale de cette espece, sans établir de lien - Analyse du nombre de répétitions par séquencage Sanger a |'aide du logiciel BioNumerics 7.6, et

entre phylogénie et virulence. détermination des MLVA types (MTs)

Dans ce contexte, l'objectif de cette étude était la mise au = Application de la technique MLVA :

point de la méthode de typage MultiLocus Variable number - Sur une collection de 98 souches cliniques humaines de S. lugdunensis : 82 responsables

tandem repeat Analysis (MLVA), basée sur la variabilité du d’infections séveres* et 16 isolées en condition de portage

nombre de répétitions en tandem (VNTRs) de plusieurs loci, - Typage par MLST (séquencage de 7 genes domestiques) et comparaison aux données de MLVA :

et I'évaluation de son apport dans la caractérisation de analyses phylogénétiques par Minimum Spanning Tree (MST) et Unweighted Pair Group Method

lignées virulentes chez S. lugdunensis. with Arithmetic mean (UPGMA) a |'aide du logiciel BioNumerics 7.6 ; calcul de I'index de diversité
\_ U de Simpson (DI) J

_—

Resultats

Sélection des VNTRs in silico et évaluation sur un panel de 15 souches génotypées de S. lugdunensis

- 28 VNTRs identifiés a partir de TRF = 7 sélectionnés : SLU1 a SLU7

- Taille des motifs répétés : entre 24 (SLU7) et 58 (SLU2) pb
- - 3 VNTRs situés dans des régions non codantes ; 4 dans des genes (3 codant des protéines hypothétiques et 1 codant un régulateur de transcription putatif)
k ‘Assignation des MTs : combinaison du nombre de repetitions de chaque VNTRs dans l'ordre : SLU1-SLU2-SLU3-SLU4-SLU5-SLU6-SLU7 ; ex : 1-2-10-4-3-2-2 - MT1 /

/ Typage des 98 souches cliniques \ S
1. Typage par MLST e T B . & .
. . , . B L] n F 5T
- ldentification de 13 STs, groupés en 7 Complexes Clonaux (CCs) (figure 1A) UPGMA B e . ar e
- CC1 (31 souches) et CC3 (26 souches) majoritaires CEES:F . .
Cutoff 65% E f“g“ E
2. Typage par MLVA ooy Do e Cluster |
. . s 7 g e, e 1 N B Rl & 5 r 83N
- VNTRs : variation du nombre de repétitions de 1 a 11 et du DI de 0,098 a 0,695 m o L
- Hétérogénéité du pouvoir discriminant des VNTRs E - ¢ r e
- ldentification de 42 MTs, groupés en : —i = 1 o
. 1 B a b z
- 7 MLVA complexes (MCs) par analyse MST (figure 1B) N o W T LT e e
- 8 MLVA clusters par analyse UPGMA (figure 2) BRI L _'.'_‘.'_‘.'_‘.'_'.'_'.'_'.'_'.'_'.'_'_'_'_':_':_':.'_'.'_'.'.'.'.E'.‘.Ei%':.}:.:é‘.:;%;'_:;'.:;%'lfﬁ@i ettt
« o 7 —= -1;u. 4 & :-.: & ul-:.:ln.n.-.prm.-d-
—> Congruence entre les 2 types de regroupements (sauf MC1 subdivisé en 2 clusters: | et VI) | N — , remamenerre Cluster V
. e e L e, —— W e eI . T e e mim e m -
- MC1 (41 souches) et MC2 (25 souches) majoritaires — poommmmeew | i E o e e Chuster VI
""""""""""" ATl e Clustervin
3. Comparaison des données de MLSTetMLVA [ __: E o i N uctar V1
- Pouvoir résolutif de la MLVA (DI=0,922) supérieur a celui de |la MLST (DI=0,870) e — O N O T O e immemen -
I- CORE 2 2 2 I-lpctam profoncka
- Congruence entre les regroupements obtenus par MLVA et MLST : souches de CC1 moeeo:o: "
regroupées en 3 MC liés (MC2, MC5 et MC7), et souches de CC4 et CC5 regroupées en IVIC6 E s 2oz s o
et MC4 respectivement S
. ;. . .. [ | AR 2 2 2 bt b g (e
~ - Pas de mise en évidence de lien entre CCs/MCs et contextes cliniques I san
. / A
W cm: 3 3
B = B ! 3
= A B e
Bl cc3 = 21 3 3
[ cc4 R Cluster |
= ccs W o ) 3
oG X S
[ ]cc7 = oCA 3 3 Ml e
[ Singletons % W =F 3 2 Bactbdmie s KTC
= &1HE5 1 : SETI )
W s 3 3 HoA
B D 3 e | FOAB, rraras
[ 3 WA, el
P 4 [ LEE 3 FOAR: rrartisrad
—} —iad - BriG | 55T1
L | i . 55T
‘ [ | TELE b pctene, paTfcEnoke
— ~, 4 | TaCa 55T
T‘ [ -
; \ M =k 3 3 W 1 T imimimrmrim——— -
e Y I O — | SRS rververyery=rrere= W e W
' =om 6 Infectan profonde
=4 B e . iy
MC4 e : e
./. B ow e S Cluster 111
. PPN B K8,
. lllll B =% Esidralnre g K
— .
Figure 1. Représentation par MST des résultats obtenus R R e ————— | o m
pour les 98 souches (A) en MLST et (B) en MLVA. Les | - o
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MCs (de 1 a 7). Chaque cercle représente un ST ou un
MT et sa taille est proportionnelle au nombre de |Hc< . e . , \ . ,
couches  Les branchesp Ieps Us éoaicses reliont los o Figure 2. Clusters définis par méthode UPGMA a partir des données de
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droite.

Conclusion

 Cette étude sur 98 souches cliniques de S. lugdunensis a permis de montrer une bonne congruence entre les groupes phylogénétiques définis par la nouvelle méthode
de typage MLVA et le schéma MLST précédemment publié par le laboratoire!. Néanmoins, a nombre de loci identique, la MLVA est plus discriminante que la MLST en
termes d’index de diversiteé (Dl,,,,,,=0,922 vs DI,, ;=0,870) et de nhombre de profils définis (42 MTs vs 13 STs), permettant de différencier des isolats de méme ST. La MLVA
permet ainsi la caractérisation de nouvelles lignées phylogénétiques chez cette espece clonale, sans toutefois identifier des lignées spécifiques de contexte clinique. Nos

\résultats suggerent que le typage par MLVA représente un outil prometteur pour les études épidémiologiques moléculaires appliquées a S. lugdunensis. y
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