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MH : Mueller-Hinton

MHA : Mueller-Hinton agar
MHB : Bouillon Mueller-Hinton
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min : Minute
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Nommé bacille pyocyanique lors de sa découverte en 1882 en raison du pigment bleu
qu’il produit, Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire des milieux
humides tels que les lacs et les rivieres, les piscines mais également les eaux polluées.
Grace a la grande taille de son génome (de 5,2 a 7 Mpb), ne contenant pas moins de
5600 genes, ce bacille est capable de coloniser et de s’adapter a toutes sortes
d’environnements. Sa versatilité nutritionnelle et métabolique, son aptitude a
percevoir les changements de son milieu et sa capacité a produire tout un arsenal de
facteurs de virulence lui ont permis de s'imposer comme pathogene opportuniste
majeur de 'homme, en étant la 3¢ cause des infections nosocomiales derriere
Escherichia coli et Staphyloccocus aureus. Quasiment inoffensif chez l'individu sain,
P. aeruginosa peut se révéler redoutable chez les personnes immunodéprimées, les
grands briilés ou encore les patients atteints de mucoviscidose (CF, Cystic Fibrosis)
chez qui ce germe trouve toutes les conditions nécessaires a son développement et sa
persistance. L’élément-clé de son succes est une résistance aux antibiotiques et aux
antiseptiques nettement supérieure a celle de la plupart des autres especes
microbiennes. Cette particularité s’explique a la fois par 'existence de mécanismes de
résistance intrinseques, caractéristiques de l'espece, mais également par le
développement de résistances supplémentaires, résultant du transfert d’éléments
génétiques mobiles ou plus souvent, de mutations sélectionnées par la pression

antibiotique.

Ainsi, la faible perméabilité de la membrane externe de P. aeruginosa constitue sa
premiere ligne de défense contre les molécules antibiotiques. Ce microorganisme
produit également des enzymes inactivatrices telles que la céphalosporinase AmpC
et 'enzyme APH(3')-1Ib, le rendant insensible a diverses (-lactamines et plusieurs
aminosides. Enfin, la production de deux systemes d’efflux actif de la famille RND,
MexAB-OprM et MexXY/OprM, permet I'export de nombreuses molécules toxiques

(dont les antibiotiques) du périplasme vers le milieu extérieur.
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La bactérie peut atteindre des niveaux de résistance encore plus élevés suite a (i) la
diminution de la perméabilité de la membrane externe lorsque ses porines sont
altérées, (ii) la surexpression d'un ou plusieurs de ses systemes d’efflux, (iii)
I'élargissement du spectre de la céphalosporinase naturelle AmpC, ou (iv) la
modification de la cible des antibiotiques consécutive a des mutations (Lister et al.,

2009).

Au milieu des années 1980, de nouvelles molécules bactéricides font leur apparition
dans l’arsenal thérapeutique antipyocyanique : les carbapénemes. Leur large spectre
antibactérien et leur grande stabilité envers les f-lactamases les rendent
particulierement intéressants dans le traitement des infections nosocomiales.
Toutefois, leur passage a travers la membrane externe de P. aeruginosa s’effectuant
principalement par la porine spécifique OprD, les premiers cas de résistance due a
des altérations membranaires ne tardent pas a faire leur apparition (Masuda et al.,
1995). De plus, le systeme d’efflux MexAB-OprM s’avere capable de transporter
certaines de ces molécules et donc de réduire leur efficacité lorsque la pompe est
surproduite (Kohler et al., 1999b). Chez P. aeruginosa, I’accumulation de mutations

conduisant a la coexistence de ces deux phénomenes n’est pas rare, notamment chez

les souches CF (Tomas et al., 2010).

L’analyse des mécanismes de résistance aux carbapénemes chez les souches cliniques
a montré que I'absence de porine OprD dans la membrane externe pouvait résulter
de mutations inactivant le géne oprD ou entrainant la répression de ce dernier
(Castanheira et al., 2014a; Giske et al., 2008; Quale et al., 2006; Riera et al., 2011;
Rodriguez-Martinez et al., 2009) (partie C. Résultats). Ainsi, certains régulateurs de
systemes d’efflux ont un effet négatif sur la transcription du gene oprD. Par exemple,
la porine est inversement co-régulée avec le systeme MexEF-OprN, ce qui conduit a

une résistance conjointe aux fluoroquinolones, triméthoprime, chloramphénicol
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(substrats de MexEF-OprN) et aux carbapénemes (subtrats de OprD). Exprimée a un
niveau basal tres faible chez les souches sauvages, cette pompe d’efflux est fortement
surproduite chez les mutants appelés nfxC (norfloxacin resistant mutants). Le
phénotype NfxC survient principalement en raison de mutations inactivant
I'oxydoréductase MexS (mutants mexS). Bien décrits parmi les souches de

laboratoire, ces mutants restent toutefois mal caractérisés parmi les isolats cliniques.

Dans les deux premieres parties de ce manuscrit, nous ferons la synthese des
données de la littérature sur la résistance aux carbapénemes chez P. aeruginosa, puis
nous présenterons les objectifs de notre étude portant sur le role de la porine OprD et
de la pompe d’efflux MexEF-OprN dans la résistance aux antibiotiques. Un troisieme
chapitre sera consacré aux résultats obtenus au cours de notre travail de these. Nous
discuterons ces résultats dans une quatrieme partie et enfin, dans le dernier volet,

nous décrirons le matériel et les méthodes utilisés pour réaliser ce projet.
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1 LES CARBAPENEMES

Les carbapénemes sont des agents antibactériens de la famille des 3-lactamines. La
premiere molécule de cette sous-famille, 1'acide olivanique, a été découverte en 1976
chez Streptomyces clavuligerus et représente la premiere (-lactamine a large spectre
(Brown et al.,, 1976; Piddock, 2006). Mais, en raison de son instabilit¢ et de sa
mauvaise diffusion a travers la paroi bactérienne, c’est la thiénamycine, isolée peu de
temps apres chez Streptomyces cattleya, qui devient le modele pour le design des
carbapénemes utilisés aujourd’hui en thérapeutique (Kahan et al., 1979). Cette
molécule, en plus de son activité -lactamine, est également un inhibiteur de (-

lactamase (Toda et al., 1980).

1.1 STRUCTURE DES CARBAPENEMES

Chaine hydroxyethyi Les molécules de carbapénemes

s sont caractérisées par une double

liaison C2-C3 (Figure 1). La

COoH

Thiénamycine non

présence de la chaine

Toon

1Y, - | fm hydroxyéthyl de la thiénamycine

—R Carbapénéme Pénicilline

de méme que la configuration

COOH

Comur carbapénéme trans des carbones C5 et C6
Figure 1 : Modification de la thiénamycine pour la

production des carbapénémes synthétiques (Papp- confére a cette molécule une
Wallace et al.,, 2011; Piddock, 2006). La chaine
hydroxyéthyl et les carbones C1, C5-C6, caractéristiques stabilité face aux ﬁ-lactamases. Le
des carbapénémes, sont indiqués en rouge. .

carbone Cl1 qui remplace le
soufre, commun a tous les antibiotiques de la famille des pénicillines, joue un role
majeur en permettant d’agrandir le spectre d’activité de la molécule (Papp-Wallace et
al., 2011). L'imipéneme est le premier carbapéneme de synthese produit directement

a partir de la structure de la thiénamycine : il est a la fois plus stable et moins sensible
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a I'hydrolyse par les 3-lactamases. En revanche, cet antibiotique est inactivé par la
déshydropeptidase I produite par les cellules rénales humaines (Hikida et al., 1992).
Son utilisation en thérapeutique se fait donc en complément d’un inhibiteur de
déshydropeptidase I: la cilastatine ou le PB-mirpon (Norrby, 1985). Depuis, un
groupement méthyl en position C13 a été ajouté sur les carbapénemes de nouvelle
génération (méropéneme, biapéneme, ertapéneme et doripéneme : Figure 2) (Papp-
Wallace et al., 2011) afin de les protéger de l'action de cette peptidase (Fukasawa et
al., 1992).

o OH
N

COOH COOH coon

Imipéneme Méropéneme Ertapéneme Doripénéeme

Figure 2 : Structure des 4 carbapénémes commercialisés en France (adapté de (Papp-Wallace et al.,
2011; Piddock, 2006)). Les cercles rouges désignent le groupement méthyl ajouté en C1 sur les
carbapénemes de nouvelle génération.

1.2 MECANISME D’ACTION DES CARBAPENEMES

Carbapénéme Les carbapénemes diffusent

" { difficilement a travers la bicouche

You lipidique qui forme le continuum de la

Membrane externe

 Porine membrane externe chez les bactéries a

Gram négatif. En revanche, ils
Peptidoglycane

diffusent facilement a travers les

canaux aqueux que contituent les

Membrane interne

Figure 3 : Voie de passage des carbapénémes @ porines (Figure 3). Une fois dans le
travers la paroi des bactéries a Gram négatif. Les

carbapénémes rejoignent Pespace périplasmique en Periplasme, ils s’acylent de maniere
traversant la membrane externe grdce a des

porines. lIs se lient a leurs cibles cellulaires, les PLP. irréversible aux PLP (Protéines Liant
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la Pénicilline) situées sur la face externe de la membrane cytoplasmique (Hashizume

et al., 1984).

1.2.1 Les porines chez P. aeruginosa, voie d’entrée des antibiotiques

Afin d’assurer la diffusion des nutriments, la membrane externe de P. aeruginosa est
percée de nombreux canaux aqueux appelés porines. Ces canaux, spécifiques ou non,
permettent l'entrée de solutés hydrophiles de petite taille (sucres, acides aminés,
phosphates, cations divalents...) dans 1'espace périplasmique (Tablean 1). A ce jour,
64 protéines canalaires ont été recensées chez P. aeruginosa. Elles sont classées en 4
familles: (i) les pores d’efflux/sécrétion de type OprM, (ii) les porines TonB-
dépendantes de type OprC, (iii) les porines spécifiques de type OprD et (iv) les
porines non spécifiques de type OprF, la porine majoritaire chez P. aeruginosa
(Hancock & Brinkman, 2002; Lister et al., 2009). Plusieurs de ces porines, spécifiques
ou non, sont empruntées par les antibiotiques pour pénétrer a I'intérieur de la cellule
(Tableau 1). Les carbapénemes utilisent préférentiellement une porine spécifique
appelée OprD pour franchir la barriere de la membrane externe. Toutefois, une étude
récente vient de montrer qu'une porine de la méme famille, OccD3 (précédemment
appelée OpdP), est perméable au méropéneme (Isabella et al., 2015). En effet, la
délétion du gene codant pour cette porine augmente de 2 a 8 fois la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) du méropéneme selon que le gene oprD est
fonctionnel ou inactivé. OccD3 pourrait étre aussi impliquée dans le passage de
I'imipéneme et du doripéneme. En effet, sa délétion n’affecte pas la CMI de ces deux
antibiotiques, mais associée a la délétion de OprD, elle 'augmente 2 fois en

comparaison a une souche délétée du gene oprD seul (Isabella et al., 2015).
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Tableau 1 : Liste des porines chez P. aeruginosa.

Nom Substrats
Famillez Porine , — — Références
récent’  Non-antibiotique Antibiotiquec
OprD OprD OccD1 Acides aminés IPM, MEM (Tamber et al., 2006; Trias
basiques, & Nikaido, 1990a; Trias &
gluconate Nikaido, 1990b)
OpdC OccD2 Histidine - (Tamber et al., 2006)
OpdP OccD3 Dipeptides MEM (Isabella et al., 2015;
glycine-glutamate Tamber et al., 2006)
OpdT OccD4 Tyrosine - (Tamber et al., 2006)
OpdI OccD5 - - (Hancock & Brinkman,
2002)
OpdB OccD7 Proline - (Tamber et al., 2006)
Opd] OccD8 Acides aminés - (Hancock & Brinkman,
ardmatiques 2002)
OpdK OpdK OccK1 Vanillate CAR, FOX, TET  (Eren et al., 2012; Tamber
et al., 2006)
OpdF OccK?2 Hexuronates GEN, CAR, FOX (Eren et al., 2012; Hancock
& Brinkman, 2002)
OpdO OccK3 Pyro-glutamate CTX (Eren et al., 2012; Tamber
et al., 2006)
OpdL OccK4 Phenylacétate - (Hancock & Brinkman,
2002)
OpdH OccK5 Tricarboxylate CAZ (Tamber et al., 2006;
Tamber et al., 2007)
OpdQ OccK6 Nitrobenzoate - (Hancock & Brinkman,
2002)
OpdD  OccK7 Acides gras a - (Hancock & Brinkman,
chaine courte ou 2002)
dicarboxylates
OprE OccK8 Arginine ou CAZ (Yamano et al., 1993;
proline Yoneyama et al., 1995)
OpdG OccK9 Phtalates - (Hancock & Brinkman,
2002)
OpdN  OccK10 5- amino- = (Hancock & Brinkman,
levulinate ou 2002)
glutamate
OpdR  OccK11 Phénylacétate - (Hancock & Brinkman,
2002)
TonB2 OprC - CAZ, CAR,CHL (Yoneyama et al., 1995)
NS OprF Non spécifique CHL (Yoneyama et al., 1995)

aTonB2: porine dépendante de TonB2, NS: porine non spécifique. * Nouvelle nomenclature
proposée par (Eren et al., 2012). < IPM: imipéneme, MEM : méropénéme, CAR: carbénicilline,
FOX: céfoxitine, TET : tétracycline, GEN : gentamicine, CTX: céfotaxime, CAZ : ceftazidime et
CHL : chloramphénicol.
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122 Les PLP, cibles des carbapénémes

Les PLPs sont des enzymes de la famille des “pénicilloyl sérine transférases »
impliquées dans la synthese et le recyclage du peptidoglycane (Farra et al., 2008). Par
leur domaine PB (Penicillin Binding) comprenant une sérine active, elles catalysent les
étapes d’incorporation de nouvelles sous-unités de peptidoglycane (Legaree et al.,
2007). Ces enzymes possedent également un domaine non-PB composé d’'une
sequence signal non-clivable enchassée dans la membrane interne. Chez P.
aeruginosa, on distingue 8 sortes de PLP qui ont chacune un rdle précis dans la
synthese du peptidoglycane. En 1997, Liao et Hancock montrent que les PLP de haut
poids moléculaire (la, 1b et 2) sont des enzymes vitales possédant a la fois une
activité transpeptidase et glycosylase alors que les PLP de bas poids moléculaire (3,
3x, 4, 5/6 et 7) sont des carboxypeptidases non-essentielles a la survie cellulaire (Liao
& Hancock, 1997). De fait, les PLP de haut poids moléculaire sont des cibles
privilégiées pour les molécules a visée thérapeutique (7ublean 2). Ainsi, chez P.
aeruginosa, tous les carbapénemes possedent une forte affinité pour la PLP2 (Papp-
Wallace et al.,, 2011). La délétion du gene pbpA codant pour cette enzyme entraine
I'apparition de bactéries de forme sphérique confirmant son role structurant pour la
paroi bactérienne (Legaree et al., 2007). L'imipéneme possede également une forte
affinité pour les PLP 4 et 5 alors que le méropéneme, le doripéneme et 'ertapéneme
se lient plus facilement a la PLP 3 (Davies et al., 2008; Giske et al., 2008; Hashizume et
al., 1984; Odenholt, 2001; Sakyo et al., 2006).
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Tableau 2: Classification des différentes PLP chez Pseudomonas aeruginosa.

Classification PLP Géne Antibiotiques fixés Homologue Référence
chez E. coli
Haut poids la ponA Ampicilline, cloxacilline, la (Liao & Hancock, 1997)
moléculaire pipéracilline, +/- imipénéme”
1b ponB Céphalosporines, +/- imipénéme”  1b (Liao & Hancock, 1997)
2 pbpA Ampicilline, cloxacilline, 2 (Legaree et al., 2007; Liao &
pipéracilline, carbapénémes Hancock, 1997)
(imipénéme, méropéneme,
doripénéme, ertapénéme)
Bas poids 3 pbpB Ceftazidime, aztréonam, céfépime, 3 (Liao & Hancock, 1997)
moléculaire ampicilline, cloxacilline,
pipéracilline, méropénémes,
doripénéme, ertapéneme
3x pbpC Ceftazidime, aztréonam, céfépime 3 homologue (Liao & Hancock, 1997)
4 dacB Céfoxitine, imipénéme$ 4 (Hashizume et al., 1984)
5/6 dacC Céfoxitine, cefmétazole, 5 (Farra et al., 2008)
imipénémes
7 pbpG Inconnu 7 (Song et al., 1998)

* Faible affinité ; s forte affinité.
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1.3 SPECTRE D’ACTIVITE DES CARBAPENEMES ET UTILISATION EN
THERAPEUTIQUE ANTI-PYOCYANIQUE

Dans la famille des B-lactamines, les carbapénemes ont les spectres d’activité les plus
larges en raison de leur stabilité face a la plupart des B-lactamases (Zhanel et al.,
2007). Ils possedent une activité bactéricide envers les bactéries a Gram négatif et
Gram positif, excepté Stenotrophomonas maltophilia qui exprime naturellement une
carbapénemase appelée L1 (Saino et al., 1982). La plupart des bactéries a Gram positif
sont tres sensibles a I'imipéneme et au doripéneme alors que de nombreux Gram
négatifs sont plus sensibles au méropénéme et a I'ertapéneme (Papp-Wallace et al.,
2011). L’imipéneme et le méropénéme, qui possedent le spectre d’activité le plus
étendu parmi les carbapénemes, ont montré une tres bonne efficacité dans le cas

d’infections nosocomiales et d’infections polymicrobiennes (Bradley et al., 1999).

Parmi les 4 carbapénemes disponibles en France (imipéneme, méropéneme,
doripéneme et ertapéneme), seul l'ertapéneme n’est pas actif contre P. aeruginosa
(Zhanel et al., 2007). Les trois autres ont une activité comparable avec des CMI
variant de 1 a 4 fois (Goulenok et al., 2011; Jones et al., 2004; Pillar et al., 2008).
L’utilisation des carbapénémes est généralement restreinte aux patients avec des
souches de P. aeruginosa multi-résistantes, responsables d’infections intra-
abdominales compliquées, d’infections de la peau ou des tissus mous, du tractus
urinaire, de pneumopathies et de méningites nosocomiales. Dans le cas de
pneumonies nosocomiales a P. aeruginosa, I'imipéneme est généralement associé a un
aminoside. Le doripéneme reste moins utilisé dans ce type d’infections, méme s’il
semble plus efficace que I'imipénéme et sélectionne moins facilement des mutants
résistants (Sakyo et al.,, 2006). Enfin, chez les patients CF, le méropéneme est la

molécule de choix en cas d’exacerbation (Goulenok et al., 2011).
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2 RESISTANCE DE P. AERUGINOSA AUX CARBAPENEMES

La paroi de P. aeruginosa est tres peu perméable aux antibiotiques (10 a 100 fois moins
que celle de Escherichia coli) en raison de la porine majoritaire OprF, dont la
conformation principale (> 95% des molécules) ne forme pas de pore dans la
membrane externe (Sugawara et al., 2006). Toutefois la perméabilité de la paroi n’est
pas le seul facteur permettant d’expliquer la capacité de P. aeruginosa a développer
une résistance aux carbapénemes. Nous verrons dans les paragraphes suivants que la
production de la B-lactamase AmpC et du systeme d’efflux MexAB-OprM a
également un impact sur les CMI de ces antibiotiques (Tablean 3). Dans ce
paragraphe, nous ne traiterons que les mécanismes intrinseques pouvant étre utilisés
par P. aeruginosa et n’aborderons pas la problématique des [-lactamases
transférables, dont la diffusion parmi les souches cliniques via leurs genes est
actuellement un réel enjeu de santé publique (pour plus de renseignements, se

reférer aux revues récentes : (Cornaglia et al., 2011; Diene & Rolain, 2014)).

Tableau 3 : CMI des carbapénémes chez PAO1 et ses dérivés d’apreés (Kohler et al., 1999b; Riera et
al., 2011; Zamorano et al., 2011).

Souche P CMI (Hg{mL) T
Imipéneme Méropéneme Doripéneme

PAO1 1 0,5 0,25
PAO1AoprD >32 4 1,5
PAO1 AmpC+ 2 1,5 1

PAO1Ablaampc 0,5 0,25 ND
PAO1 ABM+ 1 4 0,5
PAO1AoprM 1 0,125 ND
PAO1AoprDAmexR* >32 >32 4

PAO1AoprDAampDP® >32 12 8

PAO1AmexR*AampD® 2 6 1,5

2La délétion de MexR conduit a la surexpression de mexAB-oprM. " La délétion de AmpD conduit a

la surproduction de AmpC.

ND : non déterminé. ABM ++: I'opéron mexAB-OprM est surexprimé.
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2.1 RESISTANCE NATURELLE PAR LA 8-LACTAMASE AMPC

AmpC est une B-lactamase de classe C codée
par le géne chromosomique  blaampc
(classification de (Ambler, 1980). Comme
H0 3

toutes les B-lactamases de cette classe, elle

hydrolyse ses substrats en plusieurs étapes.

R! s .
/o CO;V \ . .
P Apres une association non-covalente et

¢
réversible avec l’antibiotique, 1’hydroxyle

Figure 4 : Hydrolyse du cycle 8-lactame par
une B-lactamase (Touchet et al., 2011). libre de la sérine catalytique attaque le cycle

B-lactame du substrat en créant un ester acyle covalent. L’hydrolyse finale de l'ester
libere I'enzyme et l’antibiotique rendu inactif par clivage de son cycle B-lactame

(Figure 4) (Knott-Hunziker et al., 1982).

L’expression du gene blaampc est faible chez les souches sauvages car elle est controlée
par un régulateur de la famille LysR, dénommé AmpR, qui agit comme un
répresseur en conditions normales de culture. Elle peut toutefois étre induite par
certaines B-lactamines (céfoxitine, imipéneme, ampicilline, acide clavulanique, etc...)
car ces molécules interferent avec le processus de recyclage du peptidoglycane et
permettent a des produits de dégradation de s’accumuler dans le cytoplasme
(Zamorano et al., 2011). Les métabolites du peptidoglycane interagissent avec AmpR,
le transformant ainsi en activateur transcriptionnel (Livermore, 1995). Toutefois, si la
surproduction de AmpC augmente effectivement la CMI de l'imipéneme et du
meéropéneme chez PAO1 (Tublean 3), cet effet résulte plus de la séquestration des
carbapénemes que de I'hydrolyse de leur noyau (-lactame (Zamorano et al., 2011).
Chez la souche sauvage PAO], I'inactivation du gene blaampc augmente la sensibilité
aux carbapénemes, montrant que 1'enzyme contribue au niveau basal de résistance a

cette famille d’antibiotiques (Masuda et al., 1999; Zamorano et al., 2011).
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2.2 RESISTANCE ACQUISE PAR ALTERATION DES PLP

Alors que la modification des PLP est le principal mécanisme de résistance aux
B-lactamines chez les cocci a Gram positif et dans une moindre mesure chez certains
Gram négatifs tels que Haemophilus spp. et Neisseria spp., ce phénomene semble
beaucoup plus rare chez P. aeruginosa (Farra et al., 2008; Moya et al., 2012). Une
diminution de la transcription des genes codant pour la PLP2 et la PLP3 a été
observée chez 6 souches de sensibilité diminuée a 'imipéneme et au méropéneme
isolées en Suede et en Norvege (Giske et al., 2008). Depuis, d’autres travaux menés
sur des couples isogéniques sensibles/résistants aux 3-lactamines ont montré que, en
dépit d'une expression génique et de séquences en acides aminés identiques, les PLP
2 et 3 des souches résistantes pouvaient avoir une affinité plus faible pour
I'imipéneme, suggerant l'existence de modifications post-transcriptionnelles encore
non identifiées (Moya et al., 2012). L’analyse de deux souches cliniques isolées d"un
méme patient sous traitement par imipéneme, 'une pré-thérapie sensible et, I'autre
post-thérapie résistante a révélé un défaut de fixation de l’antibiotique marqué au “C
sur la PLP4 suggérant un défaut d’induction de I'expression de la (3-lactamase AmpC

(Bellido et al., 1990).

2.3 ROLE DU SYSTEME D’EFFLUX ACTIF MEXAB-OPRM

2.3.1 Contribution de MexAB-OprM a la résistance naturelle

MexAB-OprM (codé par 1'opéron mexAB-oprM) est un systeme d’efflux actif de la
famille des transporteurs RND (Resistance, nodulation, cell division), dont la
présentation sera détaillée dans les paragraphes suivants. Produit constitutivement
par P. aeruginosa, il permet I'export de molécules substrats du périplasme vers le
milieu extérieur (Poole ef al., 1993). Parmi ses substrats, on compte les antibiotiques

de la famille des carbapénemes, a I'exception de I'imipéneme. En effet, la délétion ou
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la surproduction de oprM ne modifie pas la CMI de I'imipénéme chez PAO1 (K&hler
et al., 1999b), alors qu’elle modifie celle du méropéneme (7ubleau 3). Les propriétés
physico-chimiques de I'imipéneme et du méropéneme sont sans doute a 1’origine de
leur interaction différentielle avec le systeme d’efflux MexAB-OprM (Kohler et al.,

1999b).

2.3.2 Contribution de MexAB-OprM a la résistance acquise

L’expression de l'opéron mexAB-oprM est controlée par un répresseur
transcriptionnel de la famille MarR nommé MexR, codé par un gene situé en amont
de l'opéron (Figure 5) (Poole et al., 1996; Saito et al., 1999; Srikumar et al., 2000). 11 se
fixe sous forme d’un homodimere sur la région intergénique mexR-mexA, réprimant a
la fois sa propre transcription et celle de I'opéron (Evans et al., 2001). Son activité est
elle-méme modulée par le produit d’'un gene, armR, dont I'expression est réprimée
naturellement par un répresseur, NalC, de la famille TetR (Figure 5). Lorsqu’elle est
produite, la protéine ArmR se fixe sur le dimere de MexR empéchant ainsi sa liaison
a la région promotrice de mexA et permettant la transcription de 1'opéron d’efflux
(Cao et al., 2004). Enfin, un troisieme répresseur de la famille TetR, NalD, est
impliqué dans la régulation de mexAB-oprM. 1l se fixe en amont de mexA sur un
promoteur différent de celui controlé par MexR (Morita et al., 2006; Sobel et al.,
2005a). Finalement, a ce jour, 3 types de mutants surproducteurs de la pompe
MexAB-OprM ont été décrits: (i) les mutants nalB dont le répresseur MexR est
inactif, (ii) les mutants nalC surproduisant I’anti-répresseur ArmR suite a
I'inactivation du gene nalC et (iii) les mutants nalD altérés dans le gene nalD (Figure

5) (Cao et al., 2004; Kohler et al., 1997a; Saito et al., 1999; Srikumar et al., 2000).
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: mexA > mexB > oprm %

NalD

Figure 5 : La régulation de I'opéron mexAB-oprM. MexR sous forme d’homodimére réprime
partiellement sa propre expression et celle de 'opéron mexAB-oprM. L’antirépresseur ArmR, dont
I’expression est contrélée par le répresseur NalC, empéche l'activité de MexR. Enfin, NalD réprime
I’expression de mexAB-oprM en se fixant sur un promoteur différent de celui reconnu par MexR. Des
mutations (triangles jaunes) dans les génes mexR, nalC et nalD conduisent indépendamment a la
surproduction de MexAB-OprM.

Dans les souches cliniques, la surexpression de mexAB-oprM a été plusieurs fois
associée a une augmentation de la CMI du méropéneme ou du doripéneme. La
prévalence de ces mutants surproducteurs est difficile a évaluer et varie de 32 a 70%
selon les criteres retenus pour la sélection des souches (Castanheira et al., 2014a;
Davies et al., 2011; Giske et al., 2008). Ainsi, un travail récent a montré que parmi une
collection de 120 souches européennes et méditerranéennes sélectionnées en raison
de leur résistance aux carbapénemes, mexAB-oprM était surexprimé plus de 5 fois
chez 32,5 % des souches, entrainant une augmentation de la CMI du méropéneme de
0,25 a 1 pg/mL (Castanheira et al., 2014a). Dans les cas ou l'origine génétique de la
surexpression de mexAB-oprM a été recherchée, il semble que les mutants de type
nalB soient en moyenne 2 fois plus résistants aux substrats de la pompe que les
mutants de type nalC ou nalD (Srikumar et al., 2000). Plus particulierement, la
substitution V2E dans MexR engendre des niveaux de résistance au méropéneme 2 a
4 fois supérieurs a ceux résultant de la perte de OprD seule (Pai et al., 2001). L’impact

des mutations nalB, nalC et nalD ne semble toutefois pas univoque et pourrait varier
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en fonction du fond génétique des souches cliniques (Llanes et al., 2004). Enfin, chez
les souches CF, il a été montré que la surexpression de la pompe d’efflux pouvait étre
tres importante en raison de mutations conjointes dans 2, voire méme 3 des genes

régulateurs de MexAB-OprM (Tomas et al., 2010).

2.4 RESISTANCE AUX CARBAPENEMES DUE A LA PORINE OPRD

L’altération qualitative ou quantitative de la porine OprD est la cause principale de la
résistance de P. aeruginosa aux carbapénemes (Castanheira et al., 2014b; Pai ef al.,
2001) (partie C. Résultats). Les phénomenes pouvant conduire a la disparition ou a la
moindre production de OprD dans la membrane externe seront détaillés dans les

paragraphes suivants.

2.5 EXPRESSION SIMULTANEE DE MECANISMES NON-
ENZYMATIQUES DE RESISTANCE AUX CARBAPENEMES

Chez la souche de référence PAO1, I'expression simultanée de plusieurs mécanismes
de résistance aux carbapénemes a non seulement un effet additif sur les niveaux de
résistance (imipéneme > 32 pg/mL, méropéneme > 32 ug/mL et doripéneme 8
ug/mL), mais elle modifie également les rapports de CMI habituellement observés
(chez PAOL1 : CMI imipénéme = 2x CMI méropéneme = 2x CMI doripéneme) (Tubleau
3) (Ikonomidis et al., 2008; Pai et al., 2001). Conformément a ces observations, I'étude
d'une collection de souches cliniques cumulant la surproduction de MexAB-OprM et
la perte de OprD a montré que les CMI de I'imipéneme et du méropéneme pouvaient
atteindre des valeurs supérieures a 32 ug/mL (Riera et al., 2011) ; dans ce cas, la CMI
du méropéneme peut alors égaler celle de 'imipéneme (Castanheira et al., 2014b;
Hammami et al., 2009; Riera et al., 2011). Toutefois, la co-existence de ces deux
mécanismes de résistance semble peu fréquente (de 5 a 15%) parmi les souches

cliniques lorsque celles-ci sont sélectionnées en raison de leur non-sensibilité a un
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carbapéneme au moins (CMI de I'imipénéme de 0,5 a 16 pg/mL et du méropéneme
de 0,25 a 16 pg/mL) (Castanheira et al., 2014b; Pai et al., 2001; Riera et al., 2011). A
I'inverse, parmi les souches cliniques hautement résistantes aux carbapénemes (CMI
de l'imipéneme et du méropéneme > 16 ug/mL) et dépourvues de métallo-B-
lactamase, ces deux mécanismes sont fréquemment associés (Hammami et al., 2009),
en particulier chez les souches CF ou1 pres de 50% des isolats combinent la perte de la

porine avec la surexpression de mexAB-oprM (Tomas et al., 2010).

3 CONTRIBUTION DE LA PORINE OPRD A LA RESISTANCE
ACQUISE AUX CARBAPENEMES

3.1 LA PORINE OPRD

Anciennement nommée D2, la porine OprD est une protéine de 45,9 kDa constituant
la principale voie de passage des carbapénemes a travers la membrane externe de P.
aeruginosa. La délétion du gene oprD codant pour cette protéine entraine une
augmentation des CMI de l'imipénéme et du méropéneme de 4 et 16 fois
respectivement par rapport a la souche parentale (7nblean 3) (Kohler et al., 1999b). La
croissance en milieu minimum de souches ayant un géne oprD inactivé ou
surexprimant ce géne a montré que OprD est une porine a diffusion lente et
saturable, spécialisée dans le transport d’acides aminés basiques (comme la lysine et
I'arginine) et du gluconate (Huang & Hancock, 1993; Ochs et al., 1999b; Trias &
Nikaido, 1990a; Trias & Nikaido, 1990b). De plus, I'ajout de L-lysine jusqu’a 100 mM
dans le milieu de culture, augmente de 2 a 8 fois la CMI de I'imipéneme, indiquant
une compétition entre les deux molécules pour les sites d’interaction de la porine et
par conséquent une réduction de leur entrée au sein de la bactérie (Fukuoka et al.,

1991; Huang & Hancock, 1993).
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3.1.1 Adressage de la porine a la membrane externe

La porine OprD est synthétisée par le ribosome dans le cytoplasme bactérien sous la
forme d’une pré-protéine. Comme toutes les protéines de membrane externe, elle est
ensuite guidée successivement par deux systemes protéiques qui lui permettent
d’atteindre la membrane externe : (i) le translocon Sec lui fait traverser la membrane
interne, puis (ii) le complexe protéique Bam lui permet de se replier et de s’inserer
dans la membrane externe (Solov'eva et al., 2012). Son adressage est possible grace a
une séquence signal composée (de I'extrémité N-ter vers le coeur de la séquence) : (i)
d'un domaine chargé positivement, (ii) un domaine hydrophobe de 10 a 15 acides
aminés et (iii) un domaine polaire qui contient le site de reconnaissance d’une

peptidase périplasmique spécifique permettant son clivage (Solov'eva et al., 2012).

1. Passage a travers la membrane interne : le translocon Sec

Pour passer la membrane interne, les protéines de membrane externe doivent étre
non-repliées. Elles sont conduites depuis le cytoplasme par la protéine chaperonne,
SecB (Figure 6). Cette derniere est active sous la forme d'un homotétramere de
69 kDa ; SecB se fixe sur un site spécifique de la protéine a adresser a condition
qu’elle soit dépliée, ce site étant masqué par les repliements de la protéine. En plus
de son role de chaperonne, SecB possede également un role dans 1'orientation du
peptide, permettant sa reconnaissance par le composant catalytique du translocon,
I"’ATPase SecA. Une fois la pré-protéine liée a SecB, SecA interagit avec SecB et prend

en charge a son tour la pré-protéine, probablement en se liant a sa séquence signal.

SecA est active sous la forme d’homodimere et peut étre localisée alternativement
dans le cytosol ou dans la membrane interne. En effet, en présence d’ATP, SecA
s'insere dans la membrane interne, et « pousse » la pré-protéine a travers le pore

formé par le complexe protéique SecYEG (20-25 A pour sa partie la plus large et 5-8
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A pour sa partie la plus resserrée). Il a été montré que I'activité ATPase de SecA
founissait 1'énergie nécessaire au passage du peptide par segments d’environ 30
acides aminés (Deitermann et al., 2005) a travers la membrane interne via SecYEG
(Solov'eva et al., 2012). L’hydrolyse de I’ATP relargue SecA dans le cytosol. Une
nouvelle sous-unité de SecA peut alors se fixer a la pré-protéine. Ainsi, la pré-
protéine est transloquée a travers SecYEG par répétition de I'’hydrolyse d’ATP par

SecA (Economou & Wickner, 1994).

Pour sortir du translocon SecYEG, la pré-protéine est finalement prise en charge par
le complexe protéique SecDF enchassé dans la membrane interne, et qui semble

« tirer » le peptide vers le périplasme en utilisant I'énergie proton motrice (Figure 6).

Pré-protéine ;.
P Périplasme

I
|

i

’.
|

fii‘f'ﬁ

Cytoplasme

Séquence signal

Figure 6 : Le passage de la pré-protéine a travers la membrane interne via le translocon Sec. Le
peptide a adresser est pris en charge par SecB qui le transfére a ’ATPase SecA. L’hydrolyse de I’ATP
par SecA permet le passage du peptide a travers le pore SecYEG. La sortie du peptide dans le
périplasme est réalisée par les chaperonnes SecDF, grdce a la force proton motrice.

2. Passage a travers le périplasme

Lorsque la pré-protéine est expulsée dans le périplasme, elle a perdu sa séquence
signal et va étre transportée par trois protéines chaperonnes (Skp, DegP et SurA) vers

la membrane externe (Figure 7) (Leyton et al., 2012).
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Figure 7 : Le passage de la pré-protéine a travers le périplasme et son insertion dans la
membrane externe. Aprés avoir traversé la membrane interne via le translocon Sec, la
pré-protéine est prise en charge par 3 chaperonnes : Skp, DegP et SurA. Si la pré-
protéine est mal repliée, elle sera dégradée par la protéase DegP (4). Afin de s’insérer
dans la membrane externe la pré-protéine est prise en charge par le complexe
protéique Bam. Les modalités de son insertion sont mal connues mais elles pourraient
faire intervenir les chaperonne Skp, DegP et SurA (5), les protéines BamBCDE (3), les
domaines POTRA de BamA (1) ou encore la protéine BamA directement (2) (Leyton et
al., 2012).

La protéine Skp, active sous forme d’homodimere, se lie spécifiquement aux
protéines non-repliées qui sont encore en contact avec le translocon Sec. Elle possede
un role dans le maintien de ces pré-protéines sous forme non-repliée et pourrait
faciliter leur relargage de la machinerie Sec. La protéine chaperonne SurA interagit
avec les mémes domaines que Skp et pourrait, apres interaction avec BamA, délivrer
les pré-protéines au complexe Bam, responsable de leur insertion dans la membrane
externe. Chez Escherichia coli, les deux protéines Skp et SurA sont également

impliquées dans les premiere étapes de repliement et dans la formation des tonneaux
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(feuillets £3), caractéristiques des protéines de membrane externe (Lazar et al., 1998;

Sklar et al., 2007).

Paradoxalement, la protéase périplasmique DegP est la seule a assurer en plus de son
role de chaperonne, celui d'une protéase (Figure 7). Ainsi, elle controle la qualité des
protéines a destination de la membrane externe et dégrade celles qui sont agrégées

ou mal repliées (Ge et al., 2014).

3. Insertion dans la membrane externe : le systéeme Bam

L’insertion de la pré-protéine dans la membrane externe est facilitée par un
complexe multi-protéique de 5 partenaires : la protéine intégrale BamA et 4
lipoprotéines périphériques BamB, BamC, BamD et BamE (Figure 7). La protéine
BamA est composée dune extrémité C-terminale formant un tonneau 3 dans la
membrane externe et d'une extrémité N-terminale périplasmique formée de 5
domaines répétés, nommés domaines POTRA (POlypeptide TRanslocation Associated)
(Knowles et al., 2009). BamA est essentielle au repliement final des pré-protéines car
chez un mutant AbamA on constate ’accumulation d’aggrégats peptidiques non-
repliés au sein du périplasme (Solov'eva et al., 2012). Il semblerait que la protéine
correctement repliée liée aux chaperonnes de I'espace périplasmique interagisse tout
d’abord avec le domaine périplasmique POTRA 1 de BamA (Figure 7). Par contre, les
étapes finales de l'insertion des protéines au sein de la membrane externe, de méme
que le rdle exact des autres protéines du complexe sont mal connus. Puisque la
plupart des protéines de membrane externe telles que OprD agissent sous la forme
de trimeres, se pose également la question de la formation de ces complexes (Ricci &

Silhavy, 2012).
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3.1.2 Présentation générale de la structure de OprD

La porine OprD est une protéine de 443 acides aminés composée de 18 feuillets B
enchassés dans la membrane externe, reliés par 9 boucles extracellulaires et 8
périplasmiques (Figure 8A et Figure 9B). L'existence de deux feuillets (S5 et S6) plus
courts (Figure 8A et Figure 9B) correspondant a un domaine possible de trimérisation
suggere que la porine est fonctionnelle sous forme de trimere (Biswas et al., 2007).
Cette structure est stabilisée dans la membrane externe grace a des liaisons
hydrogene et des interactions électrostatiques entre les phospholipides
membranaires et certains acides aminés des feuillets 3 (Sies, Kie7, Ya1s, Haz1 et Eis0) et de
la boucle L2 (K). Les interactions des feuillets B S5 a S8 avec la membrane externe
induisent une dépression, rendant la membrane moins épaisse au site de localisation

de la porine (Parkin & Khalid, 2014).

Periplasm

Figure 8 : Représentation tridimensionnelle de la porine OprD. (A) Vue latérale, (B), vue depuis I'espace
extracellulaire et (C) vue du rail d'acides aminés chargés positivement (Biswas et al., 2007).

L’intérieur du pore est principalement chargé négativement, a l’exception de 5
résidus arginine et d’une lysine (Figure 9B). Ces résidus forment un rail chargé
positivement guidant les substrats a travers le pore a la maniere dune voie

électrophorétique (Biswas et al., 2007).
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Figure 9 : Représentation 2D de la structure de la porine OprD présumée (Huang et al., 1995)

(A) et cristallisée (Biswas et al., 2007) (B). (A) Les feuillets 8 sont encadrés. Les acides am
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3.1.3 Constriction du pore

Avant que la structure cristalline de la porine OprD ne soit résolue (Biswas et al.,
2007), des études antérieures ont essayé de déterminer les domaines impliqués dans
la constriction du pore et le passage des substrats a partir d'une prédiction
bioinformatique (Epp et al., 2001; Huang & Hancock, 1996; Ochs et al., 2000) (Figure
9B). Nous parlerons donc, dans cette partie, de boucles présumées lorsque nous
citerons les travaux réalisés avant 2007. Ces boucles sont celles figurant sur la
structure prédite par 1'équipe de Hancock, présentée en Figure 94 (Huang &
Hancock, 1996). La Figure 9B représente quant a elle, la structure de la porine

déterminée par cristallographie (Biswas et al., 2007).

Les premieres analyses structurales de la porine OprD impliquaient les boucles
présumées L5, L7 et L8 dans la constriction du pore (Figure 9A). En effet, la délétion
de chacune de ces boucles ne modifiait pas la CMI des carbapénemes mais
sensibilisait la souche a d’autres antibiotiques (cefpirome, cefotaxime, aztréonam,
ciprofloxacine, chloramphénicol et tétracycline) (Huang & Hancock, 1996). Depuis, il
est apparu que l'intérieur du pore est en réalité fermé par 2 boucles (L3 et L7)

formant une constriction circulaire d’environ 5,5 A (Figure 10A) (Biswas et al., 2007).

