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RESUME

Achromobacter xylosoxidans est un bacille a Gram négatif non fermentaire pathogéne
opportuniste. Il est de plus en plus fréquemment isol¢ chez les patients atteints de
mucoviscidose, colonisant leur arbre bronchique et pouvant étre responsable d’une

dégradation de la fonction respiratoire.

I1 s’agit d’une espéce bactérienne naturellement résistante a de nombreux antibiotiques : aux
céphalosporines (hors ceftazidime), a I’aztréonam et aux aminosides. Les résistances acquises
sont fréquentes, en particulier dans les souches isolées d’expectorations de patients atteints de
mucoviscidose. Ces résistances acquises concernent des molécules antibiotiques tres utilisées
pour le traitement des exacerbations respiratoires de la maladie, ce qui conduit parfois a de

véritables impasses thérapeutiques.

Au début de notre travail, seuls quelques mécanismes de résistance acquise aux P-lactamines
avaient été décrits, mais aucun mécanisme impliqué dans la multi-résistance naturelle d’A.

xylosoxidans.

La résistance aux antibiotiques par efflux actif de type Resistance-Nodulation-cell Division
(RND) est tres répandue chez les bacilles a Gram négatif non fermentaires. Nous avons
identifi¢ dans le génome d’A. xylosoxidans trois opérons pouvant coder pour des systemes
d’efflux RND. Par une technique d’inactivation génique nous avons montré que les trois
systemes d’efflux (AxyABM, AxyXY-OprZ et AxyCDJ) pouvaient exporter des
antibiotiques. Deux d’entre eux participent a I’antibio-résistance naturelle d’A4. xylosoxidans :
AxyABM (résistance a D’aztréonam et a plusieurs céphalosporines) et AxyXY-OprZ

(résistance aux aminosides).
Mots clés :

Achromobacter xylosoxidans, résistance aux antibiotiques, aminosides, céphalosporines,

aztréonam, efflux, RND.



ABSTRACT

Achromobacter xylosoxidans 1s a nonfermentative Gram-negative bacillus considered to be an
opportunistic agent. It is an emerging pathogen in cystic fibrosis (CF), increasingly recovered
from the respiratory tract of CF patients. It can cause inflammation and therefore might be

involved in the decline of the lung function.

This species is innately resistant to many antibiotics, including cephalosporins (except
ceftazidime), aztreonam, and aminoglycosides. Moreover the isolates recovered from CF
patient sputum are often resistant to major antimicrobial components usually prescribed to

treat pulmonary infections.

There was very little known about acquired resistance and nothing about innate resistance

mechanisms when we started this work.

Antibiotic resistance mediated by Resistance-Nodulation-cell Division (RND)-type efflux
pumps is widespread among nonfermentative Gram-negative bacilli. We have characterized
three putative RND operons in 4. xylosoxidans genome. By using a gene inactivation
technique we have demonstrated that these operons encode efflux systems (AxyABM,
AxyXY-OprZ and AxyCDJ) able to export antibiotics. Two of them are strongly involved in
A. xylosoxidans innate antibiotic resistance: AxyABM (resistance to aztreonam and various

cephalosporins) and AxyXY-OprZ (aminoglycoside resistance).

Keywords:

Achromobacter xylosoxidans, antibiotic resistance, aminoglycosides, cephalosporins,

aztreonam, efflux, RND.
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IM : Inner Membrane

kb : kilobase

LB : Luria Bertani

LPS : Lipopolysaccharide

LTTR : LysR-Type Transcriptional Regulator

MATE : Multidrug an Toxic-compound Extrusion
MDR : Multidrug Resistance

MFP : Membrane Fusion Protein

MFS : Major Facilitator Superfamily

MH : Mueller-Hinton



OM : Outer Membrane

OMF : Outer Membrane Factor

OREF : Open Reading Frame

PABN : Phénylalanine Arginine 3-Naphthylamide
pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

PLP : Protéine Liant la Pénicilline

PMF : Proton Motive Force

RND : Resistance-Nodulation-cell Division
RT-PCR : Reverse Transcription PCR
SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SMR : Small Multidrug Resistance

TAE : Tris Acétate EDTA

TMS : Transmembrane Segment
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Achromobacter xylosoxidans est un bacille a Gram négatif non fermentaire (BGN-NF),
considéré comme pathogeéne opportuniste. C’est aussi un pathogene respiratoire émergent
chez les patients atteints de mucoviscidose : sa fréquence d’isolement dans les expectorations
est en augmentation depuis une dizaine d’années (Amoureux et al., 2013; De Baets et al.,
2007; Conway et al., 2003; Emerson et al., 2010; Raso et al., 2008; Razvi et al., 2009;
Saiman and Siegel, 2004). Les raisons de cette émergence sont inconnues. Bien que son
pouvoir pathogéne dans la mucoviscidose ait été¢ peu ¢tudi¢, des données récentes montrent
qu’A. xylosoxidans peut étre a ’origine d’un niveau d’inflammation pulmonaire équivalent a
celui observé avec Pseudomonas aeruginosa (Hansen et al., 2010), et pourrait par conséquent

étre responsable d’une altération de la fonction respiratoire.

A. xylosoxidans est une espece bactérienne naturellement résistante a de nombreux
antibiotiques : aux céphalosporines (hors ceftazidime), a I’aztréonam et aux aminosides
(Aisenberg et al., 2004; Almuzara et al., 2010; Bizet et al., 1989; Glupczynski et al., 1988;
Igra-Siegman et al., 1980; Sader and Jones, 2005; Saiman et al., 2001). De plus, les
résistances acquises sont fréquentes, notamment dans la mucoviscidose (Amoureux et al.,
2013; Lambiase et al., 2006; Magni et al., 2007; Saiman et al., 2001, 2002). Elles concernent
des molécules souvent utilisées pour traiter les exacerbations de la maladie, ce qui conduit
parfois a de véritables impasses thérapeutiques. La résistance d’A. xylosoxidans aux
antibiotiques suscite beaucoup d’interrogations chez les bactériologistes et chez les cliniciens.
Aucun mécanisme impliqué dans la multi-résistance naturelle de cette espeéce bactérienne

n’était décrit au début de notre travail.

L’antibio-résistance des bactéries peut étre la conséquence de mécanismes d’inactivation
enzymatique de 1’antibiotique, de modification ou de protection de la cible de I’antibiotique,
d’impermeéabilité, ou d’efflux actif. L’observation des phénotypes de résistance des souches
cliniques d’A. xylosoxidans ainsi que nos connaissances actuelles concernant [’antibio-
résistance des BGN-NF nous ont conduits vers la recherche de systemes d’efflux dans cette
espece bactérienne. L’efflux actif, également impliqué dans différentes fonctions
métaboliques, permet de limiter I’accumulation des antibiotiques substrats en les exportant
activement en dehors de la cellule bactérienne (Alvarez-Ortega et al., 2013; Borges-Walmsley
et al., 2003). L’¢élément responsable de ce transport est une protéine enchassée dans la
membrane cytoplasmique et appelée « transporteur » ou « pompe » d’efflux. Les transporteurs

d’efflux sont regroupés en 5 familles. Ceux de la famille Resistance-Nodulation-cell Division



(RND), codés par des genes chromosomiques, participent trés fréquemment a la résistance des

bacilles a Gram négatif aux antibiotiques.
Nos objectifs étaient donc de détecter dans le génome d’A. xylosoxidans des genes candidats

pouvant coder pour des systémes d’efflux RND et d’étudier leur implication dans la résistance

naturelle de la bactérie aux antibiotiques.
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I. Achromobacter xylosoxidans

1. Généralités

a. Taxonomie

Achromobacter xylosoxidans a été isolé pour la premiére fois dans un prélévement d’otorrhée
et décrit en 1971 par Yabuuchi et Oyama (Yabuuchi and Oyama, 1971). Depuis, plusieurs
remaniements taxonomiques ont eu lieu, avec pour conséquence des modifications de
nomenclature. 4. xylosoxidans a d’abord été reclassé dans le genre Alcaligenes et renommé
successivement Alcaligenes denitrificans subsp. xylosoxidans, Alcaligenes xylosoxidans
subsp. xylosoxidans et Alcaligenes xylosoxidans (Vandamme et al., 1996). Le genre
Achromobacter a été de nouveau proposé en 1998, 1’espece xylosoxidans englobant 2 sous-
especes : xylosoxidans et denitrificans (Yabuuchi et al., 1998). A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans est le nom scientifique validé en 1998 dans I’International Journal of Systematic
Bacteriology et toujours utilisé dans les collections de souches bactériennes telles que la
Collection de I’Institut Pasteur (CIP) ou la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ). Cependant, depuis 2003, A. xylosoxidans subsp. denitrificans a été
renommé A. denitrificans (Coenye et al., 2003). Certains taxonomistes considérent donc qu’A4.
xylosoxidans constitue également une espéce a part entiere. C’est sous le nom d’A.
xylosoxidans que la bactérie est désormais citée dans la littérature. A. xylosoxidans fait partie
de I’ordre des Burkholderiales et de la famille des Alcaligenaceae. A. xylosoxidans représente
a ce jour une des 7 especes du genre Achromobacter avec A. denitrificans, A. piechaudii, A.
spanius, A. ruhlandii, A. insolitus et A. marplatensis (Ridderberg et al., 2012; Euzeby
http://www.bacterio.cict.fr/a/achromobacter.html). Le génome complet d’4. xylosoxidans a
été séquencé et publié pour la premicre fois en novembre 2010. Il s’agit du génome de la
souche d’A. xylosoxidans A8 (numéro d’accession GenBank NC 014640, Strnad et al., 2011)
qui comprend un chromosome d’environ 7 millions de paires de bases dans lequel ont été
détectés 6459 cadres de lecture ouverts (ou ORFs), et 2 plasmides, pA81 (98 kilobases) déja
séquencé en 2008 (Jencova et al., 2008) et pA82 (248 kilobases). Le contenu en GC est élevé
(66%).
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b. Caracteres culturaux et biochimiques

A. xylosoxidans est un bacille & Gram négatif non fermentaire (BGN-NF), aérobie strict,
mobile grace a une ciliature péritriche dégénérée et cultivant sur milieu ordinaire (Igra-
Siegman et al., 1980). Sa croissance sur milieu gélosé nécessite 24 a 48 heures selon les
souches. Il forme alors de petites colonies lisses non pigmentées (Figure 1) et sans odeur
caractéristique. A. xylosoxidans cultive également sur les milieux gélosés sélectifs des bacilles
a Gram négatif dont le milieu de Drigalski et les milieux contenant du cétrimide (un
ammonium quaternaire) (Holmes et al., 1977; Newman et al., 1984) couramment utilisés pour

la culture sélective de Pseudomonas aeruginosa.

Figure 1. Culture d’une souche d’A. xylosoxidans sur milieu gélosé Mueller-Hinton.

Ses principales caractéristiques biochimiques sont les suivantes : catalase et oxydase positives,
assimilation du glucose et du xylose, réduction des nitrates en nitrites, absence d’uréase, de

tryptophanase, d’arginine dihydrolase et de B-glucosidase.

A. xylosoxidans partage beaucoup de caracteres phénotypiques communs avec P. aeruginosa :
bacille a Gram négatif ne fermentant pas les sucres (BGN-NF), aérobie strict, mobile,
cultivant sur gélose au cétrimide et oxydase positive. Or P. aeruginosa est le BGN-NF le plus

souvent isolé des prélevements respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. Ceci
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expliquerait les erreurs d’identification entre 4. xylosoxidans et P. aeruginosa rapportées dans
la littérature (Kidd et al., 2009; Saiman et al., 2001). Kidd et ses collaborateurs ont étudié
2267 souches bactériennes isolées d’expectorations de patients atteints de mucoviscidose et
identifiées comme P. aeruginosa par 17 laboratoires australiens (Kidd et al., 2009). Ils
montrent que c’est I’espece 4. xylosoxidans qui est la plus fréquemment confondue avec P.
aeruginosa. Les souches de P. aeruginosa des patients atteints de mucoviscidose présentent
souvent des caracteres atypiques (Ex. croissance lente, perte de la production de pigment) et
les auteurs expliquent que la plupart des laboratoires se basent essentiellement sur quelques
caractéres phénotypiques pour I’identification. Lors d’un contréle de qualité européen, la
souche d’A. xylosoxidans proposée n’a été correctement identifiées que par 35% des
laboratoires participants (Hogardt e al., 2009). Ces erreurs d’identification conduisent donc
probablement a une sous-estimation de la prévalence des infections a A. xylosoxidans, en

particulier dans la mucoviscidose.

c. Habitat

Différentes sources de contamination ont ¢été identifiées en milieu hospitalier telles que des
solutions antiseptiques (Molina-Cabrillana et al., 2007; Shigeta et al., 1978; Siebor et al.,
2007), de I’eau pour hémodialyse (Reverdy et al., 1984) ou des nébuliseurs (Cheron et al.,
1994). A. xylosoxidans a aussi été isolé a partir de I’environnement extra-hospitalier : dans
I’eau d’un puits d’une patiente immunodéprimée présentant une bactériémie a 4. xylosoxidans
(Spear et al., 1988), dans le biofilm d’une piscine (Holmes et al., 1977), en riviere (Wu et al.,
2009) ou encore dans des racines de plantes de sols humides (Ho et al., 2012). Il pourrait donc
s’agir d’une bactérie ubiquitaire associée a l’environnement hydrique. La présence de la
bactérie a ¢galement ¢té rapportée dans des environnements pollués (Buckova et al., 2010;

Strnad et al., 2011). Mais le réservoir de la bactérie reste encore inconnu.
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2. Pouvoir pathogene

a. Hors mucoviscidose

A. xylosoxidans se comporte comme un agent pathogéne opportuniste puisque responsable
dans la majorit¢ des cas d’infections chez des patients immunodéprimés (Aisenberg et al.,
2004; Atalay et al., 2012; Duggan et al., 1996; Gomez-Cerezo et al., 2003; Park et al., 2012;
Tena et al., 2008). Les infections rapportées dans la littérature sont diverses. Il s’agit
notamment de bactériémies (Aisenberg et al., 2004; Gémez-Cerezo et al., 2003), d’infections
urinaires (Tena et al., 2008), d’osteomy¢élites (Ozer et al., 2012), de conjonctivites (Oh et al.,
2005) ou encore d’endocardites (Derber et al., 2011).

b. Chez les patients atteints de mucoviscidose

Les patients atteints de mucoviscidose sont fréquemment colonisés au niveau des voies
respiratoires par Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Haemophilus influenzae
(Saiman and Siegel, 2004) (Figure 2, p16). Certains BGN-NF autres que P. aeruginosa sont
aussi régulierement retrouvés : Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia complex
et Achromobacter xylosoxidans. A. xylosoxidans est considéré comme émergent chez les
patients atteints de mucoviscidose. En effet, au cours de la derniére décennie, une
augmentation de sa fréquence d’isolement dans les voies respiratoires a été constatée par de
nombreuses équipes européennes et américaines (Amoureux et al., 2013; De Baets et al.,
2007; Conway et al., 2003; Emerson et al., 2010; Raso et al., 2008; Razvi et al., 2009;
Saiman and Siegel, 2004). Les raisons de cette émergence sont encore inconnues. Le registre
frangais de la mucoviscidose rapporte qu’en 2010, 4,4% des patients suivis par les Centres de
Ressources et de Compétences de la Mucoviscidose (CRCM) ont eu au moins une culture
positive a A. xylosoxidans dans 1’année, contre 2,7% en 2001. Ce pourcentage est cependant
trés variable selon les centres. Au CHU de Dijon, sur 120 patients (adultes et enfants)
actuellement suivis au CRCM, 21 (17,5%) ont déja eu au moins une culture positive a A.
xylosoxidans (Amoureux et al., 2013). Ce chiffre est comparable a celui rapporté par I’équipe

brésilienne de Marques (Pereira et al., 2011).
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Figure 2. Prévalence des principales especes bactériennes isolées chez les patients
atteints de mucoviscidose, par tranches d’age, aux Etats-Unis en 2011 (d’apreés Cystic
Fibrosis Foundation, modifi€ par Blondeau L., laboratoire de bactériologie du CHU de Dijon).

SARM : S. aureus résistant a la méticilline ; PA-MR : P. aeruginosa multi-résistant.

La colonisation de I’arbre bronchique par A. xylosoxidans survient a tout age contrairement a
ce qui est observé avec P. aeruginosa. Cette colonisation peut étre sporadique, intermittente
ou chronique (De Baets et al., 2007; Lambiase et al., 2011). En cas de passage a la chronicité,
c’est généralement le méme clone qui persiste plusieurs années (Lambiase er al., 2011;
Ridderberg et al., 2011). Dans la plupart des cas les patients sont co-colonisés avec un ou

plusieurs autres pathogenes (Lambiase et al., 2011; Pereira et al., 2011).

Le mode de contamination des patients est inconnu. Les études génotypiques montrent que, la
plupart du temps, chaque patient est colonisé avec une souche différente de celles des autres
patients. Les transmissions croisées sont rares en dehors des transmissions au sein des fratries
(Amoureux et al., 2012). Mais certaines études montrent que des patients peuvent étre
colonisés par des souches de méme génotype, suggérant ainsi la possibilité d’une transmission
croisée directe ou bien a partir d’une source de contamination environnementale commune

(Ridderberg et al., 2011; Ridderberg et al., 2012).
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La pathogénicité d’A4. xylosoxidans au cours de la mucoviscidose a peu été étudiée. Certains
auteurs rapportent que la présence de la bactérie est souvent associée a des exacerbations
respiratoires de la maladie (Moissenet et al., 1997; Saiman and Siegel, 2004). Mais les
conséquences cliniques exactes de cette colonisation sont difficiles a évaluer car il existe peu
de données a ce sujet. De plus, de nombreux patients sont colonisés de fagon concomitante
par A. xylosoxidans et par P. aeruginosa. L’implication de chacune de ces bactéries dans la
détérioration de la fonction respiratoire devient alors difficile a évaluer. Quoi qu’il en soit, la
présence d’A. xylosoxidans est réguliérement prise en compte pour adapter I’antibiothérapie
dans la mucoviscidose (Parkins and Elborn, 2010; Waters, 2012). Récemment, il a été montré
qu’A. xylosoxidans pouvait étre responsable d’un niveau d’inflammation similaire a celui
observé avec P. aeruginosa au cours de la maladie (Hansen et al., 2010). Les facteurs de
virulence sont encore inconnus mais la cytotoxicité de la bactérie a été récemment démontrée

in vitro (Mantovani et al., 2012).

3. Résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques cités dans ce manuscrit sont répertoriés en annexe 1 (p 119) sous la forme

d’une classification en familles et sous-familles de molécules.

La résistance a un antibiotique est dite « naturelle » (ou « intrinséque ») lorsqu’elle concerne
toutes les souches d’une espéce bactérienne. A D’inverse, une résistance « acquise » ne
concerne qu’une partie des souches de I’espéce. L’acquisition de résistance peut étre la
conséquence de mutations chromosomiques ou bien de I’acquisition de matériel génétique

étranger.

a. Résistance naturelle

A. xylosoxidans est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques : aux aminosides, a
I’aztréonam et a la plupart des céphalosporines autres que la ceftazidime (Aisenberg et al.,
2004; Almuzara et al., 2010; Bizet et al., 1989; Glupczynski et al., 1988; Igra-Siegman et al.,
1980; Sader and Jones, 2005; Saiman et al., 2001). L’érythromycine et les cyclines sont le

plus souvent inactives (Figure 3, p 18).
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Les pénicillines, la ceftazidime et les carbapénemes sont les P-lactamines actives sur les

souches sauvages d’A. xylosoxidans. La lévofloxacine et la ciprofloxacine sont les

fluoroquinolones les plus efficaces (Sader and Jones, 2005).

Figure 3. Antibiogramme d’une souche sauvage d’A. xylosoxidans.

AMC : amoxicilline + acide clavulanique; AMX : amoxicilline; AN : amikacine; ATM :
aztréonam ; CAZ : ceftazidime ; CF : céfalotine ; CHL : chloramphénicol ; CIP : ciprofloxacine ;
CS : colistine ; CTX : céfotaxime ; CXM : céfuroxime ; DOR : doripéneme ; DOX : doxycycline ;
ERY : érythromycine ; ETP : ertapéneme ; FEP : céfépime ; FOX : céfoxitine ; GM : gentamicine ;
IPM : imipénéme ; KAN : kanamycine ; LVX : lévofloxacine ; MEM : méropéneme ; NAL : acide
nalidixique ; NET : nétilmicine ; OFL : ofloxacine ; PIP : pipéracilline ; RIF : rifampicine ; SXT :
cotrimoxazole ; TIC : ticarcilline; TIG : tigécycline; TM : tobramycine ; TZP : pipéracilline +
tazobactam.

Une couleur par famille d’antibiotiques.

b. Résistance acquise

Les résistances acquises sont tres fréquentes dans les souches cliniques d’A. xylosoxidans.
Plusieurs études de sensibilité aux antibiotiques indiquent que la pipéracilline associée au
tazobactam et les carbapénemes sont les molécules les plus fréquemment actives sur A.
xylosoxidans (Almuzara et al., 2010; Magni et al., 2007; Sader and Jones, 2005; Saiman et al.,
2001).
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Certains antibiotiques sont couramment utilisés pour le traitement des infections pulmonaires
au cours de la mucoviscidose puisqu’actifs sur P. aeruginosa. 1l s’agit en particulier de la
ceftazidime, des carbapénemes et de la ciprofloxacine. La résistance acquise a ces
antibiotiques est fréquente chez 4. xylosoxidans (Aisenberg et al., 2004; Amoureux et al.,
2013; Lambiase et al., 2006; Magni et al., 2007; Saiman et al., 2001, 2002; Tena et al.,
2008) :
e la ceftazidime est la plus active des céphalosporines sur A. xylosoxidans mais le
pourcentage de souches résistantes varie de 8 a 66% selon les études,
e le pourcentage de souches résistantes a la ciprofloxacine est particulierement élevé, de
45 a 98%,

e ilestde7a41% en ce qui concerne I’'imipéneme.

Tableau 1. Résistance aux antibiotiques des souches d’A. xylosoxidans isolées au

laboratoire de bactériologie du CHU de Dijon en 2007 et en 2012 (pourcentages).

Pourcentages de souches résistantes

Antibiotique 2007 (n =35) 2012 (n =42)
Ticarcilline 14 17
Ticarcilline + acide clavulanique 3 14
Pipéracilline 6 7
Pipéracilline + tazobactam 6 7
Céfalotine 100 100
Céfoxitine 100 100
Céfotaxime 100 100
Ceftazidime 46 55
Céfépime 100 93
Aztréonam 100 100
Imipénéme 6 17
Meéropéneéme 18 36
Doripénéme NT 24
Tobramycine 100 100
Acide nalidixique 100 93
Ofloxacine 94 98
Ciprofloxacine 74 95
Doxycycline 82 85
Tigécycline NT 71
Cotrimoxazole 41 52

NT . non teste.
Une seule souche par patient et par phénotype de résistance a été comptabilisée pour chacune des 2

années. Les souches ont été isolées de tout type de prélevement, chez des patients atteints ou non de
mucoviscidose.
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Au CHU de Dijon les pourcentages de résistance des souches d’A. xylosoxidans sont
conformes a ce qui est décrit dans la littérature (Tableau 1). Nous avons observé entre 2007 et
2012 une augmentation de la résistance qui concerne toutes les familles d’antibiotiques

représentées.

¢c. Mécanismes de résistance

A. xylosoxidans est donc une espéce bactérienne naturellement multi-résistante aux

antibiotiques. Les mécanismes de cette multi-résistance étaient inconnus au début de ce travail.

Les seuls mécanismes alors décrits affectaient uniquement les béta-lactamines et étaient de

type enzymatique :

e [D’oxacillinase constitutive OXA-114 (Doi et al., 2008) dont la contribution a la

résistance aux antibiotiques n’a jamais été démontrée,

e des enzymes acquises : une céphalosporinase plasmidique (Levesque and Roy, 1982),
des métallo-B-lactamases telles que VIM-1 (Riccio et al., 2001), VIM-2 (Sofianou et
al., 2005), IMP-1 (Shibata et al., 2003), IMP-10 (Iyobe et al., 2002) et IMP-19
(Yamamoto et al., 2012) et une B-lactamase a spectre étendu de type VEB-1
(Neuwirth et al., 2006).

De récents travaux ont montré qu’d. xylosoxidans pouvait héberger divers ¢léments
génétiques mobiles porteurs de geénes de résistance aux antibiotiques : plasmides, séquences
d’insertion, intégrons et transposons. A. xylosoxidans est donc susceptible d’acquérir des

résistances par transfert horizontal de genes (Traglia et al., 2012).

Mais le peu de connaissances au début de ce travail sur la nature des mécanismes de
résistance d’A. xylosoxidans aux antibiotiques vient de 1’absence de séquence génomique
alors disponible dans cette espéce. En effet la résistance naturelle des bactéries aux
antibiotiques est essentiellement liée a I’expression de génes chromosomiques, en particulier
lorsqu’il s’agit de modifications de cible, d’imperméabilité ou d’efflux actif. L efflux actif est
trés répandu chez les bacilles a Gram négatif non fermentaires. Aucun mécanisme de ce type

n’a jamais été rapporté chez A. xylosoxidans.
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II. Systéemes d’efflux bactériens et résistance aux
antibiotiques

L’efflux actif est le dernier des 4 grands types de mécanismes de résistance aux antibiotiques
a avoir été décrit apreés I’inactivation enzymatique de I’antibiotique, I’imperméabilité et la
modification / protection de la cible de I’antibiotique (Figure 4). La premiere description d’un
mécanisme d’efflux impliqué dans ’antibio-résistance bactérienne date de 1980 et concerne

I’efflux actif de la tétracycline par Escherichia coli (McMurry et al., 1980).

Figure 4. Représentation schématique des 4 grands types de mécanismes de résistance
des bactéries aux antibiotiques (Putman et al., 2000).
A : inactivation enzymatique de [’antibiotique ; B : modification de la cible bactérienne ;

C . imperméabilité ; D : efflux actif.
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Une premicre partie de généralités sur les transporteurs d’efflux bactériens permettra

d’aborder :

- laclassification des transporteurs d’efflux en 5 familles,
- la spécificité de substrats,
- les fonctions des systemes d’efflux chez les bactéries,

- les principales molécules inhibitrices de ces transporteurs d’efflux.

Une seconde partie détaillera les systemes d’efflux RND impliqués dans la résistance aux
antibiotiques chez les BGN-NF. Les mécanismes de régulation seront abordés dans la partie
décrivant les systétmes RND de P. aeruginosa qui est le BGN-NF dont la résistance aux

antibiotiques par efflux a été la plus étudiée.

Enfin, nous présenterons les données de la littérature concernant I’efflux actif chez A.

xylosoxidans.
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1. Généralités sur les systemes d’efflux

Les systemes d’efflux participent a 1’homéostasie cellulaire en exportant notamment des
molécules toxiques ou des déchets du métabolisme. Ils existent non seulement chez de
nombreux micro-organismes mais aussi chez les eucaryotes pluricellulaires. Seuls les

systemes d’efflux bactériens seront décrits dans ce travail.

a. Structure et classification des transporteurs d’efflux

L’¢lément bactérien responsable d’efflux actif est appelé « transporteur » ou « pompe »
d’efflux. C’est un constituant de nature protéique enchassé dans la membrane cytoplasmique
et capable de limiter I’accumulation de certaines molécules substrats en les exportant
activement en dehors de la cellule bactérienne. Certains transporteurs utilisent comme source
d’énergie 1’hydrolyse d’adénosine triphosphate (ATP). D’autres, appelés « transporteurs
secondaires », exportent leurs substrats contre un gradient de protons ou d’ions sodium
(systemes « antiport »). La dissipation de ce gradient €lectro-chimique est appelée « force

proton motrice » (Figure 5).

+PR

Figure 5. Sources d’énergie utilisées par les transporteurs d’efflux (Putman et al., 2000).
A : hydrolyse d’adénosine triphosphate (ATP) ; B : force proton motrice.
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Les transporteurs d’efflux sont regroupés en 5 familles (Figure 6) selon la source d’énergie
utilisée et selon des critéres de taille et de structure protéique. Certaines bactéries posseédent

des systemes d’efflux de chacune des 5 familles (Ex. E. coli).

Substrat

Substrat
H+(Nat)

Substrat

Substrat

Milieu extracellulaire

Figure 6. Les 5 familles de transporteurs d’efflux bactériens : ABC, MFS, MATE, SMR
et RND (d’apres Krulwich ef al., 2005).

ABC : ATP-Binding Cassette; MATE : Multidrug And Toxic-compound Extrusion; MFS : Major
Facilitator Superfamily; RND : Resistance-Nodulation-cell Division;, SMR : Small Multidrug

Resistance.
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4 La famille ATP-Binding Cassette (ABC)

C’est la seule famille de transporteurs utilisant 1’énergie issue de I’hydrolyse d’ATP. Les
transporteurs ABC sont couramment rencontrés dans le monde bactérien mais également trés

répandus chez les eucaryotes. Certains sont responsables de la résistance de cellules tumorales

aux anticancéreux (Gottesman et al., 1996; Umsumarng et al., 2013).

Ce sont des protéines d’environ 600 acides aminés et constitué¢es de 2 domaines (Figure 7).
Un domaine hydrophobe, ancré dans la membrane cytoplasmique par 1’intermédiaire de 6
segments transmembranaires, contient les sites de reconnaissance et de transport du (ou des)
substrat(s). Un domaine hydrophile intracellulaire contient des régions trés conservées dont
les motifs « Walker A » et « Walker B » impliqués dans la liaison a I’ATP, et un motif appelé
« signature ABC » qui participerait a la transmission de signaux entre les 2 domaines. Ces

protéines sont généralement assemblées en diméres voire en tétrameres (Borges-Walmsley et
al., 2003; Putman et al., 2000).
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Figure 7. Structure d’un transporteur ABC (Putman et al., 2000).
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La plupart des transporteurs ABC ont une spécificité de substrat étroite. Certaines résistances
bactériennes liées a ce type d’efflux sont observées en bactériologie médicale. C’est le cas de
la résistance a la clindamycine et aux streptogramines A conférée par le transporteur Lsa

d’Enterococcus faecalis (Dina et al., 2003).

+ La famille Small Multidrug Resistance (SMR)

Les transporteurs SMR constituent une sous-famille de la famille DMT (Drug/Metabolite
Transporters). Il s’agit de petites protéines d’une centaine d’acides aminés et contenant 3
motifs conservés (Figure 8). Elles comportent 4 segments transmembranaires et fonctionnent
principalement sous la forme d’homo ou d’hétéro-dimeres (Li and Nikaido, 2009). Ces
transporteurs sont décrits uniquement chez les procaryotes et exportent des cations lipophiles
tels que les ammoniums quaternaires, ou encore certains antibiotiques (Bay et al., 2008; Li et

al., 2003a).

Out

Figure 8. Structure d’un transporteur SMR (Putman et al., 2000).

Résidus colorés en gris : motifs conserves.

4 La famille Major Facilitator Superfamily (MFS)

C’est la famille qui comprend le plus grand nombre de pompes d’efflux actuellement connues.
Les transporteurs sont constitués d’environ 400 acides aminés et sont divisés en 2 sous-
familles selon le nombre de segments transmembranaires (TMS) : 12 et 14 TMS (Figure 9,

p27).
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Figure 9. Structure d’un transporteur MFS a 12 TMS (d'aprés Putman et al., 2000).

Résidus colorés en gris : motifs conserveés.

Exemples de systemes d’efflux MFS :

Le groupe de transporteurs Tet a une spécificité de substrats étroite comprenant
uniquement des cyclines. On les retrouve aussi bien chez des bactéries a Gram négatif
(TetA) que chez des bactéries a Gram positif (TetK) ou bien encore chez des
mycobactéries (TetV) (Poole, 2005; Viveiros et al., 2003). Les génes tet sont presque

toujours portés par des éléments génétiques mobiles (Butaye ef al., 2003).

NorA participe a la résistance aux fluoroquinolones chez Staphylococcus
aureus (Ubukata et al., 1989; Yoshida et al., 1990) et peut aussi prendre en charge le
chloramphénicol et la tétracycline (Neyfakh et al., 1993).

CmlA est un transporteur MFS décrit chez P. aeruginosa, codé par un gene

plasmidique et capable d’exporter le chloramphénicol (Bissonnette et al., 1991).

Plus récemment, la pompe d’efflux QepA a été décrite chez E. coli. Elle exporte
certaines fluoroquinolones utilisées en médecines vétérinaire (enrofloxacine) et
humaine (norfloxacine et ciprofloxacine). Son support génétique est plasmidique

(Yamane et al., 2007).
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4 La famille Multidrug And Toxic-compound Extrusion (MATE)

Les transporteurs MATE constituent une famille relativement hétérogéne en ce qui concerne
la taille (400 a 700 résidus) et le nombre de segments transmembranaires (12 a 13 TMS)

(Burger et al., 2011; Omote et al., 2006).

NorM est le premier transporteur de cette famille a avoir été décrit chez Vibrio
parahaemolyticus (Morita et al., 1998). Malgré une taille et une structure similaires a celles
des transporteurs MFS, NorM a été reconnu comme faisant partie d’une nouvelle famille du
fait de I’absence d’homologie de séquence avec les membres de la famille MFS. NorM est un
des transporteurs MATE fonctionnant en systéme antiport substrat/Na' (Brown et al., 1999;
Morita et al., 2000). NorM et son homologue YdhE d’E. coli exportent des fluoroquinolones
et des aminosides. Le transporteur PmpM de P. aeruginosa est capable d’exporter divers
substrats dont des fluoroquinolones et des ammoniums quaternaires (He et al., 2004). Les
transporteurs MATE ont essentiellement été décrits chez des bactéries a Gram négatif mais il
en existe aussi chez des bactéries a Gram positif (Ex. Staphylococcus aureus, Kaatz et al.,

2005) et chez des organismes eucaryotes (Li and Nikaido, 2009; Otsuka et al., 2005).

+ La famille Resistance-Nodulation-cell Division (RND)

La plupart des systemes d’efflux impliqués dans la résistance aux antibiotiques chez les
bacilles a Gram négatif appartiennent a la famille RND. Ils sont capables d’exporter des
molécules de structures trés différentes, ce qui leur confére une trés large spécificité de
substrats et la particularit¢ de pouvoir entrainer des résistances multiples aux antibiotiques

(Multidrug Resistance, MDR).

Les transporteurs RND fonctionnent en association avec 2 autres constituants protéiques : une
protéine de fusion membranaire intervenant au niveau périplasmique (MFP, Membrane
Fusion Protein) et une protéine de membrane externe (OMF, Outer Membrane Factor) (Figure

10, p 29).
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Figure 10. Systéme d’efflux tripartite (RND) d’une bactérie a Gram négatif (d’apres
Pages et al., 2011).

RND : Resistance-Nodulation-cell Division ; MFP : Membrane Fusion Protein ;

OMF : Outer Membrane Factor.

Classiquement, les 3 parties des systémes d’efflux RND sont codées par des geénes regroupés
en opéron sur le chromosome bactérien (Figure 11, p 30). Les genes des systemes d’efflux
RND sont donc chromosomiques. Mais il arrive qu’ils soient portés par des plasmides,

comme par exemple ogxAB (Hansen et al., 2004).
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MFP RND OMF

T

TTranscription

mfp rnd omf

Figure 11. Organisation en opéron des 3 genes codant pour un systeme d’efflux RND
(d’apres Lister et al., 2009).
Dans certains cas, le géne codant pour I’OMF n’est pas localisé sur le méme opéron que les 2 autres

genes.

Pour le fonctionnement des systemes d’efflux RND tripartites, la participation de chacun de
ces 3 constituants est indispensable (Nikaido, 2011). Cet assemblage tripartite rend ces
systemes plus efficaces que les transporteurs seuls qui exportent leurs substrats dans le
périplasme, d’ou ils peuvent rediffuser rapidement a travers la membrane cytoplasmique dans

la cellule bactérienne.

Les bactéries a Gram négatif résistent naturellement aux macrolides et aux P-lactamines
lipophiles (pénicilline G, pénicillines M) a cause d’une mauvaise diffusion de ces molécules a
travers la membrane externe. Mais il a ét€ montré que les systemes RND jouent aussi un role
important dans cette résistance. L’inactivation d’acrAB chez Salmonella Typhimurium

restaure méme la sensibilité a la pénicilline G (Nikaido et al., 1998).
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% Le transporteur RND

Il est constitué¢ de protéines d’environ 1000 acides aminés organisés en 12 TMS et 2 larges
boucles périplasmiques (entre les TMS 1 et 2, et les TMS 7 et 8) (Figure 12). Une des boucles

périplasmiques du transporteur se prolonge jusqu’a ’OMF (Tamura ef al., 2005).
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Figure 12. Structure d’un transporteur RND (d'aprés Putman et al., 2000).

Résidus colorés en gris : motifs conservés.

C’est la partie périplasmique du transporteur qui est impliquée dans la reconnaissance des
substrats. Si les boucles périplasmiques de 2 transporteurs différents sont interverties la
spécificité de substrat se retrouve modifiée, ce qui n’est pas le cas lorsque c’est la partie
transmembranaire qui est échangée (Elkins and Nikaido, 2002; Tikhonova et al.,
2002). L’étude de mutants résistants montre que les résidus concernés par les mutations font
partie du domaine périplasmique (Mao et al., 2002). Les études cristallographiques ont permis
d’identifier une zone appelée « poche de liaison des substrats », déterminante dans la

spécificité de substrats (Figure 13, p 32). Il existe dans cette poche plusieurs sites de liaison
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reconnus par les différents substrats, ce qui explique la polyspécificité de substrats des
systtmes RND ainsi que l’inhibition compétitive préférentielle de certains substrats par
I’inhibiteur d’efflux phénylalanine arginine B-naphthylamide (Nikaido, 2011; Nikaido and
Pages, 2012; Pages and Amaral, 2009).

La translocation des protons (force proton motrice) dépend de résidus appartenant aux TMS 4,
10 et 11 (Nikaido and Takatsuka, 2009; Su et al., 2006). C’est cette translocation de protons
qui serait a l'origine des modifications conformationnelles permettant le transport des

substrats depuis I’espace périplasmique jusqu’a I’OMF.

La plupart des connaissances actuelles sur la structure et le fonctionnement des pompes RND
découlent de travaux portant sur AcrB d’Escherichia coli et MexB de P. aeruginosa. Les
données de cristallographie d’AcrB (Murakami et al., 2002) et de MexB (Sennhauser et al.,
2009) montrent un assemblage en trimeres avec une cavité centrale reliée a I’OMF par une
partie en entonnoir centrée par un pore, et au périplasme par des orifices latéraux entre les

protomeres appelés « vestibules » (Figure 13).
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Figure 13. Structure d’un trimere d’AcrB (d’apres Sennhauser et al., 2007).
A. Vue latérale.
B. Vue dans ’axe de la cavité centrale.

A, B et ( :les 3 protomeres d’AcrB.
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¢ La protéine de membrane externe (OMF)

L’OMF est également organisé en trimeres formant un long tunnel qui traverse la membrane
externe (structure en tonneau constituée de feuillets béta) et qui s’enfonce profondément dans
le périplasme (tunnel formé par des hélices alpha) (Nikaido, 2011) (Figure 14). L’OMF ne
serait pas simplement un canal mais une structure dynamique pouvant s’ouvrir pour laisser

passer les substrats (Pages et al., 2011).

Periplasmic entrance

Figure 14. Structure d’un trimeére de TolC (OMF) (d'apres Zgurskaya et al., 2009).
En rouge : 'un des 3 protomeres.

OM : outer membrane (membrane externe).
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¢ La protéine de fusion membranaire (MFP)

Cette protéine a pour role de stabiliser I’assemblage du complexe transporteur-OMF. La MFP
a une structure allongée et flexible (Nikaido, 2011) (Figure 15). Elle interagit avec le
transporteur RND (Krishnamoorthy et al., 2008), avec 'OMF et avec la membrane
cytoplasmique par son extrémité N-terminal (Zgurskaya et al., 2009) (Figure 16, p 35). La
MFP est un assemblage de plusieurs protomeres qui entourent le transporteur et I’OMF.
Contrairement aux protéines du transporteur et de ’OMF, le niveau d’oligomérisation de la
protéine MFP n’est pas établi. L analyse cristallographique de MexA permet d’observer un
assemblage de 13 molécules regoupées en 2 oligomeres de 6 et 7 protomeres. Plusieurs
modeles d’assemblage in vivo ont été envisagés pour MexA et AcrA, avec généralement un
nombre de protomeres multiple de 3 (Akama et al., 2004; Higgins et al., 2004; Pages et al.,
2011; Symmons et al., 2009) (Figure 15). Récemment, la co-cristallisation du transporteur
CusA du systeme CusCBA d’E. coli (résistance a I’argent et au cuivre) avec CusB (la MFP)
montre qu'un trimere de CusA s’associe avec un hexamere de CusB (Long et al., 2012). La
MFP peut aussi €tre un hétéro-oligomere comme dans le systeme TriABC-OpmH de P.

aeruginosa (Mima et al., 2007; Zgurskaya et al., 2009) (Tableau 2, p 45).

Figure 15. Structure de MexA (d’apres Higgins ef al., 2004).
A et B : 9 protomeres assemblés en anneau.
A :vue dans 'axe de I’anneau ; B : vue latérale.

C : I protomere de MexA.
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Outer membrane factor

Membrane fusion protein

Transporter RND

Figure 16. Assemblage tripartite d’un systeme d’efflux RND (Higgins ef al., 2004).

OM : outer membrane ; IM : inner membrane.

¢ Fonctionnement d’un systéme d’efflux RND

Il était admis que la capture des substrats pouvait avoir lieu soit depuis le cytoplasme soit
depuis I’espace périplasmique (Aires and Nikaido, 2005). La capture des substrats
surviendrait en réalité au niveau périplasmique, par les vestibules du transporteur RND situés
juste au dessus du feuillet externe de la membrane cytoplasmique (Figure 17, p 37) et qui
communiquent avec la cavité centrale de la pompe (Nikaido, 2011). La question ne semble
pourtant pas tout a fait élucidée puisqu’une équipe a récemment proposé un modele de
capture de métaux (argent et cuivre) par le transporteur CusA d’E. coli soit depuis 1’espace

périplasmique soit depuis le cytoplasme (Long et al., 2012).
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Le transport des substrats est entrainé par des modifications conformationnelles du
transporteur RND. Le modéle de fonctionnement qui est désormais admis est le modele
« d’efflux rotatif » proposé en 2006 par 2 équipes différentes (Murakami et al., 2006; Seeger
et al.,2006).

Dans ce modele, chacun des 3 protomeres du transporteur passe successivement par 3 états

conformationnels (Figure 17) :

e Détat « access » : le vestibule d’entrée des substrats est ouvert sur le périplasme mais

I’accés a la poche de liaison des substrats est impossible,

e D’état « binding » : la poche de liaison sur laquelle s’ouvre le vestibule peut recevoir
les substrats, mais n’est pas ouverte sur la cavité centrale située entre les 3 protomeres

du transporteur,

e D’état « extrusion » : la poche de liaison se resserre et la communication avec le

vestibule se ferme, ce qui chasse les substrats vers la cavité centrale, en direction de

I’OMF (TolC, schéma A de la figure 17).

Dans ce modéle, le fonctionnement d’un transporteur RND est parfois comparé a celui d’une

pompe péristaltique.
Ce mécanisme de transport n’est probablement pas celui de tous les systémes RND. 1l a été

décrit que la MFP pouvait étre a 1’origine du transport actif de certains métaux (De Angelis ef

al.,2010; Bagai et al., 2007; Zgurskaya et al., 2009).
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Figure 17. Modele d’efflux rotatif du transporteur RND AcrB (Murakami ef al., 2006).
A :vue latérale, 2 protoméres d’AcrB sont représentés (états « binding » et « exirusion »).

B : vue dans ’axe de la cavité centrale, les 3 protomeéres d’AcrB dans les 3 états conformationnels.
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£ Particularités chez les bactéries a Gram négatif

Chez les bactéries a Gram négatif la pompe est le plus souvent associée a une protéine de
fusion membranaire (MFP) et une protéine de membrane externe (OMF). C’est le mode de
fonctionnement des transporteurs de la famille RND mais également dans certains cas de ceux
d’autres familles : ABC (Ex. le systtme MacAB/TolC, Kobayashi et al., 2001) ou MFS (Ex.
le systétme EmrAB/TolC, Borges-Walmsley et al., 2003).

L’implication des 3 constituants est nécessaire au transport des substrats au-dela de la
membrane externe. Il existe pourtant chez ces bactéries certains transporteurs non couplés a
une MFP et a un OMF. IIs peuvent quand méme participer a la résistance aux antibiotiques.
En effet, leurs substrats sont exportés dans le périplasme avant d’étre pris en charge par un
autre systeme d’efflux tripartite (Figure 18), 1’association des 2 systémes pouvant é&tre

synergique (Lee et al., 2000).

MdfA (MFS)

AcrAB-TolC (RND)

EmrE {SMR)

Membrane Membrane

Figure 18. Association de transporteurs chez Escherichia coli (Tal and Schuldiner,
2009).
Les substrats transportés du cytoplasme vers le périplasme par les pompes MdfA et EmrE sont ensuite

pris en charge par le systeme AcrAB-TolC.
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b. Spécificité de substrats

Les systémes d’efflux peuvent avoir une spécificité de substrat étroite, limitée a une molécule
ou a une famille de molécules. D’autres ont un spectre beaucoup plus large et sont
susceptibles de prendre en charge des molécules appartenant a différentes familles chimiques.
Ces derniers sont largement répandus chez les bactéries a Gram négatifs et beaucoup d’entre
eux exportent des molécules antibiotiques. Ils sont codés par des génes chromosomiques dont
I’expression est sous 1’influence de geénes régulateurs. Selon leur niveau d’expression basal,
ils peuvent contribuer a la résistance intrinséque aux antibiotiques ou bien ne participer qu’a

certaines résistances acquises en cas de dérégulation de I’expression génique.

c. Fonctions des systémes d’efflux

La résistance aux antibiotiques par efflux peut correspondre a un mécanisme d’autoprotection
chez des micro-organismes producteurs d’antibiotiques (Ex. Streptomyces, Dairi et al., 1995;
Fierro et al., 1987). Mais la résistance aux antibiotiques n’est qu’une des nombreuses
fonctions des systemes d’efflux dans le monde bactérien. Les génes codant pour les systeémes
d’efflux existaient bien avant I’utilisation des antibiotiques par I’homme. Certains systémes
d’efflux ne possédent aucun antibiotique connu dans leur panel de substrats (Ex. TriABC-
OpmH de P. aeruginosa, Mima et al., 2007). Par ailleurs, certains antibiotiques peuvent étre
substrats de fagon « fortuite » en raison de la large spécificité de certains systemes d’efflux
(Neyfakh, 1997). C’est ce qu’illustre I’exemple des fluoroquinolones, antibiotiques de

synthése et pourtant substrats de nombreux systemes d’efflux (Alvarez-Ortega et al., 2013).

Les systemes d’efflux joueraient avant tout un role dans :

e le maintien de I’homéostasie avec I’¢limination de déchets métaboliques (Helling et
al., 2002),

e J’adaptation aux conditions environnementales par exportation de substances
toxiques : les sels biliaires (Thanassi et al., 1997), des ammoniums quaternaires
(Tennent et al., 1989), des métaux (Nies, 2003; Perron et al., 2004) ou encore des
isoflavones (Palumbo et al., 1998),

e la virulence par exportation de toxines comme chez Vibrio cholerae (Taylor et al.,

2012),
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e ]la communication intercellulaire ou quorum sensing (Evans et al., 1998; Minagawa et
al., 2012),

e la formation de biofilm (Matsumura et al., 2011; Soto, 2013).

La résistance aux antibiotiques ne serait qu’une fonction secondaire pour certains systémes
d’efflux. C’est le cas du systéme AcrAB-TolC d’E. coli pourtant trés étudié pour son
implication dans la résistance aux antibiotiques (B-lactamines, acide nalidixique,
fluoroquinolones, tétracycline, érythromycine, chloramphénicol, rifampicine, acide fusidique
et novobiocine, Cattoir, 2004). Des essais d’inhibition compétitive montrent que les sels
biliaires, présents dans 1’environnement naturel d’E. coli, seraient les substrats préférentiels

d’AcrB (Zgurskaya and Nikaido, 1999).

Une bonne connaissance des fonctions des pompes d’efflux doit permettre de comprendre les
conditions qui conduisent a leur surexpression et a [’acquisition de résistances aux
antibiotiques. Noguchi et ses collaborateurs ont montré que des mutants de Staphylococcus
aureus sélectionnés par des antiseptiques pouvaient étre résistants aux fluoroquinolones par

surexpression de NorA (Noguchi et al., 2002).

d. Inhibiteurs d’efflux

Les molécules appelées « inhibiteurs d’efflux » ou « EPIs » (Efflux Pump Inhibitors) sont
capables d’entraver le fonctionnement de systémes d’efflux. Certains substrats d’efflux
peuvent étre eux-mémes inhibiteurs du systéme qui les exportent. C’est le cas de la
tétracycline capable d’inhiber le systéme AcrAB-TolC d’Escherichia coli (Bohnert et al.,
2010).

Certains EPIs sont fréquemment utilisés en recherche fondamentale dans le domaine des

efflux ou en recherche thérapeutique :

e Le carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP) agit comme conducteur de
protons induisant une perte de la force proton motrice indispensable au
fonctionnement des transporteurs d’efflux secondaires (Nikaido, 2011). Le CCCP est
capable d’inhiber des transporteurs MFS, MATE ou RND. Cet EPI est lui-méme
substrat de certains transporteurs comme EmrB, transporteur MFS d’Escherichia coli.
Sa toxicité cellulaire rend son utilisation dans un but thérapeutique inenvisageable

(Mahamoud et al., 2007).
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Le 2,4-dinitrophénol agit également sur la force proton motrice pour inhiber des

transporteurs MFS (Singh et al., 2011).

La réserpine inhibe des transporteurs MFS tels que NorA de Staphylococcus aureus
ainsi que des transporteurs ABC (Lomovskaya et al., 2001; Mahamoud et al., 2007).
Les concentrations nécessaires a inhiber les systemes d’efflux bactériens sont

neurotoxiques pour I’homme (Mahamoud ez al., 2007).

Le vérapamil est utilisé¢ pour le traitement de certaines maladies cardiovasculaires
(hypertension artérielle, angor, certains troubles du rythme). Il est capable d’inhiber

les transporteurs d’efflux de la famille ABC (Singh et al., 2011).

Le phénylalanine arginine B-naphthylamide (PABN) ou «MC-207,110 » est un
inhibiteur des systemes d’efflux RND. C’est un peptidomimétique qui est lui-méme un
substrat de transporteurs RND. Il agit par inhibition compétitive avec les autres
substrats de la pompe, conduisant a [’augmentation de leur concentration
intracellulaire. Le PABN, substrat de MexAB-OprM, entraine une diminution
significative de la CMI de certaines fluoroquinolones (Ex. ciprofloxacine ou
lévofloxacine) chez P. aeruginosa (Askoura et al., 2011; Lomovskaya et al., 2001;
Pageés and Amaral, 2009). Lomovskaya et ses collaborateurs ont montré que la
diminution de la CMI de la 1évofloxacine était d’autant plus importante que la CMI de
départ était ¢levée. De plus, la fréquence d’émergence de mutants résistants a la
lévofloxacine était nettement diminuée lorsque [’antibiotique était utilisé en
combinaison avec le PABN. Le PABN est aussi capable de restaurer 1’activité¢ du

chloramphénicol et de certains macrolides sur P. aeruginosa (Askoura et al., 2011).

Les pyridopyrimidines sont également des peptidomimétiques. Ils seraient de bons
candidats en vue d’une utilisation thérapeutique car moins toxiques que le PABN et
plus stables en solution. De plus ils semblent efficaces in vivo puisqu’ils potentialisent
I’activité de certaines fluoroquinolones et B-lactamines dans un mod¢le animal de

pneumonie a P. aeruginosa (Yoshida et al., 2006, 2007).

Les quinolines et leurs dérivés sont capables d’inhiber le transport de la norfloxacine
et du chloramphénicol par les systemes d’efflux RND d’entérobactéries (Chevalier et

al., 2004).
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Des dérivés de la pipérazine sont capables d’augmenter les concentrations
intracellulaires de certains antibiotiques chez des entérobactéries (Pages and Amaral,

2009).

L’oméprazole fait partie des médicaments de la famille des « inhibiteurs de la pompe
a protons ». Il est utilisé pour le traitement du reflux gastro-oesophagien et des ulceres
gastro-duodénaux. L’oméprazole et certains de ses analogues inhibent la pompe NorA

(famille MFS) de S. aureus (Aeschlimann et al., 1999).

Des phénothiazines (molécules utilisées comme antipsychotiques) ont été décrites
comme inhibitrices d’efflux chez Burkholderia pseudomallei (Chan et al., 2007) et

Salmonella enterica (Bailey et al., 2008).
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2. Systémes d’efflux RND impliqués dans la résistance aux antibiotiques chez les

bacilles a Gram négatif non fermentaires (BGN-NF)

Les systemes d’efflux de la famille RND sont les plus fréquemment impliqués dans la
résistance aux antibiotiques par efflux chez les BGN-NF. Ils peuvent participer a la résistance
intrinseque ou acquise. De nombreux genes candidats d’efflux RND sont retrouvés dans les
génomes de BGN-NF. Seuls certains d’entre eux ont été¢ étudiés, principalement dans des

especes d’intérét médical.

a. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste multi-résistant aux antibiotiques. Son génome
contient 12 opérons d’efflux RND (www.pseudomonas.com). Chaque opéron est constitu¢ de
2 a 3 genes: 'un code pour la MFP, un autre pour le transporteur RND et le troisieéme,
lorsqu’il est présent, code pour I’OMF (Figure 19, p 44). Un géne régulateur peut se trouver
en amont de 1’opéron. Tous ces systemes d’efflux RND ont désormais été caractérisés. Dix

d’entre eux ont des antibiotiques parmi leurs substrats (Tableau 2, p 45).

¢ MexAB-OprM

C’est le premier systéme d’efflux RND décrit chez P. aeruginosa (Poole et al., 1993). 11 est
constitutivement exprimé et participe a la résistance intrinseque de P. aeruginosa aux
antibiotiques (Morita ef al., 2001). MexAB-OprM a une tres large spécificité de substrats
antibiotiques, notamment parmi les pB-lactamines. Ce systéme d’efflux est capable d’exporter
les 15 céphalosporines étudiées par Masuda et ses collaborateurs (Masuda et al., 2000). La
surproduction de MexAB-OprM, a I’origine de résistances acquises, est trés fréquente dans
les souches cliniques (Hocquet et al., 2007). Trois types de mutants surproducteurs de
MexAB-OprM  (nalB, nalC et nalD) ont été décrits parmi des souches cliniques

multirésistantes aux antibiotiques (Llanes et al., 2004).
Il a ét¢ montré que MexAB-OprM pouvait participer de fagon indirecte, en association avec

un transporteur SMR, et uniquement dans un milieu de faible force ionique, a la résistance

aux aminosides de P. aeruginosa (Li et al., 2003a).
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L’OMF de ce systeme, OprM, s’associe également avec MexXY (Mine et al., 1999), MexJK
(Chuanchuen et al., 2002), MexVW (Li et al., 2003b) et MexMN (Mima et al., 2005). 11 a
aussi été montré que MexEF pouvait fonctionner avec OprM (Maseda et al., 2000). Il existe
un promoteur en amont d’oprM (dans le geéne mexB) qui pourrait permettre la synthese

d’OprM en cas de défaillance d’expression de 1I’opéron mexAB-oprM (Lister et al., 2009).
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Figure 19. Les 12 opérons d’efflux RND de P. aeruginosa (D’apres Lister et al., 2009).
Genes régulateurs ; Génes de MFP ; Genes de transporteurs RND ; Genes d’OMF ;
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Tableau 2. Les 12 systémes d’efflux RND de P. aeruginosa.