Figure 10 : Comparaison de la taille du pore au sein de la porine OprD
d’aprés les modéles cristallins des équipes de Biswas (A) et de Eren (B)
(Eren et al., 2012). Les cercles rouges délimitent les contours de la
constriction du pore.
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Treés récemment, une nouvelle cristallisation de la porine, a plus haute définition, a
démontré que l'insertion des acides aminés 287 a 294 de la L7 a l'intérieur du
tonneau forme une constriction plus petite (2,15 A) que celle initialement prévue
(Figure 10) (Eren et al., 2012). La conductance de la porine sous cette conformation est
faible (21 + 3 pS), probablement en raison de l'insertion de la boucle L3 a l'intérieur
du tonneau. Cependant, la structure de la porine étant flexible, le pore peut s’ouvrir
et atteindre des pics de conductance de 889 + 102 pS (Liu et al., 2012). Certaines
souches, plus sensibles au méropénéme que PAOI1, montrent dans la boucle 7
présumée un motif particulier caractérisé par : la délétion de 2 acides aminés (Ss7s et
Gsss) et la modification des 12 acides aminés contigus (motif LESB58 : de Ms7 a Gass
Figure 9). Des tests de compétition avec la L-lysine ont montré le role de ce motif
dans la constriction du pore, permettant a de grosses molécules comme le
méropéneme de pénétrer plus facilement dans la bactérie (Epp et al., 2001). Depuis la
résolution de la structure cristalline de OprD, ce motif protéique qui s’avere localisé
dans la boucle périplasmique 8, a été retrouvé chez de nombreuses souches de

référence (Figure 11).

3.1.4 Passage des substrats au travers de la porine

Des études antérieures a la cristallisation de la porine ont montré que les boucles L2
et L3 présumées semblent étre toutes deux impliquées dans la liaison et le passage
des substrats puisque la délétion de ces boucles augmente de 8 fois les CMI de
I'imipéneme et du méropéneme, sans altérer l'insertion de la porine dans la
membrane externe (Figure 9A) (Huang et al., 1995; Ochs et al., 2000). La boucle L2
intervient dans le passage du gluconate car sans elle, la souche est incapable de
croitre en milieu minimum renfermant du gluconate comme seule source de carbone
(Huang & Hancock, 1996). Cette boucle est en réalité tres flexible, et ses mouvements

bloquent I’acces a I'entrée du pore (Parkin & Khalid, 2014).
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Le passage des substrats a travers le pore a été récemment étudié avec l'arginine
(Parkin & Khalid, 2014). I se déroule en 3 étapes. Dans un premier temps, I’arginine
se présente a l'interface des boucles L7, L8 et L9 (Figure 12A). Puis, son squelette
carboné entre en interaction avec 1'arginine 410 (Rs0) du rail électrophorétique et sa
chaine latérale interagit avec 1’acide aspartique 307 (Dsw) et la lysine 282 (Yas2) (Figure
12B). Pour pouvoir passer a travers le pore, l'arginine doit ensuite changer
d’orientation. Sa chaine latérale s’associe alors avec la sérine 302 (Sso2) et son squelette
carboné avec la sérine 130 (Swo) (Figure 12C). Cette étape fait office de point de
controle. Si le substrat ne s’oriente pas de la bonne maniere, il sera éjecté vers le
milieu extérieur. Enfin, le passage a travers le pore s’effectue par interactions

successives avec les acides aminés du rail électrophorétique (Parkin & Khalid, 2014).

boucles L7 (orange), L8 (rose) et L9 (gris). (B) Pour pouvoir entrer dans le pore, le squelette carboné du
substrat se lie a I'arginine 410 (R,;,) et sa chaine latérale se lie a I'acide aspartique 307 (Dsy;). (C) Le
substrat change d’orientation afin de pouvoir passer a travers le pore : son squelette carboné se lie a la
sérine 302 (S;,,) et sa chaine latérale a la sérine 130 (S130) (Parkin & Khalid, 2014).

3.2 MECANISMES DE RESISTANCE LIES A LA PORINE OPRD

Dans les souches cliniques, la résistance aux carbapénemes est le plus généralement

associée a la perte de la porine OprD. L’analyse des protéines de membrane externe
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de 159 souches de sensibilité diminuée a l'imipéneme et au méropéneme (CMI
meédianes de 8 et 4 ug/mL respectivement) a montré que la porine n’était pas ou peu
visible sur les membranes de Western blott dans plus de 80 % des cas (Castanheira et
al., 2014a; Pai et al., 2001). Ce constat est plus discutable pour des souches résistantes
au doripéneme (CMI > 2 pg/mL) puisque sur une collection de 452 isolats, seules 10%

produisaient moins de porine dans la membrane externe (Davies et al., 2011).

L’absence de porine peut étre le résultat d’'une répression du gene oprD (Giske et al.,
2008; Ikonomidis et al., 2008; Quale et al., 2006; Rodriguez-Martinez et al., 2009) ou de
son inactivation (Giske et al., 2008; Riera et al., 2011; Rodriguez-Martinez et al., 2009).
Ces deux événements ne sont d’ailleurs pas exclusifs: de faibles niveaux de
transcription du gene oprD ont été mesurés chez des souches cliniques dont la porine

était inactivée (Rodriguez-Martinez et al., 2009) (partie C. Résultats).

3.2.1 Altération de la structure 3D de OprD

L’absence de porine dans la membrane externe résulte le plus souvent de la
production d'un peptide aberrant, causé par : (i) I'insertion ou la délétion (indel) de
nucléotides, (ii) des mutations qui entrainent 1’apparition d’un codon stop prématuré
(mutation faux-sens) ou (iii) l'insertion d’une séquence d’insertion (IS) (Tubleau 4)
(Fang et al., 2014; Ocampo-Sosa et al., 2012; Rojo-Bezares et al., 2014; Sanbongi et al.,
2009; Tsai et al., 2014; Wolter et al., 2004a).
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Tableau 4 : Evénements génétiques a l'origine de la perte de la porine OprD dans la membrane
externe de souches cliniques.

Criteres de sélection des Nombre de souches présentant des

souches de I’étude altérations dans la porine OprD- Référence
(nombre de souches) ID IS Stop ND Aarc AA

IPM > 4ug/mL (56) 39 4 7 6 0 0 (Fang et al., 2014)
Résistance CBM et FQ (7) 0 5 2 0 0 0 (Wolter et al., 2004a)
Résistance CBM (87) 73 2 0 0 12 0 (Rojo-Bezares et al., 2014)
Absence de MBL" (99) 13 6 0 0 0 80 (Sanbongi et al., 2009)

D : indel, IS: séquence d’insertion, Stop : mutation entrainant l’apparition d’un codon stop
prématuré, ND: inconnu, AATG: inactivation du codon ATG et AA: substitutions d’acides
aminés. PLes souches ont été collectées de 34 hopitaux japonais entre 1998 et 2001 sans critére de
résistance. Seules les souches non-clonales ont été conservées. IPM: imipéneme, CBM:
carbapénémes, FQ : fluoroquinolones, MBL : métallo-p-lactamase.

En analysant la séquence peptidique de la porine OprD chez 99 isolats cliniques, une
étude a montré que les substitutions d’acides aminés étaient fréquentes (dans 80/93
isolats) par rapport a la séquence de PAO1 (Sanbongi et al., 2009). Parmi ces
substitutions, 1'une d’entre elles (GssD) avait été détectée dans une souche
sélectionnée in vitro pour sa résistance aux carbapénemes et semblait significative
(Sanbongi et al., 2009). La substitution par un aspartate pourrait modifier 1'acidité de
la boucle L6 et altérer la conformation de la porine. Méme si les autres substitutions
n‘ont pas été étudiées, la majorité d’entre elles semble n’avoir aucun impact sur la
résistance puisqu’elles ont été retrouvées dans des souches sensibles aux
carbapénemes (Ocampo-Sosa et al., 2012). Parmi les souches de référence, on trouve
également de nombreuses substitutions d’acides aminés par rapport a la séquence de
PAOL1 (Figure 11): c'est le cas de PA14 et de LESB58, plus sensibles au méropéneme
que PAO1 (Figure 11) (Alvarez-Ortega et al., 2010). Chez la souche PA7, la porine
présente un profil protéique hybride entre celui de PA14 et de LESB58 (Figure 11),
suggérant des événements de recombinaison génétique au sein du gene oprD. Cette

souche est d’ailleurs deux fois plus résistante a I'imipéneme que PAO1 (Morita et al.,
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2015). Le polymorphisme observé chez les souches de référence a été confirmé sur un
échantillon plus large de 328 souches CF, non-CF ou environnementales, et pour
lesquelles 20,7 % des nucléotides du gene oprD apparaissent comme variables, la
plupart conduisant a des modifications des boucles périplasmiques (Pirnay et al.,

2009).

3.2.2 Le géne oprD : une régulation complexe

La sous-expression du gene oprD est un mécanisme fréquent de résistance aux
carbapénemes (Fang et al., 2014; Wolter et al, 2004a) (partie C. Résultats).
L’expression de ce geéne est le résultat d’une régulation complexe liée a des sites
d’initiation de la transcription qui peuvent varier selon des conditions de culture

(Figure 13) (Lister et al., 2009).

10 pb
Initiation de traduction
(codon ATG)
—>
PArgR

Site de fixation de ArgR -35;, ‘ -10,, P, -35;, -105, P,

o = | P P |
— = T o o ‘

+1 +1 +1

Figure 13 : La région promotrice du géne oprD. Les régions en bleu et en orange sont les promoteurs
principaux du géne oprD (Lister et al., 2009). La transcription de oprD s’initie indifféremment a I'un ou
a l'autre de ces deux promoteurs si les conditions de culture sont identiques. En violet sont indiqués les
éléments promoteurs dépendant de ArgR.

L’amplification de la région 5-UTR des ADNc obtenus a partir des transcrits oprD a
permis de mettre en évidence deux sites d'initiation de transcription en amont de ce
gene. Ces deux sites sont une thymine (P1) et une adénine (P2), localisées
respectivement 23 et 71 nucléotides en amont du codon ATG, et délimitant des
régions promotrices -10 et -35 bien distinctes (Figure 13) (Lister et al., 2009). Un
troisieme site d’initiation (Pawr) dépendant du régulateur ArgR (Figure 13) est
également utilis€é en réponse a la présence d’acides aminés basiques tels que

I'arginine dans le milieu de culture (Ochs et al., 1999a).
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L’expression du gene oprD est activée par la présence d’acides aminés basiques dans
le milieu intracellulaire et inhibée par le salicylate ou selon un processus de co-
régulation inverse avec différents systemes d’efflux actif (Figure 14) (Lister et al.,
2009). Dans ce dernier cas de figure, la bactérie réduit sa perméabilité membranaire
pour favoriser I'efflux de substrats nocifs dans le cadre d"une réponse physiologique

coordonnée.

copS copR

activation CopR
) mmm),

Cu?t

czcC i czcB ! czcA >
mexY >

/ < czcS < czcR
; activation
P = @

n%*

Salicylate
- activation

Peptides antimicrobiens

Mba;iques | | ArgR

activation MexT
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Figure 14 : La régulation complexe du géne oprD. La présence d’acides aminés (AA) basiques dans le
milieu de culture active la transcription de oprD via Pactivateur transcriptionnel ArgR. A l'inverse, le
géne oprD est régulé négativement par la présence de salicylate dans le milieu de culture et par les
régulateurs des systemes d’efflux CzcCBA, MexXY-OprM et MexEF-OprN. Les fléches pleines et en
pointillés indiquent respectivement les régulations directes et indirectes.

Syntheése bibliographique Page | 44



1. Induction par ArgR

ArgR est un activateur transcriptionnel de la famille AraC/XylS (Park et al., 1997). 11
régule la voie catabolique majeure de l’arginine, la voie arginine succinyltransférase.
Les genes codant pour cette voie métabolique sont activés par la présence d’arginine
dans le milieu de culture mais le mécanisme par lequel cet acide aminé active ArgR

est mal connu (Park et al., 1997).

En recherchant la porine OprD dans la membrane externe d"une souche de PAO1, il a
été montré, par Western blotting, que sa production augmente lorsque la souche est
cultivée en présence d’arginine, d'histidine, d’alanine ou de glutamate. Par ailleurs,
des expériences de retard sur gel et de DNase I footprinting ont révélé que ArgR
possede un site de fixation (TGTCGC-Ns-AA-Ns) en amont de oprD, rendant le
régulateur directement responsable de la surexpression du gene (Figure 13). Enfin, la
délétion du gene argR ne permet plus I'induction de oprD par la présence d’arginine

dans le milieu de culture (Ochs et al., 1999a).

2. Régulation par le salicylate

La présence de salicylate dans le milieu de culture de la souche PAO1 augmente 16
fois la CMI de l'imipéneme suite a la diminution de la quantité de porine OprD
présente dans la membrane externe. Ce phénomene n’est plus observable lorsque les
souches sont ensuite remises en culture dans du milieu MH, suggérant que la
bactérie répond spécifiquement a la présence de composés organiques dans le milieu
(Sumita & Fukasawa, 1993). Une fusion oprD:xylE a montré que ce phénomene
résultait d’une régulation transcriptionnelle du gene oprD, bien que le mécanisme de

cette régulation reste inconnu (Ochs et al., 1999b).
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3. La co-régulation avec les systemes d’efflux RND

» MexXY/OprM

Le systeme d’efflux MexXY/OprM est codé par 'opéron mexXY et par le gene oprM
appartenant a 1'opéron mexAB-oprM. L’expression de mexXY est contrdlée par un
répresseur transcriptionnel de la famille TetR, MexZ (Li et al., 2015). Des mutations
inactivant mexZ conduisent a la surexpression de mexXY chez des mutants appelée
AgrZ (Aminoglycoside-resistant mutants dependent on mexZ) (Li et al., 2015).
Récemment, deux nouveaux types de mutants surproducteurs cette pompe ont été
décrits : les mutants de type AgrW1 sont altérés dans la synthese protéique par
mutation dans ’ADN ribosomal alors que les mutants de type AgrWW2 sont altérés
dans un systeme a deux composants (TCS, Two Component System), nommé ParRS
(Peptide-adaptive resistance Regulator and Sensor) (Figure 15) (Guénard et al., 2014;
Muller et al., 2011). ParRS (PA1799-PA1798) est un TCS constitué de deux protéines :
ParS, un senseur histidine-kinase inséré dans la membrane cytoplasmique et ParR,
un régulateur de réponse cytoplasmique (Fernandez et al., 2010; Muller et al., 2011).
Ce systeme participe a la résistance adaptative a plusieurs classes d’antibiotiques
lorsque les bactéries sont cultivées en présence de peptides antimicrobiens tels que la
colistine ou la polymyxine B (Muller et al., 2011). Sous l’action de ces molécules, la
protéine ParS s’autophosphoryle puis transfere son groupement phosphate a ParR
(Figure 15). ParR, ainsi activé, régule notamment l’expression de 1opéron
arnBCADTEF-ugd, impliqué dans la modification du lipopolysaccharide, et celle de
I'opéron mexXY. L’activation de ParS sous l'influence de la colistine, 1'indolicidine et
la polymyxine B est accompagnée d"une diminution des taux de transcrits oprD de 2
a 6 fois en comparaison a PAO1. Cet effet n’est plus observé lorsque 1'opéron parRS
est délété, suggérant que ParR régule le gene oprD. De méme, I'activation de ParS ou
de ParR par des mutations gain de fonction diminue I'expression du gene oprD (de 7

fois), se traduisant par une augmentation de la CMI des carbapénemes (de 8 fois)
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(Muller et al., 2011). Le site de fixation de ParR sur ’ADN n’étant pas connu, on

ignore si la régulation de ParR sur oprD est directe ou indirecte.

Mutants Agrw1

Protéines ribosomales

(L1, 121, 125 et 127)
| |

% mexZ mexX >{ mexY >—

Mutants AgrZz

activation

Peptides

| parR A—> parS A > | antimicrobiens

’ Mutants Agrw2 ‘

A Mutation perte de fonction

A Mutation gain de fonction

Figure 15 : Les voies de surproduction du systéeme d'efflux MexXY. L’inactivation de MexZ bloque la
répression de I'opéron mexXY chez les mutants de type AgrZ. Chez les mutants AgrW1, une altération
de la synthése protéique inactive indirectement le dimére de MexZ par séquestration via la protéine
ArmZ codée par le géne PA5471. Chez les mutants AgrW2, des substitutions dans ParR ou Pars,
conduisent a une activation de ce systéme a deux composants (TCS), méme en absence de molécule
signal (telle que les peptides antimicrobiens).

» CzcCBA

Le systeme d’efflux CzcCBA permet a P. aeruginosa de tolérer les métaux lourds tels
que le cobalt, le zinc et le cadmium (czc) (Perron et al., 2004). Son expression est
controlée par deux TCS : CzcRS et CopRS (Figure 16) (Caille et al., 2007; Perron et al.,
2004).
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La présence de 3 uM de chlorure de zinc dans le milieu de culture de PAO1 induit la
surexpression de czcRS et des genes codant pour CzcCBA (Perron et al., 2004). La
surexpression de czcCBA a été corrélée a une augmentation de la résistance a
I'imipéneme suggérant la répression conjointe du gene oprD (Caille et al., 2007;
Perron et al., 2004). En effet, récemment, une immunoprécipitation de chromatine
(ChIP) a révélé que CzcR était capable de se fixer sur la région promotrice de oprD,
réprimant la transcription de ce gene (Dieppois et al., 2012). Par ailleurs, I’analyse de
la séquence de CzcRS chez des souches résistantes a la fois au zinc et a 'imipéneme a
mis en évidence deux substitutions dans CzcS (Vs et GivD) entrainant son

activation constitutive méme en 1’absence de molécule inductrice (Figure 16) (Perron

et al., 2004).

Induction par les métaux lourds

activation CzcR e
Q mm) O

< czcS < czcR | o czcC > czcB > czcA >

Zn%*

activation CopR

activation  CopR

Q ﬂﬂ:\ Q ________

< copS < copR | { czcC > czcB > czcA >

Figure 16 : La régulation conjointe de I'opéron czcCBA et du géne oprD par les systémes CzcRS et
CopRS. En présence de cuivre ou de zinc, I'activation de czcCBA et la répression de oprD se font via
CzcR. En revanche, la surexpression artificielle de copRS conduit a une régulation CzcRS-
indépendante.
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La présence de cuivre dans le milieu de culture engendre également la surexpression
de czcCBA bien que ce métal ne soit pas un substrat de la pompe. Cette induction
implique cette fois-ci le TCS CopRS. Dans ce cas, le régulateur de réponse CopR se lie
a une cop box située dans la région intergénique czcR-czcC, ce qui permet la
transcription de czcCBA de maniere CzcRS-dépendante. L’induction par CopR
réprime simultanément oprD de maniere CzcRS-dépendante puisque la délétion des

genes codant pour ce TCS restaure la sensibilité a 'imipéneme (Figure 16).

En revanche la surproduction de CopR dans une complémentation plasmidique sans
induction par le cuivre, conduit a la surexpression de czcCBA de maniére CzcRS-
indépendante (Caille et al., 2007). La surexpression de CopR en absence de sa
molécule inductrice, méme lorsque czcRS est délété, est suffisante pour engendrer

une résistance a I'imipéneme (Figure 16) (Caille et al., 2007).

» MexEF-OprN

La surexpression de MexEF-OprN, qui sera détaillée dans les pages suivantes, a été
également associée a une résistance aux carbapénemes, bien que ces molécules ne
fassent pas partie des substrats de la pompe. Dans ce cas, la surexpression de
I'opéron d’efflux mexEF-oprN, sous la dépendance de l'activateur transcriptionnel
MexT, est co-régulée avec la répression de oprD. C'est donc MexT qui affecte la
quantité de porine dans la membrane externe et ce, a un niveau transcriptionnel et

post-transcriptionnel (Kohler et al., 1999a; Ochs et al., 1999b).

Synthése bibliographique Page | 49



4 LES SYSTEMES D’EFFLUX CHEZ P. AERUGINOSA
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Figure 17 : Les systémes d'efflux chez
P. aeruginosa (Krulwich et al., 2005).

Le génome de P. aeruginosa contient de nombreux
genes et opérons codant pour des systemes
d’efflux actif dont certains contribuent a la
résistance naturelle de la bactérie a de nombreux
composés. Ces systemes sont classés en 6 grandes
tamilles : MES (Major Facilitator Superfamily), ABC
(ATP-Binding Cassette), SMR (Small Multidrug
Resistance), MATE (Multidrug And Toxic compound
Extrusion), RND (Resistance-Nodulation-Division)
(Figure 17) et PCE (Proteobacterial Chlorhexidine
Efflux) (Hassan et al., 2013). Les transporteurs
ABC trouvent l'énergie nécessaire a l’extrusion
des molécules substrat dans 1'’hydrolyse de
molécules d’ATP ; les autres familles sont des
transporteurs secondaires fonctionnant comme

des antiports grace a l'énergie fournie par un

gradient de protons (ou de sodium pour les transporteurs de la famille MATE). Chez

P. aeruginosa les transporteurs RND sont les plus significativement impliqués dans la

résistance aux antibiotiques (Poole, 2004).

4.1 STRUCTURE DES SYSTEMES D’EFFLUX RND

Les pompes d’efflux de la famille RND sont des systemes complexes traversant les

deux membranes bactériennes. Ils se composent d’un transporteur enchassé dans la

membrane interne, d'une protéine adaptatrice périplasmique et d'une protéine de

membrane externe qui permet la sortie des substrats (Nikaido, 2011).
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Le pore de membrane externe

MEMBRANE “27"™ Domaine .
EXTERNE % "7 feuillets B résulte de l’assemblage d’homo-
< e

trimeres composés chacun (i) d'un

domaine formant un tonneau de

L Domaine
héli . A 7
MexA cleesd 12 feuillets B, enchassé dans la
Domaine membrane externe et (ii) d'un
hélices a B
P A domaine de 12 hélices a localisé
ipoylé A
Domaine Y, Domaine au sein du périplasme (Figure 18)
illet - L
euillets B périplasmique
. (Misra & Bavro, 2009).
MexB |
MEMBRANE L Le transporteur est formé par
INTERNE hélices a

- I'assemblage de 3 monomeres

Figure 18 : Structure du systéeme d'efflux MexAB-OprM
(adapté de (Misra & Bavro, 2009)). MexB :

transporteur, MexA : protéine adaptatrice, OprM : domaine hélices o enchassé dans
protéine de membrane externe.

identiques, composés d'un

la membrane interne et d'un large

domaine périplasmique (Figure 18) (Misra & Bavro, 2009).

Enfin, le monomere de la protéine adaptatrice est une lipoprotéine ancrée dans la
membrane interne (Higgins et al., 2004) composée (i) d'un domaine de 6 feuillets f3,
(ii) un domaine d’hélices a formant une structure en épingle a cheveux et (iii) un
domaine central lipoylé, lui-méme composé de 4 feuillets (3 séparés par un domaine
o (Figure 18). S'il est clairement admis que la protéine de membrane externe et la
pompe fonctionnent sous la forme d’homotrimeres, le niveau d’oligomérisation de la
protéine adaptatrice reste controversé. En effet, bien que les modeles proposés
respectent une symétrie d’ordre 3, les différentes structures cristallographiques
semblent montrer que I'on pourrait assembler jusqu’a 9 (Higgins ef al., 2004) voire 12
(Akama et al., 2004b) molécules de protéine adaptatrice autour du complexe

transporteur-protéine de membrane externe.
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4.2 ASSEMBLAGE DES SYSTEMES D’EFFLUX RND

De nombreux travaux ont été publiés sur le mode d’assemblage des systemes
d’efflux. Différentes approches telles que l'isolation du complexe protéique (Husain
et al., 2004; Mokhonov et al., 2004; Nehme et al., 2004; Touzé et al., 2004; Zgurskaya &
Nikaido, 2000), I'analyse de pompes chimériques (Elkins & Nikaido, 2003; Stegmeier
et al., 2006; Vediyappan et al., 2006), la modélisation moléculaire (Fernandez-Recio et
al., 2004), la mutagénese dirigée (Lobedanz et al.,, 2007) ou encore les études
biophysiques (Touzé et al., 2004) ont permis de mieux comprendre comment les 3
oligomeres forment une structure fonctionnelle et stable dans les deux membranes de
P. aeruginosa. Toutefois, les sites d’interaction entre les différents partenaires sont

encore mal connus (Misra & Bavro, 2009).

L’interaction entre la protéine de fusion et le pore de la membrane externe pourrait
se faire par simple contact des extrémités périplasmiques, chacune formant une roue
crantée s’emboitant parfaitement pour former le systeme bipartite. Le domaine
hélices a de la protéine de fusion semble indispensable pour I'interaction avec le pore

(Nehme et al., 2004).

La liaison avec le transporteur semble, quant a elle, impliquer toute la protéine de
fusion puisque des substitutions dans les différents domaines de cette protéine
engendrent a chaque fois une perte de la liaison avec le transporteur (Nehme &
Poole, 2005). Par exemple, MexA stabilise le complexe MexB-OprM et interviendrait
dans l'ouverture du pore via des interactions avec l'extrémité de OprM (Ntsogo

Enguéné et al., 2015; Xu et al., 2012).

Pour finir, linteraction porine-transporteur est peu documentée. Méme si la
proximité de ces deux protéines sous-entend une interaction, cette liaison ne semble

pas se maintenir sans la protéine de fusion (Misra & Bavro, 2009).
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L’assemblage chimérique des 3 éléments de la pompe dans des mutants de P.
aeruginosa a montré que le transporteur semble étre a 1'origine de la spécificité de la
pompe (Gotoh et al., 1998b; Maseda et al., 2000b; Srikumar et al., 1997; Yoneyama et
al., 1998). En effet, MexB ne peut étre remplacé ni par MexD, ni par MexF pour
donner un systeme d’efflux fonctionnel. En revanche, la délétion de la porine OprN
puis l'insertion de OprM a sa place restaure la fonctionnalité de la pompe MexEF-
OprN (Maseda et al., 2000b). Les mémes observations sont faites lorsque OprM
remplace Opr] dans la pompe MexCD-Opr] (Gotoh et al., 1998a). A l'inverse, ni Opz],
ni OprN ne peuvent rétablir la fonctionnalité de MexAB délété de OprM (Monlezun

et Broutin, These de doctorat, 2012).

4.3 PRISE EN CHARGE DES SUBSTRATS PAR LA POMPE

Les trois protéines composant
le systeme d’efflux forment un
long canal a travers la paroi
bactérienne,  qui  permet

I'export de différents substrats

lipophiles ou amphiphiles du
périplasme vers le milieu

extérieur (Lister ef al., 2009).

La cristallisation de la protéine

Figure 19 : Représentation schématique du mouvement AcrB, homologue de MexB
péristaltique d'une pompe d'efflux de type RND grdce a

I’énergie proton-motrice (Seeger et al., 2006). (A) Vue chez E. coli, a mis en évidence 3
latérale. Les conformations reldchée (L), resserrée (T) et

ouverte (O) sont représentées respectivement en bleu, jaune Structures différentes de
et rouge. Sur le schéma, seuls 2 des 3 monomeres sont
représentés. (B) Vue transversale. Les sillons latéraux
présents au niveau des monomeres L et T indiquent les sites
de liaison au substrat. Les différentes formes géométriques
représentent une faible (triangle), une forte (rectangle) ou
aucune (cercle) affinité pour le substrat transporté.

chaque protomere de AcrB

(Figure 19), ce qui permet de
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mieux comprendre le mécanisme péristaltique d’extrusion des substrats (Seeger et al.,

2006).

Dans une premiere conformation, une poche de liaison ouverte du coté
périplasmique permet de prendre en charge les substrats. Dans cette conformation, le
pore permettant la sortie des substrats est fermé (mode « T »). L’extrusion de ces
substrats est possible lorsque cette conformation s’inverse (mode « O », avec un pore
ouvert et une poche périplasmique fermée). Enfin, une troisieme conformation avec
le pore fermé et la poche périplasmique resserrée correspondrait a une
conformation « au repos » (mode « L »), en attente d"un prochain substrat (Seeger et

al., 2006).

44 LES MOLECULES PRISES EN CHARGE PAR LES SYSTEMES RND

Les systemes d’efflux de la famille RND sont des pompes polyspécifiques, capables
de transporter des substrats de nature chimique tres variée (antibiotiques, biocides,
acides gras, sels biliaires, composés arOmatiques, détergents, colorants, molécules
auto-inductrices...), permettant ainsi a la cellule de maintenir '’homéostasie cellulaire
et de s’adapter a des environnements différents (Fernandez & Hancock, 2012). Parmi
les 12 systemes d’efflux de type RND, seuls quelques-uns contribuent a la résistance

naturelle ou acquise aux antibiotiques (ablea 5).

MexAB-OprM et MexXY/OprM, dont l'expression est constitutive pour l'un et
inductible pour I'autre sont les seuls a participer de facon significative a la résistance
naturelle aux agents anti-infectieux. A l'inverse, le tres faible niveau d’expression de
mexEF-oprN et de mexCD-opr] rend la production de ces pompes indétectable dans les
souches sauvages. Seule la forte surexpression de ces opérons (>100 fois par rapport a
PAO1) conduit a une production significative de la pompe et une résistance aux

antibiotiques substrats (Tablean 5) (Fukuda et al., 1995; Kohler et al., 1997Db).
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Tableau 5: Les substrats pris en charge par les différents systémes RND de P. aeruginosa (Lister et
al., 2009)

Systeme d'efflux Substrats

de type RND Antibiotiques Autres composés

MexAB-OprM FQ, BL, MC, TET, CHL, NOV, TMP Biocides, détergents, colorants,
HSL, hydrocarbones aromatiques

MexXY/OprM FQ, BL, AG, MC, TET, CHL -

MexCD-Opr] FQ, BL, MC, TET, CHL, TMP Biocides, détergents, colorants,
hydrocarbones arématiques

MexEF-OprN FQ, CHL, TMP Biocides, HSL

Mex]JK/OprM TET, ERY Biocides

MexGHI-OpmD  FQ, TET Vanadium

MexVW/OprM FQ, TET, CHL, ERY -

MexPQ-OpmE FQ, MC, TET, CHL -

MexMN/OprM CHL, THP -

MuxABC-OpmB  ATM, ERY, NOV -

CzcCBA - Cuivre, zinc, cobalt

TriABC-OpmH - Triclosan

FQ : fluoroquinolones, BL : B-lactamines, MC : macrolides, AG : aminosides, TET : tétracycline,
CHL : chloramphénicol, NOV : novobiocine, TMP : triméthoprime, ERY : érythromycine, THP :
thiamphénicol, HSL : homosérine lactones.

5 LE SYSTEME D’EFFLUX MEXEF-OPRN

Le systeme d’efflux actif MexEF-OprN a été décrit chez P. aeruginosa pour la
premiere fois en 1997 par Kohler et coll. (Kohler et al., 1997b). L’analyse comparative

des génomes a depuis permis d’identifier des orthologues chez d’autres especes de

Pseudomonas (www.pseudomonas.com) : P. putida, P. denitrificans, P. entomophila, P.
syringae, P. fluorescens, trés peu d’entre eux faisant I'objet d’études approfondies
hormis P. syringae (Kawakita et al., 2012) et P. putida (Herrera et al., 2010; Roca et al.,
2008).

Comme tous les systemes d’efflux de la famille RND, MexEF-OprN se compose d"un
transporteur ancré dans la membrane cytoplasmique (MexF), d'une protéine

adaptatrice périplasmique (MexE) et d’une protéine de membrane externe (OprN). Il
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s'agit d'un antiporteur substrat-proton tirant son énergie du gradient
électrochimique (Lister et al., 2009). Méme si le complexe protéique reste a cristalliser,
son assemblage ainsi que son fonctionnement peuvent étre déduits au moins en
partie de ceux de la pompe MexAB-OprM compte tenu des identités de séquences en
acides aminés existant entre les deux systemes (28,9% entre MexE et MexA ; 41,3%
entre MexF et MexB ; 28,2% entre OprN et OprM) (Akama et al., 2004a; Akama et al.,
2004b; Sennhauser et al., 2009). Ce systeme, faiblement exprimé chez les souches
sauvages cultivées dans des conditions standards de laboratoire est fortement

surproduit chez les mutants appelées nfxC (Kohler et al., 1997b).

5.1 LES MOLECULES PRISES EN CHARGE PAR MEXEF-OPRN

La caractérisation de mutants nfxC a permis d’identifier les antibiotiques susceptibles
d’étre transportés par la pompe MexEF-OprN. Il s’agit des fluoroquinolones, du
chloramphénicol et du triméthoprime (Kohler et al., 1997b). Toutefois, la production
de MexEF-OprN n’étant pas induite par ces molécules, il semble peu probable que
ces dernieres soient les substrats naturels de MexEF-OprN (Kohler ef al., 1999a). Dans
une moindre mesure, MexEF-OprN s’avere capable d’exporter certaines B-lactamines
et inhibiteurs de B-lactamase puisque la surexpression de mexEF-oprN chez un
mutant AmexAB-oprM augmente de 2 a 4 fois les CMI du céfotaxime, de la

carbénicilline, de la cloxacilline ou encore de 'acide clavulanique (Li et al., 1998b).

Dans leur ensemble, les systemes d’efflux permettent aux bactéries d’échapper a de
nombreux stress en rejetant hors de la cellule des molécules toxiques d’origine
intrinseque ou extrinseque. Ainsi, '’homologue de MexEF-OprN chez P. putida
(pompe TtgDEF) s’oppose a "accumulation intracellulaire ou intramembranaire de
solvants organiques (Sobel et al., 2005). De méme, la surproduction de MexEF-OprN

confere a P. aeruginosa la capacité de croitre en présence 0,08% de p-xylene (Li et al.,
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1998a). La pompe est également essentielle contre les effets du diamide, un inducteur
du stress disulfure, par déplétion du glutathion réduit et perturbation de la balance
redox intracellulaire (Fargier et al, 2012). Toutefois, si le diamide peut
éventuellement constituer un substrat pour la pompe, on ne peut pas exclure qu’il
provoque un stress métabolique conduisant a I'accumulation de composés toxiques,

expulsés a leur tour hors des bactéries par MexEF-OprN.
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Figure 20 : Voie de synthése du PQS, molécule clé dans la régulation du quorum sensing et de la
virulence chez Pseudomonas aeruginosa (adapté de (Heeb et al., 2011)). Les molécules encadrées en
rouge sont des substrats potentiels de MexEF-OprN (Lamarche & Déziel, 2011; Olivares et al., 2012).

En 2011, I'analyse par HPLC du surnageant de culture d’'un mutant nfxC montre la
présence de fortes concentrations d'un des précurseurs du PQS (Pseudomonas
Quinolone Signal), le HHQ (Figure 20). Sa plus faible concentration dans les culots
bactériens suggere son transport hors de la cellule par MexEF-OprN (Lamarche &
Déziel, 2011). Un an plus tard, d’autres chercheurs analysent par chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse le surnageant de cultures réalisées en
milieu minimum avec du tryptophane (un métabolite de la voie de synthese du PQS)

comme seule source de carbone. IIs identifient, un intermédiaire plus précoce de la
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voie de synthese du PQS, la L-kynurénine, absent chez la souche sauvage et le
mutant nfxCAmexE (Figure 20) (Olivares et al., 2012). Dans les deux cas, MexEF-OprN

semble impliqué dans I'export de molécules du quorum sensing (QS).

C,-HSL
3-céto-Cy,-HSL 0

LasR N T ;L R N\
1 lasR >—‘( las! > — rhR >{ rhll > — pgsH >' pqu>—< phnAB |< PGsABCDE ¢~

Figure 21 : Le systéme du quorum sensing chez P. aeruginosa. Lorsque la densité bactérienne
atteint un certain seuil, le régulateur LasR est activé par le 3-céto-C,,-HSL synthétisé par Lasl. LasR
ainsi activé s’autorégule positivement et provoque I'expression de rhiR, pgsH et pgsR. De la méme
maniére, I'activation de RhIR par le C4-HSL déclenche sa propre production et réprime le géne pqsR
et 'opéron pgsABCDE. Enfin, PqsR activé par le PQS s’autorégule positivement.

P. aeruginosa utilise le QS pour réguler collectivement la production de facteurs de
virulence et sa persistance chez I'hote (Jimenez et al., 2012). La bactérie produit trois
homosérines lactones capables de controler I'expression des genes de virulence : la
3-céto-Ci-homosérine lactone (3-céto-Ci-HSL), la butanoyl homosérine lactone (Cs-
HSL) et le Pseudomonas Quinolone Signal (PQS). Lorsque la densité bactérienne atteint
un certain niveau, la 3-céto-Ci-HSL intracellulaire se lie a la protéine LasR qui ainsi
activée régule de nombreux genes cibles dont lasl, rhil, pgsH et pgsR impliqués dans
la synthese de la 3-céto-Ci-HSL, de la C+-HSL et du PQS (Figure 32). L’activation du
systeme RhIR/RhII est donc sous la dépendance du systeme LasR/Lasl. A son tour, la
Cs+-HSL, en se liant a RhIR permet l'activation de la transcription de rhil et la
répression des genes de synthese du PQS, pgsABCDE et pgsR (Figure 21). Enfin, le
PQS, produit grace aux opérons pgsABCDE, phnAB et au gene pgsH, se lie a PqsR afin

d’activer les genes assurant sa propre synthese et les genes rhIR et rhil (Figure 21).
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Grace a de ce réseau de régulation complexe autoamplifiable, les trois systéemes du
QS controlent la production de nombreux facteurs de virulence comme I'élastase, les
rhamnolipides, la mobilité de type swarming, la production de protéases, d’exotoxine

A, de pyocyanine et de sidérophores (Rutherford & Bassler, 2012).

5.2 STRUCTURE DE L’OPERON D’EFFLUX MEXEF-OPRN

Le systeme d’efflux MexEF-OprN est codé par trois genes organisés en opéron :
mexE (PA2493 sur le génome PAO1; 1241 pb), mexF (PA2494; 3185 pb) et
oprN (PA2495 ; 1419pb). Cet opéron est flanqué d'un gene situé en amont et transcrit
dans le méme sens: mexT (PA2492; 912 pb) codant pour un activateur
transcriptionnel de la famille LysR (LTTR, LysR Type Transcriptional Regulator)
essentiel a 'expression de l'opéron mexEF-oprN (Kohler et al., 1997b). En 1999, un
autre gene est décrit comme étant impliqué dans la régulation de I'opéron d’efflux :
grh pour Quinone Oxydoreductase Homologue ; il est situé en amont et transcrit dans le
sens opposé de mexT (Kohler et al., 1999a). Ce gene, renommé mexS (PA2491 ; 1020
pb) en 2005, code pour une probable oxydoréductase (Sobel et al., 2005b) (Figure 22).

Régions -10
chevauchantes

7SCM£NGS—CTGACAAAACCACCCGTCGTTATTGATAATGGCTATGCCTGTCAG—NM— il
meX3 GTA-Ng;-GACTGTTTTGGTGGGCAGCAATAACTATTACCGTATCGGACAGTC-Nyo—TAC M

500 pb T T T )

mex. exT mexE mexF > oprN >
{1 wansarpion |
& m

CTGACANN, ;GATAAT Région promotrice de mexT

CAATAAN;;ACAGTC  Région promotrice de mexS

- nod box (de séquence ATC-Ny-GAT)

> Séquences répétées inversées (de séquence GACTTCGCCAATC-N,;-GACTGGCGGAGTC)

Figure 22 : Opéron mexEF-oprN et les régions intergéniques mexS-mexT et mexT-mexE.
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5.2.1 Larégion intergénique mexT-mexE

La région intergénique mexT-mexE contient plusieurs éléments importants ayant un
role dans la régulation de I'opéron d’efflux, parmi lesquels deux « nod box » (1 et 2),
et deux séquences répétées inversées (Figure 22). La séquence ATC-No-GAT-N7-ATC-
No-GAT, englobant les 2 nod box, a été initialement considérée comme caractéristique
des genes régulés par les LTTR et donc, correspond probablement au site de fixation
de MexT (Kohler et al., 1999a; Tian et al., 2009a). Toutefois, des études de mutagénese
et de retard sur gel ont révélé que MexT ne se fixait en réalité qu'a la nod box 1
(Maseda et al., 2010). La nod box 2 pourrait alors contenir 1'élément promoteur de
mexE, mais le séquencage de cette région n’a révélé aucune identité avec une
séquence promotrice connue (Maseda et al., 2010). En aval des nod box 1 et 2, se
trouvent deux séquences répétées inversées (Fiqure 22), semblables au site de fixation
de Lacl, le répresseur du gene lacZ chez E. coli. Chez P. aeruginosa, cette région
pourrait étre le site de fixation d"un répresseur transcriptionnel puisque sa délétion
entraine une augmentation de la transcription de mexEF-oprN de 4 fois (Maseda et al.,

2010).

5.2.1 Larégion intergénique mexS-mexT

La région intergénique mexS-mexT contient 2 régions promotrices supposées, situées
sur les 2 brins de ’ADN et dont les 2 régions -10 se chevauchent. La premiere
(CTGACA-N1s-GATAAT) serait le promoteur de mexT et la seconde (CTGACA-N1s-
AATAAC), celui de mexS (Kohler et al., 1999a) (Figure 22).
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6 LA REGULATION LOCALE DU SYSTEME D’EFFLUX
MEXEF-OPRN

Contrairement aux autres pompes de type RDN, toutes régulées par des répresseurs,
MexEF-OprN est la seule controlée par un activateur transcriptionnel de la famille

LysR, MexT, composé de 348 acides aminés (Kohler et al., 1997b).

6.1 LES REGULATEURS DE LA FAMILLE LYSR (LTTRS)

Les régulateurs de la famille LysR sont des régulateurs globaux d’environ 400 acides
aminés possédant une activité activatrice ou répressive sur des genes isolés ou
organisés en opérons, pouvant étre impliqués dans le métabolisme, la division
cellulaire, le QS, la virulence ou encore la réponse au stress oxydatif (Maddocks &
Oyston, 2008). Ils sont généralement transcrits en sens inverse du gene régulé mais
peuvent se situer sur des régions plus éloignées du chromosome (Maddocks &
Oyston, 2008). L’activation de ces régulateurs résulte de la fixation de molécules co-
inductrices, le plus souvent un métabolite de la voie régulée. Le site de fixation du
co-inducteur est situé dans la région C-terminale de la protéine qui comprend 2 sous-
domaines RD1 et RD2 (Rossmann-like fold sub Domains) (Figure 23) connectés par une
région « cross-over » (acides aminés 173 a 196) dont la structure tertiaire forme une

crevasse de 30 x 15 x 10 A pour I’accueil du co-inducteur.

88 294
1 Domainede 58 95 173 196 206 400 AA
liaison a I’ADN ‘ ‘ ‘ ‘
N-ter U RD1 ] { RD2 ] ] C-ter
Domaine de “ Y :

59 dimérisation 87

Domaine de fixation du co-inducteur

Figure 23 : Structure d’un régulateur de type LysR (adapté de (Tropel & van der Meer, 2004)). La région
N-terminale de cette famille de régulateurs contient le domaine de liaison a ’ADN en vert. La région C-
terminale comprend le domaine de liaison au co-inducteur (domaine de régulation en violet) composé
des domaines RD1 et RD2 (Rossmann-like fold sub-Domains). La liaison entre 2 monomeéres semble se

faire par la région linker (domaine de dimérisation en orange).
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Afin d’exercer leur action, les LTTR doivent se fixer a I’ADN grace a un motif « helix-
turn-helix » ailé (HTH, Figure 24) localisé entre les acides aminés 1 et 58 de la région

N-terminale (Figure 23).