MFP RND OMF Substrats Références
MexA MexB OprM  BL (PG, AMP, TIC, CAR, CLOX, CLAV, (Kohler et al., 1996; Li et
Céphalo, ATM, MEM), NAL, FQ (NOR, OFL, al., 1995, 1998; Masuda et
SPX, CIP), TC, M (ERY, AZI, SPI), LIN, CHL,  al., 2000; Poole et al., 1993;
SUL, TMP, RIF, AF, NOV Srikumar et al., 1998)
MexC MexD Opr] BL (PG, AMX, PIP, Céphalo sauf CAZ, MEM), (Gotoh et al., 1998; Masuda
NAL, FQ (NOR, OFL, SPX, CIP), TC,M et al., 2000; Okamoto ef al.,
(ERY, AZI, SPI), CHL, TMP, NOV 2002; Poole et al., 1996;
Srikumar et al., 1998)
MexE MexF OprN FQ (SPX, CIP), TC, CHL, TMP (Kohler et al., 1997, 1999;
Llanes et al., 2011)
MexX MexY OprA/ BL (PG, AMX, PIP, FEP, MEM), NAL, FQ (Aires et al., 1999; Dean et
OprM (NOR, OFL, SPX, CIP), AG (KAN, TM, AN, al., 2003; Hocquet et al.,
GM, NET, ISP, SM, NEO), TC, TIG, M (ERY, 2006; Masuda et al., 2000;
SPI), LIN, CHL Mine et al., 1999; Morita et
al., 2012a; Okamoto et al.,
2002; Westbrock-Wadman
et al., 1999)
Mex]J MexK OptM / TC, ERY (Chuanchuen et al., 2002,
OpmH 2005)
MexH MexI OpmD NOR (Sekiya et al., 2003)
MexP MexQ OpmE FQ, TC, CHL,M (Mima et al., 2005)
MexM MexN OprM  CHL (Mima et al., 2005)
MexV MexW  OprM  CPO, FQ (NOR, OFL), TC, ERY, CHL (Li et al., 2003b)
MuxA MuxB OpmB  ATM, TC, M et NOV (Mima et al., 2009; Yang et
MuxC al.,2011)
TriA TriC OpmH  Aucun des antibiotiques étudiés (Mima et al., 2007)
TriB
CzcB CzcA CzcC Aucun des antibiotiques étudiés (Hassan et al., 1999; Perron

et al., 2004)

AF : acide fusidique ; AG : aminosides ; AMP : ampicilline ; AMX : amoxicilline ; AN ; amikacine ;
ATM :  aztréonam ; AZI : azithromycine ; BL : p-lactamines ; CAR : carbénicilline; CAZ :
ceftazidime ; Céphalo : céphalosporines ; CHL : chloramphénicol ; CIP : ciprofloxacine; CLAV :
acide clavulanique ; CLOX : cloxacilline; CPO : cefpirome,; ERY : érythromycine,;, FEP :
céfépime ; FQ : fluoroquinolones ; GM : gentamicine ; IPM : imipénéme ; ISP : isépamicine ; KAN :
kanamycine ; LIN : lincomycine ; MEM : méropéneme ; M :macrolides ; NAL : acide nalidixique ;
NEO : néomycine,; NET : nétilmicine; NOR : norfloxacine; NOV : novobiocine, OFL :
ofloxacine ;PG : pénicilline G ; PIP : pipéracilline ; RIF : rifampicine ; SM : streptomycine ; SPI :
spiramycine ; SPX : sparfloxacine ; SUL : sulfaméthoxazole ; TC : tétracycline ; TIC : ticarcilline ;
TIG : tigécycline ; TM : tobramycine ; TMP : triméthoprime.
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% MexCD-OprJ

Son spectre de substrats est étendu mais un peu moins que celui de MexAB-OprM en ce
qui concerne les f-lactamines. MexCD-Opr] n’exporte pas la carbénicilline, la
ceftazidime et I’aztréonam. En revanche les céphalosporines telles que le céfépime ou le
cefpirome sont de bons substrats de MexCD-OprJ (Gotoh et al., 1998; Masuda et al.,
2000; Poole et al., 1996; Srikumar et al., 1998). Les mutants nfxB surproduisant MexCD-
OprJ ont des niveaux de résistance au céfépime et a la ciprofloxacine plus élevés que les
souches sauvages. Ces mutants sont relativement rares parmi les souches cliniques mais
peuvent étre sélectionnés en cas de monothérapie prolongée par une fluoroquinolone, en

particulier la ciprofloxacine (Jeannot et al., 2008).

s MexEF-OprN

Bien que considéré comme non exprimé dans les souches sauvages (Kohler ez al., 1997), il a
été récemment démontré que MexEF-OprN était I’un des mécanismes fréquemment en cause
dans I’acquisition de la résistance de souches cliniques a la ciprofloxacine (Llanes et al.,

2011).

% MexXY/OprM

L’opéron mexXY est dépourvu de géne codant pour un OMF. Mais MexX et MexY peuvent
s’associer a OprM (Aires et al., 1999), voire méme a d’autres OMF comme OpmB (Murata et
al., 2002) pour constituer le systtme d’efflux tripartite. Certaines souches (dont PA7)
possédent le géne oprA, codant pour un OMF, en aval de mexXY. MexX et MexY peuvent
alors fonctionner avec OprA (Morita ef al., 2012a). Chez les souches dépourvues du gene
oprA, il existe cependant un reliquat de ce gene (Morita et al., 2012b), indiquant qu’une

délétion s’est probablement produite au cours de 1’évolution.

MexXY/OprM a une tres large spécificité de substrats mais possede la particularité d’étre le
seul systtme RND de P. aeruginosa a exporter les aminosides. Les souches sauvages de P.
aeruginosa sont catégorisées « sensibles » aux aminosides (sauf kanamycine) en vue d’une
utilisation thérapeutique. Certains aminosides tels que la tobramycine font d’ailleurs partie de

I’arsenal thérapeutique anti-pyocyanique. MexY X/OprM confére toutefois un certain niveau
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de résistance intrinséque puisque la CMI des aminosides est trés diminuée par I’inactivation

de ce systeme d’efflux dans la souche sauvage PAO1 (Westbrock-Wadman et al., 1999).

Dans les souches cliniques, 3 types de mutants surproducteurs de MexXY ont été décrits :
agrZ, agrwl et agr2 (Guénard et al., 2013; Llanes et al., 2004; Muller et al., 2011). Le
niveau de résistance €¢levé aux aminosides chez ces mutants peut compromettre 1’utilisation
thérapeutique de cette famille d’antibiotiques. La prévalence des souches cliniques
surproduisant MexXY est élevée (Hocquet et al., 2008; Llanes et al., 2013). Dans les souches
des patients atteints de mucoviscidose la surproduction de MexXY représente le mécanisme

prépondérant dans la résistance acquise aux aminosides (Morita ef al., 2012a).

¢ Autres systémes d’efflux RND

Huit systéemes RND de P. aeruginosa sont présentés dans cette partie. Certains sont capables
d’exporter des antibiotiques mais leur role dans la résistance de souches cliniques aux

antibiotiques n’a jamais été¢ démontré.

MexJK peut fonctionner soit avec OprM soit avec OpmH. Selon I’OMF impliqué dans le
systeme d’efflux les substrats exportés ne sont pas les mémes : 1’érythromycine avec OprM et

le triclosan (composé¢ organochloré) avec OpmH (Chuanchuen et al., 2002, 2005).

MexHI-OpmD a été initialement (et est encore souvent) nommé MexGHI-OpmD en raison
de la présence d’un ORF (mexG) appartenant au méme opéron que les genes d’efflux
(Aendekerk ef al., 2002). La fonction de mexG est inconnue et il n’y a aucune homologie de
séquence avec des genes d’efflux. Il a été démontré que les genes mexH, mexl et opmD étaient
suffisants pour le fonctionnement de ce systéme d’efflux dont la norfloxacine est le seul

substrat antibiotique connu (Sekiya et al., 2003).

MexPQ-OpmE et MexMN/OprM ont été décrits en méme temps (Mima et al., 2005). Ils
sont capables d’exporter des antibiotiques mais peu de données existent quant a leur role dans

la résistance de souches cliniques.
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MexVW/OprM a été caractérisé a partir d’un mutant résistant a la norfloxacine surexprimant
mexV (Li et al., 2003b). Ce systeme serait donc susceptible d’entrainer des résistances

acquises aux fluoroquinolones.

MuxABC-OpmB possede la particularité de comporter 2 composants RND, MuxB et MuxC,
tous les 2 indispensables au fonctionnement du systéme d’efflux. C’est un homologue de
MdtABC-TolC d’E. coli dont le transporteur est constitué d’un hétérotrimere de 2 protomeres

de MdtB et d’un protomere de MdtC (Kim et al., 2010; Mima et al., 2009).

CzcCBA, initialement nommé CzrCBA (Hassan et al., 1999), peut exporter certains métaux
(cobalt, zinc et cadmium) mais aucun des antibiotiques €tudiés (ticarcilline, carbénicilline,
acide nalidixique, ciprofloxacine, norfloxacine, tétracycline, amikacine, chloramphénicol et
polymyxine B) (Perron et al., 2004). Le géne codant pour I’OMF (czcC) se situe en amont des
genes codant pour la MFP (czeB) et pour le transporteur RND (czcA).

TriABC-OpmH tient son nom de son seul substrat actuellement connu, le triclosan. Aucun
des antibiotiques ¢étudiés (ciprofloxacine, gentamicine, tétracycline, ¢érythromycine,
chloramphénicol et triméthoprime) n’est substrat de ce systéme. Les 2 MFP codées par les

genes tri4 et triB sont nécessaires pour son fonctionnement (Mima et al., 2007).

% Régulation de D’expression des opérons d’efflux RND de P.

aeruginosa

Les mécanismes de régulation de I’expression des opérons d’efflux RND sont nombreux et
complexes, probablement en raison de leur implication dans le métabolisme bactérien

(Alvarez-Ortega et al., 2013). Seuls certains d’entres eux sont présentés ici a titre d’exemple.

Le niveau d’expression des opérons d’efflux RND dépend d’une régulation :

e Locale : des activateurs ou des répresseurs transcriptionnels sont codés par des génes
situés en amont de la plupart des opérons d’efflux RND. Ces régulateurs
transcriptionnels sont nombreux et regroupés en familles. Les niveaux d’expression
des 4 principaux systémes d’efflux RND de P. aeruginosa dépendent de régulateurs
locaux de 4 familles différentes : les familles MarR (MexR régulant mexAB-oprM),
Lacl/GalR (NfxB régulant mexCD-oprJ), LysR (MexT régulant mexEF-oprN) et TetR
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(MexZ régulant mexXY) (Grkovic et al., 2002). MexT stimule I’expression de mexEF-
oprN tandis que MexR, NfxB et MexZ répriment celle de mexAB-oprM, mexCD-oprJ
et mexXY, respectivement, en se fixant sur la région contenant le promoteur de
I’opéron (Lister et al., 2009; Matsuo et al., 2004; Saito et al., 1999). Des mutations
dans les génes codant pour ces régulateurs peuvent entrainer des modifications de
niveau d’expression des opérons RND. Par exemple, des mutations dans mexZ
(« mutants agrZ ») sont associées a la surexpression de mexXY (Llanes et al., 2004;

Vogne et al., 2004).

e Globale : certains mutants surproduisant MexXY (« mutants agrW ») ne présentent
pas de mutation dans le géne mexZ. D’autres mécanismes de régulation influencent
donc I’expression de mexXY. C’est le cas du systéme a 2 composants ParRS (Muller et
al., 2011). Un autre exemple permet d’illustrer la régulation globale : la régulation de
I’expression de mexEF-oprN dépend de celle de mexT qui dépend elle-méme d’un
autre intervenant : MexS (probable oxydoréductase/déshydrogénase). Des mutations
dans mexS entralneraient une accumulation de certains métabolites, ce qui activerait
I’expression de mexT et par conséquent celle de mexEF-oprN pour la prise en charge

des métabolites accumulés (Lister et al., 2009).

Co-régulation. Le niveau de production d’un systéme d’efflux RND peut étre co-régulé avec
celui d’autres protéines non impliquées dans 1’efflux actif.

La porine OprD de P. aeruginosa est la porte d’entrée des carbapénémes dans la cellule
bactérienne (Trias and Nikaido, 1990). Des mutations dans le géne oprD peuvent entrainer
des anomalies dans la synthése de la porine et par conséquent une acquisition de résistance
aux carbapéneémes par imperméabilité (Pirnay et al., 2002; Rodriguez-Martinez et al., 2009).
Mais cette résistance peut aussi €tre liée a une diminution de 1’expression d’oprD.
L’expression du gene oprD est sous la dépendance de différents régulateurs dont certains sont
aussi régulateurs de I’expression d’opérons d’efflux RND (Figure 20, p 50). MexT, activateur
de I’expression de mexEF-oprN, réprime 1’expression d’oprD (Kohler et al., 1997, 1999).
CzcR, qui régule localement 1’expression de czcCBA, réprime également 1’expression d’oprD
(Perron et al., 2004). Et plus récemment, il a été démontré qu’oprD était aussi co-régulé avec
meXY par D’intermédiaire du systtme a 2 composants ParRS (Muller et al, 2011). La
résistance de P. aeruginosa aux carbapénémes par défaut de production d’OprD peut donc

étre associée a la résistance a d’autres antibiotiques par efflux actif.
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Figure 20. Co-régulation de I’expression d’oprD avec 3 opérons d’efflux différents chez

P. aeruginosa (D’aprés Muller et al., 2011; Perron et al., 2004).

Les facteurs a I’origine de modifications de I’expression des systémes d’efflux sont variés.

Induction par les substrats de la pompe : I’expression de mexXY est inductible en
présence d’antibiotiques agissant au niveau du ribosome : chloramphénicol,
tétracycline, tigécycline, érythromycine et aminosides (Hocquet et al., 2003; Jeannot
et al., 2005; Vogne et al., 2004). Des concentrations sub-inhibitrices de tobramycine
peuvent provoquer I’augmentation de 1’expression de mexXY de plusieurs dizaines de
fois (Kindrachuk et al, 2011). De la méme fagon 1’exposition au zinc conduit a
I’acquisition de résistances aux métaux substrats de CzcCBA. Du zinc pourrait étre
relargué par certaines sondes urinaires a des concentrations suffisantes pour induire
I’expression de czcCBA mais aussi pour réprimer oprD et ainsi entrainer une

résistance aux carbapénemes (Perron et al., 2004).

Induction par le stress oxydatif : 1’exposition prolongée au peroxyde d’hydrogéne
induit une résistance aux aminosides chez P. aeruginosa par surexpression de mexXY
(Fraud and Poole, 2011). De plus, I’oxydation de MexR, qui est le réprésseur
transcriptionnel de mexAB-oprM, altére sa capacité a se fixer a I’ADN ce qui entraine
une dérépression de I’opéron d’efflux et une augmentation du niveau de résistance aux

antibiotiques substrats de MexAB-OprM (Chen et al., 2008).
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e Modification de I’expression des genes d’efflux RND en condition d’hypoxie : P.
aeruginosa peut se développer dans des sécrétions muco-purulentes épaisses qui
constituent un micro-environnement hypoxique dans les bronches des patients atteints
de mucoviscidose (Figure 21) (Worlitzsch et al., 2002). Récemment, Schaible a mis en
évidence le role probable de 1I’hypoxie dans I’augmentation des niveaux de résistance

aux antibiotiques par efflux chez P. aeruginosa (Schaible et al., 2012).
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Figure 21. Développement de P. aeruginosa dans le micro-environnement hypoxique
constitué par les sécrétions muco-purulentes bronchiques au cours de la mucoviscidose
(d'apres Worlitzsch et al., 2002).

A : épithélium bronchique normal. La fine couche de mucus (en vert clair) permet une clairance
muco-ciliaire normale.

B : le mucus épais et visqueux produit par les glandes sous-muqueuses des patients mucoviscidosiques
adhere aux cellules épithéliales et n’est plus éliminé normalement. Un gradient de pression en
oxygene (pO,) se forme dans [’épaisseur du mucus (rouge : pO, normale ; bleu : pO; faible).

Cet D : P. aeruginosa pénetre dans le mucus, colonise les zones hypoxiques et augmente sa

production d’alginate (en rose pdle).
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e Modification de D’expression des génes d’efflux RND dans le biofilm: la
colonisation chronique des voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose
par P. aeruginosa s’accompagne de la formation de biofilm. Il a été montré que la
bactérie en biofilm pouvait devenir plus résistante, mais parfois aussi plus sensible, a
certains antibiotiques (de Bentzmann et al., 2012; Gillis ef al., 2005; Zhang and Mah,
2008). La résistance de P. aeruginosa en biofilm a I’azithromycine est associée a la

surexpression d’opérons d’efflux RND (Gillis ef al., 2005).

e Influence de la phase de croissance bactérienne et du qorum sensing : c’est a la fin
de la phase de croissance exponentielle et au début de la phase stationnaire, alors que
la densité bactérienne est la plus importante, que mexAB-oprM est le plus exprimé.
Certaines molécules du quorum sensing influencent le niveau d’expression de cet

opéron d’efflux (Evans and Poole, 1999; Maseda ef al., 2004).

b. Autres BGN-NF d’intérét médical

Le tableau 3 (p 53) répertorie les systémes d’efflux RND qui ont été étudiés chez des BGN-
NF d’intérét médical hors P. aeruginosa. La majorité de ces systémes ont des antibiotiques
comme substrats. Les systemes d’efflux putatifs décrits uniquement a partir de I’analyse de

séquences génomiques (Ex. SmeGH, Crossman et al., 2008) ne figurent pas dans le tableau.

* Burkholderia

Burkholderia cenocepacia est un pathogene rencontré chez les patients atteints de
mucoviscidose, chez qui il est responsable d’une altération de la fonction respiratoire
(Coutinho et al., 2011). L’analyse de son génome révele la présence de 16 candidats d’efflux
RND, nommés RND-1 a RND-16 (Bazzini et al., 2011), dont 5 sont capables d’exporter des
antibiotiques. RND-9 n’est pas constamment présent chez B. cenocepacia. Son absence ne
semble donc pas affecter le métabolisme bactérien, ce qui pourrait s’expliquer par une
redondance des fonctions des nombreux systtmes RND dans cette espéce bactérienne.
CeoAB-OpcM, décrit en 2004 (Nair et al., 2004), correspond au systétme RND-10 de Buroni

et ses collaborateurs (Buroni et al., 2009; Perrin et al., 2010).
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Tableau 3. Systémes RND chez les BGN-NF d’intérét médical (hors P. aeruginosa).

MFP RND OMF

Antibiotiques substrats

Références

Burkholderia cenocepacia

CeoA CeoB OpcM

RND-1

RND-2

RND-3

RND-4

RND-9
Burkholderia pseudomallei
AmrA  AmrB OprA
BpeA BpeB OprB
BpeE BpeF OprC
Pseudomonas fluorescens
EmhA  EmhB EmhC
Pseudomonas putida

TtgA TtgB TteC
TtgD TtgE TtgF
TtgG TtgH Ttgl

ArpA ArpB ArpC

MepA  MepB MepC
SrpA SrpB SrpC

Pseudomonas stutzeri

TbtA TbtB TbtM
Stenotrophomonas maltophilia
SmeA SmeB SmeC
SmeD SmeE SmeF
Smel Smel,

SmeK
SmeY SmeZ
SmeV SmeW SmeX

CIP, CHL, TMP

Aucun des antibiotiques ¢tudiés
NAL, FQ (NOR, OFL, CIP), SM
NAL

ATM, NAL, FQ (NOR, LVX, SPX, CIP),

AG (TM, GM), CHL
ATM, TM, FQ (LVX, SPX)

AG, M (ERY, CLA)
FQ (NOR , OFL, CIP), TC, M, CHL

CHL, TMP

NAL, CIP, CHL

AMP, CAR, NAL, TC, CHL
Aucun des antibiotiques étudiés
AMP, CAR, TC

CAR, SM, TC, ERY, CHL, NOV
Péni (PG, AMP), TC, ERY, NOV
Non étudié

NAL, CHL, SUL

Aucun des antibiotiques ¢tudiés
NAL, FQ (NOR, OFL, MXF, CIP), TC,

DOX, M (ERY, AZI), CHL, NOV
CIP, AG (AN, GM), TC, MIN

AG
NAL, MFX, TC, DOX, CHL

(Nair et al., 2004)
(Buroni et al., 2009)
(Guglierame et al., 2006)
(Buroni et al., 2009)

(Bazzini et al., 2011; Buroni et al.,
2009)

(Bazzini et al., 2011)

(Moore et al., 1999)

(Chan et al., 2004; Mima and
Schweizer, 2010)

(Kumar et al., 2006)

(Hearn et al., 2003, 2006)

(Ramos et al., 1998; Teran et al.,
2003)

(Mosqueda and Ramos, 2000; Rojas
etal.,2001)

(Guazzaroni et al., 2004; Rojas et al.,
2001, 2003)

(Kieboom and de Bont, 2001)
(Fukumori et al., 1998)
(Kieboom et al., 1998)

(Jude et al., 2004)

(Li et al., 2002)

(Alonso and Martinez, 2000; Alonso
and Martinez, 2001; Zhang et al.,
2001)

(Chen et al., 2011; Crossman et al.,
2008)

(Crossman et al., 2008)
(Chen et al., 2011)

AG : aminosides ; AMP : ampicilline ; AN ; amikacine ; ATM : aztréonam ; AZI : azithromycine ; CAR :
carbenicilline ; CHL : chloramphénicol ; CIP : ciprofloxacine ; CLA : clarithromycine ; DOX : doxycycline ;
ERY : érythromycine ; FQ : fluoroquinolones ; GM : gentamicine ; LVX : lévofloxacine ; MIN : minocycline ;
M : macrolides ; MXF : moxifloxacine ; NAL : acide nalidixique ; NOR : norfloxacine ; NOV : novobiocine ;
OFL : ofloxacine ; Péni : pénicillines ; PG : pénicilline G ; SM : streptomycine ; SPX : sparfloxacine ; SUL :
sulfaméthoxazole ; TC : tétracycline ; TIC : ticarcilline ; TM : tobramycine ; TMP : triméthoprime.
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Burkholderia pseudomallei est I’agent d’une zoonose, la mélioidose, endémique en Asie du
sud-est et dans le nord de 1’Australie. Les formes cliniques humaines sont variées et le taux de
mortalité avoisine les 30% en I’absence de traitement (Currie ef al., 2010). Dans cette espece,

3 systemes d’efflux RND ont été décrits :

e  AmrAB-OprA (homologue de MexXY), responsable de la résistance intrinseéque aux

aminosides (Moore et al., 1999),

e BpeAB-OprB (homologue de MexAB-OprM) décrit initialement comme participant a
la résistance aux aminosides (Chan et al., 2004), mais le contraire a été démontré par

la suite (Mima and Schweizer, 2010),

e BpeEF-OprC dont I’implication dans I’antibio-résistance est limitée (Kumar et al.,
2000),

Burkholderia thailandensis, pathogéne opportuniste, est génétiquement proche de B.
pseudomallei. Par analyse protéomique, il a ét¢ démontré que des mutants de B. thailandensis
résistants a divers antibiotiques (chloramphénicol, fluoroquinolones, cyclines) surproduisaient
les protéines homologues de BpeA, BpeB, OprB et OprC de B. pseudomallei, suggérant
I’implication de 2 systémes d’efflux RND dans I’augmentation du niveau de résistance des
mutants (Biot et al., 2011). Cependant, aucun travail expérimental n’a été réalis¢ pour le

démontrer et pour préciser les substrats de chaque systéme.

¢ Pseudomonas autres que P. aeruginosa
Il s’agit de pathogénes opportunistes peu fréquemment responsables d’infections chez
I’homme. Des systémes d’efflux RND ayant des antibiotiques parmi leurs substrats ont été

caractérisés dans les especes P. fluorescens (Hearn et al., 2003), P. putida (Fukumori et al.,

1998; Kieboom and de Bont, 2001; Ramos et al., 1998) et P. stutzeri (Jude et al., 2004).
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% Stenotrophomonas maltophilia

Comme A. xylosoxidans, S. maltophilia est un pathogéne opportuniste, responsable
d’infections chez des personnes immunodéprimées (Brooke, 2012). C’est également un
pathogene émergent dans la mucoviscidose (Parkins and Elborn, 2010; Pompilio et al., 2011).

Plusieurs systemes d’efflux ont été décrits dans cette espece.

SmeABC ne semble pas intervenir dans I’efflux d’antibiotiques. Pourtant I’inactivation du
gene smeC (codant pour I’OMF) entraine une diminution de la CMI de nombreux
antibiotiques (notamment des B-lactamines et des aminosides), mais pas la délétion des 2
autres genes, indiquant que SmeC pourrait intervenir comme OMF dans d’autres systémes

d’efflux (Li et al., 2002).

SmeDEF exporte un large panel de substrats et participe a la résistance intrinseque de S.

maltophilia a de nombreux antibiotiques (Li ef al., 2002).

SmelJK posseéde 2 composants RND (SmelJ et SmeK). L’OMF de ce systéme est inconnu
(Crossman et al., 2008).

SmeYZ, dont ’OMF n’est pas connu, participe a la résistance intrinséque aux aminosides
(Crossman et al., 2008). Mais I’inactivation du geéne smeZ (transporteur) ne restaure que
partiellement I’activité des aminosides. La résistance aux aminosides de S. maltophilia est

également enzymatique (Lambert ef al., 1999).

SmeVWX est codé par I’opéron smeUl-smeV-smeW-smeU2-smeX. Méme si ’inactivation
des ORFs smeUl et smeU2 a un retentissement sur le phénotype de résistance aux
antibiotiques de S. maltophilia, leur role dans le systéme d’efflux reste indéterminé. Ce
systéme possede une autre particularité : sa surexpression entraine une augmentation de la
sensibilit¢ aux aminosides. Il a ét¢ montré que cette augmentation de sensibilité était

uniquement liée a la surexpression de smeX (codant pour I’OMF) (Chen et al., 2011).
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c. BGN-NF non rencontrés en pathologie humaine

Divers systemes d’efflux RND ont été décrits chez des bacilles a Gram négatifs non

rencontrés en pathologie humaine.

Cupriavidus metallidurans (ex-Alcaligenes eutrophus et ex-Ralstonia metallidurans) est une
espece possédant différents systemes d’efflux qui Iui permettent de se développer dans des
environnements a fortes concentrations en métaux (Mergeay et al., 2003; Pompidor et al.,
2007; von Rozycki and Nies, 2009). Douze systémes d’efflux RND susceptibles d’exporter
des métaux ont été identifiés dans le génome de la souche C. metallidurans CH34 (De
Angelis et al., 2010; Mergeay et al., 2003). Ces 12 systémes putatifs appartiendraient a la
sous-famille HME-RND (Heavy Metal Efflux-RND) dont les transporteurs exportent des
métaux. Des travaux portant sur les systemes CzcCBA (Nies et al., 1987, 1989), CnrCBA
(Liesegang et al., 1993) et ZneCAB (De Angelis et al., 2010) ont permis d’identifier
différents métaux comme substrats (cobalt, zinc, cadmium et nickel). Le transport

d’antibiotiques par ces systémes d’efflux n’a pas été étudié.

Des especes bactériennes phytopathogeénes possedent des systémes d’efflux RND. Ils ont
généralement un role essentiel dans la colonisation des plantes. Agrobacterium tumefaciens
peut se protéger, par efflux actif (systetme IfeAB), contre les isoflavones produits par une
luzerne (Palumbo et al., 1998). Burkholderia glumae, qui est un phytopathogéne du riz,
produit une toxine (la toxoflavine) dont le transport extracellulaire requiert le systéme

d’efflux ToxGHI (Kim et al., 2004).

Certains des systemes RND caractérisés dans des especes phytopathogénes sont capables

d’exporter des antibiotiques :

e L’inactivation d’ameC d’Agrobacterium tumefaciens modifie les CMI de certains
antibiotiques (novobiocine et carbénicilline). L’efflux de ces molécules ne semble
cependant pas étre directement lié au systéme putatif AmeABC puisqu’aucune
variation de CMI n’est entrainée par 1’inactivation des génes candidats ameA et ameB.
Un autre systeme d’efflux pourrait fonctionner avec I’OMF AmeC (Peng and Nester,

2001).
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Chez Pseudomonas syringae, 2 systemes d’efflux exportant des antibiotiques ont été
décrits, dont un homologue de MexAB-OprM (Kang and Gross, 2005; Stoitsova ef al.,
2008).

Un homologue d’AcrAB (d’E. Coli) existe chez Ralsonia solanacearum. Ce systéme
intervient dans la virulence envers les plantes que la bactérie est capable de coloniser,
mais est aussi capable d’exporter 1’ampicilline, la céphalexine et 1’acide nalidixique.

L’opéron possede un gene candidat d’OMF (Brown et al., 2007).

Sinorhizobium meliloti, symbiote de la luzerne, comporte au moins 3 systémes RND

capbables d’exporter des molécules antibiotiques (Eda et al., 2011).

3. Systémes d’efflux chez 4. xylosoxidans

Deux systemes d’efflux impliqués dans la résistance a certains métaux ont été initialement

décrits par Schmidt et Schlegel dans une souche d’A. xylosoxidans (Alcaligenes xylosoxidans

31A) isolée d’un environnement riche en cuivre (Schmidt and Schlegel, 1994). Cependant,

cette souche d’Alcaligenes xylosoxidans 31A a été depuis identifiée Ralstonia metallidurans

31A (actuel Cupriavidus metallidurans) (Goris et al., 2001; Mergeay et al., 2003). Cette

souche est résistante au nickel, au cobalt, au zinc, au cadmium et au cuivre. Les génes des

systemes d’efflux responsables de cette résistance sont plasmidiques (plasmide pTOM9) :

I’opéron nccYXHCBAN (accession L31363) dont les génes nccC, nccB et nccA
présentent une trés forte homologie de séquence avec les génes du systeme d’efflux
RND CnrCBA et dans une moindre mesure avec ceux du systeme CzcCBA de

Cupriavidus metallidurans CH34 (ex-Alcaligenes eutrophus),

I’opéron nreAB (accession L31491) dont le géne nreB code pour un transporteur MFS

(Grass et al., 2001).

Les seuls transporteurs connus dans la famille des Alcaligenaceae sont des transporteurs

MEFS : TetC (Speakman et al., 1997), AlcS (Brickman and Armstrong, 2005), FlorR et CmIB1

(Kadlec et al., 2007). Ils ont été décrits au sein du genre Bordetella.
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4. Conclusion

Les systéemes d’efflux interviennent dans différentes fonctions physiologiques bactériennes et
sont également utilisés comme mécanismes de protection vis-a-vis de I’environnement
(détoxification). Leur panel de substrats est trés variable et certains de ces systémes sont
impliqués dans la résistance bactérienne aux antibiotiques. Les systemes d’efflux de la famille
RND sont largement répandus chez les BGN-NF : certains n’exportent pas d’antibiotique
alors que d’autres prennent en charge de nombreuses molécules couramment utilisées en
thérapeutique. Les niveaux de résistance aux antibiotiques conférés par les systémes d’efflux
RND sont variables. C’est ainsi que, a 1’état basal, AmrAB-OprA confére une résistance
naturelle de haut niveau aux aminosides chez B. pseudomallei (CMI > 16 mg/l chez la souche
sauvage 1026b, Moore et al., 1999) alors que MexXY/OprM ne confeére que de bas niveaux
de résistance aux aminosides chez P. aeruginosa (CMI < 4 mg/l chez la souche sauvage

PAOL, Aires et al., 1999; Muller et al., 2011).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL
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Aucun mécanisme impliqué dans la résistance naturelle d’Achromobacter xylosoxidans aux
antibiotiques n’avait jamais ét¢ décrit au début de ce travail. Notre objectif était d’étudier les
mécanismes responsables de cette résistance. Le choix d’orienter nos recherches vers la
résistance par efflux a été guidé par 1’observation des profils de résistance des souches
cliniques isolées au laboratoire et par les connaissances actuelles concernant 1’antibio-

résistance des BGN-NF :

1) A. xylosoxidans résiste naturellement a tous les aminosides habituellement testés en
bactériologie médicale (kanamycine, tobramycine, amikacine, gentamicine et nétilmicine). De

facon générale, la résistance des bactéries aux aminosides peut étre liée a des mécanismes :

e d’inactivation des aminosides par des enzymes modificatrices,

e de modification de la cible ribosomale (ARN16S) par méthylation,

e de modifications des lipopolysaccharides membranaires (LPS) empéchant les
aminosides de franchir la membrane externe,

o d’efflux.

Cependant, les enzymes modificatrices habituellement produites par les BGN ne conférent

pas une résistance simultanée a tous les aminosides.

La méthylation de ’ARNI16S n’est pas responsable de résistance naturelle aux aminosides
chez les BGN-NF. Il s’agit d’un mécanisme de résistance acquise, médi¢ par des genes
originaires de bactéries appartenant a 1I’ordre des Actinomycetales ou actinomycetes (Doi and

Arakawa, 2007).

Les modifications des LPS n’entrainent que de faibles augmentations de CMI chez P.

aeruginosa (EI’Garch et al., 2007).

En revanche, différents systémes d’efflux sont connus pour étre impliqués dans la résistance
bactérienne aux aminosides. C’est le cas de MexXY/OprM de P. aeruginosa (résistance
intrinséque de bas niveau et résistance acquise) et d’AmrAB-OprA de B. pseudomallei
(résistance naturelle a tous les aminosides). Méme si les aminosides peuvent étre substrats de
pompes appartenant aux familles SMR (EmrE chez P. aeruginosa), ABC (LmrA chez
Lactococcus lactis) ou MATE (NorM chez Vibrio parahaemolyticus), les principaux systémes
d’efflux impliqués dans la résistance aux aminosides chez les BGN-NF appartiennent a la

famille RND.
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2) A. xylosoxidans résiste aussi naturellement a certaines p-lactamines dont I’aztréonam

et la plupart des céphalosporines. La résistance aux f-lactamines peut €tre la conséquence :
e d’une inactivation enzymatique (hydrolyse par des -lactamases),
e d’une imperméabilité (défaut de franchissement de la membrane externe),

e de cibles (protéines liant la pénicilline ou PLP) présentant peu d’affinité pour les -

lactamines,

o d’efflux.

L’implication de B-lactamases dans la résistance naturelle d’A. xylosoxidans semble peu
probable car les souches de phénotype sauvage sont résistantes a la plupart des

céphalosporines mais sensibles a I’amoxicilline.

Les phénomenes d’imperméabilité sont du domaine de la résistance acquise plutdt que de

celui de la résistance naturelle.

Les PLP d’A. xylosoxidans pourraient avoir peu d’affinité pour les céphalosporines ou

I’aztréonam et cette hypothése doit étre envisagée.

Mais nous savons aussi que chez les BGN-NF de nombreux systémes d’efflux sont capables
d’exporter des P-lactamines. Parmi les 12 systemes d’efflux RND de P. aeruginosa, 4

possedent des B-lactamines dans leur panel de substrats.

Ce faisceau d’arguments nous a donc conduits a rechercher spécifiquement la présence
de systémes d’efflux RND et a étudier leur implication dans la résistance naturelle d’A4.

xylosoxidans aux antibiotiques.
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La stratégie que nous avons mise en ceuvre est la suivante :

1) Détection de genes candidats d’efflux RND chez 4. xylosoxidans, par 2 approches

différentes :

e au début de notre travail et avant que la premicre séquence génomique complete d’A.

xylosoxidans ne soit publiée : PCR consensus et marche sur le chromosome,

e séquengage du génome d’une souche d’A4. xylosoxidans de notre collection (souche

AXX-A) puis recherche de génes candidats par analyse bioinformatique.

2) Etude de Plimplication des génes candidats dans la résistance naturelle d’A.
xylosoxidans aux antibiotiques. Pour ceci nous avons utilisé une technique d’inactivation

génique.
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MATERIELS ET METHODES

63



I. Souches bactériennes

Toutes les souches d’A. xylosoxidans isolées au laboratoire depuis 1995 sont conservées. Les
souches d’A. xylosoxidans utilisées pour ce travail proviennent pour la plupart de notre
collection qui compte actuellement plus de 1000 souches. 4 souches proviennent de la

collection de I’Institut Pasteur.

Tableau 4. Souches utilisées (inactivations géniques).

Souche Description Provenance
Achromobacter xylosoxidans
AXX-A Souche clinique (prélévement d’oreille). Phénotype de résistance Laboratoire
aux antibiotiques : sauvage sauf AMX' (TIC® et PIP®).
AXX-D3 Souche clinique (aspiration trachéale, patient présentant une BPCO Laboratoire
et des séquelles restrictives de tuberculose). CIPX, CAZ®.
AXX-H1 Souche clinique (expectoration, mucoviscidose). CIPX, CAZ". Laboratoire
AXX-H2 Souche isolée du méme prélevement qu’AXX-H1 (isogéniques, Laboratoire
méme profil génotypique ECP). Niveaux de résistance plus élevés
qu’AXX-HI1 a CIP, CAZ et carbapénemes (IPM, MEM et DOR).
AXX-A-AB Recombinant suicide d’AXX-A, géne axyB inactivé (axyB ::Tic). Ce travail
AXX-A-AR Recombinant suicide d’AXX-A, géne axyR inactivé (axyR ::Tic). Ce travail
AXX-A-AY Recombinant suicide d’AXX-A, géne axyY inactivé (axyY ::Tic). Ce travail
AXX-A-AZ Recombinant suicide d’AXX-A, géne axyZ inactivé (axyZ ::Tic). Ce travail
AXX-A-HRA  Mutant d’AXX-A obtenu sur gélose a la streptomycine, Hautement Ce travail
Résistant aux Aminosides.
AXX-A-AD Recombinant suicide d’AXX-A, géne axyD inactivé (axyD ::Tic). Ce travail
AXX-D3-AB Recombinant suicide d’AXX-D3, geéne axyB inactivé (axyB ::Tic). Ce travail
AXX-D3-AY  Recombinant suicide d’AXX-D3, géne axyY inactivé (axyY ::Tic). Ce travail
AXX-H1-AB Recombinant suicide d’AXX-H1, géne axyB inactivé (axyB ::Tic). Ce travail
AXX-H2-AB Recombinant suicide d’AXX-H2, géne axyB inactivé (axyB ::Tic). Ce travail
AXX-H2-AY  Recombinant suicide d’AXX-H2, géne axyY inactivé (axyY ::Tic). Ce travail
AXX-H2-AD  Recombinant suicide d’AXX-H2, géne axyD inactivé (axyD ::Tic).  Ce travail
Escherichia coli
DH5a Souche utilisée pour la construction de plasmides suicide. Invitrogen
Stellar™ Souche utilisée pour la construction de plasmides suicide Clontech

(kit In-Fusion” HD).

AMX : amoxicilline ; BPCO : bronchopneumopathie chronique obstructive; CAZ : ceftazidime ;
CIP : ciprofloxacine; DOR : doripéneme,; ECP . électrophorése en champs pulsé; IPM :
imipéneme ; MEM : méropénéme ; PIP : pipéracilline,; TIC : ticarcilline ; S sensible : !
intermédiaire ; * : résistant.
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D’autres souches bactériennes ont été utilisées ponctuellement durant ce travail de thése :

e des souches cliniques d’A. xylosoxidans et d’A. denitrificans isolées, pour la plupart,
d’expectorations de patients du CRCM de Dijon, et pour certaines, d’autres types de

prélevement (hors mucoviscidose),

e des souches environnementales d’A4. xylosoxidans isolées sur le CHU de Dijon :

AXX-ENVI1 (fauteuil dentaire) et AXX-ENV2 (évier),

e des souches de la Collection de P’Institut Pasteur (CIP): A. xylosoxidans (4
souches :  AXX-CIP71.32T, AXX-CIP101.902, AXX-CIP102.062 et AXX-
CIP102.236), A. denitrificans (AXD-CIP77.15T), A. insolitus (AI-CIP108.202T), A.
piechaudii (AP-CIP60.75T), A. ruhlandii (AR-CIP77.26T) et A. spanius (AS-
CIP108.199T).

Toutes les souches d’Achromobacter xylosoxidans utilisées ont été identifiées par galerie
biochimique 20NE (bioM¢érieux) et par séquencage de 1483 nucléotides du geéne rrs codant

pour I’ARN ribosomique 168S.

II. Cultures bactériennes

Les milieux de culture Luria Bertani (Tryptone 10g, extrait de levure 5g, NaCl 10g, eau

distillée qsp 1 litre) et Mueller-Hinton Broth (Oxoid) sont utilisés pour les cultures

bactériennes en milieu liquide.

Le milieu Mueller-Hinton Agar (Oxoid) est utilis¢ pour les cultures bactériennes en milieu

gélosé.

Toutes les cultures sont incubées a 37°C, en étuve pour les milieux gélosés et au bain-marie

avec agitation pour les milieux liquides.
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III. Plasmides

Tableau 5. Plasmides utilisés.

Plasmide Description Référence

pUC18 Vecteur de clonage multicopies. Taille = 2686 pb. (Yanisch-
Porte un géne codant pour une pénicillinase : bla(Amp®). Perron et

al., 1985)

pUC19 Séquence et taille identiques a pUC18 mais la séquence du site  (Yanisch-

de clonage multiple (MCS) est inversée. Perron et
al., 1985)

pJDB2 Plasmide extrait d’une souche clinique d’Aeromonas caviae. (Neuwirth et
Taille = 35 kb. al., 2007)

pINA-axyB-AXX-A Plasmide suicide pour l’inactivation d’axyB dans AXX-A. Ce travail

(= pINAP1 de I’article 1) Fragment interne a axyB (977 pb) cloné¢ dans pUCI8.

pINA-axyB-AXX-D3  Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyB dans AXX-D3. Ce travail
Fragment interne a axyY (977 pb) cloné dans pUCI18.

pINA-axyB-AXX-H Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyB dans AXX-H1 et Ce travail
AXX-H2. Fragment interne a axyY (977 pb) cloné dans
pUCI18.

pINA-axyR-AXX-A Plasmide suicide pour l’inactivation d’axyR dans AXX-A. Ce travail
Fragment interne a axyR (837 pb) cloné dans pUCI18.

pINA-axyY-AXX-A Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyY dans AXX-A. Ce travail
Fragment interne a axyY (755 pb) cloné¢ dans pUC19.

pINA-axyY-AXX-D3  Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyY dans AXX-D3. Ce travail
Fragment interne a axyY (755 pb) cloné dans pUC19.

pINA-axyY-AXX-H2 Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyY dans AXX-H2. Ce travail
Fragment interne a axyY (755 pb) cloné dans pUC19.

pINA-axyZ-AXX-A Plasmide suicide pour l’inactivation d’axyZ dans AXX-A. Ce travail
Fragment d’axyZ et de la séquence intergénique entre axyZ et
axyX (669 pb) cloné dans pUC19.

pINA-axyD-AXX-A Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyD dans AXX-A. Ce travail
Fragment interne a axyD (727 pb) cloné dans pUC18.

pINA-axyD-AXX-H2 Plasmide suicide pour I’inactivation d’axyD dans AXX-H2. Ce travail

Fragment interne a axyD (922 pb) cloné dans pUC19.
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IV. Antibiogrammes

Les antibiogrammes sont réalisés par la méthode de diffusion en milieu gélos¢ Mueller-
Hinton (MH). La gélose est ensemencée par inondation a partir d’une suspension bactérienne
(en eau stérile) équivalente au standard McFarland 0,5 diluée au 1/1000. Les disques
d’antibiotiques (Bio-Rad) sont ensuite déposés sur la gélose. La lecture des diametres des
zones d’inhibition est réalisée aprés 24 heures d’incubation a 37°C en aérobiose. Les
diametres critiques définis par le comité de I’antibiogramme de la société frangaise de

microbiologie (CA-SFM) sont utilisés pour I’interprétation.

V. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les premiéres déterminations de CMI de ce travail ont été effectuées par la méthode de
microdilution en milieu liquide (MH). Mais celle-ci s’est révélée inappropriée pour 1’étude
des souches recombinantes (inactivation génique par insertion d’un plasmide suicide). La
lecture des CMI était en effet perturbée par une croissance bactérienne correspondant a des

révertants spontanes.

Nous avons retenu la méthode du E-test, apres vérification de la concordance des résultats
obtenus par cette méthode et par la méthode de dilution en milieu gélosé (Tableau 6). De plus,
I’utilisation de bandelettes E-test a été rapportée pour I’étude du systéme d’efflux AdeABC-
like dans le genre Acinetobacter (Roca et al., 2011).

Tableau 6. CMI (mg/l) mesurées par 2 méthodes différentes.

E-test Dilution en milieu gélosé (MH)
Souche CIP 7132T
Ceftazidime 6 8
Tobramycine >256 512
Ciprofloxacine 32 16
Souche AXX-A
Ceftazidime 4 4
Tobramycine 16 32
Ciprofloxacine 0,75 1
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Les bandelettes antibiotiques E-test (bioMérieux) sont déposées sur gélose MH ensemencée
par inondation avec une suspension bactérienne (en eau stérile) équivalente au standard
McFarland 1 diluée au 1/1000. La lecture est réalisée apres 48 heures d’incubation a 37°C en
aérobiose. Ces conditions ont été retenues suite a des essais sur plusieurs souches dont
certaines de croissance difficile. La technique d’inondation des géloses a été retenue par
rapport a la technique d’écouvillonnage en raison d’une meilleure précision de lecture des
CMI et apres vérification de la concordance des résultats entre ces 2 techniques. Les mesures
sont réalisées en double a partir de 2 suspensions différentes. Une troisiéme mesure est
réalisée lorsqu’il y a un écart entre les 2 premiéres. L’écart entre 2 mesures est généralement
inférieur ou égal a une graduation de bandelette (bonne reproductibilité). Le milieu MH utilisé
pour les souches recombinantes (plasmide suicide) est supplémenté par 50 mg/1 de ticarcilline
afin de prévenir ’apparition de colonies de révertants spontanés pouvant géner la lecture des

CML

VI. Utilisation d’inhibiteurs d’efflux

L’effet de 4 inhibiteurs d’efflux sur le phénotype de résistance d’A4. xylosoxidans a été étudié.
Chacun des EPIs est incorporé en gélose MH. Les concentrations choisies correspondent a ce
qui a été décrit dans la littérature (Brenwald et al., 1997; Everett et al., 1996; Peleg et al.,
2007; Tran et al., 2009; Vidaillac et al., 2007). Ces concentrations sont considérées non

inhibitrices de croissance bactérienne :
e réserpine : 10 mg/l
e oméprazole : 130 mg/l
e CCCP:100 uM

e PABN:30 mg/l

Des antibiogrammes sont réalisés en parallele sur gélose MH additionnée d’EPI et sur gélose
MH sans EPI. Les diameétres des zones d’inhibition sont comparés aprés 24 heures

d’incubation.
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VII. Techniques d’extraction des acides nucléiques bactériens

1. Extraction d’ADN génomique

a. Par choc thermique

Une suspension bactérienne en eau pour préparation injectable (EPPI) est centrifugée (20000
g, 5 min, 4°C). Le culot, repris dans 300 ul d’EPPI, est porté a ébullition pendant 10 min puis
refroidi 10 min dans la glace. Apres centrifugation, le surnageant contenant I’ADN bactérien

est recueilli. Les tubes d’ADN sont conservés a -20°C.

b. Par lyse chimique

Cette technique d’extraction entraine peu d’altérations de I’ADN. Elle a été utilisée pour

extraire I’ADN de la souche AXX-A en vue du s€quencage complet de son génome.

Une culture de la souche dans 50 ml de milieu liquide MH (16 h a 37°C sous agitation) est
centrifugée (3000 g, 10 min, 4°C). Le culot est repris dans 1 ml de tampon TES (Tris 25 mM,
EDTA 10 mM, sucrose 600 mM, pHS) et 280 ul de lysozyme (solution a 20 mg/ml en TES,
reconstituée extemporanément) et incubé 1 heure a 37°C. 200 ul de SDS (a 20% dans de
I’eau), 240 ul ’EDTA (250 mM) et 2 mg de protéinase K sont ajoutés. Le mélange est incubé
une nuit a 37°C. L’¢limination des protéines est réalisée par extraction au
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (AIA) (24/24/1), volume a volume. Apres agitation
douce par retournements puis centrifugation (16000 g, 10 min, 15°C) la phase supérieure est
transférée dans un nouveau tube. Un second traitement au phénol/chloroforme/AIA puis 2
traitements au chloroforme-AIA sont réalisés. La phase supérieure contenant I’ADN est
récupérée. L’ADN est précipité a 1’isopropanol, récupéré avec une pipette Pasteur en verre,

rincé a I’éthanol a 70% et repris dans 200 pul d’EPPIL.
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2. Extraction d’ADN plasmidique

a. Extraction de plasmide par la méthode de Kieser

Cette technique d’extraction d’ADN plasmidique décrite par Kieser (Kieser, 1984) est utilisée
uniquement pour détecter la présence de plasmides dans des souches bactériennes. A partir
d’une culture de la souche en milieu gélosé, 5 a 6 colonies sont ajoutées a 500 ul de solution
de Kieser (sucrose 300 mM, Tris pH8 25 mM, EDTA pHS8 25 mM, vert de bromocrésol
0,02%) et lysées par 250 ul de solution de lyse (NaOH 200 mM, SDS 2%). Apres une
incubation de 30 min a 55°C, les protéines sont précipitées par 1’ajout de 250 ul de phénol-
chloroforme (1/1). Aprés centrifugation (10 min, 17000 g, 4°C), 20 ul de la phase supérieure
sont migrés par électrophorese en gel d’agarose a 0,8% en tampon TAE (Tris acétate 40 mM,

EDTA 1 mM).
b. Extraction de plasmide pour clonage et transformation

L’ADN plasmidique est extrait, a partir d’une culture de la nuit en milieu LB additionné

d’antibiotique, avec le kit Plasmid Midi (Qiagen) selon les recommandations du fabriquant.

3. Extraction des ARN totaux

Une pré-culture de la souche en milieu liquide LB est repiquée dans 20 ml du méme milieu et
incubée a 37°C sous agitation jusqu’a une densité optique de 1 (a 600 nm) (milieu de phase
exponentielle). La valeur de I’absorbance au moment de 1’arrét de la culture doit étre toujours
la méme car le niveau d’expression de nombreux genes, dont des génes d’efflux, dépend de la
phase de croissance (Evans and Poole, 1999; Stoitsova et al., 2008). 0,5 ml de cette culture est
traité avec 1 ml de RNAprotect” Bacteria Reagent (Qiagen). L’ARN est extrait avec le kit
RNeasy Mini (Qiagen) avec une ¢lution finale dans 60 pl d’eau RNase free. L’¢luat est traité
avec 20 unités de DNase RNase free (Promega). L’ARN est précipité par ’ajout de 2 volumes
d’éthanol absolu froid et 1/10 volume d’acétate de sodium, et placé a -20°C pour la nuit. Le
culot de centrifugation (15 min, 15000 g, 4°C) est lavé 2 fois avec de 1’éthanol a 70% puis
repris dans 30 pl d’eau RNase free. La réaction de reverse transcription (RT) est réalisée

immédiatement apres la mesure de la concentration en ARN par spectrophotométrie.
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VIII. Amplification génique par PCR

M¢élange réactionnel (concentrations finales entre crochets) :
- dNTP [0,2 mM]
- amorces [0,25 uM chacune]
- tampon de Taq [1X]
- MgCl, [1,5 mM]
- Taq polymérase (Fermentas) : 2,5 U
- DMSO [5%]
- ADN:1ul
- EPPI:qgsp 50 ul

L’ajout de DMSO favorise la dénaturation de I’ADN chromosomique d’A4. xylosoxidans dont
le contenu en GC est élevé (65 a 70%). Le DMSO n’est pas utilis¢ pour les PCR réalisées sur
de ’ADN d’E. coli ou de I’ADN plasmidique.

Conditions d’amplification (thermocycleur T3, Biometra) :
- 94°C, 10 min
- 94°C, 1 min
- Th,1min30s
- 72°C,1min30s
- 72°C, 10 min

30 cycles

Th : température d’hybridation des amorces.

Toutes les amorces utilisées dans ce travail sont répertoriées dans I’annexe 2 (p 122).

IX. Electrophorese analytique des ADN

Les produits de PCR, les produits de digestion enzymatique et les plasmides sont analysés par
¢lectrophorese en gel d’agarose a 1% en tampon TAE (Tris acétate 40 mM, EDTA 1 mM). La
migration est réalisée a 130 volts. La lecture est effectuée sous ultra-violets apres coloration
par le bromure d’éthidium. Les marqueurs de taille 100 pb DNA Ladder et 1 kb DNA Ladder
(New England BioLabs) sont utilisés pour déterminer la taille des ADN. Le marqueur Low

DNA Mass Ladder permet d’estimer la concentration en ADN.
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X. Dosage des acides nucléiques par spectrophotométrie

Les concentrations en ADN (produits de PCR a séquencer et produits de digestion
enzymatique avant ligation) et en ARN (extraits d’ARN totaux avant reverse transcription)

sont mesurées avec le spectrophotomeétre NanoDrop® ND1000 (Labtech).

XI. Séquencage d’ADN

1. Séquengage des produits de PCR par la méthode de Sanger

Les produits de PCR sont purifiés avec le kit Amicon Ultra (Millipore). Ils sont ensuite
séquencés selon la méthode décrite par Sanger (Sanger et al., 1977). 11 s’agit d’une méthode
de séquencage par synthese. L’¢longation des brins d’ADN par la polymérase est stoppée de
facon aléatoire suite a l’incorporation d’un didésoxyribonucléotide triphosphate (ddNTP).
Chacun des 4 ddNTP, présent en faible proportion par rapport au dNTP correspondant, est

marqué par un fluorochrome spécifique.

Me¢élange réactionnel :
- tampon de BigDye : 3 ul
- BigDye v1.1 (ANTP, ddNTP et ADN polymérase) (Applied Biosystems) : 2 ul
- amorce [0,25 uM]
- ADN (2 ng pour 100 pb a séquencer)
- EPPI:qgsp20 ul

Conditions d’¢élongation (thermocycleur T3, Biometra) :
- 96°C, 1 min
- 96°C,10s
- 50°C,5s
- 60°C, 4 min

25 cycles

Les produits de séquencage sont par la suite purifiés par ajout de 1/10 V d’acétate de sodium
(3M pH5,2), 1/10 V I’EDTA (125 mM) et 2,5 V d’éthanol absolu glacé, et incubés 15 min a
température ambiante. Les culots de centrifugation (15 min, 15000 g, 4°C) sont lavés par 70

pl d’éthanol a 70% (centrifugation 10 min dans les mémes conditions) puis séchés a D’air.
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Enfin ils sont repris dans 10 pl de formamide et conservés a -20°C avant passage dans le

séquenceur & capillaires ABI PRISM® 3100 (Applied Biosystems).

2. Séquengage a haut débit

Le séquengage du génome de la souche AXX-A a été réalisé par la société Genoscreen. Un
séquencgage en shotgun et 2 séquencages en paired-end (8 kb et 20 kb) ont été réalisés avec
I’appareil de pyroséquencage GS-FLX (Roche). Le pyroséquencage est une méthode de
séquencage par synthése. Les dNTP sont ajoutés successivement. Lorsquun dNTP est
incorporé dans le brin en cours de synthése, un pyrophosphate est libéré, et I’action d’une

sulfurylase puis d’une luciférase entraine 1’émission d’un signal lumineux.

Il s’agissait d’un séquengage « de novo » car aucun génome d’A. xylosoxidans n’avait été
publi¢ auparavant. Le logiciel GSAssembler a été utilisé pour I’assemblage de novo. Pour
I’annotation du génome, nous avons eu recours a I’outil « Prokaryotic Genomes Annotation

Pipeline » du National Center for Biotechnology Information (NCBI).

XII. Marche sur le chromosome

La technique de « marche sur le chromosome » permet d’amplifier et de séquencer les régions
adjacentes (inconnues) d’une séquence nucléotidique connue. Nous avons utilis¢ la méthode
de « marche sur le chromosome en 2 étapes » (Figure 22, p 74) décrite par Pilhofer (Pilhofer
et al., 2007) jusqu’a la publication de la premiére séquence génomique d’A. xylosoxidans
(AXX-AR8). Chaque nouvelle séquence obtenue par cette méthode est vérifiée par PCR et

séquencage avec d’autres amorces que celles utilisées pour la marche.
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Figure 22. Principe de la marche sur le chromosome en 2 étapes (Pilhofer et al., 2007).

La premiére étape permet, a [’aide d’une seule amorce (™===) [la synthese de fragments d’ADN
constitués de [’extrémité de la séquence connue suivie de la séquence adjacente inconnue. La
synthése du brin complémentaire est possible par hybridation non spécifique de [’amorce a 40°C
dans la partie inconnue.

La seconde étape consiste a séquencer la partie inconnue a l’aide d’une 2°™° amorce (@@ ),

XIII. Inactivation génique
1. Inactivation génique par insertion d’un plasmide suicide

Les vecteurs pUC18 et pUC19 sont utilisés pour la construction des plasmides suicide. La
sélection des transformants et des recombinants s’opére sur gélose additionnée de ticarcilline
car pUCI8 et pUC19 portent le géne bla(Amp") qui code pour une pénicillinase. L’absence
de réplication de ces vecteurs chez A. xylosoxidans a ¢été vérifiée lors d’essais

d’¢lectroporation conduits selon le protocole décrit dans la partie XIII.1.b (p 76).
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a. Construction du plasmide suicide

¢ Par une technique de clonage conventionnel

e Amplification par PCR d’un fragment de 0,5 a 1 kb du géne a inactiver :

Les amorces utilisées sont flanquées d’une séquence contenant un site de restriction (EcoRI
pour I’amorce sens et HindIII pour I’amorce anti-sens). Au produit de PCR sont ajoutés 1/10V
d’acétate de sodium 3M pHS5,2 et 2 V d’éthanol absolu glacé. Le tube est placé une nuit a
-20°C. Apres centrifugation (30 min, 15000 g, 4°C) le surnageant est ¢liminé. Le culot
d’ADN est séché et repris dans 30 ul d’EPPIL.

e Double digestion du produit de PCR et du plasmide pUCI18 :

Un mélange contant 5 pul d’ADN plasmidique ou 16 pl de produit de PCR purifi¢, 2 pl de
tampon [1X], 2 ul de BSA [100 pg/ml], 1 pl d’enzyme EcoRI, 1 ul d’enzyme HindIIl (New
England BioLabs), sous un volume total de 20 pl complété avec de I’EPPI est incubé 3 h a
37°C. Les produits de digestion sont purifiés de la méme fagon que le produit de PCR

précédent puis I’ADN est quantifi¢ au spectrophotométre.

e Ligation de I’insert et du plasmide pUC18 digérés :

Pour la ligation, un mélange réactionnel contenant 60 ng de pUC18 digéré, 70 ng de produit
de PCR digéré (insert) (rapport insert/plasmide : 3/1), 2 ul de tampon de ligation et 1 pul de
ligase (T4 DNA ligase, Roche) est incubé une nuit a 4°C.