Domaine de liaison
au co-inducteur

Domaine linker o Domaine linker

O N y ~ A .
\ “ "\" - ‘ 2,
- S ’
2T N -
h J i
k,
i v Ll i
Domaines de . Domaines de

liaisona 'ADN lisisona I'ADN

Figure 24 : Représentation tridimensionnelle

d’un quadrimére de LTTR fixé aux domaines

RBS et ABS de la double hélice d’ADN.

Adapté de (Muraoka et al., 2003).
Les LTTRs peuvent différer de ce modele de référence mais dans tous les cas, les
domaines HTH gardent la méme fonction de régulation. De par leur structure
« ailée », ces domaines sont capables de se fixer a 2 sites du promoteur : le RBS
(Regulatory Binding Site, position -80 a -50 pb) et I’ABS (Activation Binding Site,
position -50 a -20 pb) (Maddocks & Oyston, 2008). En absence de co-inducteur, deux
dimeres de LTTR sont fixés sur ces deux régions, celui fixé sur I’ABS rendant la
région -35 du promoteur inaccessible (Figure 25A). Ces deux dimeres, reliés entre eux
par deux sous-unités, imposent une courbure de 'ADN de 71° en -51/-52 et en -42.
Lorsque I'inducteur se fixe, la tension en -42 se relache (courbure de 55°), entrainant
un glissement du dimere fixé sur I’ABS vers celui fixé sur le RBS, libérant ainsi la
région -35 (Figure 25B). L’ARN polymérase peut alors se fixer sur le promoteur et
initier la transcription du gene cible (Figure 25C). A ce jour, plusieurs LTTRs ont été
cristallisés (par exemple OxyR, CnbR) ce qui a permis de confirmer que le tétramere

est la structure biologiquement active (Muraoka et al., 2003; Zaim & Kierzek, 2003).
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La structure de MexT reste a déterminer ainsi que la nature de son (ou ses) co-

inducteur(s).
A B
A
. Co-inducteurs
i LysR ;_ 'T\7 ‘{% 1L_\.:‘»
| oy | W
= Q. F
Il LysR T
"j & \ e /\'P&S‘ % \:i’ Q'\>
__m>; ‘ _]; | \\// -»g [ &
<
ABS T \
VPromoteu[ —___ Genersgulé ; “--AgiﬁPromotgr;—{ Generégule

* Région—35 du promoteur

&

&
>\\\\ 3 L
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Figure 25 : Régulation par les régulateurs de type LysR d’apreés (Tropel & van der Meer, 2004) . (A)
La fixation des deux diméres de LTTR se fait au niveau des sites ABS (Activation Binding Site) et RBS
(Regulatory Binding Site). (B) Le point de courbure de ’'ADN en position -42 se reldche et permet la
formation du tétramére de LTTR. Le dimére fixé sur I’ABS se déplace, découvrant la région -35 et
permettant a I’ARN polymérase de se fixer (C).

6.2 IMPACT DES MUTATIONS DANS MEXT

Des substitutions d’acides aminés dans MexT ont été décrites chez certains mutants
nfxC, sans que leur impact sur la fonction de la protéine soit connu (Llanes et al.,
2011). Dans la littérature, il est rapporté que des variations d’acides aminés sont
capables d’affecter I'oligomérisation de certains régulateurs LTTR en 1’absence de
ligand. C’est le cas, par exemple, de BenM chez Acinetobacter baylyi et CysB chez
Salmonella enterica serovar Typhimurium, des LTTR qui controlent respectivement la
dégradation de composés aromatiques et la synthese de la cystéine (Colyer &

Kredich, 1996; Craven et al., 2009). L’analyse de la séquence nucléotidique de mexT
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chez différentes souches de référence de P. aeruginosa indique la présence d’un

polymorphisme a la fois dans le gene et la protéine MexT (Tubleau 6).

Tableau 6 : Polymorphisme de MexT décrit dans la littérature.

Souche Nom équivalent gzz;::;%hlsme Phénotype Référence
PAO1 Ge PAO LB, PT5, R-PAO1 WT WT (Kohler et al., 1999a; Luong et
al., 2014; Westfall et al., 2006)

PT149, Ig-PAOL1, A8pbios nfxC (Kohler et al., 1999a; Olivas et

PAO-7H L-PAO1, Ma-PAOQO], al., 2012; Westfall et al., 2006)
C-PAO1, PAO PK

MPAO1-P1 A8pbios nfxC (Olivas et al., 2012)

MPAO1-P2 Stopus WT (Olivas et al., 2012)

PAO1 Tokai P20z WT (Maseda et al., 2000a)

nfxC Tokai Sa02 nfxC (Maseda et al., 2000a)

KH4014a Yai nfxC (Maseda et al., 2000a)

PAO1 Tian V3o WT (Tian et al., 2009a)

IX A WT (Henrichfreise et al., 2007)

PAO4009 Stopat WT (Maseda et al., 2000a)

D-PAO1 W-PAO1 A8pbios WTb (Luong et al., 2014)

PAO4290 AAas WT (Maseda et al., 2000a)

H-PAO1 AG77 WT (Luong et al., 2014)

PAO1-UK ACGo05-906 WT (Vercammen et al., 2015)

apar rapport a la séquence publiée de www.pseudomonas.com. b Cette souche n’est pas un mutant
nfxC car elle posséde un codon stop inactivant mexF en position 326.
Remarque : Les trois premiers couples du tableau sont des dérivés isogéniques WT/nfxC.

Ainsi, chez certaines souches PAO1, mexT est inactivé par l'insertion de 8 pb en
position 104 et la délétion spontanée de ces 8 pb restaure la synthese d’'un MexT
fonctionnel (Kohler et al., 1999a; Olivas et al., 2012). D’ailleurs, certains PAO1 qui ne
possedent pas cette insertion de 8 pb, surexpriment mexEF-oprN (Olivas et al., 2012).
Dans d’autres souches, le peptide MexT est tronqué en raison d’un codon stop
prématuré dans le gene ou suite a un décalage de son cadre de lecture (Luong et al.,
2014; Maseda et al., 2000a; Olivas et al., 2012). Enfin, il existe des substitutions
d’acides aminés dont I'impact n’est pas connu (Henrichfreise et al., 2007, Maseda et

al., 2000a; Quale et al., 2006; Tian et al., 2009a).
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6.3 LE ROLE DE LA PROTEINE MEXS

MexS est une oxydoréductase appartenant a la famille MDR (Medium chain
Dehydrogenases/Reductases) et a la sous-famille des quinone-oxydoréductases

(www.pseudomonas.com). Ces enzymes sont généralement actives sous forme de

dimere ou de tétramere et interviennent dans le métabolisme, les processus de
régulation ou la protection de la cellule vis-a-vis des composés toxiques. Elles
fonctionnent a l'aide de co-facteurs tels que le NADH ou le NADPH (Knoll & Pleiss,
2008). Peu d’informations sont disponibles sur le fonctionnement de MexS ou sur son
(ses) substrat(s). Elle a été initialement décrite comme un répresseur de mexT, en
raison de mutations fréquentes chez les mutants nfxC (Maseda et al., 2000a). Son
inactivation sous leffet de mutations a été rapidemment associée a de la
surexpression de mexEF-oprN de maniere MexT-dépendante (Sobel et al., 2005b). En
réalité, MexS pourrait avoir pour rdle d’éliminer certains métabolites secondaires
toxiques puisque son expression est concommitante de celle du systeme d’efflux
MexEF-OprN, par MexT (Kohler et al., 1999a). La surproduction de MexEF-OprN
compenserait alors l'inactivation de l'oxydoréductase MexS chez certains mutants
nfxC, afin d’éliminer les composés toxiques qui ne seraient plus transformeés par cette
enzyme. L’analyse de 4 mutants nfxC sélectionnés sur un milieu contenant du
chloramphénicol montre que l'un possede une délétion de 90 pb, inactivant
totalement la protéine MexS, et les 3 autres des substitutions d’acides aminés (S14R,
Y127Stop et VsG) confirmant ainsi ’hypothese précédente (Sobel et al., 2005b). En
clinique, les mutants nfxC présentant des mutations ponctuelles dans la protéine
MexS sont plus fréquents que ceux produisant des peptides MexS aberrants suite a

des indels dans le gene, par exemple (Llanes et al., 2011).

Synthése bibliographique Page | 65



6.4 HYPOTHESES DE REGULATION PAR LE COUPLE MEXS/MEXT

La protéine MexS de la souche PAOL1 differe de celle de PA14 par un résidu d’acide
aspartique (D) en position 249 au lieu d'une asparagine (N). L'impact de cette
substitution reste controversé. Puisque chez la plupart des souches de type PAOI, la
délétion des 8pb qui inactivent le gene mexT est suffisante pour engendrer un
phénotype NfxC, il a été proposé que MexS (D24) était fonctionnelle et agissait avec
MexT pour surexprimer mexEF-oprN (Jin et al., 2011). Au contraire, pour d’autres
équipes, MexS est non-fonctionnelle chez PAO1 et responsable de la surexpression
de la pompe lorsque MexT devient actif (Maseda et al., 2000a). Il existerait alors 2
types de souches. Le premier possederait dans son génome les deux genes mexS et
mexT sous forme inactive, et le deuxieme ces deux genes sous forme active. Chez le
premier, la réactivation de MexT et chez le deuxieme l'inactivation de MexS
conduirait a la surexpression de mexEF-oprN (Figure 26). Au final, MexT doit étre
sous forme active et MexS inactive (mutant mexS?) pour permettre 1’apparition du

phénotype NfxC (Maseda et al., 2000a).

Souche sauvage Souches de type PAO1

< mexS ‘ ‘ mexT >

inactif inactif

mexS mexT

actif

< mexS ‘ mexT

inactif actif

actif

Réversion de

Mutation inactivatrice L . .
mutation inactivatrice

Mutant nfxC

Figure 26 : Mécanismes génétiques liés a MexS/MexT, a l'origine de la surexpression de mexEF-oprN.
Adapté de (Maseda et al., 2000a).
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L’inactivation de MexS a un impact mal connu sur MexT. Nous avons vu
précédemment qu’elle pourrait engendrer I’accumulation intracellulaire de
métabolites jouant le rdle de co-effecteurs pour MexT, et induisant alors la
surexpression de mexEF-oprN (Sobel et al., 2005b). Par ailleurs, des travaux ont
montré que l'activité de MexT dépend de son niveau d’oligomérisation, lui-méme
dépendant du potentiel redox de la cellule (Fargier et al., 2012). Ainsi, MexT migre
sous la forme d'un monomere ayant une masse apparente de 35kDa en milieu
réducteur, alors qu’en milieu oxydant sa masse avoisine les 100 kDa, suggérant la
formation d'un tétramere. De plus, par la technique de retard sur gel, seule la forme
oxydée de MexT parait capable de se lier a la région promotrice de mexEF-oprN. On
peut donc imaginer que chez les souches sauvages non soumises a un stress, MexS
aiderait a maintenir le potentiel redox intracellulaire a un niveau optimal pour lequel
MexT est sous forme d'un monomere inactif. L’inactivation de MexS modifierait
alors le potentiel redox de la cellule et favoriserait consécutivement la tétramérisation
de MexT avec pour conséquence la surexpression de la pompe comme mécanisme de

défense et de détoxification (Fargier et al., 2012).

6.5 LES AUTRES REGULATEURS POTENTIELS DE MEXEF-OPRN

Le role de MexT n’est plus a démontrer dans la régulation de mexEF-oprN. Toutefois,
différentes études transcriptomiques ont mis en évidence le role d’autres régulateurs
dans l'expression de cet opéron (Balasubramanian et al., 2012; Burrowes et al., 2006;
Juhas et al., 2004; Liao et al., 2013; Muller et al., 2011; Vercammen et al., 2015; Wang et
al., 2013; Westfall et al., 2006; Zaoui et al., 2012). Ainsi, 4 répresseurs (AmpR, MxtR,
MvaT et PA2449) et 3 activateurs (ParR, NmoR et BrIR) transcriptionnels auraient des
effets variables sur l'expression de mexEF-oprN et sur les CMI des substrats de la

pompe (Iablean 7 et Figure 27). A ce jour, aucun mutant nfxC muté dans ces
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régulateurs n’a pu étre identifié en clinique a I’exception de possibles mutants mwvaT

(Llanes et al., 2011).

Tableau 7 : Impact des régulateurs de mexEF-oprN sur I’expression de I'opéron et sur le phénotype
de résistance chez différents mutants dérivés de PAO1 ou PA14.

Souche Expression de mexE CMI (pg/mL)
microarray ~ RT-qPCR CIP CHL TMP IPM  MEM

PAO1 - - 0,125-0,25-0,25 64-128  300-200 1-2 1
PAO7H* ND ND 1 1024 1024 8 ND
PA14 - - 0,125 ND ND ND ND
PAOW2P ND ND 1 ND ND 16 4
PAO1AparS -3,51 -8,6 0,25 ND ND 2 1
PAO1AparR -2,39 -7,06 ND ND ND ND ND
PAO1AparRS ND ND 0,25 ND ND 2 1
PAO1AmvaT ND 6 ND 100 300 0,5 ND
PAO1AnmoR -25 -422 ND ND ND ND ND
PAO1AmxtR 13,9 ND 0,5 ND ND ND ND
PA14AmxtR ND ND 0,5 ND ND ND ND
PAO1AampR 108 8089 2 512 >200 ND ND

CIP : ciprofloxacine, CHL : chloramphénicol, TMP : triméthoprime, IPM : imipénéme et MEM :
méropénéme. ND : non déterminé.

D’aprés (Balasubramanian et al., 2012; Kohler et al., 1997b; Muller et al., 2011; Vercammen et al.,
2015; Wang et al., 2013; Westfall ef al., 2006; Zaoui et al., 2012), selon le méme code couleur.

a: souche sélectionnée in vitro dont le géne mexS est inactif et mexT actif. b : souche sélectionné in
vitro a partir de la souche de référence PAO1 présentant une substitution activant ParR (Muller et
al., 2011).

- Pars \ \ =%
exs) | N MexT)
ParR Activation T

—mex5 14

mexT _

__-:-=9__mexEF-opiN_ —

S\ AN /\\ //’\\
NmoR (MxtR] (MvaT/ \Qmpni RAZ447‘ BriR

Mede de vie en biofilm

Figure 27 : Différents régulateurs décrits pour réguler I’'opéron mexEF-
oprN. Les fléches pleines et en pointillés indiquent respectivement une
régulation directe et indirecte (Balasubramanian et al., 2012; Kéhler
et al., 1997b; Muller et al., 2011; Vercammen et al., 2015; Wang et al.,
2013; Westfall et al., 2006; Zaoui et al., 2012).
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6.5.1 NmoR

NmoR (PA4203) est un régulateur de la famille LysR organisé en opéron avec une
gluconolactonase périplasmique, PpgL, dont le role semble étre la détoxification
d’intermédiaires du métabolisme cellulaire (Figure 28) (Vercammen et al., 2015). En
amont et transcrits en sens inverse, se trouvent les genes codant pour une mono-
oxygeénase, NmoA, et pour une D-alanine-alanine ligase, DAIA. L’organisation de ces
4 genes est conservée chez toutes les souches de P. aeruginosa. La délétion de nmoR
chez PAO1 augmente I'expression de nmoA (20 fois) et réprime fortement mexE (400
fois). Il n’est pas exclu que l'activité de NmoR sur 1'opéron passe par MexT car dans
la souche de PAOL1 utilisée, MexT est actif. D’ailleurs, 1'expression de mexT est

réduite 3 fois chez le mutant PAO1AnmoR (Vercammen et al., 2015).

PA4201 PA4202 PA4203 PA4204

% ddIA P< nmoA nmoR >—{ ppgl >—
—< mexT | — mexEF-oprN %

Figure 28 : La régulation de mexEF-oprN par NmoR. NmoR agit comme
répresseur de sa propre transcription, de celle de nmoA et comme
activateur de mexT conduisant a la surexpression de mexEF-oprN
(Vercammen et al., 2015). La numérotation des génes correspond a
celle de PAO1 (www.pseudomonas.com).

6.5.2 AmpR

AmpR (PA4109) est un régulateur de la famille LysR, capable de jouer le rdle
d’activateur ou de répresseur en fonction de son co-substrat (Balcewich et al., 2010). Il

régule le gene blaampc codant la B-lactamase naturelle AmpC de P. aeruginosa, mais
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également des genes codant des facteurs de virulence tels que ceux impliqués dans la
production de pyocyanine, d’élastase ou de protéases (Kong et al., 2005). Chez PAO1
(MexT inactif), la délétion de ampR conduit a la surexpression des genes mexE, mexF
et oprN (respectivement 108, 89 et 103 fois) accompagnée d’une augmentation de 3
fois de la CMI des substrats de la pompe (ciprofloxacine et chloramphénicol)
(Balasubramanian et al., 2012). Le gene mexT est, quant a lui, surexprimé 7,5 fois chez
la souche PAO1AampR. Toutefois, la régulation de mexEF-oprN par AmpR n’implique
probablement pas MexT car, dans cette souche, le gene mexT est inactivé par
I'insertion de 8pb décrite précédemment. De plus, I’analyse de la région promotrice
de mexT n’a pas permis de mettre en évidence la séquence consensus d’ADN
supposée étre le site de fixation de AmpR (TCT-NNT-NNA-AAT-TT). Une étude
réalisée en 2010 avait suggéré la présence d’un site de fixation d'un répresseur en
amont de mexE (Maseda et al., 2010). AmpR pourrait réguler l'activité de ce
répresseur inconnu et permettre indirectement la surexpression de mexEF-oprN

(Balasubramanian et al., 2012).

6.5.3 PA2449

PA2449 est une protéine de la famille TyrR appartenant au groupe des EBP (Enhancer
Binding Proteins). Ces protéines ont pour caractéristique de se fixer au facteur sigma
de transciption RpoN afin d’activer la transcription de genes cibles (Lundgren et al.,
2013). L’insertion d’un transposon au sein du gene PA2449 ne permet plus a la
bactérie de croitre en milieu minimum avec la glycine comme seule source de
carbone, ce qui suggere un role pour PA2449 dans le métabolisme de cet acide aminé.
Par ailleurs, I'inactivation de PA2449 augmente l'expression de mexE, mexF et oprN
respectivement 139, 115 et 43 fois relativement a la souche sauvage (PAO1) sans que
le phénotype de résistance ne soit renseigné. Les modalités de la répression de

mexEF-oprN par PA2449 ne sont pas connues, mais 1'expression de mexT n’étant pas
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modifiée chez le mutant APA2449, cette régulation semble étre indépendante de

MexT (Lundgren et al., 2013).

6.5.4 ParRS

Le TCS ParRS, dont I'implication dans la régulation du gene oprD et du systeme
d’efflux MexXY a été présentée dans les pages précédentes, modulerait également
I'expression de I'opéron mexEF-oprN. En effet, I’analyse transcriptomique de mutants
parR et parS a révélé que l'inactivation de chacun de ces deux genes avait un impact
sur l'expression de mexS (respectivement -2,39 et -3,51) et des genes mexE-mexF-oprN
(respectivement, -7,30 et -8,21 pour mexE, -9,36 et -8,75 pour mexF et -8,53 et -7,11
pour oprN) (Wang et al., 2013). Cependant, ces résultats different de ceux obtenus au
laboratoire et dans lesquels aucune modification de l'expression de mexEF-oprN et
aucun changement dans les CMI des substrats du systeme d’efflux n’a été identifié

chez les mutants AparR et AparS (Tablean 7) (Muller et al., 2011).

6.5.5 MxtR

MxtR (PA3271) est une senseur-kinase activée par les modifications du potentiel
redox cellulaire (Zaoui et al., 2012). Cette kinase appartient a la famille des TCS non-
orthodoxes chez qui les domaines senseur et régulateur sont portés par la méme
protéine. L’insertion d'un transposon dans le gene mxtR provoque une augmentation
modérée (20 fois) de l'expression de mexEF-oprN, probablement en raison de la
surexpression de MexT (4,3 fois). D’ailleurs, cette surexpression est accompagnée
d’une diminution de la transcription des genes réprimés par MexT, tels que ceux
impliqués dans la production de rhamnolipides et de pyocyanine (Zaoui et al., 2012).
L’inactivation de mxtR entraine également une augmentation de 2 fois de la CMI de
la ciprofloxacine, qui pourrait s’expliquer par une activité de MxtR vis-a-vis de MexT

(Zaoui et al., 2012).

Synthése bibliographique Page | 71



6.5.6 MvaT

MvaT (PA4315) appartient a la famille des H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring
protein) (Castang & Dove, 2010). Comme toutes les protéines de cette famille, elle se
fixe sur des régions riches en AT de ’ADN et forme des ponts ADN-H-NS-ADN. La
formation de ces ponts compacte I’ADN et permet la répression de genes cibles
(silencing). Chez P. aeruginosa, MvaT est le répresseur d’environ 150 genes de
structure et de virulence parmi lesquels cupA, un géne impliqué dans la formation de
biofilm (Castang & Dove, 2010). La délétion du gene movaT engendre chez PAO1 une
faible augmentation (5 a 7 fois) de I'expression de mexE, mexF et oprN bien inférieure
a celle observée chez les mutants nfxC. Elle s’Taccompagne toutefois d"une résistance
plus élevée (2 a 4 fois) au chloramphénicol et a la norfloxacine. De plus, comme chez
les mutants nfxC, le mutant PAO1AmuvaT produit moins de pyocyanine. La CMI des
carbapénemes n’étant pas modifiée chez le mutant PAO1AmvaT, MvaT pourrait
contribuer a la régulation du systeme d’efflux de maniere MexT-indépendante
(Westtall et al., 2006). Par ailleurs, cette étude ne précise pas si mexT est actif ou
inactif. A ce jour, deux mutants nfxC isolés en clinique ont montré des altérations du
gene muvaT (Llanes et al., 2011). L'un présente une délétion d’un nucléotide en
position 230 et l'autre une substitution conduisant a la variation AusT dans la
protéine. Ces mutations étant associ€es a des substitutions dans MexS connues pour

induire I’expression de mexEF-oprN, leur impact n’a pas été étudié de fagon ciblée.

6.5.7 BrIR

BrIR (PA4878) est un régulateur transcriptionnel de la famille MerR, spécifiquement
exprimé lorsque les bactéries se développent en biofilm (Liao & Sauer, 2012). Les
régulateurs de cette famille sont composés d’un domaine N-terminal de liaison a
I’ADN et un domaine C-terminal de liaison au co-inducteur. Par homologies de

séquences avec des régulateurs connus de cette famille, BrIR a pu étre classé parmi
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les MTA (Multidrug Transporter Activators). Ces activateurs transcriptionnels sont
impliqués dans la régulation de lexpression de transporteurs d’agents
antimicrobiens (Liao & Sauer, 2012). Une analyse transcriptomique a d’ailleurs révélé
que, dans le biofilm, le mutant PAO1AbrIR sous-exprimait mexE plus de 200 fois
comparativement a la souche PAO1, suggérant que la pompe serait surproduite dans
le biofilm. Cependant, dans les mémes conditions, les niveaux d’expression de mexE
déterminés par RT-qPCR n’étaient plus que 3,8 fois inférieurs a ceux de la souche
parentale PAO1. Par ailleurs, la complémentation plasmidique du gene brIR dans la
souche PAO1AbriR entrainait une activation modeste (10 fois) du gene mexE.
L’interaction entre BrIR et le promoteur de mexEF-oprN a été mise en évidence par
immunoprécipitation de chromatine (ChIP), un résultat indiquant a priori que dans
le biofilm BrlR a un role direct sur le promoteur de 1'opéron d’efflux (Liao et al.,

2013).

6.5.8 VgsR

VgsR (PA2591) est un régulateur majeur de la virulence, impliqué dans 1’activation
de lasl et donc dans la régulation du QS (Juhas et al., 2004). Il appartient a la famille
LuxR. Son expression est inductible lorsque la souche est cultivée en présence de
peroxyde d’hydrogene (Juhas et al., 2004). En plus de son role dans la virulence, il
semble avoir un impact sur l'expression de mexEF-oprN en présence de H20:. En
effet, I'insertion d'une séquence Tn5 inactivant vgsR chez une souche sauvage issue
d’un patient atteint de mucoviscidose entraine la sous-expression de 1'opéron mexEF-
oprN de 10 a 20 fois lorsque la souche est cultivée présence de H:0:. Le peroxyde
d’hydrogene, tout comme l'inactivation de vgsR, ne modifient pas l'expression de
mexEF-oprN a eux seuls (Fargier et al., 2012; Juhas et al., 2004) ; ce serait 1’association
des deux évenements qui semblerait capable de modifier la production de la pompe

par une voie qui reste a découvrir (Juhas et al., 2004).
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6.5.9 RsmA

RsmA (PA0905) est une petite protéine régulatrice de 7 kDa dont l'activité est
contrdlée par 2 petits ARN rsmY et rsmZ (Kay et al., 2006). Elle possede une activité
de régulation post-transcriptionnelle en interagissant avec des ARNm cibles
possédant en 5" la séquence GGA (Kay et al., 2006). Elle intervient dans le controle de
la virulence, du QS, de la mobilité et la réponse au stress (Brencic & Lory, 2009). Une
analyse transcriptomique réalisée sur des mutants rsmA de PAO1 (MexT actif) a
révélé que 'opéron mexEF-oprN était surexprimé environ 200 fois par rapport a la
souche parentale (Burrowes et al., 2006). Toutefois, en utilisant un fond génétique
différent (la souche de référence PAK), ces résultats n’ont pu étre reproduits chez le
mutant PAKArsmA (Brencic & Lory, 2009). Apres vérification, il semblerait que
I'isolement sur chloramphénicol du mutant PAO1ArsmA ait sélectionné dans la
premiere étude un mutant nfxC spontané, biaisant les résultats (Mooij et al., 2010). Au
final, RsmA ne semble donc pas avoir d’impact sur I'expression de mexEF-oprN

(Brencic & Lory, 2009).

7 MEXEF-OPRN : UN SYSTEME INDUCTIBLE

L’inductibilité est un processus instable qui permet a la bactérie de s’adapter
temporairement a des variations de son environnement. Parmi les 12 pompes de type
RND décrites chez P. aeruginosa, seule 'inductibilité de mexXY par les antibiotiques
inhibant la synthese protéique a été bien documentée (Jeannot et al., 2005). Toutefois,
la production de MexEF-OprN semble également étre inductible dans certaines
conditions de culture, avec ou sans antibiotique. Par exemple, un traitement de 45
minutes a de faibles (0,5 pg/mL) ou fortes (16 pg/mL) concentrations d’imipéneme
augmente deux fois le niveau d’expression de mexEF-oprN chez un mutant nfxC. Ce

phénomene n’est pas présent chez la souche sauvage (Kolayli et al., 2004).
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Figure 29 : Structure du chloramphénicol, du
florphénicol et du S-nitrosoglutathion. Les chloramphénicol qui sélectionne

groupements nitreux sont entourés en rouge.

facilement des mutations dans le gene
mexS (Mooij et al., 2010), il est possible que I'augmentation de la transcription de
mexE résulte de la sélection fortuite de mutants MexS et non pas d'une induction par
I'antibiotique (Fetar et al., 2011; Mooij et al., 2010). Dans l'étude de Fetar et coll.,
I'induction n’est plus observée avec le florphénicol, un dérivé du chloramphénicol
dépourvu de groupement NO (Figure 29). L’opéron d’efflux répondrait donc a un
stress oxydatif de nature nitreuse (Fetar et al., 2011). Rappelons que le peroxyde
d’hydrogene ne provoque pas l'expression de mexEF-oprN a lui seul (Fargier et al.,
2012), c’est donc bien le groupement NO qui serait a 1'origine de l'induction. Cette
hypothese est confirmée par 'utilisation d’une autre molécule, le S-nitrosoglutathion
(GSNO) (Figure 29) qui, a la concentration de 5 mM induit également "expression de
mexE chez une souche clinique non-nfxC (MexT actif) apres 30 min de culture. En
revanche, chez un mutant AmexF, le GSNO induit la production d'une
oxydoréductase, XenB, capable d’éliminer le groupement nitrosyl présent sur
certaines molécules (Fetar et al., 2011). L’activation de xenB constituerait un
meécanisme de détoxification palliant le déficit d’élimination des produits nitrosylés
par la pompe MexEF-OprN. Finalement, une analyse transcriptomique a permis

d’observer la surexpression de mexE (environ 15 fois) chez la souche PAO1 apres 12h
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de croissance en présence de cellules pulmonaires humaines (Frisk et al., 2004).
L’origine de cette induction n’est aujourd’hui pas connue mais semble impliquer
MexT puisque deux genes appartenant au régulon de MexT sont également activés :

PA4623 et PA4881 codant pour des protéines de fonction inconnue (Tian et al., 2009a).

8 PHENOTYPE DES MUTANTS NFXC

Les mutants nfxC (norfloxacine) ont été découverts en 1990 suite a l'isolement de
mutants de PAOT] résistants a la norfloxacine (Fukuda et al., 1990). Ils ont été nommés
ainsi par référence aux mutants nfxA et nfxB (Figure 30), également résistants a cet
antibiotique, respectivement en raison d’altérations dans les QRDR et d'une

surproduction du systeme d’efflux MexCD-Opr] (Hirai et al., 1987).

Souche PAOI WT Mutant nfxC Mutantnfx8

Figure 30 : Antibiogrammes de la souche de référence PAO1, d’un mutant nfxC et d’un mutant nfxB
surproduisant respectivement les systéemes d’efflux MexEF-OprN et MexCD-Oprl. FEP : céfépime,
PIP : pipéracilline, TZP: pipéracilline + tazobactam, CTX: céfotaxime, TIC: ticarcilline, TCC:
ticarcilline + acide clavulanique, CAZ : ceftazidime, CFS : cefsulodine, MEM : méropénéme, IPM :
imipéneme, GM : gentamicine, TM: tobramycine, ATM : aztreonam, FOS: fosfomycine, K:
kanamycine, CS : colistine, CIP : ciprofloxacine, AN : amikacine.

Outre une résistance aux fluoroquinolones, au chloramphénicol et au triméthoprime,
les mutants nfxC obtenus in vitro présentent également une résistance aux
carbapénemes (Kohler ef al., 1997b) et une hypersensibilité aux B-lactamines (Maseda

et al., 2004) et a certains aminosides (Llanes et al., 2011). Bien que les mécanismes de
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cette plus grande sensibilité soient mal connus, il semblerait qu’elle survienne suite a
une sous-expression des opérons mexAB-oprM et mexXY/oprM, respectivement. Ces
mutants semblent également déficients dans la production de certains facteurs de
virulence tels que la pyocyanine, les rhamnolipides, 1'élastase, le systeme de sécrétion
de type III (T3SS) ou encore dans la formation de biofilm (Jin et al., 2011; Kohler et al.,
2001; Linares et al., 2005; Tian et al., 2009b).

8.1 PHENOTYPE DE RESISTANCE DES MUTANTS NFXC

Divers travaux ont associé la surexpression de MexEF-OprN a une résistance accrue
aux carbapénemes, due a un déficit de porine OprD dans la membrane externe
(Aubert et al., 1992; Fukuda et al., 1995; Kohler et al., 1997b; Masuda & Ohya, 1992;
Masuda et al., 1995). Cette diminution semble étre la conséquence d’une répression
de la transcription du gene oprD par MexT, bien qu’aucune nod box n’ait été mise en
évidence en amont de ce gene. Cette hypothese semble toutefois probable puisque la
surexpression de mexT cloné dans un plasmide conduit a une légere diminution (2,5
fois) de l'activité de fusions transcriptionnelles oprD::xylE (Ochs et al., 1999b) et
oprD::lacZ (Kohler et al., 1999a). Par ailleurs, le pouvoir catalytique de la phosphatase
alcaline PhoA, dont l'export dans l'espace périplasmique dépend de régulations
transcriptionnelles mais également post-transcriptionnelles a été testé sur une fusion
oprD::phoA (Rodriguez-Quifiones et al., 1994). L’activité de la protéine hybride est
diminuée 8 fois chez un mutant nfxC par rapport a la souche sauvage indiquant que

la régulation est également post-transcriptionnelle (Kohler et al., 1999a).

A Tinverse, on constate chez les mutants nfxC, une hyper-sensibilité a certains
antibiotiques de la famille des B-lactamines et des aminosides, respectivement
substrats des pompes d’efflux MexAB-OprM et MexXY/OprM (Maseda et al., 2004).
La délétion de mexAB-oprM chez un mutant nfxC conduit a une augmentation de la

quantité de protéine OprN dans la membrane externe, suggérant que MexAB-OprM
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pourrait étre sous-produit chez les mutants nfxC (Li et al., 1998b; Li et al., 2000). Des
mesures d’activité B-galactosidase ont montré qu’en phase exponentielle de
croissance, un mutant nfxC produisait 2 fois moins de transcrits mexAB-oprM qu’une
souche parentale sauvage, du fait de la répression probable de I'opéron par MexT.
D’ailleurs, une séquence nucléotidique en amont de cet opéron pourrait
correspondre a un site de fixation de MexT (Maseda et al., 2004). Pour une autre
équipe, la diminution de la transcription de rhil chez les mutants nfxC serait a
l'origine de la sous-expression de mexAB-oprM puisque cet opéron est positivement
régulé par le systeme RhIR/RhlI (Lamarche & Déziel, 2011). Un phénomene analogue
existe chez les mutants nfxB, qui surexpriment le systeme d’efflux MexCD-Opr].
Toutefois, dans ce cas, I'hypersensibilité aux B-lactamines et aux aminosides ne
semble pas liée a la répression des opérons mexAB-oprM et mexXY mais a une
moindre efficacité des pompes pour exporter leurs antibiotiques substrats (Jeannot et
al., 2008). Au final, I'activité des pompes MexAB-OprM et MexXY(OprM) chez les
mutants nfxC pourrait étre réduite pour compenser la forte augmentation de I'efflux
meédié par MexEF-OprN et maintenir un équilibre physiologique entre tous ces

systemes (Li et al., 2000).

8.2 VIRULENCE DES MUTANTS NFXC

Des la découverte de MexEF-OprN, il est apparu que les mutants nfxC était déficients
dans la production de pyocyanine (Kohler et al., 1997b). La caractérisation ultérieure
de mutants issus de la souche PAOL1 a révélé qu’ils produisaient également moins
d’élastase et de rhamnolipides, et qu’ils étaient par conséquent déficients dans la

mobilité de type swarming (Figure 31) (Kohler et al., 2001).

Plus généralement, d’apres un modele d’étude de la virulence utilisant le ver
Caenorhabditis elegans, la perte de virulence des mutants nfxC ne serait pas liée a

’action directe de MexT mais plutot a I'export de molécules par MexEF-OprN. En
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effet, si la DL50 (Dose Létale 50) d'un mutant nfxC est plus élevée que celle d'une
souche sauvage elle est également supérieure a celle de la souche nfxCAmexE
(Olivares et al., 2012). Par ailleurs, 1’analyse transcriptomique de mutants délétés ou
non de I'opéron mexEF-oprN a permis de différencier les phénotypes directement liés
a la surproduction de la pompe, de ceux régulés par MexT (Figure 31) (Tian et al.,
2009a). La virulence étant largement régulée par le QS chez P. aeruginosa, la
surproduction du systeme MexEF-OprN, supposé exporter un précurseur du QS,

conduit logiquement a une perte de virulence.

Efflux d’un
précurseur du PQS

Régulation par MexT

e >

Production d’élastase Mobilité swarming

Formation de biofilm

Production des Production de pyocyanine

systémes de sécrétion
detype 3 et de type 6

Figure 31 : Phénotype de virulence des mutants nfxC. La répression des systémes de sécrétion de
type 3 et de type 6 est due a MexT. Cet activateur de I'opéron d’efflux serait également capable de
réprimer la formation de biofilm et la production de pyocyanine, bien que cette derniére soit
également impactée par l'efflux d’un précurseur du PQS par MexEF-OprN. Enfin, la production
d’élastases et la mobilité de type swarming sont réduites chez les mutants nfxC en raison de la
quantité plus faible de PQS disponible.
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8.2.1 La virulence MexEF-OprN dépendante

Chez les mutants nfxC, les systemes Las, Rhl et PQS voient leurs relations modifiées
en raison de 'activité de la pompe d’efflux MexEF-OprN, ce qui diminue la virulence
des bactéries. L’analyse de surnageants de culture a montré I'existence d'une grande
quantité de 3-céto-Ci-HSL chez les mutants nfxC (Kohler et al., 2001). Il semblerait
que Lasl soit produit en plus grande quantité chez un mutant nfxC de PA14,
aboutissant a une plus grande production de 3-céto-Ci-HSL (Lamarche & Déziel,
2011). A l'inverse, un mutant nfxC de PAO1 (et un mutant PAO1 nfxCAmexE) produit
moins de Cs-HSL extracellulaire, probablement en raison d'une diminution de la
transcription de rhil par des mécanismes non décrits (Kohler et al., 2001; Lamarche &
Déziel, 2011). Cependant, l'activation de rhIR (et donc de rhll) étant sous la
dépendance de la 3-céto-Ci-HSL, l'export accru de cette molécule pourrait étre a

I'origine de la quantité moindre de Cs-HSL chez les mutants nfxC.

1. Elastases

Les élastases A et B produites par P. aeruginosa sont des protéases capables de
dégrader ou d’inactiver de nombreuses protéines de I'hdte comme, par exemple, les
immunoglobulines et les protéines composant les tissus (Le Berre et al., 2006). Elles
sont codées par les genes lasA et lasB, eux-mémes régulés par le QS (Figure 32). Chez
les mutants nfxC dérivant de PAO1 la production d’élastase B est diminuée en raison
d"une expression de lasB plus tardive que chez la souche sauvage (Kohler et al., 2001;
Olivares et al., 2012). D’apres des expériences de RT-qPCR réalisées sur des bactéries
en phase stationnaire de croissance, les mutants nfxC expriment 2 fois moins lasB que
la souche parentale dont ils dérivent (Kohler et al., 2001; Olivares et al., 2012). La
délétion de l'opéron mexEF-oprN leve cette répression, suggérant que la pompe

MexEF-OprN exporte une molécule activatrice du gene lasB (Tian et al., 2009b).

Synthése bibliographique Page | 80



: Z&€ ainbi4

‘JUaWIANIPIAASaI Gy|Yd 33 gyse| sauab sap asuppuadap n|

onbrydvabo1girg asoyjuhs

3-céto-C,,-HSL O

@

—  rhR :>% rhil :>—-

RhIR

-~ lasR >—{ las! > L past
Genes activés :
- rhll
Genes activés : Fonctions activées : Génes activés :
- lasl - pyocyanine - pqsABCDE
- rhiR - Rhamnolipides - rhIR
- pgsH - HCN - rhil
- pgskR - Pili Fonctions activées :
Fonctions activées : - Lectines - Pyocyanine
- Elastases - Etc... - Elastases
- Exotoxine A - Etc...
- Protéase alcaline - PgsABCDE
- Etc.. - PagsR

Conséquences de I'efflux par MexEF-OprN :

Transcription de rhll diminuée

Export de 3-céto-C,,-HSL augmenté - Production de C,-HSL diminuée Efflux d’'un précurseur du PQS

- Activation de LasR diminuée - Activation de RhIR diminuée - Production de PQS diminuée

-> Transcription de /asB retardée -> Transcription de rhlA diminuée - Production de pyocyanine diminuée

-> Production d’élastase B diminuée - Production de rhamnolipides diminuée - Production d’élastase B diminuée

- Capacité au swarming diminuée

19 431Y0)] ‘ZT0Z “|e 12 zauawlif) esouidnide *d zayd NIdO-4IX3N ap uoidnpo.dins p| 3p sa2Uuanbasuol

snos 1sa sapidijouwnya sap 13 aspIsp|a,| Ip uoissaldxa,] “(qe00zZ “’|e 1° upil PEOOZ “|e 1° uvll 2102
‘I3|ssog '@ piofiayiny ‘ZT0OZ “|e 13 SaIPAIO ‘900Z “|e 1° a4iag 31 'TTOZ ‘131223 '® 2Yy240wWT ‘TOOZ “|e

12 SO np sa[nagjow sa| iod 3juajniin ap sinadpf ap uoidnpoid p| P 3]QJIU0)

18 | @8ed




2. Production de rhamnolipides et swarming

Les rhamnolipides sont des molécules amphiphiles dont le rdle est de réduire les
tensions de surface entre le milieu extérieur et la paroi bactérienne. Ils sont impliqués
dans la virulence puisqu’ils permettent a la bactérie une mobilité de type swarming.
Définie comme la capacité a se déplacer sur une surface semi-solide sous forme de
« raft » c'est-a-dire par paquets de cellules, cette mobilité est possible grace a I’action
commune (i) du flagelle de la bactérie, (ii) des rhamnolipides et (iii) des pili de type

IV (Kearns, 2010).

Chez P. aeruginosa, les rhamnolipides sont codés par les genes rhlAB contrdlés par le
QS (Kearns, 2010). La transcription de ces genes est diminuée chez les mutants nfxC
probablement en raison d"une baisse de I’expression du gene rhll, comme l'indiquent
les mesures effectuées grace a une fusion lacZ et par RT-qPCR (Kohler et al., 2001;
Tian et al., 2009b). De fagon attendue, cet effet est perdu chez un mutant nfxC privé
de mexE indiquant que la surproduction de la pompe MexEF-OprN elle-méme est
responsable d'un défaut de synthese de rhamnolipides (Tian et al., 2009b). En effet,
les mutants nfxC ne forment pas ou peu de dendrites caractéristiques du swarming

lorsque cultivés sur milieu semi-solide (Kohler et al., 2001).

8.2.2 La virulence dépendant de MexT et de MexEF-OprN

1. Formation de biofilm

Le mode de vie en biofilm est un mode de vie sessile qui répond a 3 phases : une
premiere étape d’attachement cellulaire a une surface, la formation de micro-colonies
et la différenciation en une population enchassée dans une matrice polymérique. La
coloration de cultures au cristal violet a montré que les mutants nfxC sont altérés
dans ce mode de vie (Lamarche & Déziel, 2011; Ramsey & Whiteley, 2004; Tian et al.,

2009b). Toutefois, 1'origine de cette déficience reste controversée et semble souche-
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dépendante. Chez PAO1, I'attachement a une surface n’est pas restauré chez un
mutant nfxCAmexE, ce qui semble indiquer que mexT réprime des genes impliqués
dans la formation de biofilm (Tian et al., 2009b). A I'inverse, chez PA14, I'inactivation
de mexE chez le mutant nfxC restaure la capacité a développer ce mode de vie,
impliquant cette fois-ci la surproduction de MexEF-OprN et non MexT dans ce
phénotype (Lamarche & Déziel, 2011). La sélection de souches déficientes dans la
formation de biofilm par insertion aléatoire d'une séquence Tn5, a conduit a
I'isolement un mutant nfxC, altéré dans mexS chez PA14 (Ramsey & Whiteley, 2004).
Cependant, dans cette étude, le défaut d’attachement initial ne semble pas étre causé
par MexS mais plutot par une moindre production de surfactine ; 'implication de

MexT ou de MexEF-OprN n’a pas été évaluée.

2. Production de pyocyanine

La pyocyanine est une phénazine produite spécifiquement par P. aeruginosa. C’est un
pigment bleu redox-actif utilisé par la bactérie comme vecteur d’électrons. Sa
production est controlée par les systemes RhIR/Cs-HSL et PqsR/PQS du QS (Lau et
al., 2004). La mesure de la quantité de pyocyanine dans les surnageants de culture a
révélé qu'un mutant nfxC en produit 20 fois moins que la souche PAO1 dont il
dérive. Cet effet est directement lié a I'activité de la pompe MexEF-OprN car il est
perdu chez un mutant mexE (Kohler et al., 1997b). Cependant, des travaux plus
récents montrent que linactivation de la pompe ne rétablit pas la production de
pyocyanine lorsque le gene mexT est surexprimé artificiellement a partir d'un

plasmide, laissant envisager cette fois-ci une régulation via MexT (Tian et al., 2009b).

8.2.3 Les systéemes de sécrétion de type III et VI dépendant de MexT

Les systemes de sécrétion de type III (T3SS) et de type VI (T6SS) sont des complexes

multi-protéiques qui permettent notamment d’injecter des toxines au sein de cellules
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eucaryotes et bactériennes respectivement. P. aeruginosa secrete ces exotoxines via le

T3SS : ExoU ou Exo0S, ExoT et ExoY.

L’expression des genes codant pour la structure du T3SS et ses protéines effectrices
est sous la dépendance d’une protéine régulatrice, ExsA (Linares et al., 2005). De
facon intéressante, les niveaux d’expression des genes exsA, exoS, pcrV et popD se sont
révélés diminués chez un mutant nfxC comparativement a la souche sauvage et au
mutant nfxCAmexE, un résultat qui indique que le T3SS est sous le controle négatif de
MexT activé (Olivares et al., 2012; Tian et al., 2009a). Par ailleurs, I’ajout exogene de la
protéine ExsA au milieu de culture du mutant nfxC a permis de restaurer la
production de ExoT et ExoS, ce qui confirme la répression exercée sur exsA par MexT
(Figure 33) (Linares et al., 2005). De la méme facon, la production de ExoS a pu étre
rétablie a un niveau sauvage basal en inactivant le gene mexT a I'aide d"une cassette
gentamicine chez un mutant nfxC (Jin et al., 2011). Cette régulation se ferait par
I'intermédiaire d’une petite protéine de 66 acides aminés, PtrC, dont la région
promotrice contient une séquence de fixation de MexT (ATC-No-GAT). PtrC est
codée par le gene PA2486 situé a proximité de mexT (PA2492) sur le chromosome de
PAO1 de P. aeruginosa. Son activité de répresseur du T3SS serait activée par MexT

(Figure 33) (Jinet al., 2011).
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Figure 33 : la régulation des systémes de sécrétion de type 3
(T3SS) et de type 6 (T6SS) par MexT (Jin et al., 2011).

Synthése bibliographique Page | 84



D’apres les résultats d’expériences de RT-qPCR, il semblerait que MexT puisse
également réprimer les genes hcpl, hep2, hep3 et clpV1 codant pour les protéines
structurales et effectrices de deux des trois systemes de sécrétion de type VI (HSI-I et
HSI-IT) (Figure 33). Cependant, MexT étant un activateur transcriptionnel, les auteurs
suggerent que cette répression n’est probablement pas directe et qu’elle pourrait
impliquer les deux senseur-kinases RetS et LadS, connues pour réguler a la fois le
T3SS et le T6SS (Olivares et al., 2012). Cette déduction est toutefois surprenante, car la
régulation impliquant RetS et LadS est antagoniste sur ces deux systemes de
sécrétion et permet a P. aeruginosa de réaliser un switch moléculaire d’adaptation
entre deux modes de vie différents (infection chronique/infection aigiie) (Moscoso et
al., 2011). S’il est avéré, 'effet de MexT sur ces deux systemes de sécrétion doit par

conséquent faire intervenir d’autres intermédiaires.

8.3 MODIFICATION DU METABOLISME DES MUTANTS NFEXC

Comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents, de nombreuses
études montrent que MexT joue un rdle, a la fois dans la résistance et la virulence de
la bactérie. Plus rares sont celles indiquant que la surproduction de MexEF-OprN est
associée a des modifications du métabolisme ou a la formation de composés toxiques
endogenes ou exogenes. Comme mentionné précédemment, une analyse
transcriptomique a révélé qu'un geéne de détoxification, appelé xenB, était surexprimé
chez un mutant nfxC alors que son expression redevenait basale une fois le gene
mexT inactivé (Fetar et al., 2011). La surexpression de mexT suffit d’ailleurs a elle
seule a induire la surexpression de xenB (Tian et al., 2009a). L’enzyme XenB aurait un

role dans la résistance au stress nitreux (Fetar ef al., 2011; Tian et al., 2009a).

Des expériences effectuées chez Salmonella Typhimurium montrent qu’en conditions

de stress nitreux et sans 'enzyme de détoxification principale Hmp, la bactérie
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devient auxotrophe pour la cystéine, la valine, la leucine et l'isoleucine (Park et al.,
2011). La cystéine, grace a son groupement thiol capable de réagir avec les
groupements NO, protege la cellule vis-a-vis de ce type de stress. Ainsi, la synthese
de cystéine favoriserait la croissance de la bactérie en conditions de stress nitreux
(Park et al., 2011). Chez P. aeruginosa, 1'expression des loci PA2813-PA2812-PA2811
codant pour les composants d'un probable transporteur ABC et une probable
glutathion S-transferase semble étre directement activée par MexT (Tian et al., 2009a).
Cette enzyme, qui permet d’utiliser le S-glutathion (produit par la réduction du

glutathion) comme source de carbone pour la synthese de glutamate, de cystéine et

de glycine (www.kegg.jp), pourrait favoriser la persistance de la bactérie en

conditions de stress nitreux.

La cystéine n’est pas le seul acide aminé a jouer un role protecteur en cas de stress. Il
a été montré que la glycine permettait a la bactérie d’assurer, apres décarboxylation
oxydative, la synthese de cyanure d’hydrogene, principalement en conditions de
micro-aérophilie (O:2 < 5%) (Blumer & Haas, 2000). Cette réaction, inactivée en
aérobiose et en anaérobiose stricte, fournit des électrons et des protons
supplémentaires a la chaine respiratoire. Or, la production de cyanure est importante
pour la pathogénicité de la bactérie, en particulier dans le poumon CF, puisqu’elle
pourrait l'aider a exclure ou contenir d’autres pathogenes concurrents (Lenney &
Gilchrist, 2011). Le régulon de MexT renferme les geénes hcnA, henB et henC codant
pour une HCN synthase (Figure 34). Ces genes entrent également dans le catabolisme
de la glycine, en permettant a la bactérie d’utiliser cet acide aminé comme source de
carbone et d’énergie (Lundgren et al., 2013). Au total, 2 études transcriptomiques ont
fait le lien entre le métabolisme de la glycine et la surexpression de mexEF-oprN. La
premiere a montré que hcnA était une cible directe de MexT alors que I'expression de

henB et henC était dépendante de la pompe MexEF-OprN (Tian et al., 2009a). La
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deuxieme, réalisée sur un mutant nfxC obtenu par insertion d’un transposon dans le
gene mxtR, indique que hcnA est sous-exprimé. Puisque MxtR est capable de réguler
MexT, c’est ce dernier qui semble a 1'origine de la répression de hcnA (Zaoui et al.,

2012).

henAY honB ) _honc_ )
HCN + HCOOH 2(H)
HZN/\H/OHT HN/YOH ;» HCN + CO,
0 o]

glycine #H) iminoacetic  2(H) N/ &_H
acid 5

Figure 34 : Le cyanure d’hydrogéne (HCN) est synthétisé a partir de la
glycine par I’hydrogéne cyanide synthase (HCN synthase) codée par
l'opéron hcnABC (Gross & Loper, 2009).

Pour finir, les opérons nir, nor, nos et fhp, codant pour différentes protéines de la
chaine respiratoire des nitrates sont surexprimés chez un mutant nfxC (Olivares et al.,
2014). Habituellement, ces protéines sont mises en jeu lorsque la concentration en
oxygene est faible. Une hypothese serait que le fonctionnement de la pompe
perturberait le gradient électrochimique de la membrane cytoplasmique au point de
requérir la respiration des nitrates et des nitrites. Le fait qu'un mutant nfxC soit
supplanté par une souche sauvage en co-culture dans un milieu privé de nitrates

semble aller dans ce sens (Olivares et al., 2014).

9 LES MUTANTS NFXC DANS LES SOUCHES CLINIQUES

Il existe peu de travaux caractérisant des mutants nfxC cliniques. Quelques études
ont recherché sans succes ces mutants parmi des collections importantes de souches
cliniques CF et non-CF, sélectionnées en raison de leur résistance ou de leur
sensibilité a divers antibiotiques (Henrichfreise et al., 2007; Quale et al., 2006; Walsh &

Amyes, 2007; Wolter et al., 2004b; Xavier et al., 2010). Toutefois, ces mutants sont
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difficiles a identifier phénotypiquement, le seul critere fiable étant la quantification
des transcrits de I'un des genes de I'opéron mexEF-oprN. D’ailleurs, certaines études
ont rapporté l'existence de mutants nfxC dans des souches cliniques, alors que les
criteres d’identification étaient discutables : un cut-off inférieur a 100 fois le niveau
d’expression de la souche de référence PAO1 (Poonsuk et al., 2014) ou I'utilisation
exclusive de techniques semi-quantitatives comme 1'évaluation de la présence de
OprN dans la membrane externe (Yi et al., 2014). De plus, le choix de la souche
sauvage, utilisée comme référence pour évaluer la surexpression de mexE en RT-
qPCR, peut faire varier la quantification relative des transcrits de plus de 10 fois. En
effet, une étude réalisée sur 529 souches non sensibles au doripéneme a révélé qu’en
utilisant PAO1 comme souche de référence, seuls 2 isolats surexprimaient mexE entre
5 et 10 fois (Castanheira et al., 2014a). A l'inverse, en utilisant un lot de souches
cliniques sensibles aux substrats de la pompe comme témoins négatifs, 89,5 % des
souches surexprimaient mexE au moins 5 fois (parmi lesquelles 26,1 %
surexprimaient mexE plus de 100 fois) (Castanheira et al., 2014a). Ainsi, seules
quelques études ont identifié de fagon fiable des mutants nfxC dans des souches CF
et non-CF (Jalal et al., 2000; Llanes et al., 2011; Oh et al., 2003; Terzi et al., 2014).
Henrichfreise et coll. rapportent 1'existence d’une substitution dans MexS (GesS, F27I)
ou dans MexT (ViwA) chez 3/22 souches multirésistantes (Henrichfreise et al., 2007).
Cependant cette étude ne donnant pas d’indication sur les niveaux d’expression de la
pompe, il est difficile de faire le lien entre ces substitutions et l'activité de
MexEF-OprN. Enfin, au sein d"une collection de 85 souches non-CF sélectionnées en
raison de leur faible résistance a la ciprofloxacine (CMI comprise en 0,25 et 2 ug/mL),
10 mutants nfxC ont été identifiés (Llanes et al., 2011). Vingt pourcent de ces isolats
présentaient des substitutions d’acide aminé dans MexT (2/10 isolats) ou dans MexS
(5/10 souches). Au final, lorsque nous avons débuté notre travail de these, la

signification des variations de séquence de MexT et MexS chez les souches cliniques
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était inconnue a l'exception, peut-étre, de la substitution AissV de la souche PA7
(Morita et al., 2015). Nous nous sommes donc attachés a caractériser de facon plus
approfondie des mutants nfxC provenant de patients hospitalisés. En dépit de leur
déficit supposé en facteurs de virulence, les mutants nfxC cliniques proviennent de
sites tres variés (sangs, voies respiratoires, peau, urines...). Ils sont isolés de patients
colonisés ou infectés, CF ou non-CF (Castanheira et al., 2014a; Fukuda et al., 1995;
Llanes et al, 2011). Ces observations semblent indiquer une hétérogénéité
phénotypique, peut étre en rapport avec la nature de leur mutation nfxC. C'est cette

question que nous avons également cherché a exploiter a travers ce travail de these.
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1.1 RESUME

La prise en charge et la prévention des infections a P. aeruginosa sont capitales dans
les services de soins intensifs. Toutefois, en raison de la forte pression antibiotique,
de nombreuses souches résistantes, y compris aux carbapénemes, sont fréquemment
isolées en France. Le mécanisme principal a l'origine de cette résistance est une
inactivation du gene oprD par des mutations ou l'insertion d"une IS ; la répression du
gene est moins fréquente, mais tout aussi efficace. En effet, dans tous les cas, la
« perte » de la porine OprD conduit a une augmentation de 4 a 16 fois de la CMI des
carbapénemes. Par ailleurs, la bactérie peut acquérir par transfert de genes des

nouvelles B-lactamases capables d’hydrolyser ces antibiotiques.

Le but de cette étude était d’évaluer la prévalence des souches produisant des
carbapénémases dans une collection de 109 isolats issus de 26 centres de soins

intensifs francais, et sélectionnés pour leur CMI a I'imipéneme supérieure a 4 ug/mL.

Parmi ces souches, 7 (6,5%) produisent des carbapénémases de type VIM-1 (n=1),
VIM-2 (n=4), VIM-4 (n=1) et IMP-29 (n=1). La grande majorité d’entre elles (n=94,
86,2%) résistent a I'imipéneme en raison de la « perte » de la porine OprD, du fait de
mutations ou de l'insertion d’une IS dans le géne oprD, voire dans son promoteur.
Une souche présente une délétion de 3 acides aminés au sein de la séquence signal de
la porine, empéchant probablement son adressage a la membrane externe. Parmi les
13 souches restantes, toutes sous-expriment le gene oprD, connu pour étre co-régulé
avec les systemes d’efflux CzcCBA, MexEF-OprN et MexXY/OprM. Le séquencage
des genes régulateurs de ces systemes a mis en évidence (i) des substitutions d’acides
aminés dans ParR ou ParS, les composants du TCS régulant mexXY (chez 9/13
isolats), (ii) des substitutions dans MexS, potentiellement capables d’engendrer la
surexpression de mexEF-oprN (3/13) et (iii) une substitution au sein de CzcR, le

régulateur de czcCBA (1/13). La mesure par RT-qPCR des niveaux de transcrits a
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confirmé la surexpression de mexY, de mexE mais pas de czcC. En effet, le promoteur

de ce dernier est interrompu par une IS.

Au final, ce travail a montré que les mécanismes de résistance développés par les
souches de P. aeruginosa isolées dans les services de soins intensifs sont multiples et
permettent a la bactérie de s’adapter tres rapidement a la pression exercée par les

carbapénemes.

1.2 CONTRIBUTION AU TRAVAIL

Dans cette étude, j'ai réalisé les extractions et les dosages de protéines de méme que
les immunoblots (migration, hybridation et analyse), ce qui a permis d’apprécier la
quantité de porine OprD dans la membrane externe des souches cliniques. J'ai, par
ailleurs, participé a l'analyse des résultats de séquencage des genes oprD et aux
expériences de RT-qPCR (PCR en temps réel et analyse des données) sur les genes

rpsL, oprD, mexE, mexY, PA1797, mexB, czcC et czcR.

1.3 TEXTE DE L’ARTICLE
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Background: Pseudomonas aeruginosa can become resistant to carbapenems by both intrinsic (mutation-
driven) and transferable (B-lactamase-based) mechanisms. Knowledge of the prevalence of these various
mechanisms is important in intensive care units (ICUs) in order to define optimal prevention and therapeutic
strategies.

Methods: A total of 109 imipenem-non-susceptible (MIC >4 mg/L) strains of P. aeruginosa were collected in
June 2010 from the ICUs of 26 French public hospitals. Their resistance mechanisms were characterized by
phenotypic, enzymatic, western blotting and molecular methods.

Results: Single or associated imipenem resistance mechanisms were identified among the 109 strains. Seven
isolates (6.4%) were found to produce a metallo-B-lactamase (one VIM-1, four VIM-2, one VIM-4 and one IMP-
29). Porin OprD was lost in 94 (86.2%) strains as a result of mutations or gene disruption by various insertion
sequences (ISPal635, 1SPa1328, 15911, 1SPs1, 1S51, 1S222 and ISPa41). Thirteen other strains were shown to be
regulatory mutants in which down-regulation of oprD was coupled with overexpressed efflux pumps CzcCBA
(n=1), MexXY (n=9) and MexEF-OprN (n=3). The lack of OprD was due to disruption of the oprD promoter
by ISPsy2 in one strain and alteration of the porin signal sequence in another.

Conclusions: Imipenem resistance in ICU P. aeruginosa strains may result from multiple mechanisms involving
metallo-B-lactamase gene acquisition and genetic events (mutations and ISs) inactivating oprD, turning down
its expression while increasing efflux activities or preventing insertion of porin OprD in the outer membrane. This
diversity of mechanisms allows P. aeruginosa, more than any other nosocomial pathogen, to rapidly adapt to
carbapenems in ICUs.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, imipenem resistance, porin OprD, carbapenemases, active efflux

Introduction

Development of carbapenem resistance is common in
Pseudomonas aeruginosa, especially in intensive care units
(ICUs), where the selective pressure exerted by antibiotics on
bacterial populations is strong.! This well-known situation is
mostly due to the occurrence of mutations or insertion
sequences (ISs) inactivating the gene that codes for porin
OprD, the specific portal of entry for carbapenems into this or-
ganism (for a recent review see Lister et al.?). The reduced
outer membrane permeability that results from OprD loss
usually causes a 4-fold to 16-fold increase in the MICs of all
the carbapenem molecules, including imipenem, meropenem
and doripenem, in strains with inducible or constitutive ampC

expression.” In addition to this very prevalent mechanism, P. aer-
uginosa may collect foreign genes encoding Ambler class A (e.g.
GES and KPC types), class B (e.g. AIM, GIM, IMP, NDM, SPM and
VIM types) or class D (e.g. OXA-198) B-lactamases able to hydro-
lyse carbapenems to varying degrees.”~” Over the last decade an
ever-growing number of P. aeruginosa isolates producing
metallo-B-lactamase (MBL) (class B) have been reported from
many countries, suggesting that these enzymes could become
the predominant cause of carbapenem resistance in the near
future. However, the resistance patterns to individual carbape-
nems may vary greatly among clinical strains as a result of
complex interplay between enzymatic and non-enzymatic
mechanisms, some of which still await characterization.? For in-
stance, MICs of meropenem and doripenem may be influenced
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Complexity of imipenem resistance in ICU P. aeruginosa
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by the overproduction of MexAB-OprM, a multidrug efflux system
able to extrude all these molecules except imipenem.®” 2

Little is known about the genetic events leading to down-
regulation of oprD expression and carbapenem resistance in clin-
ical P. geruginosa isolates. The transcription of this gene, driven
by the distinct promoters P1 and P2, is subject to complex regu-
lation.? Indeed, although the expression of oprD is stimulated
when bacteria are grown in the presence of some substrates
(e.g. arginine), it is repressed in some in vitro mutants overprodu-
cing the active efflux system MexEF-OprN, MexXY/OprM or
CzcCBA.? These multispecific pumps, which belong to the resist-
ance-nodulation-cell division family of transporters, can export
various antibiotic substrates including fluoroquinolones (MexEF-
OprN, MexXY/OprM), aminoglycosides, tetracyclines, macrolides,
B-lactams (MexXY/OprM) and heavy metals such as zing,
cadmium and cobalt (CzcCBA)."*~*° It is now established that
the inverse regulation of OprD and MexEF-OprN depends on
MexT.*&” This LysR-type transcriptional regulator behaves both
as an activator of operon mexEF-oprN and a repressor of oprD
in nfxC mutants carrying mutations in mexS, a gene encoding
a probable quinone oxidoreductase.*® MexT divergent regulatory
effects on mexEF-oprN and oprD were also observed in a labora-
tory mutant from which the gene for master regulator AmpR had
been deleted, though this was not coupled with an increased re-
sistance to carbapenems.’® Recent data from our laboratory
demonstrate that mutations in the two-component regulatory
system ParRS may result in down-regulation of oprD expression
as well, while increasing that of mexXY and of lipopolysaccharide
modification operon arnBCADTEF-ugd.?® Such multidrug-resistant
mutants have been named agrW2. Finally, Perron et al.*®
reported that mutations in another signal transduction system,
CzcRS, which positively controls the expression of operon
czcCBA, were associated with low transcription levels of oprD
and increased carbapenem MICs. However, the functional link
coupling the OprD uptake pathway to efflux systems remains
unclear because these diffusion/transport processes do not
seem to have substrates in common. In contrast to OprD-
deficient isolates exhibiting mutations or IS in the oprD promo-
ters,? regulatory mutants with affected OprD production as a
result of increased efflux have not clearly been identified in the
clinical setting.

This study was initially designed to establish the prevalence
of carbapenem-hydrolysing B-lactamases in imipenem-non-
susceptible ICU strains of P. aeruginosa, as epidemiological
data are lacking regarding this important issue. Our attention
was subsequently drawn by a subpopulation of bacteria exhibiting
full-length OprD porins (as deduced from oprD genes showing an
open reading frame of expected length) and overproducing the
efflux pumps MexEF-OprN, MexXY/OprM and CzcCBA, respectively.
Here, we show that such regulatory mutants can be isolated from
severely ill patients and deserve more attention regarding their
pathogenicity and the conditions of their emergence.

Materials and methods

Bacterial strains

All the non-duplicate ICU isolates of P. aeruginosa showing non-
susceptibility to imipenem (MIC >4 mg/L; EUCAST breakpoints) were pro-
spectively collected by the laboratories of 26 French public hospitals

(GESPAR Group) during the month of June 2010. Members of the
GESPAR Group (Groupe d’Etude de la Sensibilité de Pseudomonas
Aeruginosa en Reéanimation) are listed in the Acknowledgements
section. The strains (1=109) were mostly isolated from respiratory speci-
mens (60%), catheters (9%), urine (9%) and blood cultures (5.5%). PAO1
was used as the wild-type reference strain in drug susceptibility tests and
as a comparator in reverse transcription real-time quantitative PCR
(RT-gPCR) experiments. All the strains were routinely cultured either in
Mueller-Hinton broth (MHB; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) or on
Mueller-Hinton agar plates at 35°C, supplemented with appropriate anti-
biotics where necessary.

Susceptibility testing

MICs of indicated antibiotics were determined in two independent experi-
ments by the microbroth dilution method with microplates containing
specifically designed drug panels (Sensititre; Thermo Fisher Scientific).
The microplates were inoculated with 10° cfu/mL in calcium-adjusted
MHB (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) and incubated at 35°C
for 18 h as recommended.?! Strains were considered as susceptible,
intermediate or resistant to individual antimicrobials according to the
current EUCAST breakpoints indicated in Table 2 (http:/www.eucast.org).

Detection of carbapenemase-producing isolates

The whole bacterial collection was screened for MBL production by a
double-disc synergy test using EDTA as an inhibitor of enzymatic activ-
ity.?> An enlargement (>3 mm) of the inhibition zone around an imipen-
em disc (10 p.g, Bio-Rad) and/or a ceftazidime disc (30 pg, Bio-Rad) in the
direction of a disc loaded with 10 pL EDTA 0.5 mM, pH 8.0 was considered
as a positive result. In parallel, the 109 strains were assayed spectro-
photometrically (Uvikon, Serlabo®) for imipenem hydrolysis with cell soni-
cates prepared from 20-fold concentrated log-phase cultures in MHB
supplemented with 50 mg/L of cefoxitin, a strong inducer of the expres-
sion of intrinsic cephalosporinase AmpC and thus of potential extended-
spectrum AmpC (ESAC) enzymes.*® Degradation of imipenem at 100 uM
final concentration in 66 MM sodium phosphate (pH 7.0) was recorded at
299 nm according to standard procedures.?* Strains producing enzymes
VIM-1 and VIM-2 were used as positive controls.

Gene amplification and sequencing

The carbapenemase-encoding genes were amplified by PCR and
sequenced in all ceftazidime-resistant strains, including those exhibiting
imipenem-hydrolysing activity spectrophotometrically. The specific
primers used to amplify the genes coding for GES-, KPC-, IMP-, VIM-,
GIM-, SPM-, NDM-type B-lactamases are presented in Table 1. The presence
of genes coding for PER-, VEB-, TEM-, SHV-, BEL- and OXA-type extended-
spectrum B-lactamases (ESBLs) was also investigated in the ceftazidime-
non-susceptible isolates, as previously reported.?® The PCR amplicons
were sequenced on both strands by using the BigDye Terminator kit (PE
Applied Biosystems) in an ABI Prism 3100 DNA sequencer (PE Applied Bio-
systems). The resulting sequences were compared with those deposited at
GenBank (http:/www.ncbi.nih.gov/BLAST). In all the clinical isolates the
porin oprD gene, along with its promoter region (starting —107 nt relative
to the start codon), was amplified by PCR and sequenced by using specific
primers (Table 1). The resulting sequences were compared with those of
reference strains PAO1, PA14, LESB58 and PP2, a clinical LESB58 derivative
>8-fold more susceptible to meropenem than imipenem.?®

RT-qPCR experiments

Specific gene expression was measured by RT-gPCR as described previ-
ously.?” Briefly, 2 ug of total RNA were treated with ImpromiI reverse
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transcriptase as specified by the manufacturer (Promega). The resulting
cDNA fragments were quantified in a Rotor Gene RG6000 real-time PCR
instrument (Qiagen) by using fluorescent dye SybrGreen (Fast SybrGreen
kit, Qiagen) and primers, as already reported for genes oprD, mexE,
mexB,2” mexY, PA1797,%° czcR, czcC and copR.?® The mRNA levels were
normalized in each strain to that of housekeeping gene rpsL and

Table 1. Primers used in the study

Amplification and

Primer Sequence (5'—3’) sequencing
GES1A ATGCGCTTCATTCACGCAC blages genes®’
GES1B CTATTTGTCCGTGCTCAGG

SegKPC-Fwl  ATCGCCGTCTAGTTCTGCTG blaypc genes (this
SegKPC-Rv2  CGTTGACGCCCAATCC study)
SqVIM1-Fwl TGTTAAAAGTTATTAGTAGTTTATTG blayim-1-type genes
SqVIM1-Rv2  ACTGAGCGATTTTTGTGTGC (this study)
SqVIM2-Fwl TGTTCAAACTTTTGAGTAAGTTATTG blayim-o-type genes
SqVIM2-RV2  ACTGAGCGATTTGTGTGC (this study)
IMP2010-Fw  GTTTATGTTCATACWTCGTT blajve genes (this
IMP2010-Rvl GCCAAGCTTCTAAATTTGC study)
IMP2010-Rv2 ACCAGTTTTGCMTTACCATA

SPM-Fw CTGCTTGGATTCATGGGCGC blaspy genes®
SPM-Rv CCTTTTCCGCGACCTTGATC

GIM-A GGAGTATATCTTCATACCTCC blagm genes?”
GIM-B TTCCAACTTTGCCATGCCCC

NDM-1 F GTCTGGCAGCACACTTCCTA blanpm genes™®
NDM-1 R TAGTGCTCAGTGTCGGCATC

OprD1 CCAAGAAACACTGCGTGCTA oprD genes (this study)
OprD2 GGGGTGTTTTCGCAGAGTAA

OprDseql CCTGCGTAGGTGGCATAGAG

OprDseq2 TCCAAGACCATGCTGAAGTG

SgpromD1 CAATTTGTGCACGGAGTTTG promoter region of
SqpromD2 GAGCTTCAGGCCCAGGTAG oprD (this study)

expressed as ratios to the values of strain PAO1 (by definition set at 1).
The RT-qPCR data presented here are means of at least two independent
experiments. Well-characterized mutants overexpressing mexEF-oprN
(PAO7H), mexAB-oprM (PT629), mexXY (CMZ091) and PA1797 (PAOW?2)
were used as positive controls in order to assess the involvement
in resistance of efflux mechanisms MexEF-OprN, MexAB-OprM and
MexXY/OprM, respectively.?%?72° Reference strain PAO1 pre-treated with
sublethal concentrations of ZnCl, (300 uM) served as a positive control
to assess the overexpression of genes czcR and czcC as reported by
Caille et al.?®

Immunodetection of OprD

Bacterial membranes were isolated, subjected to SDS-PAGE and analysed
by western blotting with OprD-specific polyclonal antiserum (diluted
1:10000), as reported previously.*°

Genotyping experiments

Clondiag® chips (P. aeruginosa genotyping kit, Alere), which allow the iden-
tification of 14 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the core genome,
were used to genotypically compare the 109 selected isolates. As previously
described, the combination of SNPs allows the assignment of a genetic fin-
gerprint (referred to by a hexadecimal code) to each strain.*?

Genotyping by multilocus sequence typing (MLST)

Determination of the sequence types (ST) of the most represented clones
was performed according to the protocol of van Mansfeld et al.? by using
the P. geruginosa MLST web site (http:/pubmlst.org/paeruginosa/).

Results

Features of the selected ICU strains

One hundred and nine imipenem-non-susceptible P. aeruginosa
isolates were prospectively collected from ICU patients in 26

Table 2. Drug susceptibility rates of the 109 clinical isolates of P. aeruginosa

Number of isolates at indicated MIC (mg/L)®

Percentage MICs0/MICqo
Antibiotic 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 Breakpoints® susceptible (mg/L)
Ticarcillin 3¢ 14 18 22 21 12 3 16¢ 16/16 15.6 64/>1024
Ceftazidime 10 18 18 19 15 6 7 74 8/8 59.6 8/128
Aztreonam 4 5 16 5 25 19 20 8 3 2 2 1/16 8.3 8/64
Imipenem 37 51 15 1 54 4/8 0 16/32
Meropenem 2¢ 1 5 17 26 31 13 6 3 54 2/8 22.9 8/32
Doripenem 3¢ 4 6 22 37 24 6 1 1 5 1/4 11.9 4/16
Amikacin 2° 16 34 33 8 7 4 3 2 8/16 78.0 8/32
Tobramycin 4 32 24 5 0 1 2 2 17 22¢ 4lb 59.6 8/>128
Ciprofloxacin 13 15 10 8 7 3 7 469 0.5/1 34.9 1/>16
Colistin 6 71 27 2 3 Llb 97.2 1/2

“The shaded areas correspond to the resistant strains; the susceptible strains are indicated in bold font.

bBreokpoints according to EUCAST (susceptible </resistant>).
“MIC less than or equal to the indicated value.
dMIC greater than or equal to the indicated value.
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French hospitals over a 1 month period (June 2010). Analysis of
these strains with Clondiag® chips discriminated 48 SNP patterns
with 27,9, 7,1,1, 1,1 and 1 patterns being represented by 1, 2,
3,4,6,7,9 and 17 isolates, respectively. In most cases the clon-
ally related isolates were recovered from the same hospital or
from hospitals located in a same region. The most represented
clones OC2E (n=6), E469 (n=7), 2C1A (n=9) and F469
(n=17) were found to belong to ST395, ST298, ST175 and
ST235, respectively. ST175 (serotype O:4) and ST235 (serotype
0:11) are widespread international clones.**** In agreement
with this, F469 was traced in 12 hospitals (see Table S1 for com-
plete data, available as Supplementary data at JAC Online). As
indicated in Table 2, all the strains were intermediate or resistant
to imipenem, but 22.9% and 11.9% remained susceptible to
meropenem and doripenem, respectively, according to the
current EUCAST breakpoints. The latter two agents showed
similar MIC distributions. Of the 109 isolates 7.3% were suscep-
tible to all the B-lactams tested except carbapenems, and 59.6%
were susceptible to ceftazidime. PCR experiments performed on
the ceftazidime-resistant population (n=44) demonstrated the
presence of genes coding for MBL in seven strains and for
ESBLs (PER-1, n=1; GES-9, n=1; VEB-1a, n=1; OXA-19, n=1)
in four other strains. Genes blayu-, and blages. coexisted in a
single isolate, NANC10. Susceptibility rates to ciprofloxacin and
amikacin were 34.9% and 78%, respectively. Finally, among
the three strains resistant to colistin (MIC=8 mg/L), only one
(CREOS) fitted with the definition of pandrug resistance.>”

Prevalence of carbapenemases

As indicated above, seven isolates (6.4%) from five hospitals
were found to harbour genes encoding a class B MBL, namely
VIM-1 (n=1), VIM-2 (n=4), VIM-4 (n=1) or IMP-29 (n=1). Geno-
typic analysis of the VIM-2-producing strains showed that three
from the same hospital were clonally related. Interestingly, all
of the seven MBL-producing strains could be detected pheno-
typically by the imipenem-EDTA (n=7) and/or ceftazidime-EDTA
(n=6) double-disc synergy test. ESBL GES-1 masked the
ceftazidime-EDTA synergy in strain NANC10. Despite extensive
PCR screening, none of the ICU strains appeared to harbour genes
coding for class A carbapenemases. Similarly, no evidence of

No. of isolates
60
50 4 n=51 = Strains with carbapenemase

= Strains without carbapenemase

40
30

20

>256 imipenem

8 16 32 64 128 256

Figure 1. MIC (mg/L) distribution of imipenem according to the resistance
mechanism involved.

imipenem-hydrolysing AmpC variants (ESAC) was obtained by
using UV spectrophotometry and concentrated cell sonicates
(data not shown). By contrast, all the MBL-producing strains were
strongly positive with this assay.

MBL-producing strains exhibited high levels of resistance to
ticarcillin (MIC =512 mg/L) and ceftazidime (=64 mg/L). While
five of the seven isolates were highly resistant to the three car-
bapenems tested (MIC >128 mg/L), two displayed susceptibility
levels to imipenem similar to those of some carbapenemase-
negative strains (MIC=32 mg/L) (Figure 1). One of these isolates
(BESO1) produced IMP-29, an enzyme related to IMP-8 with
greater activity towards meropenem and  doripenem
(MIC=64 mg/L) than imipenem.>® The other strain (NANC10)
was found by RT-gPCR to express the blayjvm-> gene 5-fold less
than the other isolates positive for VIM-2.

Mutants with disrupted oprD genes

Qualitative or quantitative alterations of porin OprD are well-known
causes of resistance to carbapenems in clinical P. aeruginosa
isolates.” To gain insight into the contribution of this specific
uptake pathway to the resistance of the ICU isolates, we amplified
and sequenced the oprD genes in the carbapenemase-positive
(h=7) and carbapenemase-negative (n=102) bacteria. Despite
repeated attempts and the use of various pairs of primers, the
genes from five strains (including one positive for VIM-4) could
not be amplified, strongly suggesting either large deletions or
insertions in the genomic region carrying oprD (data not shown).
Gene sequence analysis of the 104 remaining strains allowed
their classification into three groups. A first group of 89 (85.6%)
isolates, including three MBL producers, was found to contain
single point mutations, nucleotide insertions or deletions generat-
ing frameshifts or premature stop codons in the oprD gene, leading
to its inactivation. In 9 of these 89 isolates the gene was disrupted
by an IS. Some of the elements identified, such as ISPa1635 (n=1)
and ISPa1328 (n=3 clonally related strains from distantly located
hospitals), have already been reported to cause imipenem
resistance.” Other IS initially characterized in Shigella dysenteriae
(IS911, n=1), Pseudomonas stutzeri (ISPs1, n=1), Pseudomonas
savastanoi (IS51, n=1) as well as P. aeruginosa (1S222, n=1;
ISPa41, n=1) also inactivated oprD in the ICU isolates. Only
a few strains exhibited identical mutations or IS, even within pre-
dominant clones, indicating that imipenem resistance emerged
mainly independently in the different hospitals.

Mutants with wild-type or variant OprD porins

In a second group of seven strains (6.7%), including one
MBL-positive P. aeruginosa (NANC10), the predicted amino acid
sequence of OprD was identical to that of functional porins
from reference strains PAO1 (n=1), PA14 (n=1) and LESB58
(n=5). The third group of eight isolates (7.7%) exhibited amino
acid variations (up to three) in OprD compared with wild-type ref-
erence strains. BESO4, ETIO2 and TOULO4 produced chimeric
(mosaic) proteins combining sequences from PAO1 and PAl4.
In a recent paper, Ocampo-Sosa et al.>® demonstrated that
such mosaic porins are functional and may be found in
carbapenem-susceptible strains (porin types defined as T1-II
and T1-IIa). More importantly, three amino acids (L11, A1, and
V13) were missing in the signal sequence of OprD in TOULO4.
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GAROS5 differed from LESB58 by the mutation K,65Q in porin loop
L6, while the clonally related VIM-4-positive strains PBIO6 and
PBI10 contained the variation K3ggN in transmembrane stretch
TMS 15, according to the crystal structure established by
Biswas et al.>® CLIO3 differed from strain PP2 by the mutation
H,gsD located in TMS 13. Finally, GARO2 produced a chimeric
OprD deriving from LESB58 and PP2 with an additional A,4,P mu-
tation in L6.

Porin oprD expression

RT-gPCR experiments demonstrated decreased expression of
oprD, from 3-fold to 100-fold, in all the strains from groups 2
and 3 as compared with PAO1 (Table 3). In nine strains (BESO4,
ETIO2, GARO1, GARO2, GARO4, GARO5, PAPO1, VALO2, VESO3)
the poor oprD expression correlated with absent or very low
amounts of porin in the outer membrane (immunoblots shown
in Figure 2). Interestingly, in the other six strains (CLIO3,
NANCO5, NANC10, PBIO6, PBI10, TOULO4) no or very faint OprD
bands could be detected on immunoblots despite some degree
of gene expression (from 0.1 to 0.3 times that of PAO1). In
TOULO4, alteration of the signal sequence is predicted to
prevent the porin from translocating across the cytoplasmic
membrane. As mentioned earlier, strains CLIO3, PBIO6 and
PBI10 produced single amino acid variants from PP2 and

LESB58, respectively (Table S2, available as Supplementary
data at JAC Online). The corresponding substitutions (H288D,
K399N) were localized by the PyMOL software outside the
pore in the B-sheets of the porin barrel presumed to interact
with the peptidoglycan or outer membrane lipids. Whether
such mutations impair the transport to or the insertion of
OprD into the outer membrane needs to be confirmed. Finally,
as NANCOS5 and NANC10 produce wild-type LESB58 OprD, we
performed additional western blotting experiments with whole-
membrane extracts. The protein was detected in these extracts
but not in the outer membrane subfraction, thereby suggesting
a deficient transport across the inner membrane (data not
shown).

Mechanisms associated with oprD down-regulation

Various mutational events may be responsible for stable down-
regulation of oprD expression. Indeed, imipenem resistance
has been associated with mutations that: (i) inactivate at least
one of the oprD promoters;*© (i) activate regulatory proteins
involved in resistance to heavy metals;'*® or (iii) are implied in
the requlation of multidrug efflux pumps MexEF-OprN and
MexXY'®18:2%in in vitro-selected mutants.

Sequencing of the genomic region upstream of oprD in the 15
clinical strains of groups 2 and 3 revealed the presence of ISPsy2,

Table 3. Description of imipenem-resistant P. aeruginosa strains producing porin OprD (groups 2 and 3)

MIC (mg/L) OprD Relative gene expression for® Substitutions in ParR/S
Strain® IPM MEM DOR amount®  sequence  oprD  mexE  mexB  mexY PA1797  czcR ParR ParS
PAO1 1 0.25 0.25 ++ PAO1 1 1 1 1 1 1
PAO1IAD 8 2 1 none ND ND ND ND ND ND ND
BESO4 8 4 1 - variant 0.02 33 0.6 0.8 ND 509 ND ND
CLIO3 32 32 - variant 0.3 2.6 2.6 12.2 453 1.1 E234K none
ETIO2 16 16 8 - variant 0019 45 29 10.4 0.9 0.7 none ND
GARO1¢ 8 1 0.5 + LESB58 0.15 4.6 0.8 9.1 41.2 1.8 V55I; 180L S382K
GARO2 8 2 2 + variant 0.35 236 0.8 1.5 ND 2.3 ND ND
GARO4 8 4 2 + LESB58 0.1 39.6 23 11 93.7 1.4 none L111
GAROS® 8 2 2 + variant 0.1 9.9 0.7 4.6 11.6 2.3 V55I; 180L S382K
NANCO5 8 0.5 <0.25 - LESB58 0.1 0.3 0.6 b4 28.5 0.8 none L54Q
NANC10 32 8 4 + LESB58 0.2 2.4 0.7 43 11.4 0.8 V551 V2211 A138D
PAPO1 8 1 0.5 + PA14 0.2 2335 0.6 0.8 ND 0.7 ND ND
PBIO6® >256  >128  >128 - variant 0.1 339 13 8.8 162.5 1.6 none L145M
PBI10¢ >256 >128 >128 - variant 0.1 31.1 1.1 4.9 104.5 1.0 none L145M
TOULO4 64 8 4 - variant 0.25 3.7 0.3 0.9 ND 0.6 ND ND
VALO?2 8 2 2 + PAO1 0.1 2015 0.4 0.5 ND 0.6 ND ND
VESO3 8 2 1 + LESB58 0.1 3.2 0.7 7.5 14.9 1.2 M591 none

IPM, imipenem; MEM, meropenem; DOR, doripenem; ND, not determined.
9Carbapenemase-producing strains are underlined.

®No (—), faint (+), low (+) and wild-type (++) amounts of OprD on immunoblots.

“Relative to expression in PAO1 (value of 1 by definition). Values are geometric means of at least two independent determinations. Isolates were con-
sidered as MexEF-OprN, MexAB-OprM or MexXY/OprM hyperproducers when the expression levels of mexE, mexB or mexY were >100-fold, >2-fold and
>4-fold higher than those of PAO1, respectively.®® The significant values are indicated in bold.

d4In ETIO2 the promoter region of oprD is disrupted by ISPsy2.
€GARO1 was genotypically related to GARO5, and PBIO6 to PBI10.
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Figure 2. Detection of porin OprD by western blotting. Outer membrane
proteins of selected strains were separated by SDS-PAGE, transferred to a
nitrocellulose membrane and then labelled with an OprD polyclonal
antiserum.

a 1194 bp element (described for the first time in Pseudomonas
syringae)*! that disrupts the putative -35 sequence of the P2
promoter in ETIO2. The promoter regions of the other 14
strains were identical to that of PAO1. To analyse these bacteria
further we quantified the transcripts of copR and czcR, which
code for transcriptional regulators CopR and CzcR, respectively.
When activated by their respective cognate sensor kinases
(CopS and CzcS), these regulators turn on the expression of
efflux operon czcCBA and repress oprD transcription.'>?® One
strain, BESO4, was found to strongly overexpress czcR (Table 3).
Consistent with this, sequencing of the czcR-czcS operon revealed
aT283A mutationin the predicted histidine kinase domain of CzcS,
with respect to PAOT and PA14 CzcS.'® These results support the
notion of CzcRS being constitutively activated in BESO4. Surprising-
ly, RT-gPCR experiments showed only a modest 2-fold increase in
czcCexpressionin that strain compared with PAO1. Of note, expos-
ure of PAO1 to 300 puM of zinc as an inducing metal enhanced czcR
and czcC transcripts by 42-fold and 995-fold, respectively. In
agreement with our transcription data, BESO4 was no more resist-
ant to zinc than PAO1 (MICs of 10 mM and 15 mM, respectively).
These results were clarified when an IS (ISPre2) initially described
in Pseudomonas resinovorans was discovered in BESO4;*? 1SPre2
interrupts the promoter sequences of operon czcCBA, likely pre-
venting its induction.