® Transformation :

La souche d’E. coli DH5a est rendue compétente par 2 lavages successifs (dans le froid) avec
une solution de chlorure de calcium a 50 mM (dans '2 volume puis dans 74 volume) et reprise
avec cette méme solution dans un volume final égal au 1/20 du volume de culture initiale. La
souche compétente (100 pl) est transformée avec le produit de la ligation (5 ul) par choc

thermique : le mélange est placé 30 min dans la glace, 1 min a 42°C puis 10 min dans la glace.
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Les transformants sont sélectionnés sur gélose MH contenant 50 mg/l de ticarcilline et
40 mg/l de X-Gal. Un criblage blanc / bleu (géne lacZ du pUCI18) permet de repérer les
clones contenant la construction attendue. Une PCR (amorces M14F / M14R) et un

séquencage permettent de vérifier la construction.

% Par le kit de clonage In-Fusion® HD (Clontech)

e Préparation de la construction plasmidique :

Un fragment de 0,5 a 1 kb du gene a inactiver est amplifi¢ par PCR. Les amorces utilisées
sont flanquées de 15 nucléotides identiques aux extrémités du plasmide pUCI19 linéarisé
(fourni dans le kit). 2 pl du réactif « cloning enhancer » sont ajoutés a 5 pl du produit de PCR.
Le mélange est incubé 15 min a 37°C. Une réaction faisant intervenir le mélange enzymatique

du kit, ’insert et le plasmide pUC19 linéarisé (rapport 2 pour 1) a lieu pendant 15 min a 50°C.

e Transformation :

Les cellules compétentes E. coli Stellar fournies dans le kit sont traitées par choc thermique
en présence de 2,5 ul de la réaction précédente. Les transformants sont sélectionnés sur gélose
MH contenant 50 mg/l de ticarcilline. Une PCR (amorces M14F / M14R) et un séquencage

permettent de vérifier la construction.

b. Transformation d’A. xylosoxidans par électroporation

Les cellules bactériennes sont électroporées selon la méthode décrite par Smith et Iglewski
pour la transformation de P. aeruginosa (Smith and Iglewski, 1989). Un travail préalable de
mise au point a permis son adaptation chez A. xylosoxidans. Le plasmide pJDB2 supposé
« large spectre » (extrait d’'une souche clinique d’Aeromonas caviae et se répliquant chez
Escherichia coli, Neuwirth et al., 2007) a été introduit dans AXX-A par électroporation. Une
extraction de plasmide par la méthode de Kieser a ensuite démontré le succes de la

transformation.
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La souche d’A. xylosoxidans est rendue compétente par une succession de 2 lavages (dans le
froid) avec une solution de sucrose a 300 mM (dans 1 volume puis dans 2 volume) et reprise
avec cette méme solution dans un volume final égal au 1/100 du volume de culture initiale.
Sul d’ADN plasmidique (concentration > 100 ng/ul) sont ajoutés a 60 pl de bactéries
compétentes. Le mélange est transféré dans une cuvette Bio-Rad de 0,1 cm. Apres 10 min
d’incubation dans la glace, le mélange est soumis a un choc électrique de 15 kV/cm (appareil

MicroPulser™, Bio-Rad) puis repris dans 1 ml de bouillon LB.

Une recombinaison homologue se produit entre la séquence génique insérée dans la
construction plasmidique et la séquence identique sur le chromosome bactérien.

L’incorporation du plasmide dans le géne permet son inactivation (Figure 23).

bla(AmpR)

Plasmide
suicide

Géne a inactiver

N\

I »
Chromosome bactérien

\ 4
\ 4
\

o

-« -«

PCR de vérification

Figure 23. Recombinaison entre le plasmide suicide et le chromosome bactérien.

Le plasmide suicide contient une séquence issue du géne a inactiver. La recombinaison se produit au
niveau de cette séquence commune. L’insertion du plasmide au milieu du geéne est vérifiée par PCR

et séquencage des zones de recombinaison. bla(Amp") : géne codant pour une pénicillinase.
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c. Vérification de I’inactivation du geéne par PCR et RT-PCR

Le séquencage des zones de recombinaison permet de vérifier I’insertion du plasmide suicide

dans le gene cible.

L’absence d’expression du géne inactivé dans la souche recombinante est vérifiée par reverse
transcription-PCR (RT-PCR). La souche d’origine sert de témoin positif. Les ARN totaux de
la souche d’origine et du recombinant sont extraits et traités par une DNase. La synthese
d’ADNCc est réalisée a partir d’1 ug d’ARN par reverse transcription avec le kit ImProm-I1I™
Reverse Transcription System (Promega) selon les recommandations du fabriquant et en
utilisant une amorce anti-sens s’hybridant en aval du site de recombinaison sur le géne
inactivé. Les paliers de température utilisés sont: 5 min a 25°C, 30 min a 42°C, 30 min a
50°C et 15 min a 70°C. 5 ul du produit de RT sont utilisés dans une réaction de PCR avec
I’amorce anti-sens de la RT couplée a une amorce sens s hybridant en amont du site de
recombinaison sur le géne inactivé. Une RT-PCR ciblant le géne de ménage rps/ sert de
témoin positif. De plus, un contréle sans transcriptase inverse permet de vérifier I’absence
d’ADN génomique résiduel. La négativité de la RT-PCR chez le recombinant (et une RT-

PCR positive chez la souche d’origine) témoigne de 1’absence d’expression du geéne.

2. Inactivation génique par délétion

Une autre stratégie d’inactivation génique a été décrite par Kaniga et ses collaborateurs dans
I’espéce Yersinia enterocolitica (Kaniga et al., 1991), et utilisée depuis pour P. aeruginosa
(Muller et al., 2011). Elle consiste a amplifier 2 régions du géne a inactiver et a les fusionner
par une réaction de PCR chevauchante (Figure 24, p 80). Ce produit de PCR chevauchante est
clon¢ dans le plasmide suicide pKNG101. Ce plasmide contient les génes str4 et strB codant
pour la streptomycine phosphotransférase et le géne sacB dont ’expression est létale en
présence de saccharose. La construction plasmidique est introduite dans la souche étudiée par
conjugaison et s’inseére au niveau du geéne a inactiver par recombinaison homologue. Les
recombinants, sélectionnés sur milieu additionné de 2000 mg/I de streptomycine, sont ensuite
cultivés sur milieu additionné de 5% de saccharose, conduisant a 1’excision du plasmide
suicide. Deux éveénements génétiques différents (de recombinaison) peuvent conduire a cette
excision. Un de ces 2 événements conduit a la délétion du geéne d’intérét (fragment situé entre

les 2 régions amplifiées initialement).
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Par rapport a la technique d’inactivation génique par insertion d’un plasmide suicide, cette

technique présente plusieurs avantages :

e la résistance introduite (a la streptomycine) disparait au moment de I’excision du
plasmide. La souche recombinante finale ne contient donc pas de gene de résistance

(de sélection) susceptible d’interférer sur le phénotype de résistance aux antibiotiques,

e clle permet I’inactivation successive de plusieurs génes dans une méme souche.
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Figure 24. Inactivation génique par délétion (d’apres Fournier D., laboratoire de

bactériologie du CHU de Besancon).

A : Amplification et fusion des 2 extrémités du géne par PCR chevauchante.

B : Insertion du produit de PCR chevauchante dans le plasmide pKNG101.

C : Recombinaison homologue entre le plasmide et le chromosome bactérien.

D : Exposition de la bactérie au saccharose et excision du plasmide (2 événements génétiques

possibles). Dans le cas n°1, [’excision s’accompagne de l’inactivation du géne.
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XIV. Quantification relative de 1’expression génique par RT-PCR en temps réel

1. Synthése d’ADN complémentaire (ADNCc)

La synthese d’ADNCc est réalisée a partir d’1 pg d’ARN total, par reverse transcription avec le
kit ImProm-II"™ Reverse Transcription System (Promega) selon les recommandations du
fabriquant et en utilisant les amorces aléatoires du kit. Les paliers de température utilisés
sont : 5 min a 25°C, 60 min a 42°C et 15 min a 70°C. Un controle sans transcriptase inverse
permet de vérifier I’absence d’ADN génomique (les échantillons d’ARN sont préalablement
traités par une DNase). Des dilutions des ADNc sont réalisées (1/10, 1/100 et 1/1000) et

réparties en aliquotes de 5 pl. Les tubes d’ADNCc sont conservés a -20°C jusqu’a amplification.

2. Amplification de ’ADNc

La PCR quantitative est réalisée sur un appareil LightCycler® 2.0 (Roche). Le mélange
réactionnel comprend 4 pl de MasterMix du kit LightCycler” FastStart DNA Master’ "
SYBR Green I (Roche), 1 ul de chaque amorce (dilutions a 10 uM) et 4 ul d’ADNc. Le
volume final est ajusté a 20 pl avec de 1’eau. L amplification comprend 40 cycles. Chaque
série comprend la gamme de dilutions d’ADNc (1/10, 1/100 et 1/1000), le témoin négatif de
RT (sans transcriptase inverse) et un témoin négatif (eau a la place de I’ADNCc). Pour chaque
souche une série ciblant le géne de ménage rps/ (codant pour une protéine ribosomique) est

réalisée, en paralléle des autres geénes cibles. Au terme de 1’amplification les courbes de

fusion attestent de la spécificité des réactions.
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3. Quantification relative des ARNm

La méthode décrite par Pfaffl permet de calculer la quantité relative d’'un ARNm dans une
souche donnée par rapport a une souche de référence (Pfaftl, 2001). Il s’agit d’un ratio dont le

calcul est le suivant :

Ratio = (Ecible)ACTcible(A—B) / (Erpsl)ACTrpsl(A-B)

A : souche de référence ; B : souche étudiée ; E : efficacité de la PCR ; cible : gene dont on

veut mesurer le niveau d’expression relatif ; rpsl : gene de ménage ; CT : cycle threshold.

Le calcul de [’efficacité d’une PCR (pour un couple d’amorces donné) tient compte de la
pente d’une droite-étalon obtenue avec une gamme de dilutions d’ADN (1/10, 1/100 et
1/1000).

Le CT correspond au nombre de cycles nécessaires a [’obtention d’une augmentation

significative d’intensité de fluorescence (phase exponentielle).
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RESULTATS
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1. Effet des inhibiteurs d’efflux

Nous avons ¢tudié D’effet d’inhibiteurs d’efflux sur le phénotype de résistance aux
antibiotiques de la souche AXX-A. Une augmentation de diametre des zones d’inhibition
autour de certains disques d’antibiotiques a été observée en présence de réserpine ou

d’oméprazole (Tableaux 7 et §).

Tableau 7. Diametres des zones d’inhibition (mm) autour de disques d’antibiotiques en

I’absence et en présence de réserpine (souche AXX-A).

Sans réserpine Avec réserpine
Céfépime 6 11
Cefsulodine 15 20
Ofloxacine 15 22
Ciprofloxacine 31 37
Doxycycline 12 18
Tigécycline 17 21
Sulfadiazine 45 54

Pas de différence pour les pénicillines, la céfalotine, la céfoxitine, le céfotaxime, la ceftazidime, le

cefpirome, [’aztréonam, les carbapénémes, les aminosides, I’acide nalidixique et la colistine.

Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibition (mm) autour de disques d’antibiotiques en

I’absence et en présence d’oméprazole (souche AXX-A).

Sans oméprazole Avec oméprazole
Pipéracilline 45 48
Céfalotine 9 12
Ceftazidime 27 30
Cefsulodine 14 20
Imipénéme 31 36
Méropénéme 42 45
Sulfadiazine 45 55

Pas de différence pour ['amoxicilline, la ticarcilline, la céfoxitine, le céfotaxime, le céfépime, le
cefpirome, [’aztréonam, les aminosides, [’acide nalidixique, les fluoroquinolones, les cyclines et la

colistine.

Trés peu de différences ont été observées lors de 'utilisation du CCCP. Une augmentation de
diametre a été notée seulement pour la sulfadiazine (4 mm). Le PABN n’a entrainé aucune

modification de diamétre des zones d’inhibition.

Ces premiers résultats ont confort¢ I’hypotheése de la production de systémes d’efflux

susceptibles d’exporter des antibiotiques par A. xylosoxidans.
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II. Systeme AxyABM

La description du systeme d’efflux AxyABM a fait I’objet de Particle 1 (Annexe 4, p 129)
intitulé « First description of an RND-type multidrug efflux pump in Achromobacter
xylosoxidans, AxyABM » dans la revue Antimicrobial Agents and Chemotherapy (Bador et
al., 2011).

1. Caractérisation génétique de 1’opéron axyABM

axyABM est le premier opéron d’efflux RND que nous ayons caractérisé chez 4. xylosoxidans.
Nous [I’avons séquencé avant que la premiére séquence génomique compléte
d’Achromobacter xylosoxidans n’ait ét¢ déposée, en novembre 2010 (4. xylosoxidans AS,
numéro d’accession GenBank NC 014640, Strnad et al., 2011), et avant le séquengage du
génome de notre souche AXX-A (achevé en janvier 2011, séquence annotée déposée en juillet

2011, numéro d’accession GenBank AFRQ01000000).

a. Détection d’un gene candidat de transporteur RND par PCR consensus

Les séquences géniques conservées de mexA, mexB et oprM codant pour le systéme MexAB-
OprM de P. aeruginosa ont été repérées par alignement multiple de chacun des geénes avec
leurs homologues d’autres systtmes RND (& 1’aide du logiciel ClustalW2,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Nous avons choisi sept couples d’amorces
ciblant des régions conservées de chacun des 3 genes (logiciel Oligonucleotide Properties

Calculator, http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

L’une des réactions de PCR consensus (amorces mexB2-F et mexB2-R ciblant le gene mexB
de P. aeruginosa) réalisées sur la souche AXX-A a permis d’obtenir un produit
d’amplification d’une taille proche de celle du produit obtenu chez P. aeruginosa (t¢émoin
positif de la PCR) (Figure 25, p 86). La séquence de ce produit de PCR présente une forte
homologie avec un fragment du gene acrB (82% d’identité), candidat d’un transporteur RND
chez Bordetella bronchiseptica (souche RB50, accession = BX640444, locus_tag = BB2528),
espece bactérienne proche d’A. xylosoxidans (famille des Alcaligenaceae). Le pourcentage

d’identité en acides aminés est de 77%.
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1 kb

2l lewio | BXE4L 444.11 Bordetella bronchiseptica strain RB50, complete genome; segment
8718
Length=342008

Features in this part of subjeéct sequence:

acriflavine resistance protein B

e et pect = 0,0
Identities = §43/1017 (BZ%) ) Gaps = 501017 (4%)

Query 1 COGAAGAGEGTCTGACGOCCAAGCAGECCACGUGCARGTCCATSACCCAGATCACCGGEG 60
PERL AR ReRvid PR prn e bk bt bbnnnng
Shayct 248975 CCGAGGAGGGSCTGTUGCCCAGGCAGGUCACCCGCARGTCGATCAGCCAGATCACCGGCEG 240031

Figure 25. PCR consensus, séquencage du produit de PCR et alignement BLAST.

A: AXX-A; B: AXX-B;C: AXX-C; D: AXX-D; E: AXX-E; = 5 souches cliniques d’A.
xylosoxidans isolées au laboratoire ; AXX-B, AXX-C, AXX-D et AXX-E n’ont pas été utilisées pour la
suite du travail.

P : témoin positif P. aeruginosa (taille attendue du produit de PCR = 1100 paires de bases) ;

N : témoin négatif (eau) ; M : marqueur de taille 100 pb DNA Ladder.

b. Séquencgage de I’opéron entier par marche sur le chromosome

En utilisant la technique de marche sur le chromosome en 2 étapes, nous avons séquencé les
régions adjacentes au fragment de séquence obtenu par PCR consensus (Figure 26, p 87).
Nous avons pu séquencer 'intégralit€¢ d’un candidat d’opéron d’efflux constitué des genes
axyA (candidat MFP), axyB (candidat RND) et axyM (candidat OMF) dont les codons
« start » et « stop » ont été repérés a 1’aide du logiciel GeneMark v2.4. En amont et en sens
inverse nous avons séquencé un gene, axyR, pouvant coder pour un régulateur transcriptionnel
de la famille LysR. La séquence de cet opéron d’efflux, « axyABM », a été déposée dans
GenBank sous le numéro d’accession JF514544. Nous avons séquencé 1’opéron axyABM

d’une seconde souche clinique d’A. xylosoxidans, AXX-C. Nous avons aligné les séquences

86




protéiques d’AxyA, d’AxyB et d’AxyM des souches AXX-A, AXX-C et AXX-AS8 ainsi que
de leurs homologues chez A. piechaudii ATCC-43553 (accession NZ_ADMS01000000),
Bordetella bronchiseptica RB50 (accession NC_002927) et P. aeruginosa PAO1 (accession
NC_002516). Les pourcentages d’identité (en acides aminés) sont présentés sous forme de
tableaux dans la figure 1 de I’article 1. AxyABM présente une forte homologie avec MexAB-
OprM, avec notamment 72% d’identité de séquence entre les transporteurs AxyB et MexB.
En revanche, axyR ne présente aucune homologie avec mexR, gene codant pour le régulateur

transcriptionnel local de I’opéron mexAB-oprM de P. aeruginosa.

- e

Figure 26. Opéron d’efflux axyABM.
Le fragment de séquence d’axyB délimité par le rectangle rose correspond a la partie amplifiée par la
PCR consensus. Les séquences adjacentes ont été obtenues par marche sur le chromosome.

Les génes axyB et axyM se chevauchent de 4 nucléotides.

2. Inactivation du gene axyB

Nous avons étudié par inactivation génique le role potentiel de 1’opéron axyABM dans la
résistance aux antibiotiques d’A. xylosoxidans. Parmi les 3 genes candidats de 1’opéron
d’efflux axyABM, c’est le gene axyB que nous avons choisi d’inactiver. Le transporteur
représente en effet 1’élément clef dans le fonctionnement d’un systeme d’efflux RND, en
particulier dans la reconnaissance des substrats. L’inactivation génique a été réalisée par
insertion d’un plasmide suicide comme décrit précédemment (recombinaison homologue
entre le plasmide suicide et le gene cible). Les nombreuses tentatives d’inactivation génique

par délétion ont malheureusement échoué.
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Dans un premier temps, afin d’observer I’éventuelle implication d’AxyABM dans la
résistance naturelle d’A4. xylosoxidans aux antibiotiques, nous avons inactivé axyB dans la
souche AXX-A qui présente un phénotype sauvage de résistance aux antibiotiques. Puis nous
avons renouvelé cette manipulation dans d’autres souches présentant des résistances acquises

(notamment a la ceftazidime et a la ciprofloxacine) : AXX-D3, AXX-HI1 et AXX-H2.

Le recombinant nommé AXX-A-AP (géne de Pompe inactivé) dans la publication du systéme

AxyABM a été renommé ici AXX-A-AB (géne axyB_inactive) pour plus de clarté.

Toutes les CMI déterminées au cours de ce travail (souches d’origine et souches

recombinantes) sont présentées sous forme de tableaux en annexe 3 (p 125).

a. Inactivation d’axyB dans la souche sauvage AXX-A

Des antibiogrammes par diffusion en milieu gélosé ont été réalisés en parallele pour AXX-A
et pour le recombinant AXX-A-AB (axyB::Tic) (Figure 27, p 89). L’inactivation d’axyB a
pour conséquence une augmentation de diamétre des zones d’inhibition autour des disques
d’aztréonam, de certaines céphalosporines (céfalotine, céfoxitine et céfotaxime), d’acide
nalidixique, et dans une moindre mesure autour des disques d’ofloxacine et de
chloramphénicol. Aucune variation de diamétre n’a été constatée autour des disques

d’aminosides, de cyclines, d’érythromycine, de cotrimoxazole, de colistine et de rifampicine.
Des révertants spontanés obtenus par culture en I’absence de ticarcilline présentaient le

phénotype de départ de la souche AXX-A. Le séquengage d’axyB a confirmé I’excision du

plasmide suicide dans ces révertants.

88



AXX-A-AB

Figure 27. Antibiogrammes d’AXX-A et d’AXX-A-AB (diffusion en milieu gélosé MH).

AMC : amoxicilline + acide clavulanique ; AMX : amoxicilline; AN : amikacine ; ATM :
aztréonam ; CAZ : ceftazidime ; CF : céfalotine ; CHL : chloramphénicol ; CIP : ciprofloxacine ;
CS : colistine ; CTX : céfotaxime ; CXM : céfuroxime ; DOR : doripéneme ; DOX : doxycycline ;
ERY : érythromycine ; ETP : ertapénéme ; FEP : céfépime ; FOX : céfoxitine ; GM : gentamicine ;
IPM : imipénéme ; KAN : kanamycine ; LVX : lévofloxacine ; MEM : méropéneme ; NAL : acide
nalidixique ; NET : nétilmicine ; OFL : ofloxacine ; PIP : pipéracilline ; RIF : rifampicine ; SXT :
cotrimoxazole ; TIC : ticarcilline ; TIG : tigécycline; TM : tobramycine ; TZP : pipéracilline +
tazobactam ; Une couleur par famille d’antibiotiques.

Les fleches indiquent les diameétres augmentés suite a l’inactivation d’axyB. Les colonies situées dans
ces zones d’inhibition sont des révertants spontanés (I’absence de ticarcilline dans la gélose ne permet
pas le maintien du plasmide suicide). Le plasmide suicide porte un géne codant pour une
pénicillinase, expliquant la résistance d’AXX-A-AB aux pénicillines (AMX, TIC, PIP).

Les augmentations de 2 mm mesurées autour des disques d’ofloxacine et de chloramphénicol ne sont
pas visibles sur la photographie.
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Les CMI de 30 antibiotiques ont été¢ déterminées par la méthode du E-test (Tableau de
I’annexe 3, p 126). L’inactivation d’axyB entraine une diminution de CMI (d’un facteur > 2)
de plusieurs antibiotiques de différentes familles :

e 7 céphalosporines sur les 12 testées dont le céfotaxime et la ceftazidime,

e [’aztréonam,

e [’ertapéneme et le doripénéme,

e J’acide nalidixique et la plupart des fluoroquinolones testées,

e le chloramphénicol.

La diminution de CMI est particuliecrement marquée (d’un facteur 16 minimum) pour
P’aztréonam et le céfotaxime, démontrant ’implication du systéeme d’efflux AxyABM

dans la résistance naturelle d’A. xylosoxidans a ces molécules.

Les CMI du céfépime, des cyclines, des aminosides et de la colistine n’ont en revanche pas

été affectées par I’inactivation d’axyB.

Les écarts de CMI d’un facteur inférieur a 2 ont été considérés comme non significatifs (Ex.

la CMI de la doxycycline est de 8 mg/l chez AXX-A et 6 mg/l chez AXX-A-AB).

b. Inactivation d’axyB dans les souches AXX-D3, AXX-H1 et AXX-H2

Les 3 souches cliniques AXX-D3, AXX-H1 et AXX-H2 ont été choisies pour ce travail car
elles sont résistantes a la ciprofloxacine et a la ceftazidime. AXX-H2 présente en plus la

particularité d’étre résistante aux carbapénemes.

L’inactivation d’axyB dans ces 3 souches entraine une diminution des CMI des mémes
antibiotiques que ceux dont les CMI avaient été affectées par 1’inactivation d’axyB dans
AXX-A. Nous remarquons cependant que la CMI de 1’aztréonam pour AXX-H1 et AXX-H2

reste supérieure a 256 mg/l méme apres I’inactivation d’axyB.
Le résultat le plus marquant concerne les carbapénémes. La sensibilité de la souche AXX-H2

aux carbapénémes est restaurée suite a 1’inactivation du geéne axyB. Les CMI de I’ertapénéme,

du méropénéme et du doripéneme diminuent de 24, 6 et 10 fois, respectivement. En revanche
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la CMI de I’'imipénéme ne passe que de 4 a 2 mg/l. Cette diminution de CMI d’un facteur 2
n’a pas ¢été retrouvée lors de I’inactivation d’axyB chez AXX-A et AXX-D3. Les

carbapénemes (hors imipénéme) sont donc des substrats d’AxyABM.

L’inactivation d’axyB dans les souches AXX-H1 et AXX-H2 présentant une résistance
acquise aux fluoroquinolones a permis de confirmer que la ciprofloxacine faisait aussi

partie des substrats d’AxyABM.

c. Synthese des résultats

Le tableau 12 (p 105) indique les antibiotiques substrats de chacun des 3 systéemes d’efflux

que nous avons étudiés.

AxyABM est le principal mécanisme en cause dans la résistance intrinseque d’A.
xylosoxidans a I’aztréonam et au céfotaxime. Mais le niveau résiduel de résistance d’AXX-
A-AB a ces 2 molécules (16 et 12 mg/l) ainsi que les niveaux de résistance encore tres €leveés
aprés I’inactivation génique d’axyB dans AXX-H1 et AXX-H2 suggerent que d’autres

mécanismes peuvent &tre impliqués dans la résistance a ces 2 B-lactamines.

L’acide nalidixique, les fluoroquinolones, la ceftazidime et le chloramphénicol font aussi
partie des substrats d’AxyABM. Les diminutions de CMI consécutives a ’inactivation
d’axyB sont modérées en ce qui concerne la ciprofloxacine, la ceftazidime et Ie
chloramphénicol, d’un facteur 2 a 3. Ces diminutions se font dans des proportions
équivalentes pour les 4 souches étudiées (Ex. facteur 2 a 3 pour la ceftazidime quel que soit le
niveau de résistance de départ). Les niveaux résiduels de résistance restent élevés selon les
souches (Ex. CMI de la ciprofloxacine = 16 mg/l pour AXX-H2-AB). Les résistances acquises
a la ciprofloxacine et a la ceftazidime chez AXX-D3, AXX-H1 et AXX-H2 ne semblent pas

liées a ce systeme d’efflux.

En revanche AxyABM pourrait jouer un réle majeur dans ’acquisition de la résistance

aux carbapéneémes (hors imipéneme).
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AxyABM et MexAB-OprM (de P. aeruginosa) ont des profils de substrats tres similaires.
Ces 2 systémes sont capables d’exporter des céphalosporines, I’aztréonam, le méropénéme

(mais pas I’imipénéme), I’acide nalidixique, des fluoroquinolones et le chloramphénicol.

3. Inactivation du géne axyR

Le geéne candidat axyR situé en amont de 1’opéron d’efflux axy4ABM présente une homologie
de séquence avec des genes codant pour des régulateurs transcriptionnels de la famille LTTR
(LysR-Type Transcriptional Regulator) dont LysR est le chef de file. La plupart des
représentants des LTTR agissent comme activateurs de transcription (Maddocks and Oyston,

2008).

Nous avons procédé a I’inactivation d’axyR dans la souche AXX-A. La plupart des
antibiotiques dont les CMI avaient diminué suite a 1’inactivation d’axyB ont également des
CMI inférieures a celles observées dans la souche de départ AXX-A : la céfalotine, le

céfotaxime, la ceftazidime, I’ertapéneme, le doripéneme et 1’acide nalidixique.

Le niveau de résistance d’AXX-A-AR a ces antibiotiques se situe entre celui d’AXX-A et
celui d’AXX-A-AB. Il semble donc qu’axyR soit bien un régulateur transcriptionnel local de

type activateur.

4. Comparaison du niveau d’expression d’axyB entre AXX-HI1 et AXX-H2

AXX-HI1 et AXX-H2 constituent un couple de souches isogéniques sensible/résistante. En
effet, AXX-H1 et AXX-H2 présentent des niveaux de résistance différents aux carbapénemes
mais ¢galement a d’autres antibiotiques substrats d’AxyABM : la ceftazidime, les
fluoroquinolones et le chloramphénicol. Nous avons testé¢ 1’hypothése selon laquelle cette

différence de résistance serait la conséquence d’une surexpression d’AxyABM chez AXX-H2.

Pour cela, nous avons mesuré¢ par RT-PCR quantitative le niveau d’expression relatif du géne
axyB d’ AXX-H2 par rapport a celui d’AXX-H1. axyB est 2,3 fois plus exprimé chez AXX-H2
que chez AXX-H1 (Tableau 9, p 93). Cette différence est modeste mais a été mesurée a 2
reprises lors de 2 séries de manipulations indépendantes (extraction d’ARN comprise). Ce

résultat conforte donc notre hypothése.
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Tableau 9. Résultats obtenus par RT-PCR quantitative pour le géne cible axyB.