The expression of mexE from the mexEF-oprN operon was also
measured by RT-gPCR. In nfxC mutants the activation of LysR-
type regulator MexT results in overproduction of the efflux
pump MexEF-OprN and repression of oprD expression. This can
be achieved through mutations occurring in mexS, which
resides near mexT and codes for a putative oxidoreductase,
MexS.'®*? Three of the 15 strains (GARO2, PAPO1, VALO2) were
shown to be mutants overproducing MexEF-OprN. In each of
them we identified amino acid substitutions in MexS (V73A and
P98L in GARO2; F10S and V73A in PAPO1; A75V and D272N in
VALO2) with respect to the PA14 and PAO1 sequences (MexT
was identical to that of PA14). One of these mutations, A75V,
which is close to V73A, has already been identified in clinical
nfxC strains.*® It should be noted that none of our nfxC isolates
harboured an inactive gene ampR; all the AmpR regulators
showed the same sequence as that of PAO1 and PA14.

Like MexEF-OprN, the efflux pump MexXY/OprM is unable to
export imipenem.'* However, our laboratory recently reported
that mutations activating the two-component system ParRS
up-regulate operon mexXY and turn down oprD expression.?°
Such mutants, named agrW2, overexpress PA1797, a gene adja-
cent to the parRS operon. In 9 of 15 selected strains, RT-gPCR
experiments demonstrated concomitant overexpression of
PA1797 (>11.4-fold more than in PAO1) and mexY (>4.3-fold)
(Table 3). Sequencing of parS and parR in these bacteria con-
firmed the presence of amino acid substitutions in the sensor
ParS and/or the response regulator ParR that potentially activate
the phosphorelay (Table 3). In four strains (GARO1, GAROS5,
NANC10, VES03) the mutations were located near the phosphor-
ylation site D57, including the already reported change M591.%°
Other mutations were situated in the first (L11I in GARO4) or
the second (A138D in NANC10; L145M in PBIO6 and PBI10) trans-
membrane domain of ParS, considered as being important for
signal transduction. In NANCO5 the mutation L54Q affected
the periplasmic domain of the sensor.

Discussion

This study is the first to specifically evaluate the prevalence of
carbapenemases in imipenem-non-susceptible French ICU
strains of P. aeruginosa. Although the rates of MBL P. aeruginosa
are lower in France than reported for other countries,**~*? they
are now high enough to recommend hospital laboratories to rou-
tinely screen for MBLs. We believe that strains resistant to both
imipenem and ceftazidime should be prioritized for phenotypic
testing for MBL detection as 16% (7 of 44) were shown to
produce such enzymes. All the MBL- and/or ESBL-positive
strains from this study belonged to the subset of strains
(n=23/109) resistant to both ceftazidime and tobramycin,
which may help to optimize the application of additional detec-
tion tests.

With the notable exception of IMP-29, found in a single hos-
pital,*® the carbapenem-hydrolysing B-lactamases identified in
the present work (VIM-1, VIM-2 and VIM-4) tend to become in-
creasingly prevalent in many Gram-negative species worldwide.*

Interestingly, all the collected strains were deficient in porin
OprD, including the seven carbapenemase-positive isolates.
Analysis of the whole bacterial collection revealed that a
variety of mechanisms can alter this carbapenem-specific
uptake pathway. As expected, mutational inactivation of the
oprD gene represents the major cause of OprD loss in ICU P. ger-
uginosa strains.? However, this study also highlights a significant
number of insertional events involving different IS, some of
which (IS911, ISPs1, 1S222, 1S51, I1SPa41 and ISPa1328) have
never been associated with imipenem resistance before or
have never to our knowledge even been reported in P. aeruginosa
(IS911, ISPs1, and IS51). Collectively these data confirm the role
played by these mobile elements in the emergence of carbape-
nem resistance in this species (9 of 104 isolates; 8.7%).2°%>1

As many as 94 of the 109 strains (86.2%), including 90
carbapenemase-negative strains, were found to harbour inactivated
oprD genes and could be considered ‘classical’ impermeability-
type mutants. However, our attention was attracted by 15 iso-
lates (including three VIM-2 producers) expressing a wild-type
(i.e. identical to reference strain PAO1, PA14, LESB58 or PP2) or

1777

S10T ‘L 1990100 U0 QYIW0)-2YduRI] 9p QYIISIAIU( Je /310°s[ernolpioyxo-orl)/:diy woxy papeojumoq



Fournier et al.

Table 4. Mechanisms responsible for the loss of porin OprD in ICU P. geruginosa

Mechanisms

Genetic events

Lack of OprD production

substitutions/deletions/insertions in oprD (n=85 strains including four MBL producers)

disruption of oprD by IS (n=9)

Impaired insertion of OprD into the outer membrane
Down-regulated OprD production

alteration of signal sequence (n=1)
amino acid substitutions in sensor CzcS controlling efflux system CzcCBA (n=1)

amino acid substitutions in sensor ParS controlling efflux system MexXY/OprM
(n=9 agrW2 mutants, including three MBL producers)

amino acid substitutions in putative quinone oxidoreductase MexS impacting efflux
system MexEF-OprN (n=3 nfxC mutants)

disruption of oprD promoters by IS (n=1)

mosaic full-length porin OprD. As OprD is known to have high se-
quence polymorphism among environmental and clinical strains
of P. aeruginosa,”*>* we wondered whether these sequence var-
iations might have an impact on the diffusion of some or all of
the carbapenem molecules and thus be linked with particular re-
sistance phenotypes. While this cannot be excluded, RT-gPCR,
western blotting and DNA sequencing experiments clearly
demonstrated that production of OprD was deficient in all
these isolates, mainly as a result of inverse coregulation of
oprD with active efflux systems CzcCBA (n=1), MexXY (n=9)
and MexEF-OprN (n=3). Overexpression of czcR, mexY (and
PA1797) and mexE in the corresponding strains was associated
with mutations in CzcR, in the two-component system ParRS
and in oxidoreductase MexS, respectively. As reported by Perron
et al.,'® OprD-defective mutants harbouring a V194L substitution
in the CzcS sensor protein can be selected in vitro on lethal con-
centrations of zinc. The present study is the first to establish a
link between the emergence of mutations in CzcS and resistance
of P. aeruginosa to carbapenems in the clinical setting. In strain
BESO4 this was not accompanied by a higher zinc MIC because of
the disruption the promoter sequence of operon czcCBA by
ISPre2. Accordingly, heavy metals (zinc, cadmium and cobalt)
do not seem to have played a role in the selection of the
BESO4 mutation.

This work confirms that agri?2 mutants are clinically relevant
and not just laboratory-selected organisms.?® Such mutants
seem to be relatively prevalent in the imipenem-resistant popu-
lation (9 of 15 isolates investigated; >8.3% of the whole collec-
tion). These bacteria, which typically overexpress the efflux pump
components MexXY along with PA1797 (a protein of unknown
function coded by a gene adjacent to operon parRS), exhibit
decreased susceptibility to aminoglycosides, fluoroquinolones
and imipenem. Four of the nine clinical agrW2 mutants were
also slightly (2-fold) more resistant than wild-type strains to
colistin, as reported previously for in vitro-selected isolates.°

Although in vitro-selected mutants that overproduce
MexEF-OprN have been reported to exhibit increased resistance
to carbapenems,®*°° a recent study from our laboratory showed
that 7 of 10 clinical nfxC strains remained susceptible to imipenem,
two isolates being of intermediate susceptibility and one isolate
being resistant to this antibiotic (EUCAST breakpoints <4 and
>8 mglL, respectively).”® Thus, the three nfxC mutants detected
in the present work (MIC 8 mg/L) should not be taken as represen-
tative of those prevailing among ICU strains (MIC <4 mg/L).

Finally, in the remaining strains, the lack of OprD in the outer
membrane was associated with disruption of the oprD promoter
P2 by ISPsy2 (ETIO2) and alteration of the porin signal sequence
(TOULO4). Several other amino acid substitutions in OprD were
noted in strains devoid of porin at the cell surface. Additional experi-
ments are required to confirm that the observed changes affect
the translocation/insertion process of OprD in the inner/outer
membrane. Aberrant interactions of outer membrane proteins
with their cognate chaperones or defects in the Bam translocation
complex mayindeed have significant effects on the folding and as-
sembly of these proteins.>® Table 4 summarizes the complexity of
resistance mechanisms found in the ICU strains.
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2.1 RESUME

La persistance de Pseudomonas aeruginosa dans le tractus respiratoire des patients
atteints de mucoviscidose s’explique par la capacité de la bactérie a échapper au
systéeme immunitaire de I'hote et par sa résistance aux traitements administrés aux
patients incluant des 3-lactamines et des aminosides, principalement. Cette résistance
résulte a la fois de mécanismes transitoires conférant une résistance dite adaptative
(e.g. mode de vie en biofilm, induction de la 3-lactamase AmpC), et de mécanismes
stables dus a des mutations (e.g. surproduction stable de la (-lactamase AmpC,
surproduction constitutive des pompes d’efflux Mex, perte de la porine OprD). Ce
phénomene est amplifié par le fait que, dans les souches CF, les mécanismes de
réparation de I’ADN sont fréquemment altérés, conduisant a 'apparition de souches
hypermutatrices. C’est pourquoi méme en I’absence d’acquisition de genes étrangers
les niveaux de résistance des bactéries augmentent graduellement au cours de la
maladie.

Le but de ce projet était d’étudier au sein d’une large collection de souches CF les
mécanismes de résistance aux [-lactamines, assez peu évalués dans la littérature.
Deux cent quatre souches, issues de 156 patients CF provenant de 10 hopitaux
francais, ont donc été collectées entre octobre 2006 et avril 2007 sans aucun critere de
sélection (étude GERPA-CF). Environ la moitié des souches (124/204) est sensible aux
[-lactamines selon les criteres de 'EUCAST. L’étude par MLVA révele 131 génotypes
différents, sans lien avec les profils de résistance. Parmi les 80/204 souches non
sensibles a au moins une 3-lactamine, 71 surexpriment au moins une pompe d’efflux
(36/80 : MexAB-OprM, 65/80 : MexXY/OprM, 7/80 : MexEF-OprN et 2/80 : MexCD-
Opr]). La dérepression de AmpC est observée chez 49 souches et 11 ont acquis une f3-
lactamase transférable. L’accumulation des mécanismes de résistance, caractéristique
des souches CF, augmente avec l'age des patients. Pres de 84 % des souches

cumulent au moins 2 mécanismes de résistance et 23 % au moins 4. Dans cette
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collection, 42 souches sont insensibles a I'imipéneme (intermédiaire ou résistant), en
raison d'une (-lactamase transférable (1/42) ou de l'altération quantitative ou
qualitative de la porine OprD. De nombreuses variations d’acide aminé considérées
comme du polymorphisme banal, sont retrouvées également chez les souches
sensibles. Toutefois, chez les souches résistantes, des mutations non-sens ou des
décalages du cadre de lecture du gene oprD sont présentes dans 76,2% (32/42) des
cas. Les 10/42 souches restantes possédent un gene oprD fonctionnel, identique a
celui de la souche de référence sensible LESB58 dont l'expression est, soit
significativement plus basse (6/10 isolats), soit comparable a celle de PAO1 (4/10
isolats). Des analyses complémentaires ont été réalisées sur ces 4 derniers isolats afin
d’expliquer la résistance a I'imipéneme (article 3).

Pour conclure, il apparait que 3 mécanismes principaux sont a l'origine de la
résistance aux [3-lactamines chez les souches CF : la dérepression de la 3-lactamase
AmpC, la surproduction de pompes d’efflux de type Mex et la « perte » de la porine
OprD, ces mécanismes pouvant se cumuler au cours du temps. La résistance aux
carbapénemes est, quant a elle, principalement causée par la sous-expression ou

lI'inactivation de la porine OprD.

2.2 CONTRIBUTION AU TRAVAIL

Dans cette étude, j'ai effectué les immunoblots de membrane externe (purification
des protéines de membrane externe, migration sur gel et hybridation). J’ai également
participé a I'analyse des résultats de séquencage des genes oprD pour les 42 isolats

résistants a I'imipéneme.
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Objectives: To investigate the resistance mechanisms of B-lactam-resistant Pseudomonas aeruginosa isolated
from cystic fibrosis (CF) patients in France.

Methods: Two-hundred-and-four P. aeruginosa CF isolates were collected in 10 French university hospitals in
2007. Their susceptibility to 14 antibiotics and their resistance mechanisms to B-lactams were investigated.
Their B-lactamase contents were characterized by isoelectric focusing, PCR and enzymatic assays. Expression
levels of efflux pumps and the intrinsic B-lactamase AmpC were quantified by reverse transcription real-time
quantitative PCR. Genotyping was performed using multiple-locus variable number of tandem repeats analysis
(MLVA). The oprD genes were sequenced and compared with those of reference P. aeruginosa strains. To assess
deficient OprD production, western blotting experiments were carried out on outer membrane preparations.

Results: MLVA typing discriminated 131 genotypes and 47 clusters. One-hundred-and-twenty-four isolates
(60.8%) displayed a susceptible phenotype to B-lactams according to EUCAST breakpoints. In the 80 remaining
isolates, resistance to B-lactams resulted from derepression of intrinsic cephalosporinase AmpC (61.3%) and/or
acquisition of secondary B-lactamases (13.8%). Efflux pumps were up-regulated in 88.8% of isolates and porin
OprD was lost in 53.8% of isolates due to frameshifting or nonsense mutations in the oprD gene.

Conclusions: 3-Lactam resistance rates are quite high in CF strains of P. aeruginosa isolated in France and not
really different from those reported for nosocomial strains. Development of B-lactam resistance is correlated
with patient age. It results from intrinsic mechanisms sequentially accumulated by bacteria isolated from
patients who have undergone repeated courses of chemotherapy.

Keywords: OprD, efflux systems, AmpC, antibiotic resistance surveillance, molecular typing

Introduction

Pseudomonas aeruginosa contributes to the decline of respira-
tory function in cystic fibrosis (CF) patients. Shortly after infection
of the CF airways, the microorganism is able to develop various
strategies to evade the host’s immune defences and to resist
antibiotics of different classes, including B-lactams.’ These
latter agents are essential to control infectious exacerbations
and are administered intravenously (e.g. ceftazidime, cefepime,
piperacillin/tazobactam and meropenem) or by aerosol (e.g. az-
treonam). The persistence of P. aeruginosa in the CF lung is
believed to result from both transient (adaptive) and stable
(mutational) mechanisms.? For example, the slow growth or

dormancy of bacteria living in biofilms under low oxygen
tension has been proposed to strongly impair the in vivo efficacy
of B-lactams, as these drugs mostly kill actively dividing cells.?
The spatial induction of the intrinsic B-lactamase AmpC by
B-lactams (e.g. ceftazidime and imipenem) would provide pro-
tection to those bacteria located in microaerophilic zones of
the biofilm.” On the other hand, the accumulation of mutations
in persistent clones is known to gradually increase the resistance
of P. aeruginosa to antibiotics during the chronic stage of infec-
tion. It is now well established that this evolution is amplified
in a majority of CF patients by alteration of the bacterial
system of DNA repair and the emergence of hypermutator popu-
lations.> Some of these mutations have been reported to

© The Author 2013. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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promote B-lactam resistance through the stable overexpression
of AmpC®’ the constitutive up-regulation of Mex efflux
systems (mainly MexXY/OprM)&9 or the loss of the carbapenem-
specific porin OprD.*® According to previous studies, the horizon-
tal acquisition of genes coding for secondary B-lactamases
seems to be a rather infrequent event in CF strains.!~*
Whether alterations in penicillin-binding proteins'® or lipopoly-
saccharides'® contribute to the decreased susceptibility to
B-lactams remains unclear.

Only a few studies have systematically investigated the resist-
ance mechanisms of P. aeruginosa to B-lactams in the CF
context.’®!” This prospective multicentre study was set up to
improve our knowledge on how the pathogen adapts to antibiot-
ic treatments in this pathology.

Materials and methods

Bacterial strains and culture conditions

Between October 2006 and April 2007, consecutive, non-repetitive, re-
spiratory isolates of P. aeruginosa were collected from CF patients in 10
French university hospitals (CHU or CHRU). Eighteen, 19, 20 and 27 iso-
lates were collected by one, one, seven and one participating centres, re-
spectively, leading to a total of 204 isolates. The participating centres
were CHU Rangueil (Toulouse), CHU Hotel Dieu (Nantes), CHU Robert
Debré (Paris), CHU Cochin (Paris), CHRU Arnaud-de-Villeneuve (Montpel-
lier), CHRU Calmette (Lille), CHRU Gabriel-Montpied (Clermont-Ferrand),
CHU Cote-de-Nacre (Caen), CHU Trousseau (Paris) and CHRU Jean
Minjoz (Besancon). The isolates were sent to two coordinating centres
for further investigations together with patient data (Bégin Military Hos-
pital, Saint-Mandé and CHRU Jean Minjoz, Besancon). The bacterial iso-
lates were kept frozen at —70°C until analysed. The well-characterized
mutants PT629,"® MutGR1,” EryR™ and PAO7H,?° which all derive from
wild-type reference strain PAO1, were used as positive controls in
reverse transcription real-time quantitative PCR (RT-gPCR) experiments
to identify clinical isolates overexpressing the MexAB-OprM, MexXY/
OprM, MexCD-OprJ and MexEF-OprN pumps, respectively. Bacterial cul-
tures were performed at 37°C on Mueller-Hinton medium (MH agar, bio-
Mérieux, Marcy U'Etoile, France).

Epidemiological typing

The clinical isolates of this collection were genotyped using a multiple-
locus variable number of tandem repeats (VNTRs) analysis (MLVA)
assay, based on the analysis of short to long tandemly repeated
sequences (also called microsatellites and minisatellites). A total of 15
VNTR markers were studied as described previously.?* The allelic profile
of an isolate with 15 VNTRs was expressed as the number of repeats
for each VNTR in the order ms77, ms127, ms142, ms172, ms211,
ms212, ms213, ms214, ms215, ms216, ms217, ms222, ms223,
ms207, ms209. A new genotype number was given when one difference
was observed at any VNTR. The genotype numbers were determined for
the present study and were given the prefix ‘gerpa’. The MLVA clustering
analysis was performed using the categorical coefficient and the
unweighted pair group method with arithmetic mean with three refer-
ence strains, namely PAO1, PA14%% and clinical strain C50 from Sweden
that belongs to the widely distributed ‘clone C’.2> The MLVA profile of
strain 2192%* was deduced from the genome sequence (Broad Institute,
www.broadinstitute.org). For global phylogenetic pattern determination,
a cut-off value of 53% was applied to define a cluster, corresponding
to seven allelic differences among the 15 markers. In the case of a
VNTR that could not be amplified or the size of one VNTR that could
not be analysed because of the presence of an insertion sequence (IS)

element in the VNTR,?! the percentage cut-off value for clustering was
applied to the 14 remaining VNTRs.

Antibiotic susceptibility testing

The disc diffusion method (Bio-Rad, Marne la Coquette, France) on
Mueller-Hinton II (MHA) plates (bioMérieux) was used routinely by the
participating laboratories to establish the resistance profiles of isolates.
Drug MICs were determined by the reference broth microdilution
method,>> with P. geruginosa ATCC 27853 as a control. The isolates
were then categorized as susceptible, intermediate or resistant in accord-
ance with current EUCAST clinical breakpoints for P. aeruginosa (http:/
www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Breakpoint_tables/
Breakpoint_table v_3.1.pdf). These breakpoints are (S breakpoint/R break-
point, mg/L): ticarcillin, 16/16; ticarcillin/clavulanate, 16/16; piperacillin,
16/16; piperacillin/tazobactam, 16/16; ceftazidime, 8/8; cefepime, 8/8;
aztreonam, 1/16; imipenem, 4/8; ciprofloxacin, 0.5/1; gentamicin, 4/4;
tobramycin, 4/4; amikacin, 8/16; fosfomycin, 32/32; and colistin, 4/4.

Identification of B-lactamases

All of the isolates resistant to at least one of the antipseudomonal
B-lactams tested were screened phenotypically for stable AmpC overpro-
duction by measuring the inhibition zones around the disc of ceftazidime
on MHA 4+ 500 mg/L cloxacillin (1000 mg/L with some highly resistant iso-
lates). An increase of >5 mm in the presence of the AmpC inhibitor was
considered as potentially positive.?® All the resistant isolates were sub-
jected to ultrasonic disruption and then isoelectric focusing (IEF) to deter-
mine the isoelectric point (pI) of individual B-lactamases, as published
previously.”” The B-lactamase activities in the lysates were measured
spectrophotometrically at 262 nm with nitrocefin as a chromogenic sub-
strate.”” The expression of gene blaampc was assayed by quantitative RT -
qPCR with specific primers (Table S1, available as Supplementary data at
JAC Online) as reported previously.*® The mRNA levels were normalized to
that of housekeeping gene rpsL and expressed as a ratio to that of strain
PAO1.?® The RT-qPCR results were interpreted according to the thresh-
olds defined by Cabot et al.?®

Inisolates with a negative cloxacillin test, showing additional bands in
IEF gels (other than AmpC at pI 8.7-8.9) and/or exhibiting significant
B-lactamase activity despite low blaampc gene expression (<10-fold
versus PAO1), the presence of transferable B-lactamase genes was inves-
tigated by real-time PCR in a LightCycler apparatus (Roche Diagnostics)
after extraction of total bacterial DNA.?° The consensus primers used
were specific of type PSE, TEM, SHV, VEB, GES, PER, VIM, IMP, OXA-10
group, OXA-1 group, OXA-2 group, CTX-M1 group, CTX-M2 group and
CTX-M9 group B-lactamases (Table S1, available as Supplementary
data at JAC Online). The PCR products were sequenced on both
strands. The predicted sequences of AmpC were compared with those
of extended-spectrum AmpC (ESAC) PDC-1 (accession number
FJ666065) and PDC-2 (accession number FJ666064) for identification of
the Ala105 mutation.

Efflux and OprD deficiency

The overexpression of genes mexB, mexY, mexC and mexE was assayed
by RT-gPCR with specific primers (Table S1, available as Supplementary
data at JAC Online) as reported previously.*® Transcripts of gene oprD
were quantified by RT-gPCR in isolates exhibiting imipenem resistance
(MIC >4 mg/L) and full-length OprD coding sequences. Because of the
high sequence polymorphism of oprD, specific primers were designed in
two consensus regions (ch1-oprD and ch2-oprD, Table S1, available as
Supplementary data at JAC Online) deduced from the oprD sequences
of the selected isolates. The mRNA levels were normalized to that of
housekeeping gene rpsL and expressed as a ratio to PAO1 (value of 1
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by definition). The thresholds for interpretation were those defined by
Hocquet et al.*°

Immunodetection of OprD

Outer membranes were isolated, subjected to SDS-PAGE and analysed
by western blotting with an OprD-specific polyclonal antiserum (diluted
1:10000) as reported previously.>* OprD bands were visualized with alka-
line phosphatase conjugated to an antirabbit secondary antibody by
using a colorimetric AP substrate reagent kit (Promega, Charbonniéres,
France).

Multiple sequence alignments and phylogenetic analyses

The oprD gene sequences from clinical and reference P. aeruginosa strains
(PAO1, PA14, PAS, PA7, PP2 and LESB58) were compared with MUSCLE
software.? The phylogenetic analysis was performed with SEAVIEW>?
and the distances were estimated with the two-parameter substitution
model of Kimura.>* The tree was reconstructed using BIONJ, an improved
version of the neighbour-joining method,* on alignment positions
without a gap. One thousand bootstrap replicates were computed. The
root of the tree was considered as the barycentre of the tree.

Results

Molecular epidemiology

A total of 204 isolates of P. aeruginosa were collected in 10
French hospitals from 156 CF patients (78 females, 78 males;
1-45 years of age, median age 21) (Table S2, available as Sup-
plementary data at JAC Online). The MLVA identified 131 different
genotypes with 47 clusters (defined as identical size alleles for at
least eight VNTR). Genotypes are listed in Table S2, available as

Table 1. Susceptibility rates of the 204 P. aeruginosa isolates

Supplementary data at JAC Online and are represented in the
phylogenetic tree (Figure S1, available as Supplementary data
at JAC Online). The largest cluster contained 14 isolates from
five centres (centres 3, 5, 6, 8 and 10) and included genotypes
33-36. Cluster C (corresponding to MLVA profile C50) included
12 isolates (5.9%) from eight different centres (centres 1-6,
9 and 10). Cluster PA14 contained eight isolates from four
centres (centres 5 and 7-9). Isolates 1-7 and 3-16 had a geno-
type similar to that of strain 2192, which was recovered from a
CF patient.?* The last 168 CF isolates belonged to 112 different
genotypes. No isolate appeared to be genotypically related to
the epidemic clone Liverpool LESB58.%

Antimicrobial susceptibility

The drug susceptibility rates of the isolates are indicated in
Table 1. Overall, 124/204 (60.8%) isolates displayed a phenotype
susceptible to B-lactams according to EUCAST breakpoints
(Table S2, available as Supplementary data at JAC Online and
Table 1). Susceptibility rates to piperacillin/tazobactam, ceftazi-
dime and imipenem were 77.1%, 81% and 80%, respectively,
higher than those reported previously (ceftazidime susceptibility
rate: 60.4%).3” Fifteen of the 204 isolates (7.35%) exhibited con-
comitant resistance to ceftazidime, imipenem, ciprofloxacin and
aminoglycosides (tobramycin, gentamicin and/or amikacin). Co-
listin remained active against all these 15 isolates. In contrast
to colistin and fosfomycin, resistance to ciprofloxacin, aminogly-
cosides, piperacillin/tazobactam, ceftazidime and cefepime
tended to increase with patient age (Table 1). Overall, no correl-
ation could be established between the resistance profiles and
the different MLVA genotypes.

MICs (mg/L) Susceptibilities (%)
Patient age (years)

Antibiotics MICg, MICS, range total, n=204 0-6,n=15 7-18,n=71 >18,n=118
Ticarcillin 16 256 0.125-2048 66.8 80.0 71.8 62.7
Ticarcillin/clavulanate 16 256 0.25-2048 67.3 80.0 73.2 62.7
Piperacillin 4 256 0.25-1024 74.1 933 77.4 69.5
Piperacillin/tazobactam 4 128 0.125-256 77.1 933 77.4 73.7
Ceftazidime 2 32 0.064-128 81.0 100 84.5 75.4
Cefepime 4 32 0.064-256 81.5 100 81.7 77.9
Aztreonam 2 64 0.032-512 42.9 40.0 38.0 449
Imipenem 1 16 0.032-64 80.0 86.6 83.1 77.1
Ciprofloxacin 0.5 4 0.016-32 65.9 933 69.0 58.4
Gentamicin 4 32 0.064-512 60.5 73.3 63.3 56.7
Tobramycin 2 16 0.125-512 82.0 100 85.9 77.1
Amikacin 8 32 0.125-512 58.0 66.6 60.5 55.0
Fosfomycin 64 512 0.25-1024 35.6 40.0 29.5 39.0
Colistin 1 4 0.064-4 100 100 100 100

“Percentages of susceptibility are in accordance with EUCAST breakpoints: ticarcillin/clavulanate, 16/16; piperacillin/tazobactam, 16/16; ceftazidime, 8/
8; cefepime, 8/8; aztreonam, 1/16; imipenem, 4/8; ciprofloxacin, 0.5/1; gentamicin, 4/4; tobramycin, 4/4; amikacin, 8/16; fosfomycin, 32/32; and

colistin, 4/4.

PMICso and MICqo: concentrations of antibiotics that inhibit 50% and 90% of isolates, respectively.
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Mechanisms of resistance to B-lactams

Eighty isolates, belonging to 56 different MLVA profiles, showed a
non-susceptible phenotype to at least one of the B-lactams
tested. The resistance mechanisms found in these isolates are
listed in Table 2. Interestingly, a high proportion of isolates (71/80;
88.8%) was found to overproduce one or more active efflux
systems, including MexAB-OprM (36/80; 45%) and MexXY/OprM
(65/80; 81.25%). MexEF-OprN (7/80; 8.75%) and MexCD-OprJ
(2/80; 2.5%) overproducers were less prevalent in the collection.
Of the 71 efflux overproducers, 29 and 5 overexpressed two or
three efflux systems simultaneously, respectively.

Stable derepression of B-lactamase AmpC was identified in
49/80 isolates (61.3%). While 40/49 of these isolates were cate-
gorized as resistant to ceftazidime according to EUCAST break-
points (MIC >8mg/L), 9/49 appeared susceptible to this
antibiotic (MIC 4-8 mg/L), suggesting deficient MexAB-OprM
efflux systems counterbalancing the effect of AmpC production
(TicHS phenotype).® Indeed, while ceftazidime is not a good sub-
strate of MexAB-OprM,*® deficient production of this pump in
general results in a 2-fold decrease in the ceftazidime MIC.

Transferable B-lactamases occurred in only 11 isolates
(13.8%) (isolated from seven patients of 13, 19, 20, 23, 24, 31
and 35 years of age), namely 1 VIM-2 carbapenemase and 10
narrow-spectrum penicillinases (1 TEM-2, 1 PSE-1, 4 OXA-47

and 4 OXA-2). Of note, 3/4 OXA-47- and 4/4 OXA-2-producing
isolates were clonally related, respectively. All of the 11 isolates
displayed high-level resistance to aminoglycosides (gentamicin
MICs >16 mg/L).

Multiple combinations of enzymatic and non-enzymatic re-
sistance mechanisms were observed in the CF isolates that
increased with patient age (Figure 1). Two or more mechanisms
were evidenced in 67/80 isolates, with 19 isolates harbouring at
least four mechanisms. As expected, accumulation of these
mechanisms was associated with higher B-lactam MICs in
isolates (Table 3).

Resistance to carbapenems

Forty-two isolates were non-susceptible to imipenem (Table 4), of
which 26 were also resistant to ceftazidime. As indicated above,
one isolate was found to produce the metallo-B-lactamase
VIM-2, while 27 overexpressed the intrinsic enzyme AmpC. Se-
quencing of the blanmpc genes in these latter isolates indicated
that 25 of them contained the T105A change proposed to
extend the hydrolytic activity of AmpC to carbapenems.®® Ten
out of the 42 isolates were resistant or of intermediate suscepti-
bility to imipenem only, as compared with the other B-lactams
tested. Sequence analysis of the entire oprD gene from all of the

Table 2. Mechanisms involved in B-lactam resistance among the CF isolates

Identified mechanisms of resistance

efflux systems®

B-lactamases

MexAB-OprM  MexXY/OprM  MexCD-OprJ MexEF-OprN  OprD®  AmpC® transferable unknown  Number of isolates (n=_80)
+ - - - + - - - 1
+ - - - + + —/PSE-1 - 1/1
+ - - + - + - - 1
+ + - - + - - - 5
+ + - + + - - 6
+ + - - - —IVIM-2 - 3/1
+ + - - - + - - 10
+ + - - + - OXA-2/OXA-47 - 1/1
+ + + - - + - - 1
+ + - + + + - - 1
+ + + - + - -

- + - - + - —/OXA-47 - 2/2
- + - - - - OXA-2 - 1
- + - - - + —/OXA-2/TEM-2 - 10/1/1
- + - - + + —/OXA-2 - 6/1
- + - + + + - - 1
- + - - - - - - 8
- - + - - + - - 1
- - - + + - - - 1
- - - + - OXA-47 - 1
- - - - + + - - &
- - - - - - - - 2
- - - - + - - + 2

%+, stable up-regulation of efflux or B-lactamase AmpC; —, basal uninduced levels.
b4, presence of wild-type porin; —, inactivation or down-regulation of oprD.
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42 isolates highlighted a significant polymorphism that could be
subdivided into five distinct clusters (not correlated with resistance
levels), whose branches were supported by high bootstrap values
(Figure 2). The first cluster that grouped most of the oprD genes
was closely related to the epidemic CF strain LESB58. A second
cluster included sequences related to strain PA14 (5-17, 6-20,
9-13, 9-9 and 9-12). The sequences of isolates 2-4, 2-16, 8-9
and 7-18 were similar to that of reference strain PAO1. Those of
isolates 10-4, 4-13, 6-5 and 6-11 formed a fourth cluster with
the oprD-TS allele (strain PP2) and possessed a hypothetical
common ancestor with strain PAS. Finally, isolates 1-14, 5-1 and
9-11 exhibited sequences that could be grouped under the

100%, 1=1°
NN
80%- —
Number of B-lactam resistance
60%- mechanisms :
mn=5
gn=4
40%- mn=3
8Nn=2
20%- an=1
0 no mechanism
0%

0-6 '~ 7-18  >18
Patient age (years)

Figure 1. Accumulation of B-lactam resistance mechanisms with patient
age. The number of B-lactam resistance mechanisms detected in each
isolate is represented for three groups of patients according to their age:
0-6 years (15 isolates); 7-18 years (71 isolates); and >18 years (118
isolates). The different B-lactam resistance mechanisms were AmpC
derepression, transferable B-lactamase, MexAB-OprM overproduction,
MexCD-OprJ overproduction, MexEF-OprN overproduction, MexXY/OprM
overproduction and/or OprD deficiency.

same node on the tree. This latter cluster does not include any ref-
erence strain. However, it shares a common hypothetical ancestor
with the oprD-TS/PAS group.

As already pointed out by other studies on CF P. geruginosa,’
a high percentage of isolates (76.2% of the 42 imipenem-non-
susceptible isolates; 53.8% of the 80 B-lactam-non-susceptible
isolates) contained frameshifts or nonsense mutations inactivat-
ing the oprD gene (Table 4). Of the 10 remaining isolates with
intact, full-length coding sequences, six (1-10, 5-11, 7-3, 7-4,
7-7 and 7-20) expressed oprD at very low levels. It should be
noted that 7-3 and 7-4 were clonally related. These mRNA
data correlated with lower amounts of porin OprD in the outer
membrane compared with wild-type reference strain PAO1
(Figure 3). Interestingly, the CF isolate 7-20 was found to be a
typical nfxC mutant overexpressing the MexEF-OprN efflux
pump with concomitant down-regulation of OprD.“° In three of
the 10 isolates with intact oprD (1-13, 1-17 and 6-20), the
porin could not be detected in membrane extracts despite
some expression of the gene. Intriguingly, the last isolate,
10-16, appeared to produce significant amounts of intact porin
as compared with the control. The reason for its resistance to
imipenem (MIC of 8 mg/L) remains unclear so far.

Discussion

The structure of the present collection of CF P. aeruginosa iso-
lates is characteristic of the previously described panmictic popu-
lation with some clonal complexes.*™*? It reflects the fact that in
CF patients the infection is more likely to be community acquired.
Clusters C and PA14 correspond to clones previously associated
with CF and which might show some ability to colonize the
patient airways.?>** Cluster C represented 20% of the CF
strains isolated in Hanover, Germany.?® The CF patients were
1-45years old, with a majority of adolescents and young
adults. In longitudinal surveys of CF children, it was shown that

Table 3. MICsos of B-lactams according to the number of resistance mechanisms identified in the CF isolates

MICsps (mg/L) for B-lactam-non-susceptible isolates® (n=80)

MICsps (mg/L) for B-lactam-susceptible

0 or 1 resistance

2 or 3 resistance 4 or 5 resistance

Antibiotics isolates (n=124) mechanism® (n=13) mechanisms® (n=48) mechanisms® (n=19)

Ticarcillin 4 64 128 512

Ticarcillin/ 4 32 128 256
clavulanate

Piperacillin 2 16 64 256

Piperacillin/ 2 16 32 128
tazobactam

Ceftazidime 1 4 8 64

Cefepime 2 8 8 32

Aztreonam 4 16 16 64

Imipenem 0.5 2 4 32

“To at least one B-lactam tested.

PAmpC derepression, MexAB-OprM overproduction, MexEF-OprN overproduction, MexXY/OprM overproduction or OprD deficiency.
“B-Lactam resistance mechanisms among AmpC derepression, transferable B-lactamase, MexAB-OprM overproduction, MexCD-OprJ overproduction,
MexEF-OprN overproduction, MexXY/OprM overproduction and OprD deficiency.
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Table 4. Profiles and mechanisms of resistance of the 42 imipenem-non-susceptible CF isolates

Isolates MICs (mg/L) B-Lactamases MRNA expression for®:
Centre isolate  TIC PIP CAZ FEP ATM IPM CIP GEN  TOB  AMK acquired ESAC®  blapmpc 0prD®  mexB  mexY mextE  OprD polymorphism
1 2 1 0.5 1 4 0.125 16 0.125 2 1 8 2.8 0.47 25 54.9 3.1 A6 bp (723)
3 256 512 64 32 128 64 0.5 8 4 32 T105A 1490 — 0.6 1.8 5.9 IS Pa (1635)
5 1024 512 128 32 512 16 0.5 512 32 4 T105A 220 — 2.8 71.8 3.7 STOP (830)
10 8 16 2 4 1 16 0.5 8 4 16 1.2 0.16 1.4 27 1.7 LESB58 variant
13 1024 256 128 64 128 16 2 8 4 32 T105A 124 0.22 0.3 16 7.5 LESB58 variant
17 128 64 8 16 16 8 2 4 1 8 T105A 90.7 0.64 0.6 19.8 2 LESB58 variant
18 256 512 32 16 64 32 0.25 2 0.5 8 T105A 285 — 2.7 31.6 53 A2 bp (482)
2 11 512 256 64 64 64 16 0.125 1 2 1 T105A 42 — 1.0 60 39 STOP (642)
3 9 128 128 16 8 16 16 4 4 2 8 T1I05A  365.5 — 4.0 89 10.6 +4 bp (314)
10 1 1 1 4 0.25 32 1 2 1 8 7.2 — 0.5 33 3.2 STOP (17)
4 18 2 4 8 2 2 16 0.5 2 2 8 0.9 — 25 59.4 5.6 A10bp (319)
5 1 1024 256 64 16 64 32 32 256 512 128 TEM-2  T105A 250 — 1.0 57 2.9 STOP (603)
11 512 512 64 32 64 8 0.5 8 4 16 T105A 338 0.16 1.0 50 4.6 LESB58 variant
15 512 256 64 32 64 64 4 128 64 256 VIM-2 1.1 — 1.3 18.4 2.8 STOP (711)
19 2 4 1 4 0.5 16 0.5 4 2 8 0.6 — 1.5 91.8 3.6 STOP (711)
6 5 128 256 16 8 8 32 2 4 2 16 T105A 26 — 0.9 483 0.1 A2 bp (1145)
6 16 128 16 8 16 32 1 16 2 32 T105A 65 — 28 1827 23.7 +G (1106)
14 1024 256 128 64 256 16 4 8 2 16 T105A 255 — 25 50.5 1.7 AC (681)
15 128 128 16 8 16 32 0.5 2 1 8 T105A 1144 — 21 49 111 +C (1206)
20 4 8 8 8 64 32 0.5 8 8 16 4.9 0.25 0.5 1.5 2.4 PA14 variant
7 3 2048 512 64 16 32 32 0.125 512 512 512 OXA-2  T105A 82 0.08 0.7 23.8 5.0 LESB58
4 512 128 1 1 0.25 8 0.125 128 64 8 OXA-2 1.2 0.07 1.9 53 12.4 LESB58
7 16 8 2 4 16 8 0.5 16 4 16 0.3 0.03 0.9 123 0.9 LESB58
13 256 128 64 64 128 32 4 8 2 16 2.1¢ — 0.9 57.1 13.8 AG (1021)
18 128 128 32 8 32 16 0.5 4 1 8 no 166 — 1.3 17.7 6.5 AG (433)
20 512 32 32 256 128 16 2 64 32 256 no 56.8 0.07 20 149 123 LESB58
22 32 64 8 8 2 32 8 16 8 32 T105A 11.8 — 0.7 75 21.8 +C (1206)
8 10 16 16 4 8 4 64 2 8 4 16 9.2 — 0.5 30.9 1.2 AA (1166)
11 128 128 64 128 128 64 2 8 1 32 T105A 57 — 28 240 70 A (1166)
19 128 32 8 8 32 16 2 8 2 16 0.5 — 6.4 66 6.5 +C (1206)
9 2 32 8 1 4 8 8 32 4 1 8 2.4 — 1.3 323 10.7 STOP (413)
9 16 8 4 8 4 16 0.25 8 2 16 7.5 — 0.1 26.4 1.6 +AC (657)
12 512 256 32 16 64 32 0.5 4 1 8 T105A  407.5 — 6.7 229 364 A11 bp (1001)
18 1024 128 64 128 128 32 2 32 8 64 T105A 82 — 0.7 221 7.5 STOP (424)
10 2 512 256 128 64 128 64 8 16 2 32 T105A 158 — 6.3 152 49 +C (1206)
10 1 0.5 0.5 2 0.5 16 1 4 0.5 8 T105A 33.2 — 1.5 84.3 1.8 A11 bp (379)
11 16 0.5 2 16 0.5 16 2 32 32 128 1.4 — 0.6 1.6 8.0 STOP (195)
12 512 512 128 32 32 16 4 4 1 16 T105A 325 — 9.2 192 168 A STOP
16 32 128 16 32 8 8 0.5 4 1 8 T105A 13.9 0.38 bb4 84 31 LESB58
17 128 4 32 32 64 16 2 16 4 64 T105A 12 — 2.4 37 11.8 AC (736)
18 512 256 32 32 128 16 4 8 2 16 T105A 104.5 — 33 90 12.4 A STOP
19 128 512 64 32 64 64 8 8 4 32 T105A 39.1 — 25 75 20.6 AG (333)

TIC, ticarcillin; PIP, piperacillin; CAZ, ceftazidime; FEP, cefepime; ATM, aztreonam; IPM, imipenem; CIP, ciprofloxacin; GEN, gentamicin; TOB, tobramycin; AMK, amikacin.

9Sequencing of the ampC gene was performed for isolates showing AmpC overexpression.

®Values in bold indicate a significant overexpression (or underexpression for oprD) of the corresponding gene according to the defined thresholds.
“The relative expression levels of oprD were determined in isolates with intact genes.
9This isolate was considered as an ‘AmpC phenotype’ since (i) 17000 mg/L cloxacillin increased the inhibition zones around B-lactams discs, (ii) a high B-lactamase activity was detected
with nitrocefin, and (i) no band other than AmpC was visualized on IEF gels.
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Figure 2. Phylogenetic tree of the oprD sequences. Sequences of the
P. aeruginosa reference strains are indicated by the name of the strain
(PA14, PAO1, PAS5, PA7, LESB58). The oprD-TS allele belongs to the PP2
strain.>® One thousand bootstrap replicates were computed; bootstrap
values >80% are indicated on branches with filled circles.
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Figure 3. Production of protein OprD in imipenem-resistant CF isolates
exhibiting no frameshifting or nonsense mutations in the oprD gene.
Outer membrane proteins were analysed by western blotting; they
were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membrane
and probed with an anti-OprD polyclonal specific antibody. Fourteen
micrograms of outer membrane proteins was used per lane for
immunodetection of OprD. PAO1 and PAO1AoprD were used as positive
and negative controls, respectively.

primary colonization of young children is often cured but is later
followed by stable recolonization with a single strain.?**

To our knowledge, this is the first French multicentre study ana-
lysing the antibiotic susceptibility of a large collection of CF
P. aeruginosa. As already noted previously,*>*”*> CF strains become
gradually more resistant to B-lactams with patient age as a conse-
quence of the increased selective pressure exerted by multiple
courses of aerosol and intravenous chemotherapy. Spencker
et al.“® suggested that this evolution might be slower for
B-lactams than for aminoglycosides and quinolones. The present
study confirms that three major mutational mechanisms contrib-
ute to the loss of B-lactam susceptibility in the CF context, namely
the derepression of B-lactamase AmpC, the overproduction of
efflux systems (MexXY/OprM, MexAB-OprM and MexEF-OprN) and
the loss of porin OprD."* More importantly, we show here that
these intrinsic mechanisms often randomly accumulate over time
in late isolates, leading to complex resistance phenotypes that
cannot be dissected without the help of molecular (e.g. RT-gPCR
and DNA sequencing) and enzymatic techniques (e.g. IEF and spec-
trophotometric assays). In this evolution, the acquisition of second-
ary B-lactamases plays a modest role despite sporadic reports on
extended-spectrum B-lactamases or metallo-B-lactamases in CF
P. aeruginosa,'*'**’ as is the case here with metallo-B-lactamase
VIM-2. In spite of intensive investigations, the B-lactam resistance
of a minority of isolates (2/80) could not be elucidated, suggesting
other mechanisms specific of CF strains.

Carbapenem resistance mostly relies on mutations resulting
in deficient production of the specific porin OprD. As already
described for CF strains, no correlation could be established
between oprD disruption or underexpression and the isolate
genotype.’>*® In this collection, seven isolates overexpressing
the MexEF-OprN efflux pump were identified, reinforcing the
notion that these mutants are more represented among clinical
strains than anticipated previously.*® The repression of porin
OprD that is concomitant with MexEF-OprN activation accounts
for the higher resistance of these bacteria to carbapenems.
Further investigations will be needed to better understand the
emergence of these nfxC mutants in the clinical context.
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Pour finir, la substitution Ss«wsP diminue partiellement la quantité de porine OprD
dans la membrane. La croissance du mutant transcomplémenté en milieu minimum
gluconate est d’ailleurs intermédiaire entre celles de PAO1 et de PAO1AoprD. En
revanche, les CMI des 3 carbapénémes sont identiques a celles de PAO1AoprD,
montrant que les molécules de porine présentes dans la membrane ne permettent
plus le passage des trois antibiotiques. La modélisation tridimensionnelle de cette
porine suggere que la mutation S.«sP entrave la réorientation de la boucle

périplasmique, qui peut ainsi obstruer partiellement le pore.

Ainsi, ce travail complémentaire de I'étude GERPA révele que chez les souches CF, la
« perte » de OprD peut étre causée non seulement par une sous-expression du gene
oprD ou la production d'un peptide aberrant mais également par de simples
substitutions d’acides aminés dans la séquence protéique qui alterent profondément

la fonctionnalité de la porine.
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The aim of this work was to investigate the impact of single amino acid substitutions occurring in spe-
cific porin OprD on carbapenem resistance of cystic fibrosis (CF) strains of Pseudomonas aeruginosa. A
PAO1AoprD mutant was complemented with the oprD genes from five carbapenem-resistant CF strains
exhibiting very low amounts of mutated OprD porins in their outer membrane despite wild-type levels
of oprD transcripts. Compared with wild-type porin from strain PAO1, single amino acid substitutions
S403P (in periplasmic loop 8), Y242 H, S278P and L34sP (in B-sheets 10, 12 and 14, respectively) were found
to result in reduced amounts of OprD in the outer membrane, increased carbapenem resistance, and
slower growth in minimal medium containing gluconate, an OprD substrate, as the sole source of car-
bon and energy. This indicates that in CF strains of P. aeruginosa, loss of porin OprD may not only result
from mutations downregulating the expression of or disrupting the oprD gene, but also from mutations

Keywords:

Pseudomonas aeruginosa
Carbapenem resistance
OprD porin

Cystic fibrosis

generating deleterious amino acid substitutions in the porin structure.
© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

Carbapenems are key antibiotics in the treatment of Pseu-
domonas aeruginosa infections. However, resistance rates to these
[-lactams have been reported to be gradually increasing in many
countries because of the emergence and diffusion of strains pro-
ducing carbapenem-hydrolysing [3-lactamases (carbapenemases)
[1] and/or that are deficient in porin OprD, the major route of entry
of these molecules into the micro-organism [2]. Unless carbapene-
mases are produced, loss of OprD is usually associated with a 4- to
16-fold increase in the minimum inhibitory concentrations (MICs)
of all carbapenems [3]. As shown by several recent studies [4,5],
deficient OprD production mainly results from mutations or inser-
tion sequences disrupting the oprD gene or its promoter region.
In some strains, carbapenem resistance is associated with muta-
tions occurring in genes (parRS, mexS and czcS) that are involved in
the inverse co-regulation of expression of oprD and various efflux
operons (mexXY, mexEF-oprN and czcCBA, respectively) [4]. Here
we demonstrate for the first time that some single amino acid
substitutions drastically decrease the stability and/or insertion in
the outer membrane of the otherwise highly polymorphic porinand

* Corresponding author. Tel.: +33 3 63 08 22 76; fax: +33 3 63 08 22 32.
E-mail address: cllanesb@univ-fcomte.fr (C. Llanes).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jjantimicag.2014.12.029

account for the resistance to carbapenems of cystic fibrosis (CF) P.
aeruginosa strains.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and plasmids

Recently, 5 (12%) of 42 imipenem-resistant (MICs >8 mg/L) CF
strains of P. aeruginosa (named 1-10, 1-13, 1-17, 5-11 and 6-20)
were found to have poor or undetectable amounts of porin OprD
in their outer membrane despite expression of their oprD genes
similar to that of wild-type susceptible strains [5]. Sequencing of
these genes revealed the presence of single amino acid substitut-
ions (L345P, Y242H, So78P, V401A and S403P, respectively) in the
corresponding OprD proteins compared with homologues from
reference strains PAO1, LESB58 and PA14 [5]. An extensive
search among the already edited OprD porins of P. aeruginosa
(http://www.pseudomonas.com) led to the conclusion that these
mutations were unique to these strains.

2.2. Mutant frequency

Phenotypic mutation frequencies of clinical isolates were deter-
mined by resistance to rifampicin based on the method described
by Oliver et al. [6]. Strains giving rise to mutants able to resist

0924-8579/© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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10-fold the baseline resistance levels to rifampicin at rates >20-fold
that of reference strain PAO1 were considered as hypermutators.

2.3. Gene inactivation and complementation

A AoprD mutant from reference strain PAO1
(http://v2.pseudomonas.com) was constructed and was com-
plemented by genomic insertion of the five oprD genes and
their respective promoter regions. Mutant PAO1AoprD was
obtained by using overlapping PCRs with specific primers

(PCRioprD1,  5-CAATTTGTGCACGGAGTTTG-3';  PCRioprD2,
5'-CAGGTCGTGTCTTCGATGAACCCCTTC-3';  PCRioprD3,  5'-
GAAGACACGACCTGAACCTAGCCTCCT-3';  and  PCRioprD4,

5'-GGGGTGTTTTCGCAGAGTAA-3’) and recombination events
as described previously [7]. Allelic exchange and deletion of 910 bp
in the oprD gene were confirmed by PCR and DNA sequencing.
Then, the oprD genes of clinical strains were amplified from
whole DNA extracts using the oligonucleotide pair IntoprDCh1
(5'-CGGAAGCTTAGCCATTTTCCAATTTGTGC-3’) and IntoprDCh2
(5'-GCCGGATCCGGGGTGTTTTCGCAGAGTAA-3’). The PCR con-
ditions used were as follows: 5min of denaturation at 98°C;
30 amplification cycles each consisting of 30s at 98°C, 30s at
61°C and 2min at 72°C; with a final extension step at 72°C
for 7min. The resulting 1828 bp DNA fragments were cloned
into the BamHI/Hindlll restricted plasmid mini-CTX1 and were
then transferred from Escherichia coli CC118 to P. aeruginosa
PAO1AoprD by conjugation [8]. A control recombinant strain,
named CRPAO1, complemented with the wild-type oprD allele of
PAO1 was engineered in parallel.

2.4. Immunodetection of OprD

Immunoblotting experiments were carried out on purified outer
membrane extracts or whole-cell lysates with an OprD-specific
polyclonal antiserum (diluted 1:10,000) as reported previously [9].

2.5. Susceptibility testing and growth conditions

All of the bacterial strains were cultured at 37°C in
Mueller-Hinton broth (MHB) or on Mueller-Hinton agar (MHA),
both of them containing adjusted concentrations of divalent cations
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). MICs were determined
by the serial two-fold macrodilution method in MHA accord-
ing to protocols recommended by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (http://www.clsi.org). Bacterial growth
experiments were carried out in MHB and minimal medium sup-
plemented with 0.5 mM gluconate as previously described [10].

2.6. OprD structural bioinformatics analysis

The amino acid substitutions were mapped on the most recently
solved structure of OprD (Protein Data Bank code: 3SY7) using the
Coot program [11]. The geometry was refined locally using planar
peptide restrains. All of the graphical representations were per-
formed using PyMOL software (http://pymol.sourceforge.net/).

3. Results and discussion

Complementation of PAO1AoprD with the various oprD alleles
failed to fully restore carbapenem susceptibility in four of the
five transconjugants. Indeed, CR1-10, CR1-13, CR1-17 and CR6-20
appeared to be two- to four-fold less susceptible than CRPAO1 to
imipenem, meropenem and doripenem (Fig. 1A). These recombi-
nant strains were also as resistant as PAO1AoprD to carbapenems.

Very low amounts of the OprD variants could be detected
in CR1-10, CR1-13 and CR1-17 (Fig. 1B), suggesting that the
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Fig. 1. (A) Resistance levels, (B, C) OprD immunoblots and (D) growth rates of
PAO1AoprD trans-complemented mutants. (A) Minimum inhibitory concentrations
(MICs) of imipenem (IPM), meropenem (MER) and doripenem (DOR) were deter-
mined at least twice in two independent experiments. (B, C) Detection of porin
OprD by western blotting in outer membrane extracts (B) and whole-cell lysates (C)
of mutants CRPAO1, CR1-10, CR1-13, CR1-17, CR5-11 and CR6-20. (D) Growth rates
of PAO1AoprD trans-complemented mutants were measured in minimal medium
with 0.5 mM gluconate as the sole carbon source.

corresponding amino acid substitutions (Ls4sP, Y242H and S,7gP,
respectively) might either prevent insertion of the porin into the
outer membrane or make the protein more susceptible to enzy-
matic degradation in the cytoplasm or in the periplasmic space.
Indeed, some misfolded proteins are known to form aggregates
that are rapidly degraded by periplasmic proteases [12]. Consistent
with this, only low levels of these OprD variants could be detected
in whole-cell lysates from CR1-10, CR1-13 and CR1-17 by western
blotting (Fig. 1C). Since OprD allows the uptake of gluconate [10],
we measured the growth rates of complemented strains in mini-
mal medium with gluconate as the sole carbon source and in MHB
for comparison. CR1-10, CR1-13 and CR1-17 exhibited a growth
rate similar to that of PAO1AoprD (growth rate 0.56), compatible
with the slight amounts of porin present in these strains (Fig. 1D).
Conversely, in MHB medium all of the transconjugants grew at the
same rates as CRPAO1 (data not shown), confirming that in min-
imal medium with gluconate bacterial growth solely relies upon
OprD-dependent penetration of the substrate into the cells. To eval-
uate the impact of the different mutations on porin architecture, we
mapped the corresponding amino acid variations on the structure
of OprD. Possibly accounting for defective insertion of the OprD
variants into the outer membrane, the model predicted that: (i)
the L345P substitution (CR1-10), located at the extremity of strand
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Fig. 2. Cartoon representation of the structure of OprD with the amino acid substitutions L34sP, Y242H, S278P, V401A and S403P in ball and stick. Some additional residues,
the positively charged ladder (constituted by amino acids Rss3, K3os, R412, R414 and R433) as well as residues Ls,z, A3z and Fss7 are indicated for clarity. (A) View of the porin
through the outer membrane. Inset (a) presents in ball and stick all the residues constituting periplasmic loops PL7 and PL8 in order to highlight the possible displacement
of loop PL8 owing to the S403P mutation. Amino acid residues in red show the wild-type position of the loop; those in yellow show the modifications that could be induced
by the S403P substitution. Inset (b) represents the wild-type interaction between Ls4s and Fss7, and the breaking of the hydrogen bond between the carbonyl of P345 and the
nitrogen of Fss7. (B) Perpendicular view. The insets represent a scaled-up view of the interactions between residue 278 and loop L7 before and after mutation. It highlights
the possible steric hindrance between S,75P and residue Lsy,. In addition, the 3-sheet could be twisted by the introduction of a proline that could lead to destabilisation of

the whole pore.

S14, could destabilise the end of this strand by breaking the hydro-
gen bond between the carbonyl of L34s5 and the nitrogen of Fss7
and impact the orientation of the PL7 periplasmic loop; (ii) Y42H
(CR1-13) introduces a positive charge in the acidic environment of
the periplasmic space, as it is localised outside of the pore struc-
ture, close to the inner side of the outer membrane; and (iii) Sy7gP
(CR1-17), located in S12, could both destabilise this strand and
change amino acid interactions into the pore by creating a steric
hindrance with L35, from one of the loops responsible for the inner
constriction of the pore, the loop L7 (Fig. 2).

The complemented strain CR6-20 exhibited carbapenem resis-
tance despite the presence of significant amounts of OprD in
the outer membrane (Fig. 1B). Based on our model of OprD, the
S403P mutation in this variant might modify the orientation of
the periplasmic loop PL8, thereby disturbing the nearby positively
charged molecular ladder (Fig. 2), which promotes the passage of
carbapenems through the pore [13]. Consistent with this, CR6-20
exhibited an intermediate growth rate of 0.9 compared with that
of the positive and negative controls (CRPAO1 and PAO1AoprD,
respectively) (Fig. 1D). Carbapenem resistance in CR6-20 would
thus result from both the presence of reduced amounts of OprD in
the outer membrane and lower penetration rates of carbapenems
through the porin channel, a hypothesis that would require elec-
trophysiology techniques for confirmation.

In the last complemented strain, CR5-11, which produced
notable amounts of OprD (Fig. 1B), carbapenem susceptibility was
partially restored in comparison with CRPAO1, suggesting that the
V401A substitution, located in periplasmic loop PL8, does not play
a major role in resistance. A trivial explanation would be that a
component of the Bam transport machinery, which delivers porins

to the outer membrane, is impaired in the parental strain 5-11,
thus leading to carbapenem resistance. Supporting this notion,
decreased expression of one Bam component in an in vitro mutant
has been reported to significantly affect the ability of porin OprF to
localise into the outer membrane [14].

OprD polymorphism could be considered as a consequence
of the well-known hypermutable phenotype of P. aeruginosa CF
strains. To confirm this, we determined mutant frequencies leading
to rifampicin resistance for strains 1-10, 1-13, 1-17, 5-11 and
6-20. As expected, all of them exhibited higher (>20-fold) mutation
rates (4.1 x107,2.6 x 1076,2.0x 1076, 4.8 x 10-7 and 2.9 x 10-6,
respectively) compared with PAO1 (7.6 x 10~9), indicating that CF
isolates are hypermutators.

4. Conclusion

In conclusion, this study shows that single amino acid substitut-
ions located in periplasmic loops or in [3-sheets may result in very
low levels of porin OprD in the outer membrane and thus imper-
meability to carbapenems. Contrary to OprD-deficient mutants,
those harbouring permeability-impairing amino acid substitut-
ions in the porin structure require extensive analyses for their
identification. This is probably why such mutants have rarely
been reported among clinical strains of P. aeruginosa and remain
under-recognised. Sanbongi et al. suggested that the Gsi4D
substitution in L7 could impact carbapenem resistance levels
[15]. This substitution, initially identified in an in vitro mutant
selected for its resistance to carbapenems, was further observed
in a clinical strain. Because of its carboxylic group, D314 might
cause a significant change to the porin conformation [15]. Anyway,
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compared with frameshifting mutations in the oprD gene [4,5],
amino acid changes appear to be less frequent but still significant
(12%) among imipenem-non-susceptible isolates in the context of
CF where the strains are exposed to repeated antibiotic treatments
and evolve rapidly because of hypermutator phenotypes.
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4 RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L'ETUDE OPRD :

4.1 LA RESISTANCE AUX CARBAPENEMES PEUT RESULTER DE LA
SOUS-EXPRESSION DU GENE OPRD

4.1.1 Impact de mutations dans le promoteur de oprD

Parmi les 42 souches de 1'étude GERPA-CF résistantes a I'imipénéme, nous avons
montré que (i) 32 produisent un peptide OprD aberrant en raison d'un décalage du
cadre de lecture du gene, (ii) 5 possédent une porine avec une substitution a I'origine
de la résistance a I'imipéneme, et (iii) 5 renferment une porine de type LESB58, peu
visible sur les immunoblots membranaires. Nous avons mesuré les niveaux de
transcrits oprD de ces 5 dernieres souches (7-3, 7-4, 7-7, 7-20 et 10-16) : 4 d’entre elles
sous-expriment significativement (plus de 10 fois) le gene oprD en comparaison a
PAO1 (Tableau 8). Afin de comprendre les raisons de cette sous-expression, le gene
oprD ainsi que sa région promotrice ont été séquencés, la sous-expression pouvant
étre causée par l'insertion d'une IS dans le promoteur du gene oprD. Seules 2/4
souches (7-3 et 7-4) présentent une mutation de 1’adénine située 45 nucléotides en

amont du codon ATG (A-sC) (Tableau 8).

Afin d’évaluer I'impact de cette substitution nous avons intégré une copie du gene
oprD et de la région promotrice mutée (souche 7-3) ou non (souche 7-20) dans le
chromosome de la souche PAO1AoprD, aboutissant a la construction des souches
CR7-3 et CR7-20. Un témoin (CRPAO1) a été construit en complémentant la souche
PAO1AoprD avec le gene oprD de PAOL. La mesure par RT-qPCR des niveaux de
transcrits oprD montre que cette construction CRPAO1 exprime le gene oprD au
méme niveau que la souche parentale PAO1 (Tnblean 8). La sous-expression observée

chez l'isolat clinique 7-3 (0,08 en comparaison a PAO1) n’est pas reproduite chez la
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souche transcomplémentée CR7-3, indiquant que la mutation A.4sC n’est pas a

I'origine de la sous-expression de oprD. Confirmant ces résultats, les niveaux de

résistance aux carbapénemes (imipéneme, méropéneme et doripéneme) des souches

CR7-3 et CRPAOL1 s’averent identiques (ableai 8).

Tableau 8 : Etude de la sous-expression de oprD sur la résistance aux carbapénémes des souches

GERPA-CF.

i CMI mL
Souche Séquence promotrice trijlls‘::i?tlsv;;:Db IPM Ni:lg\//[ ) DOR
PAO1 WT 1 1 0,5 0,5
PAO1AoprD WT ND 16 4 2
7-3 A4sC 0,08 32 64 128
7-4 A-sC 0,07 8 16 16
7-7 WT 0,03 8
7-20 WT 0,08 8 4
10-16 WT 0,38 8 0,5
CRPAO1? WT 1 2 1 0,5
CR7-32 A-ssC 1,2 2 1 0,5
CR7-20~ WT 1,2 2 1 0,5

2CR : Transconjugants PAO1AoprD complémentés par le géne oprD et sa région promotrice de la
souche clinique correspondante. *Les niveaux de transcrits considérés comme significativement

sous-exprimés sont en caractéres gras.

ND : non déterminé, IPM : imipénéme, MEM : méropénéme, DOR : doripéneme.

Figure 35 : Western blotting de la porine
OprD dans la membrane externe chez les
mutants transcomplémentés dont le
promoteur du géne oprD est muté (A4C).

De la méme maniere, la complémentation de
PAO1AoprD avec la séquence issue de la
souche 7-20 ne modifie, ni I'expression de
oprD, ni la CMI des carbapénemes. Enfin, le
gene oprD pouvant étre soumis a une
régulation  post-transcriptionnelle,  nous
avons purifié les protéines de membrane
externe et évalué la quantité de porine par

Western blotting apres hybridation avec un
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anticorps polyclonal anti-OprD (Figure 35). Les souches CR7-3 et CR7-20 produisent
une quantité de porine similaire aux souches PAO1 et CRPAOI1, confirmant les

résultats précédents.

Au final, ces résultats indiquent que la sous-expression du gene oprD chez les 4
souches CF n'est pas liée a la séquence de leur promoteur mais plus
vraisemblablement a une répression transcriptionnelle exercée par un régulateur. Le
gene oprD pouvant étre inversement co-régulé avec la surproduction de certains
systemes d’efflux (MexXY/OprM, MexEF-OprN et CzcCBA), nous nous sommes
intéressés au statut de ces 3 systemes d’efflux actif chez les 4 souches cliniques 7-3, 7-

4,7-7 et 7-20.

4.1.2 Implication des régulateurs des systémes d’efflux actif

La quantification relative des transcrits des genes mexE, mexY et czcR montre que les
4 souches surexpriment l'opéron mexXY, la souche 7-20 surexprimant en plus

I"'opéron mexEF-oprN (Tableau 9).

Tableau 9 : Niveaux de transcrits et séquences protéiques des génes régulateurs de mexEF-oprN et
mexXY chez les souches CF sous-exprimant le géne oprD.

Souche Niveaux de transcrits? Séquences protéiques®
oprD  mexE mexY PA1797 czcR ParR ParS MexT
PAO1 1 1 1 1 1 WT WT +8pb
PA14 ND ND ND ND ND ND ND WT
7-3 0,08 5 23,8 0,02 3,6 QssStop  WT ND
7-4 0,07 12,4 53 0,01 6,8 QssStop  WT ND
7-7 0,03 0,9 12,3 19,9 3,1 WT GassS ND
7-20 0,07 123 149 119,5 7,2 WT AsosT WT

ND : non déterminé. 2 en gras sont indiquées les valeurs significativement différentes de celles de
la souche de référence PAOIL. b +8pb: insertion de 8pb inactivant le géne. Les régulateurs
probablement impliqués dans la répression de oprD sont indiqués en rouge.
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L’opéron mexXY étant inversement co-régulé avec oprD par le TCS ParRS, nous
avons mesuré les niveaux de transcrits d'une cible de ce TCS : PA1797 (Muller et al.,
2011). Seules 2/4 souches (7-7 et 7-20) surexpriment également ce gene. Le
séquencage de parR et parS révele qu’elles présentent chacune une substitution (GsssS
et A3esT respectivement) dans la protéine ParS, probablement a l'origine de
I'augmentation des transcrits mexXY et PA1797, ainsi que de la répression de oprD
(Fournier et al., 2013; Muller et al., 2011). En revanche, chez les souches 7-3 et 7-4, la
surexpression de mexXY est liée a un autre mécanisme de régulation (MexZ ou
altération de la synthese protéique), sans lien avec oprD car parR est inactivé par un

codon stop prématuré en position 53 (Tubleau 9).

Les 4 souches surexpriment également le gene czcR (Tablean 9). Ce gene code pour le
régulateur de réponse CzcR qui, lorsqu’il est surexprimé, réprime oprD (Caille et al.,
2007). Cependant, lors de 1'étude GESPAR, il a été montré que czcR est surexprimé
plus de 50 fois chez la souche PAOI1 cultivée en présence de zinc (300 mM), ce qui
suggere que les niveaux d’expression des 4 souches étudi€es ici (< 10 fois) (Tablear 9)

ne sont pas significatifs.

La souche 7-20 surproduit par ailleurs le systeme d’efflux MexEF-OprN (mutant
nfxC). Dans ce cas, le gene oprD est réprimé par le régulateur transcrptionnel MexT
dont la séquence est sauvage (Iablean 9). Au final, chez cette souche, la sous-
expression de oprD résulte a la fois de I’action du TCS ParRS et de celle du régulateur

MexT.

4.2 IDENTIFICATION DE 7 MUTANTS NFXC DANS LA COLLECTION
GERPA-CF

De fagon inattendue, 'étude GERPA nous a permis d’identifier au total 7 mutants

nfxC CF qui surexprimaient le gene mexE au moins 100 fois plus que PAO1 (Tubleau
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10). Ces mutants étant rarement décrits parmi les souches cliniques et considérés
comme peu virulents quand sélectionnés in vitro, la question se pose des mécanismes
leur permettant de coloniser les patients et de persister. Afin de caractériser ces
nouveaux mutants, nous avons entrepris le séquengage des genes codant pour
'activateur transcriptionnel MexT et I'oxydoréductase MexS, tous deux impliqués
dans la régulation de mexEF-oprN. Quatre souches affichent des substitutions dans la
protéine MexS (souches 4-7, 9-7 et 10-1) ou MexT (10-12) dont I'impact sur I'opéron
d’efflux n’a pas été évalué ici. Les 3 souches restantes produisent des protéines MexS
et MexT sauvages et renfermant donc des mutations encore inconnues a 1’origine de
la surexpression de mexEF-oprN (Tableau 10). Le séquencage d’autres genes
régulateurs de mexEF-oprN (mval, ampR) s’est révélé négatif. Nous aurons 1’occasion
de constater dans les pages suivantes que cette situation n’est pas rare dans les

souches cliniques.

Tableau 10 : Niveaux relatifs de transcrits du géne mexE et séquences protéiques de MexS et MexT
chez les mutants nfxC de la collection de souches GERPA-CF.

Souche Taux de transcrits Phénotype Séquence protéique
de mexE? MexS MexT®

PAO1 1 WT NawD +8pb
PAO7H 265 nfxC NasD WT
4-7 294 nfxC Gs9oS WT
6-15 111 nfxC WT WT
7-20 123 nfxC WT WT
9-7 162 nfxC Roe7C WT
9-12 364 nfxC WT WT
10-1 246 nfxC FasoLL WT
10-12 168 nfxC WT AT + GasrA

a: par rapport a PAO1 ; b : chez PAOI, le gene mexT est inactivé par 'insertion de 8pb décalant le
cadre de lecture. La délétion de ces 8pb restaure le cadre de lecture (WT).
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Si les fluoroquinolones, antibiotiques substrats de MexEF-OprN, sont connues pour
sélectionner aisément des mutants nfxC in vitro, on ne connait pas les circonstances
d’émergence de ces mutants chez les malades. Des travaux effectués précédemment
au laboratoire ont montré que leur sélection était difficile voire impossible in vitro
avec la ciprofloxacine inhibitrice (2ug/mL et 4ug/mL, respectivement) (Llanes et al.,
2011). Chez les patients, la concentration des antibiotiques varie dans le temps, selon
les doses administrées, les tissus, 1'efficacité des voies d’élimination, etc... et peut étre
suboptimale (inferieure a la CMI). Nous avons donc essayé de sélectionner des
mutants nfxC, au laboratoire, en utilisant des concentrations subinhibitrices de

ciprofloxacine.

4.3 SELECTION DE MUTANTS NFXC IN VITRO

La souche PA14 (MexT actif) a été cultivée en bouillon MH pendant 4 jours en
présence de concentrations subinhibitrices de ciprofloxacine (¥, ¥z et 1 fois la CMI).
Au total, 266 mutants de sensibilité réduite a la ciprofloxacine ont été isolés. La
stabilité de leur phénotype a été vérifiée par 2 repiquages successifs sur gélose MH
puis sur MH additionné de ciprofloxacine. Seuls 143 mutants se sont avérés stables.
Afin d’analyser un maximum d’événements différents, nous n’avons retenus que les
isolats jugés différents sur la base de leur phénotype (profil de résistance aux
antibiotiques, pigmentation, taille des colonies), soit 79 mutants au total. Puis, des
expériences de RT-qPCR ciblant le gene mexE ont abouti a la sélection de 52 mutants
nfxC surexprimant mexEF-oprN de maniere significative (de 38 a 815 fois plus que la

souche sauvage PA14).
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4.3.1 Effet des concentrations de ciprofloxacine sur la sélection de

mutants nfxC in vitro

Confirmant les résultats antérieurs obtenus au laboratoire, la sélection de mutants
nfxC s’avere maximale avec les plus faibles concentrations de ciprofloxacine. En effet,
a 0,03 ug/mL (Y4 de la CMI) 90% des mutants sélectionnés sont de type nfxC et
seulement 54% a 0,12 ug/mL (1x CMI) (Figure 36).

De plus, la fréquence d’apparition des mutants nfxC diminue au cours du temps
apres 1, 2, 3 ou 4 jours d’exposition a I’antibiotique. En effet, apres 24h de croissance,
la proportion de mutants nfxC varie de 80 a 100%, alors qu’elle chute entre 30 et 40 %
apres 4 jours de contact avec la ciprofloxacine. Cette diminution est d’autant plus

significative que la concentration en antibiotique est élevée (Figure 37).

La sélection de mutants nfxC serait alors optimale avec des faibles concentrations de
ciprofloxacine (0,03 pg/mL) et au début de l'exposition. Bien que les autres
mécanismes de résistance aux fluoroquinolones (mutations dans les QRDR,
surproduction d’autres systemes d’efflux de type Mex) n’aient pas été recherchés
dans ce travail, les mutants résistants non-nfxC, présentaient un profil de résistance
évoquant celui des mutants nfxB (surproduisant de la pompe MexCD-Opr]).

Cependant la surexpression de ce systeme n’a pas été vérifiée par RT-qPCR.

4.3.2 Origine génétique de la surexpression de mexEF-oprN

Afin de déterminer si les différentes concentrations et durées d’exposition
sélectionnaient des événements génétiques différents, nous avons séquencé les genes
mexS et mexT de 26 mutants choisis au hasard dans chacune des conditions. Le gene
mex$S est apparu inactivé par insertion ou délétion d'un ou plusieurs nucléotide(s)
chez 20/26 isolats (Tublean 11). Ces altérations sont toutes différentes a 1’exception de

la délétion de I'alanine en position 355 (AAsss), retrouvée chez 2 mutants. Seuls 6/26
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mutants possédent des substitutions d’acides aminés, 1'une d’entre elles étant
commune a 3 mutants (AwD). D’apres le logiciel SIFT algorithm
(http://sift.jcvi.org/www/SIFT_BLink_submit.html), aucune de ces substitutions ne
serait tolérée ; elles entraveraient la fonction de la protéine MexS, et seraient par

conséquent, responsables de la surexpression de mexEF- oprN (Tableau 11).
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Figure 36 : Mutants nfxC (n = 62) /non nfxC (n = 17) sélectionnés sur
différentes concentrations de ciprofloxacine ; le pourcentage de
mutants nfxC est indiqué.

Contrairement aux observations faites avec les mutants nfxC cliniques de la collection
GERPA-CF, ces résultats démontrent que la ciprofloxacine sélectionne in vitro des
mutations dans mexS, conduisant dans la majorité des cas a I'inactivation totale du
gene par des indels. Chez I'ensemble des mutants, les CMI de la ciprofloxacine
(substrat de MexEF-OprN) et de l'imipénéme (substrat de la porine OprD) sont au
moins 4 fois supérieures a celles obtenues avec la souche parentale PA14. Seul, un
isolat montre une résistance a la ciprofloxacine 256 fois supérieure a celle de PA14,
suggérant un mécanisme additionnel associé a la surexpression de mexEF-oprN
(I'ableau 17). Au final, aucune corrélation n’a pu étre établie entre le type d’altération
de MexS et les conditions de sélection (concentration de ciprofloxacine utilisée et

durée de contact). De la méme facon, aucun événement génétique particulier n’a pu
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étre relié aux valeurs de CMI, méme si les niveaux de transcrits les plus faibles sont
retrouvés chez les mutants dont la protéine MexS est porteuse d'une mutation

ponctuelle.

% de mutants nfxC

Concentration de
ciprofloxacine (pg/mL)

Jours

Figure 37 : Pourcentage de mutants nfxC sélectionnés au cours du temps, en

fonction de la concentration de ciprofloxacine. La valeur de 100% (bleu clair)

obtenue sans pression de sélection (0 ug/mL ciprofloxacine) correspond a

lisolement d’un seul mutant nfxC spontané a 1, 2 et 4 jours.
Il est remarquable de constater que des concentrations de ciprofloxacine tres peu
inhibitrices (!/+ de la CMI) suffisent a sélectionner des mutants nfxC affichant des
niveaux de résistance tout a fait significatifs sur le plan thérapeutique (concentrations
critiques EUCAST 2015 : 5<0,5 pg/mL ; R>1 pg/mL). Tous les mutants analysés sauf
un restent toutefois sensibles a I'imipéneme. Ces résultats concordent avec ceux
d’autres études (Jorgensen et al., 2013; Tanimoto et al., 2008) sur les effets de la
ciprofloxacine en tant que promoteur de résistance chez P. aeruginosa, méme si les

mécanismes sélectionnés semblent varier selon les conditions expérimentales et la

souche parentale utilisés.
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Tableau 11 : Analyse de 26 mutants nfxC dérivés de PA14 et sélectionnés sur des concentrations
sub-inhibitrices de ciprofloxacine.

Conditions de sélection Mutations Niveaux de CMI (ug/mL)
Souches transcrit

CIP (ug/mL) Jour mex$S mexT mexF CIP IPM
Témoins
PA14 - - WT WT 1 0,12 1
PA14-31 - - A1 pb 22 WT 55 2 ND
Mutants nfxC
CJ10(1) 0 1 A14 pb 725738 WT 456,4 4 4
AJ13(1) 0,03 1 A10 pb 6575 WT 491,7 2 2
BJ1 3(3) Ca8A>A1zsD WT 45,9 1 2
CJ13(2) A13 pb 6274 WT 504,7 4 4
CJ13(3) +Cr3 WT 583,8 4 4
AJ23 (1) 2 CouT>Rsn2W WT 170,9 0,5 2
BJ2 3 (5) CasA> A1sD WT 68,0 2 2
BJ3 3 (2) 8 CaosA~> A1zsD WT 189,2 1 2
CJ33(2) A17 pb 230246 WT 426,3 2 4
CJ4 3 (3) 4 AAois WT 445,9 4 4
CJ43 (4) A6 pb 911916 WT 274,6 2 2
CJ16 (3) 0,06 1 A14 pb 353366 WT 320,6 2 2
CJ16 (1) A4 pb 124127 WT 537,4 2 4
CJ16(2) A14 pb s09-822 WT 507,6 4 4
AJ16 (1) A13 pb s57-869 WT 626,7 2 2
AJ26 (2) 2 A13 pb 7486 WT 505,4 2 2
BJ3 6 (1) 3 ConA> AaD WT 680,2 2 2
CJ46 (1) +9 pb 749.757 WT 338,3 2 2
BJ4 6 (1) +T318 WT 283,1 4 4
AJ112 (1) 0,12 1 AssT> GarsC WT 280,8 2 2
CJ112 (1) AAsss WT 362,4 4 4
CJ112 (2) AAsss WT 4523 4 4
CJ312 (1) 3 A2 pb 769-770 WT 514,0 4 4
CJ312 (2) +5 pb 9o7-911 WT 815,5 32 4
BJ3 12 (2) AA2s WT 390,6 4 8
BJ4 12 (2) 4 ACaro WT 306,7 4 4

ND: non déterminé. WT : identique a PA14 (www.pseudomonas.com). La traduction en acides

aminés est indiquée (ex : CasA > AwsD).
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Chez les isolats cliniques nfxC de Pseudomonas aeruginosa, les

altérations de MexS sont pour la plupart des substitutions.
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5.1 RESUME

Pseudomonas aeruginosa est un germe dont la pathogénicité dans les infections
chroniques et aigués dépend de la production de tout un arsenal de facteurs de
virulence et de sa résistance a de nombreux antibiotiques. Lorsqu'elles sont
surproduites, les pompes d’efflux de type RND, participent largement a cette
résistance qui peut toucher plusieurs familles d’antibiotiques différentes. L'un de ces
systemes, MexEF-OprN, est exprimé a un niveau basal tres faible chez les souches
sauvages et participe donc peu a la résistance naturelle de la bactérie. Chez les
mutants nfxC, la surproduction de la pompe MexEF-OprN est responsable dune
augmentation (de 4 a 16 fois) des CMI du chloramphénicol, du triméthoprime et des
fluoroquinolones, ainsi que de la résistance aux carbapénemes en raison de la
répression du gene oprD par le régulateur transcriptionnel MexT. Malgré cela, les
mutants nfxC, tout du moins ceux sélectionnés in vitro, semblent accumuler des
déficits pouvant altérer leur capacité a infecter les patients, tels que (i) leur sensibilité
accrue a certains antibiotiques de la famille des f3-lactamines et des aminosides
(associée a la sous-expression de MexAB-OprM et MexXY(OprM), respectivement)
mais surtout (ii) leur moindre virulence (élastase, pyocyanine, rhamnolipides,
biofilm et swarming). L’expérience que nous avons au laboratoire de ces mutants
nous laisse toutefois penser qu’ils pourraient étre différents dans les souches
cliniques et que leur faible prévalence est sous-estimée car leur détection est peu
aisée. C’est pourquoi, nous avons criblé systématiquement, pendant un an, les
souches isolées au CHRU de Besangon pour rassembler une collection substantielle
de 43 mutants nfxC. L’analyse de 22 mutants non-redondants a révélé qu’ils étaient
toujours capables de produire les facteurs de virulence précédemment cités. Par
ailleurs, I'hypersensibilité aux 3-lactamines et aux aminosides n’a pas été retrouvée
chez ces isolats, suggérant l'existence éventuelle de mutations compensatrices

permettant de maintenir l'activité des pompes MexAB-OprM et MexXY/OprM.
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Contrairement a ce qui est observé in vitro, la surproduction de MexEF-OprN était
rarement causée par linactivation totale du gene mexS et de son produit (4/22
isolats), mais due le plus souvent a des modifications mineures entravant l’activité de
cette enzyme (8/22 isolats). L’analyse des variants de MexS chez une souche
PA14AmexS a montré que ces modifications, sélectionnées préférentiellement chez les
patients, permettaient aux transformants de continuer a produire un certain nombre
de facteurs de virulence. Enfin, de maniere intéressante, 46% (10/22) des mutants
nfxC n’ont pas présenté de modifications dans aucun des régulateurs connus (MexT,
MexS, AmpR ou MvaT) du systeme d’efflux, suggérant I'existence d’autres voies de

régulation a découvrir.

5.2 TEXTE DE L’ARTICLE
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Abstract

Multidrug resistant mutants of Pseudomonas aeruginosa that overproduce the active efflux system
MexEF-OprN (called nfxC mutants) have rarely been characterized in the hospital setting. Screening
of 221 clinical strains exhibiting a reduced susceptibility to ciprofloxacin (a substrate of MexEF-OprN)
and imipenem (a substrate of the negatively co-regulated porin OprD) led to the identification of 43
(19.5%) nfxC mutants. Subsequent analysis of 22 non-redundant mutants showed that in contrast to
in vitro selected counterparts only 3 of them (13.6%) harbored a disrupted gene mexS, which codes
for oxydoreductase MexS whose inactivation is known to activate operon mexEF-oprN through LysR-
type regulator MexT. Nine (40.9%) of the clinical nfxC mutants contained single amino acid mutations
in MexS, associated with moderate effects on resistance and virulence factor production in 8/9
strains. Finally, the remaining 10 (45.5%) nfxC mutants did not display mutations in any of the
regulators known to control mexEF-oprN expression (genes mexS, mexT, mvaT, ampR), confirming
that other loci are responsible for the pump upregulation in patients. Collectively, these data
demonstrate that nfxC mutants are probably more frequent in the hospital than previously thought,
and have genetic and phenotypic features somewhat different from those of in vitro selected

mutants, especially in terms of virulence.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a notorious cause of acute and chronic infections in vulnerable patients.
The ability of this environmental Gram-negative bacterium to produce a broad range of virulence
factors (Gellatly and Hancock 2013) and to become resistant to multiple antimicrobial agents is
considered as key to its success in the hospital setting. When overexpressed upon mutations, several
efflux systems belonging to the RND (Resistance Nodulation cell Division) family of drug transporters
are able to decrease the susceptibility of the pathogen to structurally-unrelated antibiotics (Poole
and Srikumar 2001). One of these systems, named MexEF-OprN, is quiescent in wild-type strains
grown under standard laboratory conditions. Its contribution to the intrinsic resistance of

P. aeruginosa is therefore minimal. In contrast, in so-called nfxC mutants stable overproduction of
the pump results in a significant increase in minimal inhibitory concentrations (MICs x 4-16-fold) of
chloramphenicol, trimethoprim, and fluoroquinolones (Kohler et al. 1997). Compared with wild-type
strains, typical nfxC mutants exhibit a hypersusceptibility to some antipseudomonal B-lactams
(penicillins, cephalosporins) and aminoglycosides, a phenotype possibly due to impaired activity of
two other RND pumps, namely MexAB-OprM and MexXY/OprM (Li et al. 2000). Furthermore, this
typical NfxC phenotype includes a decreased susceptibility to carbapenems, linked to down-
regulation of gene oprD that codes for the specific porin channel allowing the facilitated diffusion of
these antibiotics into the cell (Kohler et al. 1997).

In P. aeruginosa, while most RND pumps have their expression modulated by repressors (Schweizer
2003), transcription of operon mexEF-oprN is controlled by a LysR-type activator, MexT, encoded by
an adjacent gene (Kohler et al. 1999). In some drug-susceptible laboratory strains of the PAO1
lineage, mexT is inactivated by an 8-bp insert (Maseda et al. 2000). Spontaneous excision of this
intragenic fragment restores the ORF of mexT with concomitant overexpression of mexEF-oprN and

development of the typical NfxC phenotype (Kohler et al. 1999). In other strains, mexEF-oprN
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transcription is triggered by mutations in another gene, mexS, which is divergently transcribed from
mexT and encodes an oxidoreductase (Sobel et al. 2005). In any case, a functional MexT is mandatory
for in vitro selection of MexEF-OprN overproducing mutants. This regulator has been reported to
increase mexS expression (Kohler et al. 1999) even if the consensus nod-box DNA sequence,
considered as the binding site of MexT, remains to be identified in the promoter region of mexS (Tian
et al. 2009). To explain the MexS/MexT-dependent regulation of mexEF-oprN, it has been postulated
that MexS is involved in detoxification of some endogenously-produced MexT-activating molecule(s)
(Fargier et al. 2012 ; Frisk et al. 2004). In this scenario, if not processed by MexS, the toxic
metabolite(s) would be exported out of the cell by MexEF-OprN as a rescue mechanism.