CT(axyB) CT(axyB) CT(axyB) E(axyB) CT(rpsl) CT(rpsl) CT(rpsl) E(rpsl)

1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000

o 2013 23,47 27,65 1,845 14,92 18,04 21,33 2,049
22.5 26,19 29,87 1,868 17,71 21,03 24,52 1,967
23,27 18,75

AXX-H2 23.55 19,91

= Ratio (AXX-H2/AXX-H1) = 2,28
= Ratio (AXX-H2/AXX-HI) = 2,30

Résultats issus de la 1 %re extraction d’ARN (en noir)
Résultats issus de la 2°" extraction d’ARN (en bleu)
CT : cycle threshold ; E : efficacité de la PCR

III. Repérage in silico de candidats d’efflux RND dans le génome d’AXX-A

Le systeme d’efflux RND AxyABM est responsable d’une partie de la résistance naturelle d’A.
xylosoxidans aux antibiotiques. Il n’est en revanche pas impliqué dans la résistance naturelle

aux aminosides et a certaines céphalosporines dont le céfépime.

L’analyse des génomes des BGN-NF révele généralement la présence de plusieurs opérons
candidats de systemes d’efflux RND. Certains de ces systemes ont été caractérisés et les
antibiotiques font souvent partie de leurs substrats. Chez P. aeruginosa les 12 systemes RND
putatifs ont été étudiés. Dix d’entre eux peuvent exporter des antibiotiques. Il était donc
probable qu’A. xylosoxidans soit doté d’autres systemes d’efflux qu’ AxyABM, impliqués eux

aussi dans la résistance aux antibiotiques.

Le séquencage de novo du génome d’AXX-A a permis d’obtenir 13 séquences génomiques
(ou «scaffolds ») correspondant aux alignements de 209 contigs (séquences génomiques
générées par le séquencage a haut débit). La taille cumulée des 13 scaffolds est de 6 860 805
nucléotides. Le scaffold numéro 3 couvre quasiment tout le génome (6 824 182 nucléotides).
Le contenu en GC est de 68,2%. L.”annotation automatisée par 1’outil « Prokaryotic Genomes
Annotation Pipeline » a permis la détection de 6 220 ORFs. Nous avons déposé les séquences
génomiques d’AXX-A dans GenBank en juillet 2011 (numéro d’accession GenBank :

AFRQ01000000).
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Nous avons recherché des geénes candidats d’efflux RND dans le génome d’AXX-A. Pour
ceci nous avons utilisé le logiciel BLAST en choisissant la banque de données contenant les
séquences génomiques d’AXX-A (« whole-genome shotgun contigs », taxid1003200). Nous
avons recherché des séquences nucléotidiques homologues de geénes codant pour des
transporteurs RND déja caractérisés ou simplement candidats chez des BGN-NF. Nous avons

ainsi recens¢ 15 genes candidats de transporteurs RND (Tableau 10).

Tableau 10. Génes candidats de transporteurs RND dans le génome d’ AXX-A.

Contig  Position sur le contig

Nom du locus

Homologie

30 19634..22855 AXXA 02522 >70% d’identité avec des genes RND
putatifs de plusieurs espéces appartenant a
I’ordre des Burkholderiales

42 149429..152531 Aucun 73% d’identité avec mexF (Pa)

52 96873..100055 AXXA 11945 80% d’identité avec czcA (Pa)

58 22408..25506 AXXA 13319 2 candidats RND contigus homologues de

25503..28613 AXXA 13324 muxB et muxC (respectivement 77% et

73% d’identité) (Pa)

63 12981..16097 AXXA 14286 >70% d’identité avec des genes RND
putatifs de plusieurs espéces appartenant a
I’ordre des Burkholderiales

71 23987..27124 AXXA 16886 79% d’identité avec mexY (Pa)

71 17238..20357 AXXA 16866 77% d’identité avec mex! (Pa)

71 8556..11729 AXXA 16841 69% d’identité avec mexK (Pa)

84 4496..7660 AXXA 19357 >70% d’identité avec des geénes RND
putatifs de plusieurs espéces

94 20573..23752 AXXA 21113 >70% d’identité avec des genes RND
putatifs de plusieurs espéces

102 37390..40572 AXXA 22080 axyB

109 4799..7942 AXXA 22840 78% d’identité avec mexD (Pa)

133 15656..18733 AXXA 26395 2 candidats RND contigus homologues de

18730..21798 AXXA 26400 muxB et muxC (respectivement 75% et

68% d’identité) (Pa)

Pa : P. aeruginosa.

Le seuil de 70% d’identité est généralement retenu pour considérer qu’il existe une homologie entre 2
sequences nucléotidiques. C’est le cas des genes candidats listés dans ce tableau sauf AXXA 16841 et
AXXA 26400 (69 et 68% d’identité de séquence nucléotidique avec leurs homologues).

Sur le contig 42 nous avons identifié un géne candidat homologue de mexF de P. aeruginosa.
Aucun nom de locus ne lui a été attribué dans GenBank car aucun ORF n’a été repéré lors de

I’annotation automatisée (Prokaryotic Genomes Annotation Pipeline) du génome d’AXX-A.
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Sur les contigs 58 et 133 se trouvent des candidats RND homologues de muxB et muxC de P.
aeruginosa. 1l y aurait chez 4. xylosoxidans 2 systéemes d’efflux RND comportant chacun 2
transporteurs dont les genes sont contigus sur le chromosome. Seul un systeme de P.
aeruginosa, MuxABC-OpmB, présente cette particularité.

Le génome d’A. xylosoxidans contient donc au total 13 opérons d’efflux RND.

Le locus AXXA 21113 (contig 94) présente un pourcentage d’identité avec des génes RND
d’espéces bactériennes appartenant aux ordres Pseudomonadales et Burkholderiales supérieur
a 70% mais sur 15% (au maximum) de la longueur de la séquence. Nous avons quand méme
retenu cet ORF comme candidat d’efflux RND pour les raisons suivantes :
- il n’y a pas de score d’alignement (BLAST) meilleur avec d’autres génes que des
genes RND,
- le pourcentage d’identité supérieur a 70% concerne plusieurs fragments de la séquence
d’AXXA 21113 indiquant qu’il s’agit probablement de motifs conservés,
- la taille ’AXXA 21113 (3179 nucléotides) correspond bien a la taille d’un gene
codant pour un transporteur RND.
Ce géne candidat pourrait donc coder pour un transporteur d’efflux spécifique d’A4.

xylosoxidans.

Comparaison avec P. aeruginosa. Sur les 12 systémes d’efflux RND de P. aeruginosa, 8 ont
un homologue dans le génome d’AXX-A. Aucune séquence homologue des génes mexN,
mexQ, mexW et triC de P. aeruginosa n’a été repérée dans le génome d’AXX-A. En revanche

4 candidats RND d’AXX-A n’ont pas d’homologue chez P. aeruginosa.

Deux candidats ont particulicrement retenu notre attention : un homologue de mexY et
un homologue de mexD. La résistance naturelle d’A. xylosoxidans aux aminosides et au
céfépime n’est pas liée au systtme AxyABM. Or MexXY/OprM de P. aeruginosa exporte les
aminosides, et le céfépime est un des substrats de MexCD-OprJ. Nous avons donc poursuivi
notre travail d’étude de la résistance par efflux chez 4. xylosoxidans en inactivant ces 2 génes

candidats de transporteurs RND.
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IV. Systeme AxyXY-OprZ

Nous avons publié les résultats de nos travaux sur AxyXY-OprZ dans la revue Antimicrobial
Agents and Chemotherapy: «Innate aminoglycoside resistance of Achromobacter
xylosoxidans is due to AxyXY-OprZ, an RND-type multidrug efflux pump » (Bador et al.,
2013) (Article 2 en annexe 5, p 130).

1. Caractérisation génétique de 1’opéron axyXY-oprZ

Nous avons repéré, dans le génome d’AXX-A, 3 genes nommés axyZ, axyX et axyY (Figure
28), et présentant respectivement 67, 67 et 77% d’identité de séquence avec les génes mexZ,
mexX et mexY de P. aeruginosa. Le géne mexX de P. aeruginosa code pour la protéine MFP
du systeme MexXY et mexY code pour le transporteur RND. L’expression de ces 2 genes est
régulée localement par un répresseur transcriptionnel dont le géne, mexZ, est situé en amont
de mexX. Chez la plupart des souches de P. aeruginosa (Ex. PAOI) I’opéron mexXY est
dépourvu de geéne codant pour une protéine de membrane externe, et MexX-MexY s’associent
a OprM pour constituer le systeme d’efflux MexXY/OprM. D’autres souches (Ex. PA7)
possedent un opéron d’efflux complet mexXY-oprA, le géne oprA codant pour I’OMF. 1l a été
montré qu’OprA, comme OprM, pouvait servir d’OMF en association avec MexX et MexY
(Morita et al., 2012b). Chez AXX-A, il existe, en aval d’axyY, un gene candidat de protéine
de membrane externe, oprZ. Les geénes axyY et oprZ se chevauchent de 4 nucléotides, du coté
du codon-stop d’axyY et du codon-start d’oprZ. La séquence d’oprZ posseéde une forte

homologie avec celle d’oprA de Burkholderia pseudomallei et d’oprA de P. aeruginosa.

.- -—Q:xx,q_weas )-< axyZ AXXA 16876 ="="

Figure 28. Opéron d’efflux axyXY-oprZ.
L’opéron et le gene axyZ sont situés entre les ORFs AXXA_16901 et AXXA_16876 de fonction
inconnue.

Les genes axyY et oprZ se chevauchent de 4 nucléotides.
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2. Inactivation du geéne axyY

Suivant la méme démarche expérimentale que celle menée pour I’étude du systeme d’efflux
AxyABM, nous avons inactivé le géne candidat axyY dans 3 souches : AXX-A, AXX-D3 et
AXX-H2. Les antibiogrammes d’AXX-A et d’AXX-A-AY sont présentés en figure 29 (p 98)
et les CMI des 3 souches et de leur recombinant AY dans le tableau de 1’annexe 3 (p 127).

Le résultat le plus marquant de ces expériences d’inactivation génique est la restauration de
I’activité de tous les aminosides utilisés en thérapeutique (la tobramycine, 1’amikacine, la
gentamicine et la nétilmicine) sur les 3 souches étudiées. Les CMI obtenues sont inférieures
aux concentrations critiques basses retenues par le CA-SFM (4 a 8 mg/l selon les molécules)
pour la catégorisation des Pseudomonas aux aminosides. AxyXY-OprZ est donc

responsable de la résistance naturelle d’A. xylosoxidans aux aminosides.

L’inactivation d’axyY entraine des diminutions de CMI de tous les carbapénémes, y
compris pour AXX-A et AXX-D3 pourtant sensibles au départ. Les rapports de CMI entre
AXX-H2 et AXX-H2-AY pour le méropéneme et le doripénéme sont les mémes que ceux
observés entre AXX-H2 et AXX-H2-AB (diminutions de CMI d’un facteur 6 pour le
méropéneme et d’un facteur 10 pour le doripénéme). AxyXY-OprZ pourrait donc contribuer a
I’acquisition de la résistance aux carbapénémes. Mais a la différence d’AxyABM, AxyXY-
OprZ semble pouvoir exporter I’imipénéme puisque la CMI de I’imipéneme passe de 4 a 1
mg/l entre AXX-H2 et AXX-H2-AY. Une diminution d’un facteur 2 est également observée
entre AXX-A et AXX-A-AY.

Une diminution de la CMI de la ceftazidime d’un facteur 2 a été constatée suite a
I’inactivation d’axyY dans chacune des 3 souches, quel que soit le niveau de résistance initial.
Ceci indique qu’AxyXY-OprM serait susceptible d’exporter la ceftazidime. Mais AxyXY-
OprZ (comme AxyABM) n’est pas responsable du niveau de résistance ¢élevé d’AXX-D3 et
d’AXX-H2 a la ceftazidime.
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AXX-A AXX-A-AY

Figure 29. Antibiogrammes d’AXX-A et d’AXX-A-AY (diffusion en milieu gélosé MH).

AMC : amoxicilline + acide clavulanique ; AMX : amoxicilline; AN : amikacine ; ATM :
aztréonam ; CAZ : ceftazidime ; CF : céfalotine; CHL : chloramphénicol ; CIP : ciprofloxacine ;
CS : colistine; CTX : céfotaxime ; CXM : céfuroxime ; DOR : doripéneme ; DOX : doxycycline ;
ERY : érythromycine ; ETP : ertapéneme ; FEP : céfépime ; FOX : céfoxitine ; GM : gentamicine ;
IPM : imipéneme ; KAN : kanamycine ; LVX : lévofloxacine ; MEM : méropéneme ; NAL : acide
nalidixique ; NET : nétilmicine ; OFL : ofloxacine ; PIP : pipéracilline ; RIF : rifampicine ; SXT :
cotrimoxazole ; TIC : ticarcilline ; TIG : tigécycline; TM : tobramycine ; TZP : pipéracilline +
tazobactam. Une couleur par famille d’antibiotiques.

Les fleches indiquent les diametres augmentés suite a l'inactivation d’axyY. Les colonies situées dans
ces zones d’inhibition sont des révertants spontanés (I’absence de ticarcilline dans la gélose ne permet
pas le maintien du plasmide suicide). Le plasmide suicide porte un gene codant pour une
pénicillinase, expliquant la résistance d’AXX-A-AY aux pénicillines (AMX, TIC, PIP).
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Le céfépime est un substrat d’AxyXY-OprZ. La diminution modeste de la CMI du
céfépime entre AXX-A et AXX-A-AY (16 et 8 mg/l) indique qu’AxyXY-OprZ n’est pas
responsable de la résistance naturelle d’A. xylosoxidans au céfépime, ou bien seulement
partiellement. La CMI du céfépime, supérieure a 256 mg/l chez AXX-D3 passe a 24 mg/l
chez AXX-D3-AY. Ceci indique qu’AxyXY-OprZ peut participer a 1’acquisition de hauts
niveaux de résistance au céfépime. Cette récupération d’activité du céfépime n’est pas
retrouvée entre AXX-H2 et AXX-H2-AY. D’autres mécanismes interviennent donc dans la

résistance intrinséque ainsi que dans la résistance acquise de haut niveau au céfépime.

Si les CMI des fluoroquinolones ne sont pas trés affectées par 1’inactivation d’axyY chez
AXX-A, les différences de CMI entre souches d’origine et souches recombinantes sont tres
importantes chez les 2 autres souches (Ex. diminution de la CMI de la ciprofloxacine d’un
facteur supérieur a 10 entre AXX-D3 et AXX-D3-AY). AxyXY-OprZ participe donc a la

résistance acquise aux fluoroquinolones.

Enfin, I’acide nalidixique, les cyclines et I’érythromycine font aussi partie des substrats
d’AxyXY-OprZ. Les différentes expériences d’inactivation d’axyY ont abouti a des
diminutions de CMI particulié¢rement importantes en ce qui concerne les cyclines et

I’érythromycine, surtout lorsque les CMI dans les souches d’origine étaient élevées.

Le panel de substrats antibiotiques d’AxyXY-OprZ est donc trés similaire a celui de
MexXY/OprM de P. aeruginosa : aminosides, céfépime, méropéneme, acide nalidixique,

fluoroquinolones, cyclines et érythromycine.

3. Inactivation du géne axyZ

L’inactivation d’axyZ chez AXX-A entraine une augmentation de la CMI des antibiotiques
substrats d’AxyXY-OprZ. Cette augmentation est particulierement marquée pour les
aminosides, le céfépime et les fluoroquinolones. L’augmentation de CMI, bien que plus
modeste, concerne aussi les 3 cyclines étudiées ainsi que le chloramphénicol. En revanche

nous n’observons aucune augmentation de CMI des carbapénémes.
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Ces résultats confortent I’hypothése de la fonction de répresseur transcriptionnel codée
par axyZ, hypothése basée au départ sur ’homologie de séquence entre axyZ et mexZ de P.

aeruginosa (67% d’identité).

4. Etude d’un mutant d’AXX-A hautement résistant aux aminosides

Nous avons obtenu fortuitement sur un milieu sélectif contenant de la streptomycine (un
aminoside) un mutant d’AXX-A hautement résistant aux aminosides : « AXX-A-HRA ». La
CMI des aminosides est 2 a 8 fois plus ¢levée chez AXX-A-HRA que chez AXX-A. De plus,
la CMI de la plupart des antibiotiques substrats d’AxyXY-OprZ est augmentée par rapport a
celle mesurée chez AXX-A : céfépime, doripénéme, ofloxacine, ciprofloxacine, tétracycline
et érythromycine. Cette évolution du phénotype de résistance pourrait donc résulter de la
surexpression de I’opéron d’efflux axyXY-oprZ. Cette hypothése n’explique pas la diminution

de CMI de la doxycycline et de la tigécycline.

Une mutation dans le gene axyZ pourrait entrainer une surexpression de 1’opéron axyXY-oprZ.
Une mutation dans le géne axyY pourrait affecter la reconnaissance de certains substrats,
permettant d’expliquer les variations contradictoires de CMI observées (doxycycline et
tigécycline). Nous avons donc séquenceé tout I’opéron axyXY-oprZ ainsi que le géne régulateur
axyZ et les séquences intergéniques du mutant AXX-A-HRA (6579 nucléotides au total).
Aucune mutation n’a été retrouvée. L’acquisition de cette résistance sous la pression de
sélection d’un aminoside ne proviendrait donc pas d’une dérégulation de 1’expression

d’axyXY-oprZ au niveau local ni d’une mutation affectant la reconnaissance des substrats.

5. Détection d’axyY et d’oprZ chez 36 souches d’Achromobacter

La résistance d’A. xylosoxidans aux aminosides est naturelle et due a AxyXY-OprZ. Mais
cette résistance naturelle ne concerne pas toutes les especes du genre Achromobacter. Si les
souches types d’A. denitrificans (AXD-CIP77.15T), d’A. insolitus (AI-CIP108.202T) et d’A.
ruhlandii (AR-CIP77.26T) sont résistantes aux aminosides, les souches types d’A. piechaudii
(AP-CIP60.75T) et d’A4. spanius (AS-CIP108.199T) sont trés sensibles aux aminosides, avec
des CMI inférieures a 1 mg/l. Par ailleurs, au sein de 1’espéce A. xylosoxidans, le niveau de

résistance aux aminosides est « variable » selon les souches (entre 16 et 256 et mg/1).
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Nous avons recherché la présence de 1’opéron axyXY-oprZ chez 36 souches d’Achromobacter

appartenant a différentes especes (Tableau 11, p 102). Il s’agissait de :

e 9 souches de la collection de I’Institut Pasteur,
e 2 souches environnementales,

e 25 souches cliniques (patients atteints de mucoviscidose ou non).

Des PCR ciblant les genes axyY (amorces INA-axyY-F et INA-axyY-R) et oprZ (amorces
AL-oprZ-F1, AL-oprZ-F3 et AL-oprZ-R1) ont été réalisées sur les 36 souches :

e les 2 PCR étaient négatives pour les 3 souches sensibles aux aminosides : A.
piechaudii CIP 60.75T, A. spanius CIP 108.199T et A. denitrificans AXD-510. Le
séquencage de la région de 1’opéron axyXY-oprZ chez ces 3 souches a permis de

constater 1’absence de 1’opéron ainsi que celle du gene régulateur axyZ (Figure 30).

e Les 2 PCR étaient positives pour les 33 autres souches (résistantes ou avec des

niveaux de résistance « variables » aux aminosides).

A
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Figure 30. Présence/absence de I’opéron axyXY-oprZ selon les souches d’Achromobacter.

A : AXX-A : géne axyZ et opéron axyXY-oprZ encadrés des ORFs AXXA_16901 et AXXA_16876.
B : AP-CIP 60.75T, AS-CIP 108.199T et AXD-510 : absence du géne axyZ et de I’opéron axyXY-oprZ.

Toutes les souches d’Achromobacter xylosoxidans que nous avons étudiées possedent les
genes axyY et oprZ, y compris les 3 souches dont le niveau de résistance est variable selon les
aminosides (AXX-ENV2, AXX-621 et AXX-KUR). Le systeme AxyXY-OprZ semble donc
étre constamment présent dans cette espece. Son niveau d’expression devra étre quantifié par

RT-PCR dans les différentes souches.
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Nous nous attendions a retrouver, pour les souches d’Achromobacter « sensibles » ou « de
résistance variable » aux aminosides, des opérons axyXY-oprZ tronqués, dépourvus du gene
oprZ, a I'image de ce qui est observé chez certaines souches de P. aeruginosa (Ex. PAT7).

Aucune des 36 souches étudiées ne possede cette particularité.

Tableau 11. PCR axyY et oprZ réalisées sur 36 souches d’Achromobacter.

Souche Résistance aux aminosides PCR axyY PCR oprZ
AXD-CIP77.15T R + +
AI-CIP108.202T A\ + +
AP-CIP60.75T S - -
AR-CIP77.26T A% + +
AS-CIP108.199T S - -
AXX-CIP71.32T R + +
AXX-CIP101.902 R + +
AXX-CIP102.062 R + +
AXX-CIP102.236 R + +
AXX-ENV1 R + +
AXX-ENV2 A\ + +
AXX-A R + +
AXX-B R + +
AXX-CAI R + +
AXX-D3 R + +
AXX-GLI R + +
AXX-KRE R + +
AXD-59 R + +
AXX-476 R + +
AXD-510 S - -
AXX-530 R + +
AXX-576 R + +
AXX-583 R + +
AXX-621 A% + +
AXX-662 R + +
AXX-670 R + +
AXX-699A R + +
AXX-761 R + +
AXX-762 R + +
AXX-775 R + +
AXX-TT7 R + +
AXX-ALL R + +
AXX-DUP R + +
AXX-H2 R + +
AXX-KUR A% + +
AXX-MIG1 R + +

AXD : A. denitrificans ; Al : A. insolitus ; AP : A. piechaudii ; AR : A. ruhlandii ; AS : A. spanius ; R :
résistant aux aminosides ; S : sensible aux aminosides ; V : niveaux de résistance variables selon les
aminosides ; + : PCR positive ; - : PCR négative.

AXX-ENVI et AXX-ENV2 : souches isolées de I’environnement hospitalier (fauteuil dentaire et évier).

Souches dont le nom comprend les lettres « CIP » : souches de la collection de I’ Institut Pasteur.
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V. Systeme AxyCDJ
1. Caractérisation génétique de 1’opéron axyCDJ

Nous avons retrouvé sur la séquence du contigl09 d’AXX-A un homologue de I’opéron
d’efflux mexCD-oprJ de P. aeruginosa (Tableau 10, p 94). Les génes candidats nommés axyC,
axyD et axyJ (Figure 31) présentent respectivement 75%, 76% et 71% d’identité avec mexC,
mexD et oprJ. En amont d’axyC se trouve un gene homologue du gene nfxB de P. aeruginosa

codant pour un régulateur transcriptionnel de 1’opéron d’efflux mexCD-oprJ.

- = — e ) R T — — -

Figure 31. Opéron d’efflux axyCDJ.

reg : gene candidat homologue de nfxB de P. aeruginosa.

MexCD-OprJ exporte des céphalosporines telles que le céfépime ou le cefpirome. L’étude du
systtme AxyCDJ devrait permettre d’évaluer son role dans la résistance intrinseque d’A.

xylosoxidans au céfépime.

2. Inactivation du gene axyD

Nous avons procédé a I’inactivation du geéne axyD dans les souches AXX-A et AXX-H2. Les

CMI sont indiquées dans le tableau de I’annexe 3 (p 128).
Concernant le céfépime, seule une 1égére diminution de CMI (non significative) est observée

entre AXX-A (12 mg/l) et AXX-A-AD (8 mg/l). La CMI du céfépime est supérieure a 256
mg/l pour AXX-H2 ainsi que pour le recombinant AXX-H2-AD.
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En revanche nous avons constaté la restauration de I’activité des carbapénémes sur AXX-
H2-AD. Les CMI de I’ertapénéme, de I’'imipénéme, du méropénéme et du doripénéme sont

équivalentes a celles que nous avons observées pour AXX-H2-AB et AXX-H2-AY.

La ceftazidime est un substrat d’AxyABM et vraisemblablement un substrat d’AxyXY-OprZ.
Les variations de CMI observées suite a I’inactivation d’axyD ne permettent pas de conclure
que la ceftazidime est un substrat d’AxyCDJ. Aucun des 3 systémes étudiés n’apparait

comme étant en cause dans la résistance acquise a la ceftazidime.
De fagon surprenante, la CMI de certains aminosides a ¢t¢ diminuée suite a I’inactivation

d’axyD chez AXX-A. Cette variation de CMI n’a pas été retrouvée entre AXX-H2 et AXX-

H2-AD. Il en est de méme pour I’ofloxacine, la tétracycline, la tigécycline et I’érythromycine.
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Tableau 12. Antibiotiques substrats des 3 systemes d’efflux étudiés.

Antibiotique AxyABM AxyXY-OprZ AxyCD-OprJ
s ( Céfalotine + nd -
g Céfotétan + nd -
2 ) Céfoxitine + nd nd
EC; Céfotaxime + nd -
6% Ceftazidime + + )
. Céfépime - + -
Aztréonam + - -
é Ertapénéme + + +
< Imipéneéme - + +
)
§ A Méropéneme + + 4
B Doripéneme + + +
O \
 Kanamycine nd + .
2 Tobramycine - + .
% {  Amikacine - + -
g Gentamicine - + -
< L Nétilmicine nd + -
. ( Acide nalidixique + + -
g Norfloxacine + + ,
s <  Ofloxacine + + -
& Lévofloxacine + -+ -
_ Ciprofloxacine + + -
8 Tétracycline - + B}
§ Doxycycline - + -
o Tigécycline - + .
Chlorampénicol + - nd
Erythromycine nd + -
+ : substrat

+ : substrat et participation du systeme d’efflux a la résistance intrinseque
- : non substrat
nd : CMI non déterminée, mais probablement « non substrat » car aucune variation de diamétre de

zone d’inhibition sur les antibiogrammes
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L. Comparaison des systemes d’efflux RND décrits dans ce travail a ceux

d’autres especes de BGN-NF

1. Comparaison des systémes RND d’A. xylosoxidans a ceux de P. aeruginosa

Malgré la distance phylogénétique qui sépare A. xylosoxidans et P. aeruginosa (famille, ordre
et classe différents ; Figure 32, p 108), la similitude entre les systémes d’efflux RND de ces 2
especes est importante. Cette similitude porte non seulement sur les pourcentages d’identité
de séquences (nucléotidiques et protéiques) mais également sur le role de chacun des
systémes dans la résistance aux antibiotiques. AxyABM et AxyXY-OprZ possédent des
spécificités de substrats antibiotiques extrémement proches de celles de MexAB-OprM et de

MexXY/OprM (Tableau 13).

Tableau 13. Comparaison des profils de substrats d’AxyABM et d’AxyXY-OprZ avec

leurs homologues de P. aeruginosa.

AxyABM MexAB-OprM  AxyXY-OprZ  MexXY/OprM

Pénicillines nd + nd +
Céphalosporines + + + +
Aztréonam < + - -
Imipénéme - - + }
Méropéneme + + + +
Aminosides - - + +
Acide nalidixique + + + T
Fluoroquinolones + + + +
Tétracycline - + + +
Tigécycline - - + +
Erythromycine nd A + +
Chlorampénicol o + - +
+ : substrat

- > non substrat
nd : non déterminé

Par ailleurs, 1’analyse du génome d’A. xylosoxidans révele qu’une majorité des genes de

transporteurs (caractérisés ou simplement candidats) ont leur homologue chez P. aeruginosa.

107



2. Comparaison des systemes RND d’A. xylosoxidans a ceux d’autres BGN-NF

L’alignement des séquences d’AxyA, d’AxyB et d’AxyM avec leurs homologues de
Bordetella bronchiseptica montre que I’homologie est plus importante qu’avec MexA, MexB

et OprM de P. aeruginosa (Figure 1 de I’article 1).

De méme, le niveau de résistance aux aminosides conféré par AxyXY-OprZ chez A.
xylosoxidans est plus proche de ce qui est observé chez B. pseudomallei (AmrAB-OprA) que
chez P. aeruginosa (MexXY/OprM). En effet, pour les souches sauvages d’A4. xylosoxidans
AXX-A et de B. pseudomallei 1026b (Moore et al., 1999) la CMI des aminosides est
supérieure ou égale a 16 mg/l alors qu’elle est comprise entre 0,5 et 4 mg/l pour la souche

sauvage de P. aeruginosa PAO1 (Aires et al., 1999; Muller et al., 2011).

Ces points de ressemblance plus marqués avec B. bronchiseptica et B. pseudomallei qu’avec
P. aeruginosa paraissent logiques puisque P. aeruginosa est plus éloigné phylogénétiquement
d’A4. xylosoxidans que B. bronchiseptica et B. pseudomallei (méme classe et méme ordre qu’A.

xylosoxidans) (Figure 32).