In clinical strains, nfxC mutations are difficult to characterize because of polymorphic variations in

the MexS and MexT protein sequences (http://pseudomonas.com). Moreover, data suggest that still

uncharacterized pathways might influence mexEF-oprN expression (Llanes et al. 2011). Supporting
this notion, in vitro mutants with alterations in gene mvaT, ampR, or mxtR have been reported to
overexpress mexEF-oprN and to exhibit a multidrug resistance phenotype (Balasubramanian et al.
2012 ; Westfall et al. 2006 ; Zaoui et al. 2012). However, the relevance of such mutations in clinical
strains awaits confirmation.

In vitro-selected nfxC mutants were also found to be deficient in production of several quorum
sensing-dependent virulence factors (Kohler et al. 2001) without apparent loss of fitness (Olivares et
al. 2012). The mutants derived from reference strain PAO1 typically produced less pyocyanin,
rhamnolipids, and elastase than wild-type parents (Kohler et al. 1997 ; Kohler et al. 2001), and less
Type-lll Secretion System (T3SS) effector toxin ExoS (Linares et al. 2005). This phenotype was
attributed to (i) reduced intracellular levels of PQS (Pseudomonas Quinolone Signal) caused by the
shortage of a metabolic precursor (kynurenin or HHQ) exported by the pump (Lamarche and Deziel
2011 ; Olivares et al. 2012), and (ii) MexT which acts as global regulator and indirectly impairs T3SS in

a MexEF-OprN-independent way (Linares et al. 2005).
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92 Information about the rates and traits of nfxC mutants in CF (Jalal et al. 2000 ; Llanes et al. 2013) and
93 non-CF patients (Fukuda et al. 1990 ; Llanes et al. 2011 ; Oh et al. 2003 ; Pumbwe and Piddock 2000)
94 remains scarce. As a plausible explanation, the low virulence of these mutants would be detrimental
95  to their survival in the host or in the hospital setting, and would account for their unfrequent

96 isolation from clinical samples. Alternatively, these mutants would be phenotypically and genetically
97 distinct from their in vitro counterparts (i.e., keeping some degree of pathogenicity or persistence),
98 and thus would be under-recognized. In this study, we show that most clinical nfxC mutants have

99 mild defects in MexS and are still able to produce substantial amounts of virulence factors.
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Materials and Methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The reference strains and cloning plasmids used
in this study are listed in Table I. Twenty-two clinical nfxC mutants collected between May 2012 and
May 2013 at the University Hospital of Besancon (Table S1) and 7 drug-susceptible strains of P.
aeruginosa collected from surface waters (PE1, PE1346, PE1361, PE1393, PE1423, PE1446, and
PE1450) were also investigated. All the bacterial cultures were grown in Mueller-Hinton broth (MHB)
with adjusted concentrations of Ca*" (from 20 to 25 mg L") and Mg** (from 10 to 12.5 mg L™) (Becton
Dickinson and Company, Cockeysville, MD), or on Mueller-Hinton agar (MHA) (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France). Escherichia coli transformants were selected on MHA containing 50 ug mL™
kanamycin (marker of vector pCR-Blunt), 15 pg mL™ tetracycline (mini-CTX1), or 50 pg mL™
streptomycin (pKNG101). Recombinant plasmids were introduced into P. aeruginosa strains by
triparental matings and mobilization with broad-host range vector pRK2013 in E. coli HB101, as a
helper strain (Ditta et al. 1980). Transconjugants were selected on Pseudomonas Isolation Agar (PIA;
Becton, Dickinson and Company) supplemented with 200 ug mL™ tetracycline, or 2,000 pg mL*
streptomycin, as required. Excision of pKNG101 was obtained by selection on M9 minimal medium
(8.54mM NacCl, 25.18mM NaH;P04, 18.68mM NH4Cl, 22mM KH;P04, 2ZmM MgS04, pH7.4)

supplemented with 5% sucrose and 0.8% agar.

Antibiotic susceptibility testing. The Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) of selected
antibiotics were determined by the standard serial 2-fold dilution method in MHA with inocula of 10*
CFU per spot, according to CLSI recommendations (Clinical and Laboratory Standards Institute 2009).

Growth was assessed visually after 18h of incubation at 37°C.
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RT-qPCR experiments. Specific gene expression levels were measured by Real-Time, quantitative PCR
(RT-gPCR) after reverse transcription, as described previously (Dumas et al. 2006). Briefly, 2ug of
total RNA were reverse transcribed with Impromll reverse transcriptase as specified by the
manufacturer (Promega; Madison, WI). The amounts of specific cDNA were assessed in a Rotor Gene
RG6000 instrument (Qiagen, Courtaboeuf, France) by using the QuantiFast SYBR PCR green Kit
(Qiagen). When not already published, the primers used for amplification were designed from the
gene sequences available in the Pseudomonas Genome Database version 2, by using primer3
software (www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) (Table Il). The mRNA levels of
target genes were normalized for each strain with those of housekeeping gene rpsL, and expressed
as a ratio to wild-type reference strain PA14. Mean gene expression values were calculated from two
independent bacterial cultures, each assayed in duplicate. Strain PA14AS was used as a positive
control for gene mexE overexpression. As shown in preliminary experiments, transcript levels of
mexE > 20-fold above that of PA14 were considered as significant as all associated with a decreased

susceptibility (= 2-fold) of strains to MexEF-OprN substrate antibiotics.

Virulence assays. Biofilm production was assessed by measuring bacterial adhesion to 96-well
polystyrene plates (Vasseur et al. 2007). Cultures in triplicate were incubated in MHB medium
overnight at 30°C and washed twice with 200uL of distilled water to eliminate planktonic
bacteria. Attached bacteria were colored by 1% (wt/vol) crystal violet and solubilized by ethanol 99%
(vol/vol). Attachment was evaluated at 600nm and considered as negative when OD < 1, as
previously reported (Lamarche and Deziel 2011).

Swarming motility was tested on freshly prepared M8 medium (42.2 mM Na,HPQO,, 22mM KH,PQ,,
7.8 mM NaCl, pH 7.4) supplemented with 2mM MgS0O,, 0.5 % casein, 0.5% agar, and 1% glucose
(Kohler et al. 2000). After 15 min incubation of the plates at 37°C, 5 pL of culture (7.5 10° CFU) were

spotted onto the medium surface, with strain PA14 as positive control. The formation of dendrites
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after 24h of culture at 37°C was considered as a positive result (+), while a steady spot was
considered negative (-).

Elastase activity was assessed by using MH plates supplemented with 4 mg mL™ elastin-Congo red
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO), and inoculated with 5 pL volumes of bacterial suspension (7.5 10°
CFU). Enzymatic degradation of the substrate formed clear halos around culture spots after 48h
incubation at 37°C (Ohman et al. 1980). The absence of visible halo was considered as a negative
result.

Rhamnolipid production was appreciated using a haemolysis assay. Briefly, after 18h of growth at
37°Cin agitated MHB, bacterial supernatants containing rhamnolipids were collected and mixed with
defibrinated horse blood diluted 1/100 (vol/vol) in PBS. After 30 min of incubation at room
temperature, the mixture was centrifuged for 10 min at 950 g. Concentration of haemoglobin in
supernatants was determined spectrophotometrically at 405nm. OD values were expressed as
percentage of complete haemolysis by Triton X100 (by definition 100%). The results presented are
mean values from two independent experiments. Haemolytic activity was considered as significantly

reduced when lower than 50% of the control.
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Finally, pyocyanin assays were carried out on culture supernatants after 18h of
growth at 37°C in a specific broth (120 mM Tris HCI pH 7.2, 0.1 % tryptones, 20 mM
(NH4)2SO4, 1.6 mM CaClz, 10 mM KCl, 24 mM sodium citrate, and 50 mM glucose).
The pigment was extracted from cultures with chloroform (1 volume) and mixed
with 0.1IM HCI (0.06 volume) before spectrophotometric measurement at 520 nm
(Essar et al. 1990). Results are mean values from two independent experiments.
Pyocyanin production was considered as significantly reduced when lower than 50%

that of reference strain PA14 grown under the same conditions.

The virulence of individual clinical strains was rated by a global score, ranging from 0 to 5, that
corresponds to the number of positive or significant results obtained with each of the 5 assays

mentioned above.

Construction of deletion mutants from strain PA14. Single mexS and mexT deletion mutants were
constructed by using overlapping PCRs and recombination events, as described by Kaniga et al.
(Kaniga et al. 1991). First, the 5’ and 3’ regions flanking mexS (417 and 433 pb, respectively) and
mexT (408 and 453 bp, respectively) were individually amplified by PCR with specific primers (Table
[1) under the following conditions: 3 min of denaturation at 98°C followed by 30 cycles of
amplification each composed of 10s at 98°C, 30s at 60°C, and 30s at 72°C, with a final extension step
of 7 min at 72°C. The resultant amplicons were used as templates for overlapping PCRs with external
pairs of primers (Table 1) to generate the mutagenic DNA fragments. The reaction mixtures

contained: iProof ™ HF Master Mix 1x, 3% DMSO and 0.5 uM of each primer (Bio-Rad). The amplified
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products were cloned into plasmid pCR-Blunt according to the manufacturer’s instructions
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and next subcloned as BamHI/Apal fragments into the suicide vector
pKNG101 in E. coli CC118Apir (Kaniga et al. 1991). The recombinant plasmids were transferred into

P. aeruginosa by conjugation and selected on PIA containing 2,000 ug mL™ streptomycin. The excision
of undesired pKNG101 sequence was performed by plating transformants on M9 plates containing
5% (wt/vol) sucrose and 1% (wt/vol) glucose. Negative selection on streptomycin was carried out to
confirm the loss of the plasmid. The allelic exchanges were confirmed by PCR. Nucleotide sequencing
experiments confirmed deletion of 826 bp in mexS and 929 bp in mexT, yielding strains PA14AS and

PA14AT, respectively.

Chromosomal complementation with full-length mexS and mexT. A search of mutations in genes
mexS and mexT, as well as in intergenic regions mexS-mexT and mexT-mexE was performed on 43
clinical strains by using primers listed in Table Il. The mutated genes mexS and mexT along with their
respective promoter regions were amplified by PCR from purified genomic DNA. The resulting DNA
fragments were cloned into plasmid pCR-Blunt and next ligated to BamHI/Hindlll linearized plasmid
mini-CTX1 (Hoang et al. 2000). The recombinant plasmids were then transferred from E. coli CC118
to P. aeruginosa strains PA14AmexS or PA14AmexT by conjugation with subsequent selection on PIA
plates containing 200 pg mL™ tetracycline, to allow their chromosomal insertion into the attB site.
Chromosomal integration was ascertained by PCR and sequencing.

Results and Discussion

Wild-type genes mexS and mexT. PAO1 (Kohler et al. 1997 ; Sobel et al. 2005 ; Tian et al. 2009),
PA14 (Fargier et al. 2012), and PAK (Jin et al. 2011) have alternatively been used as “wild-type”
reference strains in studies on efflux pump MexEF-OprN. However, genes mexS and mexT in these

strains show a non-silent sequence polymorphism whose impact on functionality of encoded
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proteins MexS and MexT remained to be clarified. For instance, in addition to carrying an 8-bp
intragenic fragment inactivating mexT (Maseda et al. 2000), most of the laboratory strains of the
PAOL1 lineage differ from PA14 (or PAK) by an aspartic acid residue (D) at position 249 in MexS
instead of an asparagine (N) (http://pseudomonas.com).

Because protein MexS-D249 was considered as either functional (Maseda et al. 2000) or non-
functional (Jin et al. 2011), we deleted mexS in both PA14 and PAO1, and compared the effects of
this deletion on mexEF-oprN expression and antibiotic resistance. In PA14, suppression of mexS
(strain PA14AS) resulted in a strong increase in mexE transcription (427-fold) and a 16- to 32-fold
higher resistance to MexEF-OprN substrates, as in typical nfxC mutants (Table IIl). As expected,
complementation of PA14AS with the PA14 mexS allele (PA14ASya14) restored the drug-susceptible
phenotype. In contrast, the PAO1 mexS allele had virtually no impact on the resistance levels of
strain PA14AS (strain PA14AS;,a01), and failed to reverse overexpression of mexE, whose transcripts
remained 87-fold more abundant than in PA14. Consistent with PAO1 producing both MexS (D249)
and MexT inactive peptides, spontaneous excision of the 8-bp extra-sequence inserted in mexT is
known to trigger MexEF-OprN production in this strain, with MexT recovering its functionality in a
non-functional MexS background (Kumar and Schweizer 2011). Confirming that MexS-N249 is
functional (and not MexS-D249), analysis of 7 drug-susceptible strains of P. aeruginosa collected
from surface waters (PE1, PE1346, PE1361, PE1393, PE1423, PE1446 and PE1450) showed that all of
them encoded MexS-N249 together with an active MexT (without any insertion in gene mexT) (data
not shown). Based on these results, we therefore used strain PA14 instead of PAO1 in further

experiments to investigate the functionality of MexS and MexT from clinical nfxC mutants.

Selection of clinical nfxC mutants. We screened a collection of 221 clinical isolates of P. aeruginosa
exhibiting a reduced susceptibility to ciprofloxacin, a substrate of MexEF-OprN, and imipenem, a

substrate of porin OprD whose expression is inversely co-regulated with MexEF-OprN (Kohler et al.
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1999). The drug concentrations used in the screening were equal to the MIC values for reference
strain PA14 (0.125 pg mL™ and 1 pg mL™, respectively; Table I11). As resistance to these antibiotics
may also be due to other efflux pumps (e.g., MexXY/OprM, MexCD-OprJ), MexAB-OprM) or other
mechanisms (e.g., fluoroquinolone target alterations, mutational loss of porin OprD), levels of mexE
transcripts were determined in all the strains by RT-qPCR. Forty-three (19.5%) of the 221 selected
isolates were found to significantly overexpress mexE (220-fold) compared with PA14 (data not
shown). According to available clinical data, these 43 nfxC mutants were involved in colonization or
infection of 17 patients (from 1 to 12 isolates per patient) admitted to various medical and surgical
units of Besangon University Hospital, France. Most of these patients (12/17) were treated with
antibiotics prior to isolation of nfxC strains, including 7/12 treated with fluoroquinolones known to
easily select nfxC mutants (Fukuda et al. 1990 ; Kéhler et al. 1997). Sequencing of genes mexS and
mexT (data not shown) allowed us to identify the redundant mutants in individual patients, and to
eventually retain 22 strains (1, 2 or 3 different mutant(s) per patient) for further investigations (Table

s1).

Resistance and virulence of clinical nfxC mutants. Overexpression of gene mexE was found to vary
greatly among the 22 clinical mutants (from 20- to 825-fold the levels of PA14; Table Ill). These
elevated values were associated with an increased resistance of the strains (except 1711) to MexEF-
OprN subtrates chloramphenicol (MICs from 2- to 32-fold that for PA14) and ciprofloxacin (from 2- to
512-fold), though it cannot be excluded that additional mechanisms may have influenced drug MICs.
For unclear reasons, one strain, 1711, turned out to be more susceptible (2-fold) to chloramphenicol
than PA14 despite strong upregulation of its mexE gene (825-fold). Twenty strains exhibited a
decreased susceptibility to imipenem (MICs x 2- to 16-fold) compared with PA14, resulting from
either nfxC-dependent or independent down-regulation of porin OprD (not investigated in this

study). Finally, the reported hypersusceptiblity of typical in vitro nfxC mutants to MexAB-OprM
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substrate ticarcillin and to MexXY(OprM) substrate amikacin (Li et al. 2000) was observed in only 7
and 1 strains, respectively, suggesting that this hypersusceptible phenotype either arises in specific
genetic backgrounds such as PAO1 and PA14, or is masked in most clinical nfxC strains by additional
mechanisms. It should be noted that because of this phenotypic variability MexEF-OprN-
overproducing mutants may be difficult to recognize at the medical laboratory unless molecular
biology techniques are used.

In vitro-selected nfxC mutants are typically deficient in swarming motility, produce less rhamnolipids
and pyocyanin, and form less biofilm than wild-type strains (Kéhler et al. 2001). In agreement with
this, nfxC mutants PAO7H and PA14AS were rated 0 and 1 respectively for their virulence on a scale
ranging from 0 to 5, while their parents PAO1 and PA14 both had a score of 5 (Table Ill). Analysis of
our clinical strains gave contrasted results, with individual scores going from 0 to 5. Only 8/22 clinical
isolates had a virulence score < 2 evoking an impaired virulence (Table IlIl). Interestingly, 3 of these 8
strains were involved in clinically-confirmed cases of infection and thus likely retain enough virulence
to be pathogenic. Elastase, a proteolytic enzyme known to cause tissue damage during infection, was
still produced significantly in 14/22 isolates, while pyocyanin was secreted quantitatively by 8/22.
The fact that multiple global regulators (e.g. QS signaling molecules, GAC system, secondary
messengers...) in addition to MexT control the production of virulence factors in P. aeruginosa might
explain the differences observed between in vitro and clinical mutants (i.e., with MexT-dependent

effects on virulence being counterbalanced by other regulators) (Jimenez et al. 2012).

Amino acid variations in regulator MexT. MexT needs to be functional to activate operon mexEF-
oprN expression in nfxC mutants (Koéhler et al. 1999). Concordant with this, DNA sequencing revealed
that 20/22 strains (91%) produced a MexT protein identical to that of PA14 (Table IIl). Interestingly,
2/22 strains (9%) harbored mexT genes with point mutations resulting in one (GssD; strain 0810) or

two (Y133D + G,s55D; strain 1510) amino acid substitutions in the effector-binding domain of MexT. In
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these isolates, the sequence of mexS, as well as intergenic regions mexS-mexT and mexT-mexE were
identical to that of PA14. To investigate the impact of substitutions G,sgD and Y;33D+ G,55D on MexT
activity, we complemented PA14AT with the mexT alleles of 0810 and 1510. The expression of gene
mexE, the drug resistance, and virulence score of PA14AT were unaffected by the complementation
(data not shown), indicating that neither Y,33D or G,s53D influence MexT activity, as the mutational

activation of MexT would have induced mexEF-oprN expression in a functional MexS background.

Also, these results indirectly imply that still unknown mutations are involved in the NfxC phenotype

of isolates 0810 and 1510.

Impact of alterations in mexS on resistance and virulence. Experimental results from our
laboratory (unpublished data) or other research groups (Sobel et al. 2005) have indicated that
most nfxC mutants selected in vitro on MexEF-OprN substrates, such as ciprofloxacin and
chloramphenicol, harbor (in about 70%) nucleotide deletions or insertions in gene mexS, that
are predicted to result in inactive MexS peptides. In the present study, intriguingly only 13.6%
(n=3/22) of the strains turned out to carry such indels in mexS whereas 45.5% (n=10/22) exhibited
point mutations resulting in one (n=9) or two (n=1) amino acid substitutions in oxidoreductase MexS.
The remaining 41% (n=9/22) harbored a PA14-like, wild-type MexS (Table IIl). These latter 9 strains
were found to produce a MexT identical to that of PA14 (n=7) or harboring the non-significant amino
acid variations Y133D and G,sgD (n=2, see above). As the intergenic regions mexS-mexT and mexT-
mexE were 100% identical between the 9 strains and PA14, these results unambigously demonstrate
that mutations in still unknown loci (other than mexS and mexT) are able to upregulate mexEF-oprN
expression in clinical strains.

Because amino acid substitutions may have less dramatic effects on MexS activity than disruption of
gene mexS, we cloned the 13 mutated mexS alleles in plasmid mini-CTX and complemented mutant

PA14AS by chromosomal insertion of the cloned genes into the attB site. RT-qPCR experiments
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showed that all the transconjugants except one (complemented with MexS-Vi,A from 1307)
significantly overexpressed the efflux operon (Table IV). This overexpression was roughly correlated
with the relative increase in ciprofloxacin resistance of transcompleted mutants (Figure 1A). As
expected, complementation with disrupted mexS alleles (from 1709, 1711, and 0607) failed to
decrease the expression levels of mexE as well as MICs of chloramphenicol (2,048 ug mL™) and
ciprofloxacin (4 pg mL™) (compared with PA14AS; Table IV). Wild-type resistance levels to imipenem,
ticarcillin, and amikacin were not restored either in the mutant upon complementation. Similar
results were obtained with MexS- L,s3Q, supporting the notion that this mutation is strongly
detrimental to MexS activity. As an indication that the remaining mutations (except the well-
tolerated variation Vy,A from 1307) partially compromise but not abolish MexS activity,
complementation of PA14AS with other MexS variants reduced mexE expression from 1.9- to 20.3-
fold, and resistance to both chloramphenicol and ciprofloxacin from 2- to 8-fold (Table IV). This was
accompanied by restoration of wild-type susceptibility to imipenem, ticarcillin, and amikacin in 1
(MexS-F,s3L from 2310), 8, and 0 complemented mutants, respectively. Upon complementation with
MexS-F,s3L, gene oprD expression was increased up to wild-type levels (0.9-fold that of PA14) while
mexE was strongly repressed (20.3-fold), suggesting that F,s;L only weakly affects MexS activity. The
MRNA levels of gene oprD in PA14AS were not or marginally impacted by expression of disrupted
mexS genes or alleles encoding amino acid variations other than Vig,A and FyssL, consistent with the
unchanged resistance of PA14AS to imipenem upon complementation. Hypersusceptibility of in vitro
nfxC mutants to some B-lactam antibiotics such as ticarcillin has been proposed to result from nfxC-
dependent repression of operon mexAB-oprM (Maseda et al. 2004). In agreement with our MIC data,
strong defects in oxidoreductase MexS due to indels or L,5;Q failed to restore wild-type mexB levels
in PA14AS (from 0.6- to 0.8-fold that of PA14), while less severe alterations did (from 1- to 1.4-fold).

None of the mexS alleles except those encoding the V,g,A substitution was able to increase mexY
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expression and amikacin MICs up to wild-type levels in PA14AS (Table IV). However, a slight effect
(MIC x 2-fold) visible with mild alleles, was absent with severe alleles.

As for resistance, virulence traits of transcomplemented PA14AS mutants varied greatly
according to the different mexS alleles. Similarly to PA14AS, mutations leading to complete
inactivation of MexS and strong mexE upregulation (alleles from 2609, 1709, 1711, 0607) were
associated with a low virulence score of 1 (Figure 1B). Biofilm formation, swarming motility
(Figure 2), haemolysin activity, pyocyanin production except elastase activity were all markedly
impaired in the complemented mutants compared with PA14 (Table IV). Complementation with
the other alleles (from 2310, 2505, 3005, 0911, 1009, 0801, 1409, 2311) partially restored the
virulence in PA14AS, yielding scores of 4 and 5. Consistent with our previous conclusions, the
mexS allele encoding the well-tolerated substitution Vp4A provided PA14AS with a wild-type
phenotype of resistance and virulence (Figure 2), indicating that mexEF-oprN overexpression in

strain 1307 is due to mexS- (and also mexT-)independent genetic events.

Other regulatory genes in nfxC mutants. As reported above, 10/22 clinical strains appeared to
produce functional MexS and MexT proteins (2502, 1206, 0708, 0309, 2607, 0712, 0608, 1307, 0810,
1510). Since mutations in genes coding for global regulators MvaT and AmpR have been reported to
activate operon mexEF-oprN in in vitro-selected nfxC mutants (Balasubramanian et al. 2012 ; Westfall
et al. 2006), we carried out sequencing experiments which failed to reveal alterations in these genes.
Again, these results indicate clearly that other loci are implicated in pump MexEF-OprN

overproduction in the clinical setting.
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Conclusion

This study provides an insight into the genetic events leading to MexEF-OprN overproduction in
clinical nfxC isolates. None of the amino acid variations found in mexT (2 out of 22 isolates, 9%)
proved to be significant, a result consistent with the observation that LysR regulators are rarely
constitutively activated by mutations (e.g., BenM in Acinetobacter baylyi and CysB in Salmonella
Typhimurium) (Colyer and Kredich 1996 ; Craven et al. 2009). Actually, single point mutations in
oxydoreductase MexS (9/22, 40.9%) represent a significant cause of MexEF-OprN upregulation in
clinical P. aeruginosa. Consistent with these findings, a previous study demonstrated that the MexS
mutation R,g7H results in multidrug resistance and overexpression of T3SS (Klockgether et al. 2013).
Several lines of evidence strongly suggest here that most of these mutated MexS proteins (8/9) are
only partially deficient in enzymatic activities. Mutants harboring these presumed “mild” mutations
display resistance and virulence traits intermediate between wild-type strains and mexS null mutants
(3/22, 13.6%), likely accounting for their emergence in vivo. However, the virulence of P. aeruginosa
is multifactorial and factors other than those tested in this study may well contribute to the
pathogenicity of strongly deficient mexS mutants, some of which are still able to cause infections.
Finally, this work demonstrates that still unknown regulators are involved in the activation of
mexEF-oprM in 10/22 (45.5%) clinical nfxC mutants. We are currently implicated in the

comprehension of such regulatory pathways.
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Table SI: Origin of the 22 nfxC clinical strains of Pseudomonas aeruginosa.

Strains Patient Dates of  Hospital Units Samples Infection / Antibiotic courses °
numbers ® isolation Colonization

Isolates with no mutation in mexS and mexT

2502 17 02/25/13 Hepatology Urine Infection R-Lact, MCL, FQ

1206 2 06/12/12  Neurosurgery Tracheal aspirate ND ° R-Lact, OXZ, FQ

0708 2 08/07/12  Neurosurgery Urine ND ° B-Lact, OXZ, FQ

0309 8 09/03/12 Haematology Bronchial aspirate Infection R-Lact, MCL

2607 6 07/26/12 Intensive Care Peritoneal fluid Infection R-Lact, CBP, FQ, AG

0712 4 07/13/12  Vascular Surgery Fascia of scarpa Colonization No antibiotic

0608 7 08/06/12 Haematology Mouth Colonization R-Lact,FQ

Isolates with mutations in mexS

1307 5 07/13/12 Pneumology Sputum ND ° PMX

2310 13 10/23/12 Intensive Care Urine Infection R-Lact

2505 1 05/25/12  Thoracic Surgery  Mediastinal fluid Infection R-Lact

3005 2 05/30/12  Neurosurgery Tracheal aspirate ND ® R-Lact, OXZ, FQ

0911 14 11/09/12 Gynecology Breast scare Colonization No antibiotic

1009 9 09/10/12 Intensive Care Tracheal aspirate Infection SUL

0801 16 01/08/13 Pneumology Sputum (CF) Colonization PMX, FQ

1409 10 09/14/12  Nephrology Bone biopsy Infection B-Lact, AG

2311 14 11/23/12  Oncology Breast scare Colonization No antibiotic

2609 11 09/26/12  Otolaryngology Cervical wound Colonization No antibiotic

1709 11 09/17/12 Otolaryngology Cervical wound Colonization No antibiotic

1711 15 11/17/12 Neurosurgery Urine Colonization No antibiotic

0607 3 07/06/12  Urologic Surgery Wound Colonization No antibiotic

Isolates with mutations in mexT

0810 12 10/08/12 Intensive Care Tracheal aspirate Infection CBP, GLP

1510 12 10/15/12 Intensive Care Tracheal aspirate Infection CBP, GLP

% patients 2, 11, 12 and 14 harbored more than one isolate, but with a same sequence of mexS or mexT

®ND : not determined.

“before the isolation of P. geruginosa. R-Lact: non-carbapenem R-lactams, CBP: carbapenems, AG:

aminoglycosides, FQ: fluoroquinolones, MCL: macrolides, OXZ: oxazolidinones, PMX: polymyxins, SUL: sulfamides,

GLP: glycopeptides.

Strains 1206 and 0708 were included in the study because they exhibited different serotypes.

Resultats

Page | 164



534

535

Table I: Bacterial strains and plasmids used in this study.

Strains / plasmids Relevant characteristics Sources

Strains

Pseudomonas aeruginosa

PAO1 Wild-type reference strain PAO1-UW (University of Washington) B. Holloway

PAO7H nfxC-mutant derived from wild-type strain PAO1-UW (Kohler et al. 1997)

PA14 Wild-type reference strain PA14 B. Ausubel

PA14AS PA14 deleted in mexS (nfxC-type) This study

PA14AT PA14 deleted in mexT This study

PA14ASpp14 PA14AmexS transcomplemented with mexS from reference strain PA14 This study

PA14ASpp01  PAl4AmexS transcomplemented with mexS from reference strain PAO1 This study

PA14AS34; PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 1307 This study

PA14AS,310 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 2310 This study

PA14AS,505 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 2505 This study

PA14AS;q05 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 3005 This study

PA14ASyq14 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 0911 This study

PA14AS 09 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 1009 This study

PA14ASyg01 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 0801 This study

PA14AS 499 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 1409 This study

PA14AS,31, PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 2311 This study

PA14AS,609 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 2609 This study

PA14AS;7¢9 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 1709 This study

PA14AS;51; PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 1711 This study

PA14ASe07 PA14AmexS transcomplemented with mexS from clinical strain 0607 This study

PA14ATog10 PA14AmexT transcomplemented with mexT from clinical strain 0810 This study

PA14AT55 PA14AmexT transcomplemented with mexT from clinical strain 1510 This study

Escherichia coli

Ccc118 A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB argE(Am) recA1  (Manoil and Beckwith

1985)

CC118\pir CC118 lysogenized with Apir phage (Herrero et al. 1990)

DH5a F- supE44 endA1 hsdR17(r, m\) thi-1 recAl A (argF-lacZYA)U169 Invitrogen
$80d/acZAM15 phoA gyrA96 relAl deoR N

HB101 supE44 hsd(rg mg’) recA13 ara-14 pro A2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 (Lacks and Greenberg
leuB6 thi-1 1977)

Plasmids

pCR-Blunt Cloning vector for blunt-end PCR products, lacZAColE1 f1 ori, Ap" Km' Invitrogen

pRK2013 Helper plasmid, ColE1 ori, Tra" Mob* Km" (Ditta et al. 1980)

mini-CTX1 Self-proficient integration vector, tet Q-FRT-attP-MCS ori int oriT, Tc' (Hoang et al. 2000)

pKNG101 Suicide vector in P. aeruginosa; sacB Sm' (Kaniga et al. 1991)
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Table II: Primers used for DNA sequencing, gene cloning, and RT-qPCR.

Primer Sequence (5' -->3') Source
Sequencing

Seg-mexS-Ch1l GAACAGGATCAGCAGGTTCA this study
Seq-mexS-Ch2 CCACCGGGGTGAGTACCT this study
Seg-mexS-Ch3 GTCTCGGCTTCGAACTGG this study
Seg-mexS-Ch4 GGTGAAATCCATCAGGCAGT this study
Seq-mexS-Ch5 GCAAGCTGGTGCTGTATGG this study
Seq-mexS-Ch6 GAAGGCGACTTCGTCTGG this study
Seq-mexS-Ch8 TCGAACTGTCCCTTTGCTCT this study
segmexT-1 CTATTGATGCCGAACCTGCT (Llanes et al. 2011)
segqmexT-2 AATAGTCGTCGAGGGTCAGC (Llanes et al. 2011)
segqmexT-3 TGATGAAAACGGATCACTCG (Llanes et al. 2011)
seqmexT-4 GGGAACTAATCGAACGACGA (Llanes et al. 2011)
Seg-mexT-mexE-Ch1l AAGCGCAAGGTGGTCCTG this study

MvaT-1 CGCGGTTTACTTACAGTTTCG (Llanes et al. 2011)
MvaT-2 AACGCTATTCGCTGGAGACT (Llanes et al. 2011)

Inactivation of mexS and mexT

Inac-MexS-Ch1l
Inac-MexS-Ch2
Inac-MexS-Ch3
Inac-MexS-Ch4
Inac-MexT-Ch1
Inac-MexT-Ch2
Inac-MexT-Ch3
Inact-MexT-Ch4

GACAGGTGGGCGAAGATTT
ATCCATCCATCACGGGGTGAATAACCT
CGTGATGGATGGATTTCACCGGTCATC
CGGCGAGATGTATGTGGTG
AGCACATCCTTCCAGCTCAC
ATAAGCCGAACACGATCAGCAGGTTCA
CGTGTTCGGCTTATTCCATCGAAAGCA
GTCGATCTGGAACAGCAGGT

Complementation of mexS and mexT

Int-mexS-P1
Int-mexS-P2
Int-mexS-Ch2
Int-mexT-P1
Int-mexT-P2

RT-qPCR
rpsL3
rpsL5
mexE4
mexE5
MexSP1
MexSP2
MexT1
MexT2

CGGGGATCCGGGGCATAGGATCACTGACA
GCCAAGCTTGGTCAACGATCTGTGGATCTG
GCCAAGCTTCGAACTGTCCCTTTGCTCTC
CGGGGATCCCATCACGGGGTGAATAACCT
GCCAAGCTTCGATCGATTTTCCCGTTG

CAACTATCAACCAGCTGGTG
CTGTGCTTTGCAGGTTGTG
CCAGGACCAGCACGAACTTCTTGC
CGACAACGCCAAGGGCGAGTTCACC
CAAGGGCGTCAATGTCATCC
GACCGGTGAAATCCATCAGG
ATCTGAACCTGCTGATCGTG
GTCCGGTACGGACGAACA

this study
this study
this study
this study
this study
this study
this study
this study

this study
this study
this study
this study
this study

(Dumas et al. 2006
(Dumas et al. 2006
(Dumas et al. 2006
(Dumas et al. 2006
this study
this study
this study
this study

)
)
)
)
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537 Table lll: Genotype and phenotype of nfxC mutants.

Strains Sequence Transcript levels MICs (pg ml'l) d Virulence traits ©
MexS MexT . Biofilm  Swarming Elastase Haemolytic Pyocyanin Virulence
(339 aa)° (304 aa) b mexE CHL CIP IMP TIC AMK production motility activity activity  production scor(?
(ODgoo) (+/-) (mm) (%) (%) (/5)
Reference strains
PA14 WT WT 1 64 0.12 1 16 2 2.6 + 18 72 100 5
PA14AS A809bp 1509 WT 427 2048 2 2 8 0.5 0.4 - 12 22 13 1
PA14ASpp14 WT WT 1.9 64 012 1 16 2 2.7 + 18 79 92 5
PA14ASpp01 N,49D WT 87 2048 2 2 8 1 0.9 - 13 55 13 2
PA14AT WT A883bp 35.915 0.4 64 012 1 16 2 1.9 + 16 78 86 5
PA14ATop14 WT WT 6.2 64 012 1 16 2 2 + 18 76 87 5
PAO1 Ny49D +8bp 115 0.2 16 012 1 16 8 0.5 + 16 77 168 5
PAO7H Ny49D WT 265 2048 2 4 8 4 0.6 - 0 50 17 0
Clinical strains with no mutation in mexS and mexT
2502 WT WT 35 256 0.25 8 64 2 0.5 + 15 62 54 4
1206 WT WT 41 512 0.5 2 64 4 0.5 + 15 69 87 4
0708 WT WT 53 256 025 1 64 4 0.5 - 0 29 24 0
0309 WT WT 28 128 1 1 64 2 0.4 + 16 63 90 4
2607 WT WT 39 256 0.5 2 64 4 0.5 - 15 54 15 2
0712 WT WT 325 2048 2 4 16 16 0.3 + 15 42 13 2
0608 WT WT 25 256 0.25 2 64 8 13 + 17 74 168 5
Clinical strains with mutations in mexS
1307 VigaA WT 29 256 16 2 64 8 2.2 - 0 20 13 1
2310 Fassl WT 183 1024 0.5 4 32 8 1.2 - 11 69 172 4
2505 D4sE WT 212 512 64 16 32 4 13 - 0 60 12 2
3005 SeoF WT 259 2048 1 4 8 4 0.5 + 16 68 13 3
0911 Figsl WT 133 1024 0.5 4 8 2 0.3 + 16 57 100 4
1009 V53A+ Ly70Q WT 312 1024 32 8 128 8 1.7 - 0 29 11 1
0801 CusG WT 81 256 0.5 4 128 64 0.1 - 0 15 12 0
1409 AigsP WT 179 1024 2 4 8 2 0.3 + 16 66 149 4
2311 SeoP WT 455 1024 1 4 4 2 0.5 + 16 64 11 3
2609 L,63Q WT 534 2048 1 4 8 2 1.8 - 11 58 12 3
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1709 A8bp 710718 WT 552 2048 2 4 8 2 0.4
1711 AC 93 wT 825 32 1 2 32 8 0.3
0607 A30bp 977.956 WT 556 512 1 8 4 2 0.5
Clinical strains with mutations in mexT

0810 WT GysgD 254 512 8 4 128 2 1.4
1510 WT Y133D+ GysgD 20 256 0.25 16 128 1 1.4

0
0

47
41
47

28
37

12
245
11

16
11

538 ®MexS of PA14 is functional (N,4s) and considered as WT contrary to that of PAO1-UW (D) (Www.pseudomonas.com).

539 ® MexT of PA14 is functional and considered as WT, contrary to that of PAO1-UW (+8bp 115) (Www.pseudomonas.com).

540 “Expressed as a ratio to that of wild-type reference strain PA14. NfxC mutants (in bold) have a transcript level > 20.

541 dCHL, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; IMP, imipenem; MEM, meropenem; TIC, ticarcillin; AMK, amikacin.

542 ¢Virulence traits are in bold when positive or considered significant.
543 "Results from each virulence test (biofilm/1, swarming/1, elastase/1, haemolysis/1, pyocyanin/1).

544
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545 Table IV: Genotype and phenotype of PA14AS complemented with mutated mexS alleles from clinical isolates.

Strains Sequence Transcript levels ° MICs (mg ml'l) b Virulence traits °
MexS mexE mexS mexT oprD mexB mexY CHL CIP IMP MEM TIC AMK Biofilm  Swarming Elastase Hemolytic Pyocyanin Virulence
(339 aa) production motility  activity activity  production score
(ODg) __ (+/-) _ (mm) (%) (%) (/5)°
PA14 WT 1 1 1 1 1 1 64 012 1 05 16 2 2.6 + 18 72 100 5
PA14AS A809bp 1500 427 ND 0.9 0.3 0.4 0.4 2048 4 2 1 8 0.5 0.4 - 12 22 13 1
PA14ASpp14 WT 1.9 1.3 1.5 1 1 1 64 012 1 0.5 16 2 2.7 + 18 79 92 5
Tolerated substitutions in MexS
PA14AS3y; Vi04A 0.8 1.2 1.4 1.8 1.1 1.2 64 012 1 0.5 16 2 4.4 + 16 70 114 5
Mild substitutions in MexS
PA14AS,31, Fyssl 21 4 1 0.9 1 0.8 256 0.5 1 0.5 16 1 2.8 + 16 70 84 5
PA14AS 505 Da4sE 35 5.2 1.2 0.4 0.7 0.7 512 1 2 1 16 1 1.7 + 17 70 18 4
PA14AS;00s5 SeoF 71 4.8 1.2 0.4 1 0.7 512 1 2 1 16 1 1.7 + 16 68 18 4
PA14ASq911 FigsL 59 3.7 1.5 0.6 14 0.8 512 1 2 1 16 1 2.2 + 17 58 40 4
PA14AS 009 V73A+L,7;0Q 43 5.8 1.4 0.5 1.2 0.8 512 1 2 1 16 1 1.8 + 16 53 21 4
PA14ASqg01 Cy4s5G 83 4 1.7 0.5 11 0.8 512 1 2 1 16 1 2.3 + 16 71 70 5
PA14AS 409 AP 83 51 1.9 0.4 1.2 0.8 1024 2 2 1 16 1 1.6 + 16 67 22 4
PA14AS;311 SeoP 230 9.1 1.7 0.4 1 0.8 1024 2 2 1 16 1 1.2 + 16 59 33 4
Inactivation of MexS
PA14AS 609 L263Q 320 6.9 1.1 0.2 0.8 0.5 2048 4 2 1 8 0.5 0.2 +/- 16 21 14 1
PA14AS,799 A8bp 710718 334 5.1 1.7 0.5 0.6 0.4 2048 4 2 1 8 0.5 0.6 - 13 32 17 1
PA14AS,714 AC 593 404 2.6 1.7 0.7 0.6 0.6 2048 4 2 1 8 0.5 0.7 - 11 37 13 1
PA14ASqep; A30bp 927956 492 8 1.9 0.5 0.8 0.6 2048 4 2 1 8 0.5 0.6 - 13 20 21 1

546 ?: Expressed as a ratio to that of wild-type reference strain PA14. NfxC mutants (in bold) have a transcript level of mexE > 20.
547 b, CHL, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; IMP, imipenem; MEM, meropenem; TIC, ticarcillin; AMK, amikacin.
548 “: Virulence traits are in bold when positive or considered significant.

549 9. Results from the addition of each virulence test (biofilm/1, swarming/1, elastase/1, hemolysis/1, pyocyanin/1)
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Figure 1: Correlation between levels of mexE expression, resistance and virulence factors in PA14AS complemented with mexS alleles from 13

clinical isolates. The expression levels of operon mexEF-oprN, as assessed by RT-qPCR of gene mexE, are expressed as ratios to that of wild-type

PA14 (set a 1 by definition). Ciprofloxacin MICs (diamonds) are expressed as ratios relative to PA14 values. The virulence score (circles) is

determined by the number of positive results to different 5 virulence tests (biofilm formation, swarming motility, elastase production,

haemolysis activity, and pyocyanin secretion) as indicated in Table IV. The negative and positive controls PA14 and PA14AS, respectively are

indicated.
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Figure 2: Swarming motility of PA14AS complemented with different mutated mexS alleles from
clinical isolates. Swarming motility was evaluated as the capacity to give rise to dendritic-like patterns.
PA14, PA14ASpa14 (A and C, positive controls) and PA14AS (B, negative control) are indicated.
Inactivation leading to aberrant protein MexS (in PA14AS,;,, for example) abolished the swarming (F). In
most cases, substitutions in MexS did not affect the ability of bacteria to swarm, for example, V10,A (D),

FigsL (G) and Da4E (H), except the L,s3Q substitution leading to about complete loss of motiliy (E).
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6 RESULTATS COMPLEMENTAIRES A L’ARTICLE 4

6.1 SEQUENCAGE A HAUT DEBIT POUR IDENTIFIER UN NOUVEAU
REGULATEUR DE MEXEF-OPRN

6.1.1 Sélection des souches cliniques surproductrices de MexEF-OprN

Le travail effectué sur la collection de mutants nfxC 2012-2013 (article 4) a finalement
montré que (i) 4 souches possedent des altérations déléteres au sein du gene mexS
responsables d"une augmentation de la résistance aux substrats de la pompe et d'une
diminution de la virulence, (ii) 8 souches présentent des substitutions d’acide aminé
dans la protéine MexS conduisant a un phénotype résistant et a une virulence
préservée et (iii) pour 10 isolats, la surexpression de la pompe n’est due a des
mutations, ni dans mexS, ni dans mexT, suggérant I'existence d’autres régulateurs du

systeme d’efflux.