Clasge Ordre Famille Genre

] —— Achromobacter
Alcaligenaceae

—— Bordetella
Burkholderiales

—— Burkholderia

Betaproteobacteria Burkhalderiaceas

——  Cupriavidus

Psendomonas
FPseudomonadacens

FPseudomonadales

Enterobacteriales

Enterobacterinceas

\— Escherichia

Gammaproteobacteria

Figure 32. Position taxonomique de différents genres bactériens par rapport au genre

Achromobacter.
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L’activité¢ des aminosides sur les souches du genre Achromobacter (A. denitrificans, A.
insolitus, A. piechaudii, A. ruhlandii, A. spanius et A. xylosoxidans) dépend de la présence de
I’opéron d’efflux axyXY-oprZ (Tableau 11, p 102). Cet opéron n’est pas présent dans les
souches d’Achromobacter qui sont sensibles aux aminosides. Une observation similaire a été
rapportée chez B. pseudomallei : la souche de B. pseudomallei 108a qui ne posséde pas
I’opéron d’efflux amrAB-oprA est sensible aux aminosides (Trunck et al., 2009). Dans ce cas,
I’absence de I’opéron est liée a une vaste délétion de plusieurs dizaines de kilobases. Les
délétions que nous avons observées dans 3 souches d’Achromobacter ne concernent que
I’opéron d’efflux axyXY-oprZ et le géne régulateur axyZ. Les 3 souches concernées possédent

bien les génes jouxtant habituellement axyZ et 1’opéron axyXY-oprZ (Figure 30, p 101).

II. Régulation de I’expression des systemes d’efflux étudiés

Un gene régulateur transcriptionnel a été mis en évidence en amont de chacun des opérons

d’efflux étudiés :
e axyR dont le produit serait un activateur de la transcription de I’opéron axyABM,

e axyZ, homologue de mexZ, dont le produit serait un répresseur de la transcription de

I’opéron axyXY-oprZ,
e un candidat, homologue de nfxB de P. aeruginosa, se situe en amont d’axyCDJ.

Chaque systéme d’efflux semble donc pouvoir étre régulé localement.

I1 est cependant probable que ces systémes d’efflux soient régulés également de fagcon globale,
comme décrit pour d’autres systeémes d’efflux au sein d’autres especes bactériennes. C’est ce
que suggerent les résultats que nous avons obtenus avec le mutant d’AXX-A (AXX-A-HRA).
En effet, ce mutant présente des niveaux de résistance aux antibiotiques substrats d’ AxyXY-
OprZ plus élevés que la souche d’origine (particulierement aux aminosides) alors que nous
n’avons détecté aucune mutation, ni dans 1’opéron axyXY-oprZ d’AXX-A-HRA ni dans le
gene régulateur axyZ. Cette observation conforte I’hypothése de 1’existence d’une régulation

globale.
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D’autres résultats suggerent aussi que le niveau de production d’un systeme d’efflux peut
influencer celui d’un autre systeme d’efflux. En effet, I’inactivation du géne axyD chez AXX-
A entraine une diminution de la CMI de plusieurs aminosides. Cette diminution de CMI est
cependant beaucoup moins marquée que lors de I’inactivation d’axyY chez AXX-A. De plus,
elle s’accompagne d’une légeére diminution de la CMI d’autres substrats d’AxyXY-OprZ : la
ceftazidime, le céfépime, 1’ofloxacine, la tétracycline, la tigécycline et 1’érythromycine. En
revanche, il n’est observé aucune diminution de CMI des antibiotiques substrats d’AxyABM
et non substrats d’AxyXY-OprZ (céfalotine, céfotétan, céfotaxime et aztréonam).
L’inactivation d’axyD dans AXX-A semble donc avoir entrainé une répression de I’opéron
axyXY-oprZ. Une mesure du niveau d’expression d’axyY dans le recombinant AXX-A-AD
devra le confirmer. La régulation du niveau de production d’un systeme d’efflux par celui
d’un autre systéme d’efflux a déja été observée chez P. aeruginosa : 1’inactivation de mexAB-

oprM provoque une surexpression de mexCD-oprJ et de mexEF-oprN (Li et al., 2000).

L’¢étude du couple de souches isogéniques sensible/résistante AXX-H1/AXX-H2 illustre les
conséquences de la surexpression de 1’un des systemes étudiés, AxyABM, sur [’augmentation
des niveaux de résistance aux antibiotiques. Les CMI de la ceftazidime, de la ciprofloxacine
et des carbapénémes (ertapénéme, imipénéme, méropénéme et doripénéme) sont plus élevées
chez AXX-H2 que chez AXX-H1 (3 fois, > 3 fois et 4 a 30 fois, respectivement). Nos
résultats indiquent aussi que le niveau d’expression d’axyB est 2,3 fois plus élevé chez AXX-
H2 que chez AXX-HI1. Cette faible différence de niveau d’expression, similaire a celle
observée chez P. aeruginosa pour MexAB-OprM (Dumas et al., 2006 ; Llanes et al., 2004),
mériterait d’étre confortée par d’autres sé€ries de mesures sur d’autres couples de souches
isogéniques sensible/résistante. Mais cette différence d’expression que nous avons observée
est associée a une évolution du phénotype de résistance tout a fait cohérente avec le profil de
substrats d’AxyABM. Les mécanismes ayant conduit a la surexpression d’AxyABM devront

étre explorés.
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III.  Role des 3 systemes d’efflux étudiés dans la résistance acquise d’A.

xylosoxidans aux carbapénémes

Nos résultats concernant les carbapénémes étaient inattendus. En effet, I’inactivation de
chacun des 3 genes de transporteur (axyB, axyY et axyD), séparément, amene exactement aux

mémes résultats :
e de faibles variations de CMI pour la souche sauvage AXX-A,

e une restauration d’activit¢ des 4 carbapénémes sur la souche AXX-H2 (CMI

quasiment identiques quel que soit le géne de transporteur inactivé).

AXX-H2-AB, AXX-H2-AY, et AXX-H2-AD possédent néanmoins un niveau résiduel de

résistance plus élevé que celui de la souche sauvage AXX-A.

On peut donc envisager que chacun des 3 systemes d’efflux participe de fagon équivalente a

I’acquisition de la résistance aux carbapénemes.

Mais ces résultats peuvent aussi évoquer la possibilit¢ d’une co-régulation de plusieurs
mécanismes. La co-régulation de 1’expression de systemes d’efflux RND et de 1’expression
de(s) porine(s) impliquée(s) dans la pénétration intracellulaire des carbapénémes a été décrite
chez P. aeruginosa (Kohler et al., 1999; Muller et al., 2011; Perron et al., 2004). Elle devra

étre explorée chez A. xylosoxidans.

D’autres mécanismes impliqués dans la résistance acquise des BGN aux carbapénémes seront
¢galement a étudier chez A. xylosoxidans, au premier rang desquels des modifications de PLP
(Protéines Liant la Pénicilline). Les PLP sont des enzymes impliquées dans la synthése du
peptidoglycane. Elles sont les cibles des B-lactamines. Une diminution d’affinité de certaines
PLP pour I'imipénéme a été rapportée dans des souches de P. mirabilis résistantes a
I’imipéneme (Neuwirth et al., 1995) mais aussi dans des souches de P. aeruginosa résistantes

a toutes les B-lactamines (Moya et al., 2012).

L’hypothése d’une résistance aux carbapénémes par production de B-lactamase a été écartée

lors de précédents travaux sur les souches cliniques d’A. xylosoxidans de notre collection.
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Différentes approches expérimentales permettraient de préciser le rdle de chacun des
mécanismes précédemment cités dans la résistance acquise d’A. xylosoxidans aux

carbapéneémes :

e [’inactivation de plusieurs génes de pompes dans une souche résistante, afin de voir si
les diminutions de CMI « se cumulent » pour aboutir a la restauration compléte de la
sensibilité aux carbapénemes (CMI équivalentes a celles que I’on observe dans des

souches sauvages),

e la quantification simultanée, dans des couples de souches sensible/résistante aux
carbapénémes, de 1’expression des différents systeémes d’efflux ainsi que de celle de la
(ou des) porine(s) impliquée(s) dans la diffusion des carbapénemes a travers la

membrane externe d’A4. xylosoxidans,

e des mesures d’affinité des différentes PLP pour les carbapénemes dans des couples de
souches sensible/résistante ainsi que le séquengage des génes codant pour les PLP a la

recherche de mutations.

IV.  Autres systemes d’efflux chez 4. xylosoxidans

Nous avons montré¢ que deux systémes d’efflux RND (AxyABM et AxyXY-OprZ)
participaient a la résistance intrinséque d’A. xylosoxidans aux antibiotiques et probablement
aussi a la résistance acquise. Un troisiéme systeme, AxyCDJ, pourrait participer a la
résistance acquise. Cependant, la résistance résiduelle a certains antibiotiques, malgré
I’inactivation des systémes d’efflux qui les exportent, suggére que d’autres mécanismes sont

impliqués dans I’antibio-résistance d’A4. xylosoxidans.

Au début de notre travail, nous avons étudié 1’effet de plusieurs inhibiteurs d’efflux (réserpine,
oméprazole, CCCP et PABN) sur le phénotype de résistance aux antibiotiques de la souche
AXX-A.

Avec le CCCP et le PABN nous n’avons observé aucune modification de niveau de résistance.
Le CCCP s’utilise habituellement en milieu liquide pour des tests d’accumulation
d’antibiotiques. Il est possible que son incorporation dans un milieu gélosé ainsi que la

concentration utilisée ne soient pas adaptées pour €tudier son effet inhibiteur d’efflux. De
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fagon surprenante, le PABN n’a pas permis de restaurer 1’activité d’antibiotiques sur AXX-A
alors que plusieurs systémes d’efflux RND participent a sa résistance aux antibiotiques.

La réserpine et I’oméprazole ont eu pour effet d’augmenter [’activit¢ de plusieurs
antibiotiques : des B-lactamines, des fluoroquinolones et des cyclines. Ces 2 inhibiteurs
d’efflux sont connus pour agir en particulier sur les transporteurs MFS (Aeschlimann et al.,
1999; Mahamoud et al., 2007). 1l est donc possible que des transporteurs de ce type soient
impliqués dans D’antibio-résistance d’A. xylosoxidans. La réserpine agit en altérant la
génération de la force proton motrice (PMF) (Mahamoud et al., 2007; Mohanty et al., 2012).
Nous savons qu’elle inhibe des transporteurs MFS de bactéries a Gram positif, mais elle
pourrait avoir un effet inhibiteur sur les systémes d’efflux RND qui utilisent aussi la PMF.
C’est ce que constate Buroni dans son étude des systémes d’efflux RND de B. cenocepacia
(Buroni et al., 2009). Les antibiotiques dont ’activité a été augmentée en présence de
réserpine sur AXX-A sont des substrats des systemes d’efflux RND que nous avons étudiés. I1

est donc possible que la réserpine ait eu un effet inhibiteur sur ces systéemes RND.

Enfin, 4. xylosoxidans résiste naturellement au cétrimide, un ammonium quaternaire. Les
ammoniums quaternaires sont des molécules prises en charge par de nombreux systémes

d’efflux de type MFS, SMR ou RND (Nagai et al., 2003; Poole, 2005).

Ces différents arguments nous ont conduits a rechercher d’autres genes candidats d’efflux
dans le génome d’AXX-A. Cette analyse a révélé la présence de 12 candidats de transporteurs
RND autres que les 3 que nous avons ¢tudi€s. Mais nous avons €¢galement détecté la présence
de 18 candidats de transporteurs MFS, 3 candidats de transporteurs MATE et de nombreux
candidats de transporteurs ABC. En revanche, les génes des 2 systémes d’efflux décrits dans
la souche d’A. xylosoxidans 31A (NccCBA et NreAB) n’ont été retrouvés ni dans les
séquences génomiques des souches d’A. xylosoxidans AXX-A, A8 et C54, ni dans les

séquences plasmidiques de la souche d’A. xylosoxidans A8 (plasmides pAS81 et pAS82).

Pour les travaux a venir, nous nous attacherons d’abord a I’étude des 2 homologues de muxBC
de P. aeruginosa (AXXA 13319-AXXA 13324 et AXXA 26395-AXXA 26400) qui prend
en charge l’aztréonam. En effet, I’inactivation d’axyB dans AXX-A ne restaure que

partiellement 1’activité de I’aztréonam (résistance résiduelle a 16 mg/1).
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V. Résistance acquise d’A. xylosoxidans aux antibiotiques chez les patients

atteints de mucoviscidose

Les données de la littérature montrent que les résistances acquises d’A. xylosoxidans aux
antibiotiques sont trés fréquentes dans les souches isolées de patients atteints de
mucoviscidose (Lambiase et al., 2006; Magni et al., 2007; Saiman et al., 2001, 2002).
L’émergence de ces résistances serait favorisée par la colonisation chronique de I’arbre

bronchique comme le suggere une étude récente (Amoureux et al., 2013).

La surexpression d’efflux RND a d’ores et déja été incriminée dans l’acquisition de

résistances par P. aeruginosa chez les patients atteints de mucoviscidose :

e la résistance acquise aux aminosides est souvent liée a la surproduction de MexXY,
qui peut elle-méme étre induite par 1’exposition aux aminosides (Kindrachuk et al.,

2011),

e e stress oxydatif auquel sont exposées les bactéries au niveau des voies respiratoires
des patients atteints de mucoviscidose est également inducteur de 1’expression de

mexXY (Fraud and Poole, 2011),

e le micro-environnement hypoxique auquel est exposé¢ P. aeruginosa dans les voies
respiratoires des patients atteints de mucoviscidose pourrait contribuer a
I’augmentation des niveaux de résistance aux antibiotiques par efflux (Schaible et al.,

2012).

e en condition de biofilm, I’expression de mexC de P. aeruginosa est induite par

I’exposition a 1’azithromycine (Gillis ef al., 2005).

La surproduction de systemes d’efflux RND pourrait étre a 1’origine de ’acquisition de
résistances aux antibiotiques par les souches d’A. xylosoxidans qui colonisent les voies
respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. Les premiers résultats que nous avons
obtenus par 1’étude d’un couple de souches isogéniques sensible/résistante semblent conforter
cette hypothése. Un travail d’analyse transcriptomique portant sur différentes souches
cliniques devrait contribuer a mieux cerner le role de chacun des systémes d’efflux dans la

résistance acquise aux antibiotiques par A. xylosoxidans.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Au cours de ce travail, le premier portant sur les systemes d’efflux d’A4. xylosoxidans, nous
avons débuté la caractérisation de 3 systémes RND capables d’exporter des molécules
antibiotiques : AxyABM, AxyXY-OprZ et AxyCDJ. Les 2 premiers sont directement
impliqués dans la multi-résistance naturelle de cette espeéce aux antibiotiques : AxyABM
participe a la résistance a 1’aztréonam et a certaines céphalosporines, et AxyXY-OprZ est

responsable de la résistance naturelle aux aminosides.

Nos résultats indiquent aussi que ces systémes d’efflux RND seraient impliqués dans la
résistance acquise a certaines molécules, notamment aux fluoroquinolones et aux
carbapénémes. Notre démarche expérimentale ne permet cependant pas de préciser le role

joué par chacun des systémes d’efflux dans cette résistance acquise.

Ce travail ouvre de nombreuses perpectives de recherche pour I’avenir autour de trois axes

principaux :

1) La poursuite de 1’étude du fonctionnement des trois systemes d’efflux :

e Nous chercherons a préciser leur role éventuel dans le transport des pénicillines en
procédant a une inactivation génique par délétion. En effet notre technique
d’inactivation génique par insertion d’un géne codant pour une pénicillinase ne nous a
pas permis d’évaluer ce role. Or la ticarcilline (seule ou en association avec 1’acide
clavulanique) est une pénicilline a large spectre fréquemment utilisée dans le
traitement des infections a Stenotrophomonas maltophilia ou a Pseudomonas
aeruginosa, pathogénes souvent associés a A. xylosoxidans. En cas de colonisation
chronique par A. xylosoxidans, la sélection de mutants résistants a la ticarcilline est
fréquente. Cette résistance n’est pas de type enzymatique. La ticarcilline étant une
molécule substrat de MexAB-OprM chez P. aeruginosa, il est logique de chercher si

elle fait ou non partie du pannel de substrats d’AxyABM.

e Nous étendrons I’étude des substrats a des molécules non antibiotiques, en particulier
aux ammoniums quaternaires auxquels A. xylosoxidans est naturellement résistant. En
effet, la survenue d’infections nosocomiales a 4. xylosoxidans notamment dans les

services de réanimation ainsi que les descriptions de cas de contamination de
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dispositifs médicaux ou de solutions antiseptiques posent la question d’un réservoir
hospitalier de la bactérie. Les produits d’entretien et les solutions antiseptiques a base
d’ammoniums quaternaires sont tres utilisés dans les établissements de santé, ils ont
remplacé 1’eau de javel depuis une dizaine d’année. IIs pourraient donc contribuer a la

sélection et a ’émergence de la bactérie.

e Nous estimerons I’importance de la régulation locale dans la surexpression des
systemes d’efflux au sein de souches cliniques résistantes a différents antibiotiques par
la recherche de mutations dans les génes régulateurs locaux et par des expériences de

mutagénese dirigée.

e Enfin nous apprécierons si la présence de 'OMF OprZ est indispensable a
I’expression de la résistance de haut niveau aux aminosides conférée par AxyXY-

OprZ ou si d’autres OMF peuvent remplacer OprZ dans le complexe tripartite.

2) La recherche d’une résistance aux meétaux :

La résistance aux métaux est largement rapportée chez les bacilles a Gram négatif non
fermentaires. Elle est la conséquence, dans la majorité des cas, d’efflux actif. La
détection d’une telle résistance pourrait contribuer a mieux cerner le réservoir
environnemental d’4. xylosoxidans mais aussi les risques éventuels de colonisation de
certains dispositifs médicaux. Nous avons dé¢ja repéré le candidat RND AXX 11945
homologue de czc4 de P. aeruginosa et donc susceptible de coder pour un

transporteur de métaux.

3) L’étude de I'impact des traitements administrés aux patients atteints de mucoviscidose sur

le niveau d’expression des systémes d’efflux :

Les patients atteints de mucoviscidose regoivent souvent (et au long cours) des
traitements administrés par voie inhalée. Il peut s’agir d’antibiotiques tels que la
tobramycine, la colistine ou I’aztréonam (encore peu utilisé) ou de traitements
mucolytiques. L’é¢tude du niveau d’expression des systémes d’efflux au sein de
couples de souches isogéniques sensible/résistante isolées avant et apres

traitement servira a repérer les molécules potentiellement inductrices. Des tests
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d’induction in vitro permettront de vérifier le caractére inducteur. Ces futurs travaux
pourraient permettre de contribuer a 1’¢laboration de recommandations pour la prise en

charge des patients chroniquement colonisés par A. xylosoxidans.

Les antibiotiques administrés pour le traitement des infections pulmonaires bactériennes ont
largement contribué a allonger I’espérance de vie des patients atteints de mucoviscidose.
L’émergence d’un nombre croissant de bacilles a Gram négatif non fermentaires multi-
résistants impose la recherche de nouvelles molécules actives contre ces bactéries, ou qui
inhibent leurs mécanismes de résistance et restaurent ainsi l'activité des antibiotiques existants.
La connaissance des mécanismes de résistance rencontrés au sein des especes les plus
fréquemment isolées doit donc permettre d’orienter judicieusement la recherche
pharmaceutique. Nos travaux de caractérisation de systemes d’efflux chez A. xylosoxidans
rentrent dans ce cadre, ils pourront contribuer a définir des stratégies visant a conduire au
développement de nouvelles molécules capables d’inhiber ces systémes ou a développer des

molécules non exportées par ces systemes.
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ANNEXE 1 : classification des antibiotiques
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Classification des antibiotiques

Famille (ou classe) Sous-famille Antibiotique Abréviation
B-lactamines (BL) Pénicillines (Péni) Pénicilline G PG
Amoxicilline AMX
Ampicilline AMP
Ticarcilline TIC
Carbénicilline CAR
Pipéracilline PIP
Cloxacilline CLOX
Inhibiteurs de B-lactamases  Acide clavulanique =~ CLAV
Tazobactam TAZ
Pénicillines + inhibiteurs Amoxicilline + AMC
acide clavulanique
Ticarcilline + acide  TCC
clavulanique
Pipéracilline + TZP
tazobactam
Céphalosporines (Céphalo) Céfalotine CF
Céphalexine CEX
Céfaclor CEF
Céfuroxime CXM
Céfotétan CFT
Céfoxitine FOX
Ceftriaxone CRO
Céfotaxime CTX
Ceftazidime CAZ
Céfixime FIX
Cefpodoxime PDX
Céfépime FEP
Cefpirome CPO
Monobactame Aztréonam ATM
Carbapénemes Ertapéneme ETP
Imipénéme IPM
Méropéneme MEM
Doripéneme DOR
Quinolones Quinolone 1°° génération Acide nalidixique NAL
Fluoroquinolones (FQ) Norfloxacine NOR
Ofloxacine OFL
Lévofloxacine LVX
Moxifloxacine MXF
Sparfloxacine SPX
Ciprofloxacine CIP
Aminosides Kanamycine KAN
(aminoglycosides, AG) Tobramycine ™
Amikacine AN
Gentamicine GM
Nétilmicine NET
Isépamicine ISP
Streptomycine SM
Néomycine NEO
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Classification des antibiotiques (suite)

Famille (ou classe) Sous-famille Antibiotique Abréviation
Cyclines Cyclines Tétracycline TC
Doxycycline DOX
Minocycline MIN
Glycyleycline Tigécycline TIG
Macrolides Macrolides (M) Erythromycine ERY
(et apparentés) Azithromycine AZI
Spiramycine SPI
Clarithromycine CLA
Lincosamides Lincomycine LIN
Streptogramines Streptogramines A/B Sa/ Sb
Polymyxines Colistine CS
Polymyxine B PXB
Phénicolés Chloramphénicol CHL
Sulfamides Sulfaméthoxazole SUL
Sulfadiazine SDZ
- Triméthoprime TMP
- Cotrimoxazole SXT
Rifamycines Rifampicine RIF
- Acide fusidique AF
- Novobiocine NOV
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ANNEXE 2 : amorces utilisées
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Amoreces utilisées

Nom de ’amorce Séquence nucléotidique (5°-3) Position sur le géne Taille attendue (pb) Utilisation

PCR de détection

mexB2-F AACGTGCAGATTTCCTCCGG 631..650 1100 Détection de mexB

mexB2-R TGTACCTGGGCGAACAGTAC 1730..1711

AL-oprZ-F1 STTCCGCGAMGTGGCCGA 1098..1115 177 (avec AL-oprZ-R1)

AL-oprZ-F3 TACGACGCMGGGCTGGAAA 589..607 685 (avec AL-oprZ-R1) Détection d’oprZ

AL-oprZ-R1 GAYTCGAACARGCTGCGCT 1274..1256

ORF1-F1 CCGGTGCCYTCGATSAGCA 698..680 610 (avec ORF1-R1)

ORF1-F2 CSACSCGCTGCTCCAGCA 376..359 288 (avec ORF1-R1) Détection d’AXXA_16901

ORF1-R1 CGTCGCTGTCCAAGCGCAT 89..107

ORF2-F1 TCGCTGCGGCAAAAGCCCAT 554..535

ORF2-R1 GCSGTGCGCCAGCAGATG 136..153 419 (avec ORF2-F1) Détection d’AXXA_16876
ORF2-R2 GCCGAVATGACGGTGCAGAT 271..290 284 (avec ORF2-F1)

RT-PCR

RT-INA-RO ACCATGTCGCCATCCTTGTT 2393..2374 P e ,
RT-INA-FI GTGTTCATCCCGATGGCGTT 1354 1373 1040 (+/- pINAaxyB) Vérification de I'inactivation d’axyB
rpsl-F GCGAAGTCAGCATCATCAAA 35.54 : P
rpsl-R ACGCACTTTGGCAACCTTAC 168..149 134 RT-PCR quantitative : gene référence rpsl
axyB-qpcr2-F TGATCTATCGCCAGTTCTCCA 1394..1414 3 P
axyB-qper2-R GAATCGGCTTGAGCAGCGT 1501..1483 108 RT-PCR quantitative : gene axyB

Plus de 2 amorces ont été nécessaires pour détecter oprZ, AXXA_16901 et AXXA_16876, en raison de variations de séquence entre les souches.
Nucléotides en rouge : positions dégénérées (S: CouG;M: AouC;Y:CouT;R:AouG;V:AouCouQG).
Positions des amorces : définies par rapport au codon Start du gene.



144!

Amorces utilisées

Nom de ’amorce Séquence nucléotidique (5°-3”) Position sur le géne Taille attendue (pb)  Utilisation
Construction des plasmides suicide

INA-axyB-2F GGGGAATTCTCTATCGCCAGTTCTCCATCA 1397..1417 995 INA-axvB
INA-axyB-2R GGGAAGCTTGCGCACGTACCATTTGTCCA 2373..2354 P y
INA-axyR-F GGGGAATTCTTCGATGAAGATCCGGGTCTT 843..823

INA-axyR-R GGGAAGCTTCTCTTCGTGGAGGTCGCCAA 7.26 853 PINA-axyR-AXX-A
INA-axyY-F CGGTACCCGGGGATCCAGGGCAGCTTCATGGCCAT 1696..1715 785 INA-axvyY
INA-axyY-R CGACTCTAGAGGATCGGGAAGCCGTTGTAGCGGTT 2450..2431 P y
INA-axyZ-F CGGTACCCGGGGATCGCGGCCAGATATCGCCCTT 562..544

INA-axyZ-R CGACTCTAGAGGATCCTGGCGCCTGCATACTTCTT -107..-87 699 PINA-axyZ-AXX-A
INA-axyD-AXXA-F GGGGAATTCTCAAGCAACGCCTGCAGGAA 923..942

INA-axyD-AXXA-R GGGAAGCTTACGATGGCCGCGTAGATCA 1649..1631 743 pINA-axyD-AXX-A
INA-axyD-AXXH2-F CGGTACCCGGGGATCGACGTGCAGAACCGCATCAAG 316..336 950 INA-axvD-AXX-H2
INA-axyD-AXXH2-R CGACTCTAGAGGATCCGATGGCGTCGTCCACCAG 1237..1219 p Y

Veérification de insertion des plasmides suicide dans les génes a inactiver

MI14F

M14R

AL-BAP1-F1
AL-BAP1-R1
V-INA-axyR-F
V-INA-axyR-R
V-INA-axyY-F
V-INA-axyY-R
V-INA-axyZ-F
V-INA-axyZ-R
V-INA-axyD-AXXA-F
V-INA-axyD-AXXA-R

V-INA-axyD-AXXH2-F
V-INA-axyD-AXXH2-R

CCAGGGTTTTCCCAGTCACGA
GCGGATAACAATTTCACACAGGA

TGTACCTGTTCCTGCAGAAC
AAGTACACGTCGTTGGACAG

CATGAATGGCGCGGTATCCTT
TCGACGCTTTGCTGCATTGC

CGCCTGACCACGCGCTATA
CGGACAGCCGCTCTTCGTA

GCGGCCCAATAGAAGGCTT
AATTATTGTGAGGCGCCCGTT

GGCGCCAGAGCTACGACTT
AGCGACATCAGGTGCTGCT

CTTCGAGCCCGGCACCGAT

GGCCATGATGCGTTCGACGT

-45..-25 (avant HindIII)
+44..422 (aprés EcoRI)
1064..1083
2777..2758

900..880

-148..-129

1555..1573
2590..2572

+98..+80 (apres Stop)
-225..-205

818..836

1805..1787

279..297
1269..1250

146 (sans insert)

1361 (avec M14F)
1431 (avec M14R)

945 (avec M14F)
1042 (avec M14R)
980 (avec M14R)
964 (avec M14F)
867 (avec M14R)
846 (avec M 14F)
901 (avec M14F)
933 (avec M14R)

1042 (avec M14R)
1023 (avec M14F)

Amorces encadrant le MCS de
pUC18 et de pUCI9

pINA-axyB (axyB)
pINA-axyR-AXX-A (axyR)
pINA-axyY (axyY)
pINA-axyZ-AXX-A (axyZ)
pINA-axyD-AXX-A (axyD)

pINA-axyD-AXX-H2 (axyD)

GAATTC et AAGCTT : sites de restriction EcoRI et HindIII (clonage conventionnel); ITALIQUES : queues de nucléotides (clonage Kit In-fusion®).

Positions des amorces : par rapport au codon Start du géne ; MCS : site de clonage multiple.
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Systéeme AxyABM. CMI de 30 antibiotiques : souches cliniques et leurs recombinants AB (axyB::Tic) ou AR (axyR::Tic).

Antibiotique CMI (mg/1)

AXX-A AXX-A-AB AXX-A-AR AXX-D3 AXX-D3-AB AXX-H1 AXX-H1-AB AXX-H2 AXX-H2-AB
Céfalotine 24 12 (2) 12 (2) 24 4 (6) >256 >256 >256 >256
Céfaclor >256 >256
Céfuroxime >256 >256
Céfotétan >256 32 (>8) >256 >256 16 (>10) >256 96 (>2,7) >256 >256
Céfoxitine >256 128 (>2) >256 >256 128 (>2) >256 >256 >256 >256
Ceftriaxone >256 12 (>20)
Céfotaxime >256 12 (>20) 128 (>2) >256 16 (>10) >256 48 (>5) >256 >256
Ceftazidime 4 1,5 (2,7) 2(2) 48 24 (2) 16 6 (2,7) 48 16 (3)
Céfixime >256 32 (>8)
Cefpodoxime >256 >256
Céfépime 16 16 16 >256 >256 >256 >256 >256 >256
Cefpirome 128 128
Aztréonam >256 16 (>16) >256 >256 32 (>8) >256 >256 >256 >256
Ertapéneme 0,064 0,023 (2,8) 0,032 (2) 0,064 0,016 (4) 0,38 0,016 (24) 3 0,125 (24)
Imipénéme 1 1 0,75 1.5 1 1 0,5(2) 4 2(2)
Meéropénéme 0,094 0,094 0,094 0,064 0,032 (2) 0,38 0,125 (3) 12 2 (6)
Doripénéme 0,19 0,094 (2) 0,094 (2) 0,25 0,125 (2) 0,75 0,125 (6) 16 1,5 (10)
Acide nalidixique 24 6(4) 16 256 64 (4) >256 16 (>16) >256 256
Norfloxacine 8 4(2) 8
Ofloxacine 2 1(2) 3 16 12 >32 12 (>2,7)
Lévofloxacine 0,75 0,38 (2) 1 6 4 8 32,7 16 8(2)
Ciprofloxacine 0,75 0,5 1 8 8 12 4 (3) >32 16 (>2)
Tobramycine 16 16 12
Amikacine >256 >256
Gentamicine 64 64
Tétracycline 48 48 48 64 48 192 192 >256 >256
Doxycycline 8 6 8 32 32 64 64 64 64
Tigécycline 4 4
Colistine 4 4
Chloramphenicol 12 6(2) 192 128 32 24 >256 >256

Valeurs entre parentheses : facteurs de diminution de CMI (>2) par rapport aux souches d’origine.
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Systéeme AxyXY-OprZ. CMI de 23 antibiotiques : souches cliniques, recombinants AY (axyY::Tic) ou AZ (axyZ::Tic), et mutant AXX-A-HRA.

Antibiotique CMI (mg/1)

AXX-A AXX-A-AY AXX-A-AZ AXX-A-HRA  AXX-D3 AXX-D3-AY AXX-H2 AXX-H2-AY
Céfalotine 24 16 24
Ceftazidime 4 2(2) 4 6 48 24 (2) 48 24 (2)
Céfépime 16 8(2) 96 (6) 96 (6) >256 24 (11) >256 >256
Aztréonam >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
Ertapéneme 0,064 0,016 (4) 0,047 0,094 0,064 0,047 3 0,75 (4)
Imipéneme 1 0,5 (2) 1 1,5 1,5 1 4 14)
Meéropénéme 0,094 0,047 (2) 0,064 0,094 0,064 0,032 (2) 12 2 (6)
Doripénéme 0,19 0,047 (4) 0,19 0,38 (2) 0,25 0,19 16 1,5 (10)
Acide nalidixique 24 12 (2) 32 32 >256 >256 >256 >256
Norfloxacine 8 4(2) 24 (3) 12 >256 24 (11) >256 128 (>2)
Ofloxacine 2 1,5 12 (6) 4(2) >32 24 >32 >32
Lévofloxacine 0,75 0,75 4 (5,3) 1 16 44 >32 8 (>4)
Ciprofloxacine 0,75 0,5 34) 2(2,7) >32 3(>11) >32 8 (>4)
Kanamycine 32 2 (16) >256 (>8) 256 (8) >256 3 (>85) >256 12 (>21)
Tobramycine 16 1,5 (10) 128 (8) 96 (6) 24 0,5 (48) 32 1(32)
Amikacine 256 2 (128) >256 >256 96 0,25 (384) >256 3 (>85)
Gentamicine 48 1(48) >256 (>5,3) 96 (2) 12 0,094 (128) 48 0,75 (64)
Nétilmicine 32 2 (16) >256 (>8) 256 (8) 64 0,75 (85) 192 1(192)
Tétracycline 48 12 (4) 96 (2) 96 (2) >256 32 (>8) >256 >256
Doxycycline 8 3(2,7) 12 2(4) 48 12 (4) 128 24 (5,3)
Tigécycline 4 0,75 (5.3) 8(2) 1,5 2,7) 8 1(8) 6 2(3)
Erythromycine 64 16 (4) 128 (2) >256 6 (>43) >256 >256
Chloramphénicol 12 8 16 8 >256 >256 >256 192

Valeurs entre parentheses : facteurs de variation de CMI (>2) par rapport aux souches d’origine (diminution, augmentation).
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Systeme AxyCDJ. CMI de 24 antibiotiques : souches cliniques et recombinants AD (axyD::Tic).

Antibiotique CMI (mg/1)

AXX-A AXX-A-AD AXX-H2 AXX-H2-AD
Céfalotine 16 16 >256 >256
Céfotétan >256 >256
Céfotaxime >256 >256
Ceftazidime 4 3 48 24 (2)
Céfépime 12 8 >256 >256
Aztréonam >256 >256 >256 >256
Ertapéneme 0,064 0,023 (2,8) 3 0,75 (4)
Imipéneme 1 0,75 4 1,5(2.7)
Méropénéme 0,094 0,047 (2) 12 1,5(8)
Doripéneme 0,19 0,047 (4) 16 1(16)
Acide nalidixique 24 24 >256 >256
Norfloxacine 8 8 >256 >256
Ofloxacine 2 1.5 >32 >32
Lévofloxacine 0,75 0,75 >32 >32
Ciprofloxacine 0,75 0,75 >32 >32
Kanamycine 64 24 (2,7) >256 >256
Tobramycine 12 8 32 32
Amikacine 256 48 (5,3) >256 >256
Gentamicine 16 8(2) 48 48
Nétilmicine 24 24 192 192
Tétracycline 48 32 >256 >256
Doxycycline 128 128
Tigécycline 4 3 6 6
Erythromycine 64 48 >256 >256

Valeurs entre parentheses : facteurs de diminution de CMI (>2) par rapport aux souches d’origine.
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Achromobacter xylosoxidans is an emerging pathogen in cystic fibrosis patients. The multidrug resistance of
these bacteria remains poorly understood. We have characterized in a clinical strain the first resistance-
nodulation-cell division (RND)-type multidrug efflux pump in this species: AxyYABM. The inactivation of the
transporter component axyB gene led to decreased MICs of cephalosporins (except cefepime), aztreonam,

nalidixic acid, fluoroquinolones, and chloramphenicol.

Achromobacter xylosoxidans is a nonfermentative Gram-neg-
ative bacillus considered to be an opportunistic agent (1, 25). It
is an emerging pathogen in cystic fibrosis (CF) (6, 20). Cur-
rently, 120 patients are followed at our CF center, of whom 24
(20%) have been colonized at least once by A. xylosoxidans. It
has recently been suggested that A. xylosoxidans might be re-
sponsible for a high inflammatory response and therefore
might be involved in the decline in lung function (9). This
microorganism exhibits innate antibiotic multiresistance, in-
cluding resistance to cephalosporins (except ceftazidime), az-
treonam, and aminoglycosides (1, 2, 8, 22). There are only a
few reports that describe resistance mechanisms in this species.
To date, only the constitutive oxacillinase OXA-114 (7) and a
couple of acquired B-lactamases belonging to VEB, IMP, and
VIM families have been described (11, 15, 21, 23, 24). Never-
theless the mechanisms of intrinsic resistance of A. xylosoxi-
dans to cephalosporins, aztreonam, and aminoglycosides re-
main unknown.

Resistance-nodulation-cell division (RND)-type efflux pumps
are widely present among nonfermentative Gram-negative bacilli
(3-5, 10, 14, 17, 19). In a preliminary experiment on A. xylosoxi-
dans, we investigated the effect of reserpine, an efflux pump in-
hibitor, on MIC values of various antibiotics commonly used to
treat CF patients. We observed an increased activity of drugs
from different families such as B-lactams, fluoroquinolones, and
tetracyclines. This prompted us to investigate the presence of an
efflux mechanism in this species.

For this purpose, we chose the clinical strain AXX-A, isolated
in our laboratory. This strain harbors a wild-type antibiotic resis-
tance phenotype (Table 1): it is susceptible to ticarcillin, ceftazi-
dime, carbapenems, and ciprofloxacin but resistant to cephalo-
thin, cefoxitin, cefotaxime, cefepime, aztreonam, nalidixic acid,
and aminoglycosides. The strain was identified by using the
API20NE system (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and con-
firmed by 16S rRNA gene sequencing.

* Corresponding author. Mailing address: Laboratoire de Bactéri-
ologie, Hopital Universitaire, Plateau technique de Biologie, BP
37013, 21070 Dijon Cedex, France. Phone: 33-3 80 29 32 60. Fax: 33-3
80 29 32 80. E-mail: catherine.neuwirth@chu-dijon.fr.

V Published ahead of print on 1 August 2011.

We designed multiple sets of primers in conserved regions of
RND efflux genes from Pseudomonas aeruginosa, Stenotro-
phomonas maltophilia, and Burkholderia cenocepacia. With the
primers MexB2-F and MexB2-R (Table 2) we amplified in
AXX-A a 1,097-bp sequence sharing 88% similarity with the
acrB gene from Bordetella bronchiseptica. We then determined
the complete sequence of a putative RND efflux operon by
using the two-step gene walking method (16). This operon is
composed of three putative open reading frames (ORFs) en-
coding a membrane fusion protein (designated AxyA), a RND
transporter protein (AxyB), and an outer membrane protein
(AxyM). Upstream and in an inverted orientation we detected
an ORF encoding a transcriptional regulator belonging to the
LysR family (AxyR) without any homology with MexR.

The standard protein BLAST program (http://blast.ncbi.nlm
.nih.gov/Blast.cgi) was used to detect protein sequence simi-
larities. The gene products AxyA, AxyB, and AxyM showed
very strong homologies with putative RND-type efflux proteins
from A. xylosoxidans A8, Achromobacter piechaudii ATCC
43553, and Bordetella bronchiseptica RB50 (Fig. 1). The puta-
tive efflux systems have not been studied in these species.
Nevertheless, AxyB shares 72% identity with the P. aeruginosa
MexB protein, which is the RND transporter component of the
well-characterized MexAB-OprM efflux system (18). We se-
quenced the axyABM operon in both AXX-A and another
clinical strain (AXX-C) entirely. While AXX-A and AXX-C
AxyABMs share 99% similarity, the percentage of identity was
surprisingly lower (90 to 94%) for AxyABM from the environ-
mental strain A. xylosoxidans AS.

We studied the role of AxyABM in the innate antibiotic
resistance of A. xylosoxidans by inactivating axyB in AXX-A.
The suicide plasmid pINAP1, derived from vector pUC18, was
constructed in Escherichia coli DH5« cells by cloning a 977-bp
EcoRI-HindIII PCR fragment internal to the axyB gene (nu-
cleotide positions 3847 to 4823 in axy4ABM) obtained with
primers INA-axyB-2F and INA-axyB-2R. Then pINAP1 was
introduced into AXX-A by electroporation. The recombinant
AXX-A (axyB::Tic), named AXX-A-AP, was selected on Mu-
eller-Hinton agar plates containing 50 pg/ml of ticarcillin. The
axyB disruption by pINAPI integration was confirmed by
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TABLE 1. MICs of 24 antibiotics for AXX-A and
AXX-A-AP (axyB::Tic)

MIC (pg/ml) for:

Antibiotic
AXX-A AXX-A-AP

Ticarcillin 0.25 >256
Ticarcillin-clavulanic acid 0.5 0.5
Cephalothin 24 12
Cefuroxime >256 >256
Cefotetan >256 32
Cefoxitin >256 128
Ceftriaxone =256 12
Cefotaxime >256 12
Ceftazidime 4 1.5
Cefixime >256 32
Cefepime 16 16
Aztreonam >256 16
Imipenem 1 1
Meropenem 0.094 0.094
Nalidixic acid 24 6
Norfloxacin 8 4
Ofloxacin 2 1
Levofloxacin 0.75 0.38
Ciprofloxacin 0.75 0.5
Tobramycin 16 16
Amikacin =256 =256
Tigecycline 4 4
Colistin 4 4
Chloramphenicol 12 6

PCRs (two sets of primers, AL-BAP1-F1/M14 and M14R/AL-
BAP1-R1). The absence of axyB expression in AXX-A-AP was
demonstrated by reverse transcription-PCR with primers RT-
INA-RO and RT-INA-F1 (AXX-A was used as a positive con-
trol). We determined the MICs of a panel of antibiotics for
AXX-A and AXX-A-AP by using the Etest method (bioMéri-
eux, Marcy I’Etoile, France). The MICs of most of the ceph-
alosporins and aztreonam drastically decreased as a result of
the axyB inactivation (by more than 20-fold for ceftriaxone and
cefotaxime) (Table 1). The activity of nalidixic acid, fluoro-
quinolones, and chloramphenicol was also enhanced in AXX-
A-AP. Thus, the inactivation of axyB in AXX-A led to in-
creased susceptibility to several antibiotics belonging to
different families. However, no variation was noticed for imi-
penem, meropenem, colistin, tigecycline, and aminoglycosides.
Therefore, AxyABM is not involved in the innate resistance of
A. xylosoxidans to aminoglycosides. Spontaneous revertants

TABLE 2. Primers used in the study

Primer Nucleotide sequence (5'-3")
MexB2-F .............. AACGTGCAGATTTCCTCCGG
MexB2-R.............. TGTACCTGGGCGAACAGTAC

INA-axyB-2F ....... GGGGAATTCTCTATCGCCAGTTCTCCATCA?
INA-axyB-2R......GGGAAGCTTGCGCACGTACCATTTGTCCA®
AL-BAPI-F1 ....... TGTACCTGTTCCTGCAGAAC

i CCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

RT-INA-RO ......:.ACCATGTCGCCATCCTTGTT

RT-INA-F1.......... GTGTTCATCCCGATGGCGTT

“The EcoRI restriction site introduced into the primer is underlined.
® The HindIIT restriction site introduced into the primer is underlined.
¢ Primer designed in pINAPI.
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MFP  AXG-A AXX-C AxA8 Ap Bb.
AXX-C ag
Ax.AB 94 04
Ap. 03 g4 a5
B.b. 77 77 79 79
m’::h ’ &0 80 &0 &1 60

BN AXK-A  AXX-C

AxA8 Ap. B.b.

AXx-c | ao
Ax.AB a3 g3

Ap. 93 93 a8

B.b. 85 g5 28 a5
(I;:BI 72 72 72 71 72
OMP  AXxx-A AXX-C AxAS8 Ap B.b.
AXX-C | ag
AxA8 | 92 %0

Ap. 89 89 a1

Bb. 77 77 77 76
(O?:Ml &0 80 50 58 80

FIG. 1. Amino acid sequence similarities (%). MFP, membrane
fusion protein (AxyA and homologues); RNDt, RND transporter
(AxyB and homologues); OMP, outer membrane protein (AxyM and
homologues); A.x. A8, A. xylosoxidans A8; A.p., Achromobacter piechau-
dii ATCC 43553; B.b., Bordetella bronchiseptica RB50; P.a., Pseudomo-
nas aeruginosa PAO1.

were obtained by cultivating AXX-A-AP without ticarcillin.
The loss of the inserted pINAP1, confirmed by PCRs, led to
phenotypic reversion.

This is the first description of an antibiotic resistance mech-
anism by efflux within the genus Achromobacter. Antibiotics
commonly used for the management of lung infections in CF
patients, like ceftazidime and ciprofloxacin, are substrates of
this efflux system. AxyABM shares some properties with
MexAB-OprM from P. aeruginosa since it exports B-lactams
(except imipenem), fluoroquinolones, and chloramphenicol
but not aminoglycosides (12, 13, 18). However, unlike MexAB-
OprM, AxyABM exports neither cefepime nor meropenem.
From our preliminary study, we noticed a decrease in tigecy-
cline MIC in the presence of reserpine for the AXX-A strain.
These data strongly suggest that tigecycline is a substrate for an
efflux system. The MIC of tigecycline was not changed follow-
ing axyB inactivation in AXX-A; tigecycline is therefore not a
substrate for AxyABM. It is likely that other efflux systems take
part in the antibiotic resistance of A. xylosoxidans.
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In conclusion, we have shown that the AxyYABM efflux sys-
tem is one of the mechanisms involved in the innate multidrug
resistance of A. xylosoxidans. Furthermore, it can extrude an-
tibiotics widely used to treat CF patients. Therefore, its role in
acquired antibiotic resistance and its regulation mechanisms
remain to be explored.

Nucleotide sequence accession number. The nucleotide se-
quence reported here has been assigned accession number
JF514544 in the GenBank database.

We acknowledge the contributions of Gael Belliot and Philip
Bastable for revising the manuscript.
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Innate Aminoglycoside Resistance of Achromobacter xylosoxidans Is
Due to AxyXY-OprZ, an RND-Type Multidrug Efflux Pump

Julien Bador, Lucie Amoureux, Emmanuel Blanc, Catherine Neuwirth
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Achromobacter xylosoxidans is an innately multidrug-resistant pathogen which is emerging in cystic fibrosis (CF) patients. We
characterized a new resistance-nodulation-cell division (RND)-type multidrug efflux pump, AxyXY-OprZ. This system is re-
sponsible for the intrinsic high-level resistance of A. xylosoxidans to aminoglycosides (tobramycin, amikacin, and gentamicin).
Furthermore, it can extrude cefepime, carbapenems, some fluoroquinolones, tetracyclines, and erythromycin. Some of the
AxyXY-OprZ substrates are major components widely used to treat pulmonary infections in CF patients.

A chromobacter xylosoxidans is an opportunistic human patho-
gen (1, 2) that is increasingly isolated from the respiratory
tract of cystic fibrosis (CF) patients (3-5). Recent studies under-
score its probable involvement in the inflammatory response and
in the decline of the lung function (6, 7). This species exhibits
innate resistance to many antibiotics, including cephalosporins
(except ceftazidime), aztreonam, and aminoglycosides (1, 8-10).
Clinical strains frequently harbor acquired resistances, especially
to ceftazidime, ciprofloxacin, and carbapenems. We have recently
described the first resistance-nodulation-cell division (RND)-
type multidrug efflux pump in A. xylosoxidans, AxyABM (11).
This system shares some properties with the Pseudomonas aerugi-
nosa MexAB-OprM efflux pump: AxyABM can extrude cephalo-
sporins (except cefepime), fluoroquinolones, and chlorampheni-
col. Moreover, AxyABM plays a major role in the innate resistance
to aztreonam. Nevertheless, the mechanism(s) leading to amin-
oglycoside and cefepime resistance remain(s) unknown. It is likely
that other efflux systems contribute to the antibiotic resistance of
A. xylosoxidans, since the use of reserpine, an efflux pump inhib-
itor, leads to decreased MICs of tetracyclines, which are not sub-
strates of AxyABM (11).

We have determined the whole-genome shotgun sequence of
the A. xylosoxidans AXX-A strain (GenBank accession number
AFRQO01000000). We examined this sequence looking for homol-
ogy with mexX and mexY from P. aeruginosa, given that the
MexXY/OprM efflux system has been shown to extrude amin-
oglycosides, cefepime, tetracyclines, fluoroquinolones, macro-
lides, and chloramphenicol (12—15). The MexY RND transporter
from P. aeruginosa interacts with the periplasmic protein MexX
and the outer membrane channel OprM that is encoded by the
mexAB-oprM multidrug efflux operon. The expression of mexXY
is complex and governed by several regulatory mechanisms. One
of them is negative regulation by the product of the mexZ gene
located upstream from mexX (12, 16). By using the BLAST pro-
gram (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), we detected 3 pu-
tative genes in the AXX-A genome (contig 71, GenBank accession
number AFRQ01000061.1), designated axyZ, axyX, and axyY,
sharing 67, 67, and 77% nucleotide similarity with mexZ, mexX,
and mexY, respectively. Downstream from axyY, we found an-
other open reading frame (ORF), oprZ, encoding a probable outer
membrane protein. The aim of our study was to evaluate the in-
volvement of this putative RND-type efflux pump in the multi-
drug resistance of A. xylosoxidans.
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In this work, we studied three clinical isolates of A. xylosoxi-
dans: AXX-A, AXX-D, and AXX-H. The strains were identified by
using the API20NE system (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France)
and by sequencing of the rrs gene. Susceptibility testing was per-
formed by Etest (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and inter-
preted according to the breakpoints defined by the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (http://www
.eucast.org/clinical_breakpoints/). AXX-A harbors a wild-type
antibiotic resistance phenotype, AXX-D an acquired resistance to
ceftazidime and fluoroquinolones, and AXX-H an acquired resis-
tance to ceftazidime, fluoroquinolones, and carbapenems (Table
1). In these strains, we have inactivated axyY, encoding the trans-
porter component. For this purpose, the primers INA-axyY-F and
INA-axyY-R (Table 2) were designed to amplify a 755-bp region
of axyY (nucleotide positions from 1696 to 2450). The PCR prod-
uct was cloned into the pUCI19 vector by using the In-Fusion HD
cloning kit (Clontech Laboratories, Mountain View, CA) as rec-
ommended by the manufacturer. Newly constructed plasmids
(pINA-axyY-AXX-A, pINA-axyY-AXX-D, and pINA-axyY-AXX-
H) were used as suicide vectors. They were introduced into each
strain by electroporation. Recombinant clones (axyY::Tic) named
AXX-A-AY, AXX-D-AY, and AXX-H-AY were selected on Muel-
ler-Hinton agar plates containing 50 .g/ml of ticarcillin. The dis-
ruption of axyY in each strain was confirmed by PCR and DNA
sequencing (primer pairs V-INA-axyY-F/M14R and M14F/V-
INA-axyY-R).

The axyY inactivation led to decreased MICs of aminoglyco-
sides, carbapenems, cefepime, some fluoroquinolones, tetracy-
clines, erythromycin, and to a lesser extent, ceftazidime (Table 1).
The activities of all aminoglycosides tested were substantially en-
hanced. Susceptibility to tobramycin, amikacin, netilmicin, and
gentamicin was restored for all strains. The activities of carbapen-
ems were slightly enhanced in the mutants AXX-A-AY and AXX-
D-AY compared with their activities in the original strains,

Received 15 June 2012 Returned for modification 30 July 2012
Accepted 16 October 2012

Published ahead of print 22 October 2012

Address correspondence to Catherine Neuwirth, catherine.neuwirth@chu-dijon fr.
Copyright © 2013, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
doi:10.1128/AAC.01243-12

aac.asm.org 603

Jaiylod aalald Aq Z1L0zZ ‘L€ Jequaoa uo /610 wse oee//:dpy wol papeojumoq



Bador et al.

TABLE 1 MICs of 22 antibiotics for clinical strains and axyY::Tic mutants

MIC (pg/ml) for strain®:

Antibiotic AXX-A AXX-A-AY AXX-D AXX-D-AY AXX-H AXX-H-AY
Ticarcillin® 0.25 >256 0.25 >256 0.25 >256
Tobramycin 16 1.5 (10) 24 0.5 (48) 32 1(32)
Amikacin 256 2 (128) 96 0.25 (384) >256 3 (>85)
Netilmicin 32 2 (16) 64 0.75 (85) 192 1(192)
Gentamicin 48 1(48) 12 0.094 (127) 48 0.75 (64)
Kanamycin 32 2 (16) >256 3 (>85) >256 12 (>21)
Ceftazidime 4 2(2) 48 24 (2) 48 24 (2)
Cefepime 16 8(2) >256 24 (>10) >256 >256
Imipenem 1 0.5(2) 1.5 1(1.5) 4 1(4)
Meropenem 0.094 0.047 (2) 0.064 0.032 (2) 12 2 (6)
Doripenem 0.19 0.047 (4) 0.25 0.19 (1.3) 16 1.5 (10)
Tetracycline 48 12 (4) >256 32 (>8) >256 >256
Doxycycline 8 3(2.7) 48 12 (4) 128 24 (5)
Tigecycline 4 0.75 (5.3) 8 1(8) 6 2 (3)
Nalidixic Acid 24 12 (2) >256 >256 >256 >256
Norfloxacin 8 4(2) >256 24 (>10) >256 128 (>2)
Ofloxacin 2 1.5 (1.3) >32 24 (>1.3) >32 >32
Levofloxacin 0.75 0.75 (1) 16 4 (4) >32 8 (>4)
Moxifloxacin 1.5 1(1.5) >32 2 (>16) >32 24 (>1.3)
Ciprofloxacin 0.75 0.5 (1.5) >32 3 (>10) >32 8 (>4)
Chloramphenicol 12 8 (1.5) >256 >256 >256 192 (>1.3)
Erythromycin 64 16 (4) >256 6 (>42) >256 >256

“ Values in parentheses represent the relative MIC decreases (ratio of the MIC for the parent strain to the MIC for the mutant strain).
b The ticarcillin resistance observed in the mutants is caused by the production of the penicillinase encoded by the bla gene from the pUC19 vector.

AXX-A and AXX-D. Interestingly, the MICs of meropenem and  spontaneous revertants obtained by culturing mutant strains
doripenem were decreased 6-fold and 10-fold, respectively, after ~ without ticarcillin.

axyY disruption in the carbapenem-resistant strain AXX-H. This AxyXY-OprZ from A. xylosoxidans and MexXY/OprM from P.
suggests that AxyXY-OprZ might lead to acquired resistance to  geruginosa have common substrates. This is consistent with the
carbapenems. Nevertheless, the MIC values of meropenem and  high amino acid sequence similarity observed between the trans-
doripenem for AXX-H-AY, 2 and 1.5 pg/ml, respectively, were  porters AxyY and MexY (73%), the transporter component being
still more elevated than those for AXX-A and AXX-D. It is likely  responsible for substrate recognition of the RND-type efflux sys-
that other mechanisms are involved in the residual carbapenem  tems (17). Nevertheless, AxyXY-OprZ confers a much higher level
resistance of AXX-H-AY. Concerning the cephalosporins, we  of resistance to aminoglycosides than MexXY-OprM in wild
observed that axyY inactivation resulted in a 2-fold decrease of  gtrains. It has recently been reported for some aminoglycoside-
the ceftazidime MIC, whatever the resistance level in parent  yegistant strains of P. aeruginosa that mexX and mexY are linked to
strains. The ac'tivity of cefepime was Partially restc.)re'd in AXX- e oprA gene in the same operon and that MexXY can utilize
D-AY but notin AXX-H-AY, suggesting the association of var-  ;por OprM or OprA to form drug efflux complexes (18). Such an

ious rgechanismﬁ of resistanﬂce. Final}y, f&xyXY-OdprZ C}im also operon, including an oprA gene, has been also described in Burk-
extrude tetracyclines, some fluoroquinolones, and erythromy= ;7o pseudomallei, a species intrinsically highly resistant to

cin, which are also substre}tes of MexXY/OprM. The restoratign aminoglycosides due to expression of the AmrAB-OprA efflux
of the original drug resistance phenotypes was observed in pump (19). The oprZ gene that we detected in the three strains
studied (primers oprZ-F and oprZ-R) seems to be a homologue of
the oprA genes from P. aeruginosa and B. pseudomallei (71% nu-

TABLE 2 Primers used in the study cleotide identity and 57% amino acid identity). We plan to assess
Primer Nucleotide sequence (5'-3") the contribution of OprZ to the high level of resistance to amin-
INA-axyY-F  CGGTACCCGGGGATCCAGGGCAGCTTCATGGCCAT*  oglycosides.

INA-axyY-R ~ CGACTCTAGAGGATCGGGAAGCCGTTGTAGCGGTT* In conclusion, we have demonstrated that AxyXY-OprZ confers
V-INA-axyY-F  CGCCTGACCACGCGCTATA on A. xylosoxidans a broad spectrum of antimicrobial agent resis-
MI14F® CCAGGGTTTTCCCAGTCACGA tance. The most interesting finding is that AxyXY-OprZ confers on A.
M14R” GCGGATAACAATTTCACACAGGA xylosoxidans its intrinsic high level of resistance to aminoglycosides.
VINA-axyY-R - CGGACAGCCGCTCTTCGTA Our results suggest the involvement of AxyXY-OprZ in acquired re-
oprZ-F CACGCTCAAGCTGACCCA . . . .
oprZ-R CCTCCAGCATCTCCAGGT 51s.tance. to carbapenems and fluoroquinolones that are major anti-
¢ Underlined sequences comprise 15 bases of homology with the ends of the linearized mlCI‘Ol?lal Coml,)on?nts for the treatment of plﬂm9nary 1nf.ec'F10ns m
vector pUCI9. CF patients. This will be supported by further studies that will include
® M14F and M14R are primers designed in suicide plasmids. more clinical isolates.
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