Afin d’identifier ces régulateurs potentiels, nous avons recherché dans la base
informatique du laboratoire de Bactériologie du CHRU de Besangon, si des souches
de phénotype sauvage, avaient été isolées précédemment ou conjointement chez les
patients colonisés/infectés par des mutants nfxC. L’objectif était de sélectionner des
couples d’isolats WT/nfxC d’origine clonale et de comparer leurs génomes. La
comparaison des SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) devait permettre d’identifier
le(s) événement(s) génétique(s) a I'origine de la surproduction de la pompe. Ainsi, au
cours de la période d’étude (mai 2012 a mai 2013), 4 groupes de souches ont été
sélectionnés chez 4 patients : un groupe composé de 6 isolats (3 WT / 3 nfxC) et trois
groupes composés d'un couple WT/nfxC (Tablean 12). Afin de vérifier la clonalité des
isolats au sein de chaque groupe, un génotypage par MLVA (Multiple Loci VNTR

Analysis) a été réalisé par le CNR de la résistance aux antibiotiques (Figure 38).
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Figure 38 : Profils électrophorétiques réalisé pour le génotypage des souches des 4 groupes nfxC/WT
par PCR MLVA. En dehors du groupe 2 pour lequel les profils sont différents, les groupes 1, 3 et 4 sont
constitués de souches isogéniques.
Tous les groupes, a I'exception du couple 0607/109796 (groupe 2), sont isogéniques et
présentent le méme nombre de répétitions de VNTR (Figure 38). Les groupes 1, 3 et 4
ont donc été retenus pour la suite de I'étude. Le séquencage ultérieur des genes mexS
et mexT nous a permis de constater que les isolats nfxC du groupe 1 et du groupe 4
présentent des altérations dans la séquence protéique de MexS par comparaison a

celles des isolats WT (Tublean 12). Seul le couple 3, au sein duquel aucune altération,
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ni dans MexS, ni dans MexT, MvaT ou AmpR n’a été noté, nous a semblé un bon

candidat pour une analyse génomique.

Tableau 12 : Caractéristiques des groupes de souches nfxC/WT isolées au CHRU de Besangon.

Séquence
Groupe Souche . Date Type de prélévement Tr.aiFen'lent Expression  WT/ protéique ¢
d’isolement antibiotique®  de mexE® 1fxC " MexSd  MexT

1 130044 09/09/12 Urine Aucun 1,50 WT WT WT
130140 10/09/12 Aspiration trachéale 0,75 WT WT WT
130264 10/09/12 Aspiration trachéale 1,49 WT WT WT
1709 17/09/12 Plaie cervicale 552 nfxC FS WT
2609 29/09/12 Plaie cervicale 534 nfxC L263Q WT
144815 08/10/12 Plaie cervicale 234 nfxC L263Q WT
2 109796 27/07/12 Liquide péritonéal IPM, AMK 2,02 WT WT WT
0607 06/07/12 Matériel implantable 556 nfxC FS WT
3 109070 26/07/12 Aspiration trachéale OFL, IPM, 1,79 WT WT WT
2607 26/07/12 Liquide péritonéal CAZ, AMK 39 nfxC WT WT
4 165103 17/11/12 Plaie vertébrale Aucun 1,36 WT WT WT
1711 17/11/12 Urine 825 nfxC ES WT

aPrécédant I'isolement de la souche ; * en comparaison a PA14 dont I’expression est arbitrairement
définie a 1. ® Les protéines sont considérées WT lorsque la séquence correspond exactement a celle
de PA14 (www.pseudomonas.com). ¢ FS (Frameshift): délétion d'un ou plusieurs nucléotides
entrainant un décalage du cadre de lecture. IPM : imipénéme, AMK : amikacine, OFL : ofloxacine
(fluoroquinolone), CAZ : ceftazidime.

6.1.2 Analyse du séquencage a haut débit

Les génomes des deux isolats WT/nfxC (109070/2607, respectivement) ont donc été
séquencés par une technique a haut débit dans le but de comparer leurs séquences.
Le séquencage a été réalisé par la plateforme séquencage de la SFR-FED 4234

(Besangon) avec la technologie PGM Ion Torrent.

Apres alignement des séquences avec la souche PAO1 (www.pseudomonas.com),

une premiere analyse (logiciel Bionumerics version 7.5) a identifié 22882 mutations
chez la souche WT et 17753 chez le mutant nfxC. La comparaison de ces mutations
deux a deux a permis d’en conserver 660, retrouvées uniquement chez le mutant
nfxC. Afin de s’affranchir des erreurs liées au séquencage, seules les variations

nucléotidiques identifiées dans au moins 75% des lectures ont été considérées comme
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probables (fréquence de variation > 75%) (soit 443 mutations). La technologie PGM
Ion Torrent n’étant pas appropri€e pour identifier des indels, nous n’avons retenu au
final que 332 SNP entre le WT et le mutant nfxC (Figure 39), un nombre
étonnamment important pour des souches « isogéniques ». Une nouvelle version du
logiciel (Bionumerics Variant caller 4.4.3.3) permettant d’éliminer directement les indels
et tous les SNPs dont la couverture est inférieure a 5, a conduit a la sélection de 26507
SNP chez la souche WT et 23995 chez le mutant nfxC par comparaison avec PAOL.
Au final, seules 494 SNP étaient propres au mutant. Apres avoir filtré les mutations
dont la fréquence de variation était < 75% et celles identifiées sur un seul des deux

brins de I’ADN, 213 SNP ont été retenues pour cette deuxieme analyse (Figure 39).

Analyse 1
P ~
1 WT vs nfxC \I
660 443 332 SNP
mutations mutations

o ——————

fréquence de 11
variation <75 % Indels
(217 mutations)

410 SNP 311 SNP

- 135 communs -96 communs

- 157 identifiés 19 cibles potentielles
uniquement dans I'analyse 1

- 58 identifiés
uniquement dans I'analyse 2

- 197 identifiés
uniquement dans I'analyse 1

- 78 identifiés
uniquement dans I'analyse 2

4
1 WT vs nfxC
1

201 mutations
99 SNP dans les silencieuses, 91
régions mutations existant chez
intergéniques les souches de
référence

494 SNP 385 SNP 213 SNP

1

1

1

1

1 fréquence de Couverture sur
1 variation<75% | 1 brin de 'ADN
l\ (109 SNP) (172 SNP)

Figure 39 : Stratégie d'analyse du séquengage a haut débit des souches 109070/2607 (WT/nfxC). Les
cadres colorés représentent les SNPs qui ont été éliminés de I'étude (rouges) et ceux qui ont été
conservés (bleus).

Au final, ces deux analyses ont permis d’identifier 410 genes potentiellement
intéressants (dont 135 communs aux deux analyses) (Figure 39). Apres avoir éliminé
99 SNP localisés dans les régions intergéniques, 201 SNP silencieux, et 91 SNP
présents chez d’autres souches de référence sauvages (PA14, PACS2, LESB58) et donc

jugés comme non significatifs, restaient 19 cibles potentielles (Tablean 13).
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Parmi ces 19 cibles, se trouvent des genes codant pour (i) des protéines
hypothétiques (n=11), (ii) des enzymes du métabolisme (n=3), (iii) des protéines de
systemes d’efflux (n=3), (iv) une protéine impliquée dans la synthese des pili de type
IV et dans la virulence et (v) un probable régulateur transcriptionnel de la famille
AraC (Tublean 13). Nous avons choisi d’analyser 7 mutations pour lesquelles le score
était supérieur a 2000, ce qui correspond a une couverture supérieure a 20 et une
fréquence de variation supérieure a 90 %. Bien que ne répondant pas a ces criteres, le
gene PA3215, le seul a coder pour un régulateur transcriptionnel potentiel (AraC), a
été ajouté a cette analyse. Pour les 8 cibles, la mutation a été confirmée par
séquencage Sanger chez le mutant nfxC mais également chez la souche WT, ce qui ne

nous a pas permis d’exploiter plus en avant les données de ce couple WT/nfxC.

Au final, cette stratégie s’est révélée infructueuse pour identifier de nouveaux genes
régulateurs de 1'opéron mexEF-oprN, en raison des multiples SNP non-significatifs
présents dans les souches 2607 et 109070, et ce en dépit du fait que les bactéries aient
été isolées le méme jour, du méme patient. Afin de s’affranchir des contraintes que
peuvent subir les souches a 'hopital, une stratégie basée sur la sélection in vitro en
une seule étape de mutants nfxC aura probablement plus de chance d’aboutir (these

Paulo Jaurez).
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Tableau 13 : Résultats du séquengage a haut débit : génes mutés chez le mutant 2607 et potentiellement impliqués dans la régulation de mexEF-oprN.

Fréquence de

Position  Mutation Substitution S,
variation (%)

Couverture Score  Nom du géne  Role’

Protéines de fonction inconnue

1031957 C>G GoA 97 109 10600 PA0943 Protéine hypothétique

4396927 C>T SsuN 100 52 5200  PA3923 Protéine hypothétique

2624852 A>T S217C 100 47 4700 PA2373 Protéine hypothétique conservée

296814 T>G KN 96 25 2400  PA0262 Protéine hypothétique conservée

2328887 G->C DsE 84 19 1599 PA2117 Protéine hypothétique

120416 C>G PssA 86 14 1199  PA0099 Protéine hypothétique

6148560 G>C SsiT 80 10 800 PA5457 Protéine hypothétique

4358188 C>G QuosH 100 7 700 PA3892 Protéine hypothétique conservée

5727627 G>C Ae7G 100 7 700 PA5089 Protéine hypothétique

4284814 C>G Ro24P 100 5 500 PA3827 Protéine hypothétique conservée

5406361 C>T AV 100 5 500 PA4816 Protéine hypothétique

Protéines du métabolisme

4788141 G>C AnG 100 39 3900 PA4280 birA Protéine bifonctionnelle BirA, synthese de cofacteurs
3389037 C>A GinW 78 9 700 PA3025 Probable glycérol-3-phosphate déshydrogénase FAD dépendante
6136680 G>C AusG 100 5 500 PA5447 wbpZ  Glycosyltransférase WbpZ

Transporteurs

272536 C>G E232Q 81 64 5196 PA0241 Probable transporteur de la famille MFS

1206651 T->C VoosA 80 5 400 PA1113 Probable ligand de I' ATP/perméase d'un systeme de type ABC
2212018 C>A EiesD 80 5 400 PA2019 mexX  Précurseur de la protéine de fusion du systeme RND MexXY
Protéine de la syntheése des pili

5070090 G2>A AnoT 87 46 4000 PA4526 pilB Protéine de biosynthése des pili de type IV, PilB
Régulateur transcriptionnel

3604474 C->A E1sD 100 6 600 PA3215 Probable régulateur transcriptionnel de la famille AraC

* Les cibles en gras ont été vérifiées par séquencage Sanger.
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Les carbapénemes, sont encore aujourd’hui des molécules de choix pour le
traitement des infections a P. aeruginosa (Goulenok et al., 2011). Leur large spectre
antibactérien et leur grande stabilité vis-a-vis de nombreuses {3-lactamases expliquent
pourquoi ces médicaments sont largement prescrits a 1’"hopital dans les infections a
bactéries multirésistantes (BMR). Cette utilisation fréquente, notamment dans les
services de soins intensifs, s’accompagne de la sélection de souches résistantes, en
particulier chez P. aeruginosa (Castanheira et al., 2014a; Davies et al., 2011; Giske et al.,
2008; Hammami et al., 2009; Pai et al., 2001; Riera et al., 2011). En 2006, le réseau
Mystic, regroupant 40 centres européens, évaluait a 24,6 % le pourcentage de souches
de P. aeruginosa résistantes a l'imipéneme, et 18 % celui au méropéneme (Turner,
2009). Toutefois deux études multicentriques frangaises ont montré que seulement
0,2 2 0,5 % des souches isolées produisaient une carbapénemase (Cavallo et al., 2007;
Hocquet et al., 2010). En fait, le mécanisme majeur responsable de la résistance aux
carbapénemes est incontestablement la « perte » de la porine spécifique OprD, bien
que la cause n’en soit pas toujours connue. Dans ce contexte, notre travail a permis
de faire le point sur la résistance aux carbapénemes grace a deux études
multicentriques frangaise (Fournier ef al., 2013; Llanes et al., 2013). Les mécanismes a
I'origine de cette résistance (production de carbapénemases, de pompes d’efflux,
et/ou perte de la porine OprD) ont été retrouvés dans les mémes proportions chez les
souches CF et non-CF, suggérant que le contexte particulier de la mucoviscidose ne
sélectionne pas un type de mutants préférentiellement. En revanche, les niveaux de
résistance atteints par les isolats CF peuvent étre plus élevés, en particulier chez les
souches hypermutatrices (Oliver et al., 2000). Comme déja noté dans une étude
antérieure (Tomas et al., 2010), la résistance a 'imipéneme des souches CF et non-CF
est essentiellement due a des altérations de la porine OprD (109/109 souches non-CF
et 41/42 souches CF) et plus rarement a la production de carbapénemase : VIM-1,

VIM-2, VIM-4 ou IMP-29 (dans 7/109 souches non-CF et 1/42 souches CF).
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Pour la premiere fois, des substitutions d’acides aminés au sein de la porine ont été
rendues responsables d'un défaut de fonctionnalité ou d’une altération de la
structure de la porine et ce, chez 9,5% et 7,7% des souches CF et non-CF non-
sensibles a l'imipéneme, respectivement (Fournier et al., 2013; Llanes et al., 2013;
Richardot et al., 2015). Récemment, les acides aminés essentiels au passage des
substrats ont été identifiés. Il s’agit des résidus Ssoz, Dso7 et Yas2 de la boucle L7 et ceux
du rail électrophorétique (Rso, Ry, Kazs, Raso, Rsor et Raw) (Parkin & Khalid, 2014).
Cependant, aucun de ces résidus n’était modifié dans nos isolats cliniques résistants.
Les substitutions étaient localisées ailleurs, dans le tonneau [3 ou dans les boucles
périplasmiques, et conduisaient le plus souvent a la disparition de la porine de la
membrane externe plutdt qu’a un défaut de fonctionnalité. Il est intéressant de noter
que 'absence de la porine ne semble pas désavantager la bactérie en terme de vitalité
(Tamber & Hancock, 2006), et qu’elle pourrait méme lui conférer un avantage sélectif
en plus de la résistance aux traitements antibiotiques (Skurnik et al., 2013). D’ailleurs,
le déficit en porine OprD peut apparaitre chez des souches infectant ou colonisant
des patients en l'absence de traitement par des carbapénemes (Wolter et al., 2008).
Récemment, I'injection d"une banque de mutants d’insertion (Tn) de PA14 dans le
tractus gastro-intestinal d'une souris a montré que 42% des isolats persistants et 94%
des isolats capables de disséminer dans la rate étaient des mutants oprD- (Skurnik et
al., 2013). Toutefois, le bénéfice que pourrait conférer la perte de la porine est perdu
in vitro lors d’'une compétition AoprD/WT. L’analyse par RNAseq d'un mutant
Tn::oprD a révélé qu’aucun caractere de virulence n’était modifié chez le mutant en
comparaison a la souche WT. En revanche, la croissance de ce dernier était plus
efficace a pH acide (pH5 de l'estomac murin) et il montrait une plus grande
cytotoxicité vis-a-vis des phagocytes. Les raisons en sont inconnues mais semblent,
d’ores et déja, indépendantes d'un systeme de sécrétion (Skurnik et al., 2013). Enfin,

le déficit en porine OprD pourrait étre compensé par des homologues OprD-like
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capables de faciliter la diffusion des acides aminés basiques mais pas celles des
carbapénemes. L’analyse du génome de P. aeruginosa met en évidence 7 protéines
appartenant a la famille « OprD » (Eren et al., 2012). C’est le cas de la porine OpdP
(renommée OccD3), qui est surproduite chez un mutant AoprD et permet la
croissance bactérienne en milieu minimum avec de I’arginine comme seule source de
carbone (Tamber & Hancock, 2006). Ainsi, I'inactivation fréquente du gene oprD par
des mutations (Pirnay et al., 2002) ne conduit pas la bactérie vers une impasse car elle

possede des voies compensatrices lui permettant de maintenir sa vitalité.

L’étude des souches cliniques CF et non-CF indique que I'expression du gene oprD
est réduite dans environ 13% des cas, en raison d’une régulation inverse avec certains
systemes d’efflux et plus particulierement MexEF-OprN. Les fluoroquinolones,
utilisées in vitro a des concentrations inhibitrices (= 2x la CMI), sélectionnent
aisément les mutants nfxC tout comme les mutants surproducteurs des systemes
d’efflux MexAB-OprM ou MexCD-Opz] (Kohler et al., 1997a). Par contre, nous avons
constaté qu’en utilisant des concentrations sub-inhibitrices de ciprofloxacine parfois
atteintes chez le patient (Dan et al., 1993), la surproduction de MexEF-OprN (due a
I'inactivation de MexS) est plus fréquente que celle d’autres systemes d’efflux.
L’émergence de mutants nfxC est évidente, surtout dans les heures qui suivent
I'exposition a la ciprofloxacine, laissant d’autres mécanismes plus spécifiques
(mutations dans les QRDR) se mettre en place les jours suivants. La surproduction
du systeme d’efflux, bien qu’elle permette d’échapper a I’accumulation intracellulaire
d’antibiotique, reste toutefois un mécanisme cofiteux en énergie, se manifestant par
une réduction de la vitesse de croissance (Kugelberg et al., 2005). Les mutations qui
affectent les topoisomeérases et donc la transcription et la réplication de I’ADN, ont
quant a elles un cotit énergétique variable. Mais plusieurs travaux rapportent la mise
en place de mutations compensatoires permettant a la bactérie de préserver ses

fonctions vitales (Anderson et al., 2012; Kugelberg et al., 2005).
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Si 'absence de la porine OprD semble avantager P. aeruginosa dans un contexte
clinique, le bénéfice de la surproduction de MexEF-OprN est moins évident car, in
vitro, cela rend la bactérie déficiente dans la production de nombreux facteurs de
virulence (rhamnolipides, élastase, biofilm, pyocyanine et mobilité de type swarming)
et hypersensible aux {3-lactamines et aux aminosides. Cette perte de virulence des
mutants nfxC n’est d’ailleurs pas spécifique de 1'espece P. aeruginosa puisque, chez P.
syringae, elle a également été associée a une moindre production de molécules du
quorum sensing (HSL) (Kawakita et al., 2012). Le devenir de ces mutants a été étudié in
vivo dans un modele de pneumonie aigué chez le rat (Join-Lambert et al., 2001). Les
chercheurs notent d’emblée que la fréquence d’apparition des mutants résistants a la
ciprofloxacine chez le rat est 10 fois supérieure a celle obtenue in vitro sur gélose ou
en bouillon. Par ailleurs, en présence de 12,5 mg/kg de ciprofloxacine (correspondant
5h apres injection a environ 0,2 pug/mL soit deux fois la CMI de PAO1), 87 % des
mutants résistants sélectionnés surexpriment mexEF-oprN. Cette valeur chute a 20 %
chez les rats-contrdle sans traitement antibiotique (Join-Lambert et al., 2001). Cette
valeur est d’ailleurs proche de celle relevée dans nos collections de souches cliniques,
ou 19% des isolats résistants a la ciprofloxacine et a l'imipéneme surproduisent
MexEF-OprN. A l'inverse, l'infection d'une fuite anastomotique chez le rat par un
mutant nfxC conduit rapidement a la réversion de celui-ci en une souche WT, suite a
I’apparition d’un codon stop au sein du gene mexT. Il semblerait que cette réversion
du phénotype permette a la souche de restaurer sa vitalité pour étre plus compétitive
face aux bactéries commensales de l'intestin (Olivas et al., 2012). Cette observation va
dans le sens d'une moindre pathogénicité et pourrait expliquer le nombre réduit de
mutants nfxC cliniques rapportés dans la littérature. Toutefois, le pouvoir pathogene
de P. aeruginosa repose sur la production d'un vaste arsenal de facteurs de virulence.
En agissant a différents niveaux au cours de l'infection, ces facteurs lui permettent

soit de disséminer et générer des lésions tissulaires dans les infections aigués, soit de
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s'isoler des défenses immunitaires en perdant ses caracteres les plus immunogenes
dans les infections chroniques comme la mucoviscidose (Dettman et al., 2013). Ainsi,
en analysant la production des facteurs de virulence chez des souches de différentes
origines (cliniques ou environnementales), on constate que les isolats dont la
virulence est diminuée en raison d’une altération du gene lasR, sont régulierement
retrouveés, chez 18% des souches (Cabrol et al., 2003; Hamood et al., 1996; Schaber et
al., 2004). Les mutants nfxC pourraient faire partie de ces bactéries, a priori peu
avantagées pour se développer sur un site infectieux, mais qui trouvent finalement
dans I'écosysteme du patient des éléments favorables a leur maintien. Dans certains
cas, ils se retrouvent en populations mixtes, avec leur parent WT et pourraient étre
alors considérés comme une sous-population de cheaters (groupes 3 et 4 du Tableau

12).

L’analyse systématique des souches du CHRU de Besancon a montré pour la
premiere fois que les mutants nfxC ne sont, en fait, pas si rares en clinique et que, de
surcroit, ils montrent des caracteres différents de leurs homologues sélectionnés in
vitro. En effet, ils sont rarement hypersensibles aux (-lactamines (7/22 isolats en
comparaison a PA14) et jamais aux aminosides. La surproduction des systemes
d’efflux MexAB-OprM et MexXY/OprM (en plus de MexEF-OprN), consécutive a
I'apparition de mutations permettrait a la bactérie de résister a ces deux grandes
familles d’antibiotiques largement utilisées en clinique. Alternativement, il est
possible que les mutations nfxC ne donnent un phénotype stable in vivo que si elles
apparaissent chez des mutants surproduisant déja MexAB-OprM ou MexXY/OprM.
De plus, les mutants nfxC conservent fréquemment leur capacité a produire des
facteurs de virulence, certains méme plus que la souche sauvage PA14 (par exemple,

la pyocyanine).
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Ce phénomene s’observe tout particulierement lorsque la surexpression de mexEF-
oprN est causée par des substitutions d’acides aminés dans MexS qui, potentiellement

pourraient préserver l'activité de I'oxydoréductase.

Le role physiologique de MexS, aujourd’hui inconnu, semble pourtant essentiel car
cette protéine est conservée chez la plupart des souches de Pseudomonas qu’elles

soient environnementales ou cliniques (www.pseudomonas.com). Sa localisation, en

amont d'un opéron d’efflux n’est cependant conservée que chez P. aeruginosa et P.
stutzeri. Elle est parfois classée comme quinone déshydrogénase ou comme alcool
déshydrogénase, qui fonctionnerait avec le NADPH comme co-facteur chez

Pseudomonas fulva (www.pseudomonas.com). Afin de préciser la fonction exacte de

cette protéine, différentes approches peuvent étre envisagées : (i) la premiere consiste
a cristalliser la protéine afin de caractériser sa structure, (ii) la deuxieme est de
purifier I'enzyme afin de développer un test de crible de molécules organiques
susceptibles de se révéler ses substrats. Puisque MexS est co-régulée avec MexEF-
OprN MexT, elle pourrait elle aussi jouer un role dans la détoxification de la cellule
et tout particulierement contribuer a la résistance au stress nitreux. Ainsi, les
molécules nitro-aromatiques, pourraient étre de bons candidats comme substrats de

MexS pour ce crible.

Dans les isolats cliniques, les substitutions affectant MexS sont 3 fois plus fréquentes
(10/22 mutants nfxC) que les inactivations du gene mexS (3/22 mutants nfxC). En
réalité, alors méme que la génération d’indels dans un gene est plus fréquente en
théorie que celle de SNP se traduisant par des substitutions d’acides aminés (76%
d’indels et 9,5 % de substitutions dans le cas de la porine OprD), nous avons fait un
parallele entre les différents types de mutations pouvant affecter le gene mexS, les
niveaux d’expression de mexE, les CMI des antibiotiques substrats de la pompe et le

déficit en facteurs de virulence. Ainsi, les substitutions supportées par MexS
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conduisent a une surexpression modérée de mexE (de 21 a 230 fois celle de PA14), se
traduisant par une augmentation de 2 a 16 fois de la CMI de la ciprofloxacine et par
le « maintien » présumé de la virulence. A l'inverse, l'inactivation totale de MexS est
associée a des quantités relatives de transcrits de mexE bien supérieures (de 320 a 492
fois), des CMI plus élevées (32 fois supérieures a celle de PA14), et un fort déclin des
facteurs de virulence analysés. D’ailleurs les 3 mutants nfxC cliniques dont le gene
mexS est inactivé n’étaient pas responsables d’une infection, mais seulement d"une

colonisation.

Cette corrélation inverse entre virulence et résistance a déja été observée chez 16
souches isolées en Turquie dans des prélevements pulmonaires, toutes déficientes
dans la production de HSL (Karatuna & Yagci, 2010). Dans cette étude, la perte de
production de l'élastase a pu étre statistiquement corrélée a une plus grande
résistance a la pipéracilline et a la ceftazidime ; la perte de la protéase alcaline a été
associ€e a la résistance a la tobramycine, la pipéracilline, au céfépime, I'imipéneme et
la ciprofloxacine ; la perte de la pyocyanine allait de paire avec la résistance a
I’amikacine, la tobramycine, la ceftazidime, la ciprofloxacine et 1'ofloxacine. Les
auteurs suggerent que la surproduction de pompes d’efflux pourrait étre responsable
de ce phénomene. En effet, si le C+-HSL diffuse librement a travers la paroi
bactérienne, 'accumulation intracellulaire de 3-céto-Ci-HSL est diminuée par la
surproduction de la pompe MexAB-OprM elle-méme responsable de la résistance
aux B-lactamines (Evans et al., 1998; Minagawa et al., 2012; Pearson et al., 1999). Chez
les mutants nfxC, la production de HSL est également diminuée, en raison de I'export
du HHQ, un précurseur de synthese du PQS, par MexEF-OprN, dont l'activité
accroit la résistance aux fluoroquinolones (Kohler et al., 2001; Lamarche & Déziel,

2011).
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Dans les souches cliniques, la surexpression de mexEF-oprN dépend principalement
de l'activité du LTTR MexT. L’analyse du régulon de cet activateur transcriptionnel
apporte des informations sur les effets associés a la surproduction de la pompe
d’efflux, voire les avantages que peut y trouver la bactérie (Fargier et al., 2012; Tian et
al., 2009a). Il ressort de ces analyses que MexT semble étre activé en réponse a un
stress nitreux. D’ailleurs, le fait que MexEF-OprN soit co-régulé avec
I'oxydoréductase XenB, dont le rdle est d’éliminer les groupements NO (Fetar et al.,
2011) conforte cette hypothese. La maitrise du stress nitreux combinée a la
surproduction d’une pompe RDN n’est pas propre a P. aeruginosa, puisqu’elle a déja
été constatée chez Klebsiella pneumoniae avec un autre LTTR OxyRX’ (Srinivasan et al.,
2013). Ainsi, dans un environnement comme le poumon CF, ou le stress oxydatif est
important en raison de I’hyperproduction de cytokines pro-inflammatoires (Vitko et
al., 2015), les mutants nfxC pourraient trouver un avantage sélectif a 1’activation de
MexT. Dans ce milieu, les faibles concentrations en oxygene contraignent P.
aeruginosa a utiliser la chaine respiratoire des nitrates (Dettman et al., 2013) dont les
genes sont co-régulés avec MexEF-OprN (Olivares et al., 2012). L’ensemble de ces
observations nous laisse penser que les mutants nfxC doivent étre recherchés parmi
les souches de patients CF et comparés a ceux isolés de patients non-CF. Il est
possible qu’ils trouvent dans le poumon CF des conditions de développement
favorables en raison de leur métabolisme particulier mais aussi de leur faible
virulence. Des résultats préliminaires sur 7 mutants nfxC CF montrent d’ores et déja
que 3/7 mutants possedent des substitutions au sein de MexS, 1/7 des substitutions
dans MexT et 3/7 aucune substitution, ni dans MexS, ni dans MexT. Le clonage des
genes codant pour ces protéines devra étre réalisé dans les souches PA14AmexT et

PA14AmexS afin de vérifier leur impact réel sur la virulence des souches.

Finalement, de facon surprenante, pres de la moitié des isolats cliniques nfxC

reportés dans ce travail (12/22 non CF et 3/7 CF) surexprimaient mexEF-oprN sans
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qu’aucune mutation dans les genes régulateurs de 'opéron (mexS, mexT, ampR et
mvaT) n’ait pu étre identifiée. L’existence d’un régulateur inconnu ayant déja été
suggérée par d’autres équipes (Kumar & Schweizer, 2011; Maseda et al., 2010), nous
avons entrepris le séquencage a haut-débit du couple isogénique nfxC/WT
(2607/109070) dont la séquence de mexS et de mexT était inchangée. Méme si cette
stratégie n’a pas permis d’identifier une nouvelle voie régulatrice de l’opéron
d’efflux, le travail se poursuit actuellement au laboratoire par l'isolement in vitro, en
une seule étape, de mutants nfxC dérivés de PA14 (these de doctorat, Paulo Juarez).
Le chloramphénicol a été substitué a la ciprofloxacine pour la sélection in vitro de
mutants nfxC, car cette derniere a concentration sub-inhibitrice ou inhibitrice
sélectionne préférentiellement des mutants présentant une inactivation de mexS
(Llanes et al., 2011). Quatre mutants nfxC, ne renfermant pas de mutations dans MexS
et MexT, ont été séquencés et sont en cours d’analyse. Cette approche devrait
permettre d’identifier plus aisément un nouveau régulateur de MexEF-OprN.
Restera a évaluer si ce dernier peut entrainer la surproduction de la pompe d’efflux

dans des souches isolées de patients.

En parallele, un site de fixation d’un potentiel répresseur de 'opéron d’efflux a été
décrit et ne semble pas dépendre de la voie de régulation MexT-dépendante. Ce
travail sera donc poursuivi par la sélection de nouveaux mutants a partir de la
souche PA14AmexT et permettra d’identifier des potentielles voies de régulation

indépendantes de MexT.

Pour conclure, cette étude a permis de faire le point sur la résistance par
imperméabilité membranaire (OprD) et par efflux actif (MexEF-OprN) chez les
souches CF et non-CF. Dans certains cas, les deux mécanismes sont associés et
conduisent a de la multirésistance lorsque des régulateurs transcriptionnels

communs sont activés (MexT, ParR). Dans ce contexte, les inhibiteurs de pompes
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d’efflux apparaissent intéressants pour potentialiser les antibiothérapies et prévenir
I'émergence de mutants. Ainsi, il a été montré que la CMI de la ciprofloxacine en
présence de PABN (Phenyl Arginine B-Naphtylamide) chutait de 1 ug/mL a 0,06
pug/mL chez un mutant nfxC et de 0,12 a 0,06 ug/mL chez la souche sauvage dont il
est issu (Grégoire et al., 2010). Le développement de telles molécules, qui se heurte
encore aujourd’hui a des problemes de toxicité (Van Bambeke et al., 2006), reste
cependant completement d’actualité et permettrait d’améliorer considérablement la

prise en charge des infections a P. aeruginosa.
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1 TECHNIQUES MICROBIOLOGIQUES

1.1 SOUCHES BACTERIENNES ET PLASMIDES UTILISES

Les souches bactériennes et plasmides utilisés au cours de ce travail sont répertoriés
dans les Tableau 14 et Tableau 15. En plus de ces souches, 42 isolats cliniques de P.
aeruginosa issus de patients atteints de mucoviscidose (CF) et résistants a 'imipéneme
ont été inclus pour étudier la porine OprD. Une collection de 22 mutants nfxC a

également été utilisée pour 1'étude de la pompe d’efflux MexEF-OprN.

Tableau 14: Liste des souches utilisées dans cette étude

Souches Description Référence

Pseudomonas aeruginosa

PAO1 souche sauvage de référence, sensible et prototrophe dont la (Stover et al., 2000)
protéine MexS possede un D en position 249 et le géne mexT
est inactif en raison d'une insertion de 8 pb dans sa séquence

PA14 souche sauvage de référence, sensible et prototrophe dont la (Liberati et al., 2006)
protéine MexS posséde un N en position 249 et le gene mexT
est actif

PAO7H mutant nfxC obtenu a partir de la souche PAO1, dont le gene  (Kohler ef al., 1997b)
mexS possede un D en position 249 et le gene mexT est actif

PAO1AoprD souche PAO1 dont le gene oprD a été inactivé par délétion de Cette étude
910 pb

PA14AmexS souche PAO1 dont le géne mexS a été inactivé par délétion de Cette étude
826 pb

PA14AmexT souche PAO1 dont le gene mexT a été inactivé par délétion de Cette étude
929 pb

CRPAO1 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de Cette étude
PAO1

CR1-10 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude
souche clinique 1-10

CR1-13 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude
souche clinique 1-13

CR1-17 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude
souche clinique 1-17

CR5-11 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude
souche clinique 5-11

CR6-20 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude
souche clinique 6-20

CR7-3 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude
souche clinique 7-3

CR7-20 souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la Cette étude

souche clinique 7-20
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CR10-16

PA14AmexSPA14
PA14AmexTPA14
CR2502

CR1206
CR0708
CR0309
CR2607
CR0712
CR0608
CR2505
CR3005
CR2311
CR2609
CR2310
CR1307
CR1009
CR1409
CR0911
CR0801
CR1709
CR1711
CR0607
PJ0810

PJ1510

souche PAO1AoprD complémentée avec le gene oprD de la
souche clinique 10-16

souche PA14AmexS complémentée avec le géne mexS de PA14

souche PA14AmexT complémentée avec le gene mexT de PA14

souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 2502
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 1206
souche PA14AmexS complémentée avec le géne mexS de la
souche clinique 0708
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 0309
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 2607
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 0712
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 0608
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 2505
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 3005
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 2311
souche PA14AmexS complémentée avec le géne mexS de la
souche clinique 2609
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 2310
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 1307
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 1009
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 1409
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 0911
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 0801
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 1709
souche PA14AmexS complémentée avec le géne mexS de la
souche clinique 1711
souche PA14AmexS complémentée avec le gene mexS de la
souche clinique 0607
souche PA14AmexT complémentée avec le gene mexT de la
souche clinique 0810
souche PA14AmexT complémentée avec le gene mexT de la
souche clinique 1510

Cette étude

Cette étude
Cette étude
Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude

Cette étude
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Escherichia coli

DH5a F-supE44 endA1 hsdR17 (v« m«*) thi-1 recAl1 A(argF-lacZYA) Invitrogen
U169 ©80dlacZAM15 phoA gyrA96 rel A1 deoR A-
CC118 A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20 thi-1 rpsE rpoB (Manoil & Beckwith,
argE(Am) recAl 1985)
CC118Apir CC118 lysogene pour le phage Apir (Herrero et al., 1990)
HB101 supE44 hsd(rB- mB-) recA13 ara-14 pro A2 lacY1 galK2 rpsL20 (Lacks & Greenberg,
xyl-5 mtl-1 leuB6 thi-1 1977)
Tableau 15 : Liste des plasmides utilisés dans ce travail.
Plasmides Description Référence
pCR2.1 Blunt Vecteur de clonage des produits PCR, lacZAColE1 {1 ori, Apr Km* Invitrogen
pCRAoprD Amplicons de 468 et 439 pb entourant le gene oprD clonés dans le Cette étude
plasmide pCR2.1 Blunt
pCRAmexS Amplicons de 417 et 433 pb entourant le gene mexS clonés dans le Cette étude
plasmide pCR2.1 Blunt
pCRAmexT Amplicons de 408 et 453 pb entourant le gene mexT clonés dans le Cette étude
plasmide pCR2.1 Blunt
pKNG101 Vecteur suicide chez P. aeruginosa; sacB Smr (Kaniga et al.,
1991)
pPKNGAoprD Amplicons de 468 et 439 pb entourant le gene oprD clonés dans le Cette étude
plasmide pKNG101
PKNGAmexS Amplicons de 417 et 433 pb entourant le gene mexS clonés dans le Cette étude
plasmide pKNG101
PKNGAmexT  Amplicons de 408 et 453 pb entourant le gene mexT clonés dans le Cette étude
plasmide pKNG101
mini-CTX1 Vecteur d'intégration chromosomique, tet Q-FRT-attP-MCS ori int (Hoang et al.,
oriT, Tcr 2000)
CTX-PAO1 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche PAO1, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1
CTX-1-10 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 1-10, cloné Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-1-13 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 1-13, cloné Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-1-17 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 1-17, cloné  Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-5-11 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 5-11, cloné  Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-6-20 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 6-20, cloné Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-7-3 Amplicon de 1828 pb contenant le géne oprD de la souche 7-3, cloné  Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-7-20 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 7-20, cloné Cette étude
dans le vecteur mini-CTX1
CTX-10-16 Amplicon de 1828 pb contenant le gene oprD de la souche 10-16, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1
CTX-2505 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 2505, Cette étude

cloné dans le vecteur mini-CTX1
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CTX-3005 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 3005, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-2311 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 2311, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-2609 Amplicon de 1224 pb contenant le geéne mexS de la souche 2609, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-2310 Amplicon de 1224 pb contenant le geéne mexS de la souche 2310, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-1307 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 1307, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-1009 Amplicon de 1224 pb contenant le geéne mexS de la souche 1009, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-1409 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 1409, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-0911 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 0911, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-0801 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 0801, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-1709 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 1709, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-1711 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 1711, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-0607 Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche 0607, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-0810 Amplicon de 1175 pb contenant le gene mexT de la souche 0810, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-1510 Amplicon de 1175 pb contenant le gene mexT de la souche 1510, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-PA14-S Amplicon de 1224 pb contenant le gene mexS de la souche PA14, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

CTX-PA14-T Amplicon de 1175 pb contenant le gene mexT de la souche PA14, Cette étude
cloné dans le vecteur mini-CTX1

pRK2013 Plasmide de mobilisation dérivé de pRK2, mob1, tral, colE1, Km* (Ditta et al.,

1980)

1.2 MILIEUX DE CULTURE

Selon les expériences, le milieu Mueller-Hinton calibré gélosé (MHA) ou en bouillon
(MHB) dont la concentration en cations divalents Ca?" (20-25 mg/L) et Mg?* (10-12,5
mg/L) est définie (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), le milieu Pseudomonas
Isolation Agar (PIA) (Becton Dickinson, Cockeysville, USA), le milieu minimum BM2
(60,2 mM KoHPOs ; 33 mM KH2POs; 7,56 mM (NH4)2SO: et 1,68 mM MgSOs, pH 7)

contenant 0,5% de gluconate comme seule source de carbone et le milieu minimum
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M9 (52,3 mM Na:HPOs ; 22 mM KH2POs ; 8,56 mM NaCl et 18,7 mM NHiCl, pH 7,2)
contenant 5% de sucrose ou de saccharose comme seule source de carbone ont été
utilisés. Les milieux ont été rendus sélectifs par l’addition de 100 pg/mL
d’ampicilline, 25ug/mL de kanamycine, 50 ug/mL de streptomycine ou 15 pug/mL de
tétracycline pour les souches de E. coli et 150 ug/mL de tétracycline ou 2000pg/mL de

streptomycine pour les souches de P. aeruginosa.

1.3 MESURE DE LA CROISSANCE BACTERIENNE

A partir d"une culture fraiche sur milieu MHA, une suspension bactérienne (~ 6,4.10”
UFC/mL) a été réalisée dans 30 mL de milieu préchauffé MHB ou BM2 supplémenté
par 0,5% de gluconate. Le tout a été placée a 37 °C (+/- 0,5°C) sous agitation (250 rpm)
durant 9h. Le développement bactérien a été évalué par une mesure de 1’absorbance

a 600 nm toutes les heures.

1.4 DETERMINATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

1.4.1 Antibiogrammes

Les antibiogrammes ont été réalisés par la technique de diffusion en milieu gélosé
selon les criteres du Comité de l’Antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie (CA-SFM) (CA-SEM, 2010). Brievement, une dilution au 1/100*™ d’une
suspension bactérienne d’opacité équivalente a 0,2 sur I"échelle McFarlan (McF) a été
étalée sur une gélose MHA. La lecture des diametres d’inhibition autour des disques

pré-imprégnés d’antibiotiques (BioRad) a été effectuée apres 18h d’incubation a 37°C.

1.4.2 Détermination de la CMI des antibiotiques

La CMI correspond a la concentration minimale d’antibiotique capable d’inhiber

toute croissance bactérienne visible. Elle a été déterminée pour différents
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antibiotiques par la méthode des dilutions en milieu gélosé. A partir d'une dilution
au 1/10*m¢ d’une suspension bactérienne a 0,5 McF, des dépdts correspondant a
environ 10* UFC ont été réalisés grace a un multi-ensemenceur de Steers sur des
géloses MHc renfermant une gamme de concentrations croissantes en antibiotique,
de raison 2 (CLSI, 2014). La présence ou l'absence de spots de culture a été

déterminée apres 18h d’incubation a 37°C.

1.5 EVALUATION DE LA VIRULENCE

1.5.1 Dosage spectrométrique de I'activité hémolytique

Chez P. aeruginosa la capacité a détruire les globules rouges est causée par la
production de 3 facteurs de virulence : la phospholipase C, les rhamnolipides et le
T3SS. L’activité hémolytique a donc été évaluée en mettant en contact 150 uL de
surnageant d’une culture aérobie de la nuit a 37 °C (250 rpm) obtenu par
centrifugation a 5000 g pendant 5 min, avec 150 uL de sang de cheval défibriné dilué
au 1/100*m¢ dans du tampon PBS pendant 30 min a température ambiante. L activité
hémolytique a été évaluée en mesurant l’absorbance a 405 nm du surnageant
(hémoglobine libérée) apres une centrifugation de 10 min a 950 g. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de la lyse totale obtenue par traitement au triton X100

(protocole adapté de (Johnson & Boese-Marrazzo, 1980)).

1.5.2 Dosage spectrométrique de la pyocyanine

Deux cent cinquante pL. d’une suspension bactérienne a 0,3 McF, réalisée a partir de
colonies isolées sur gélose enrichie en sang de mouton (5%) (Bio-Rad), ont été ajoutés
a 5 mL d"un milieu tryptone (120 mM Tris-HCl pH 7,2 ; 0,1 % tryptones (p/v) ; 20 mM
(NH4)2S04; 1,6 mM CaClz ; 10 mM KCl ; 50 mM glucose et 24 mM citrate tri-
sodique) puis incubés 24h a 37°C (+/- 0,5 °C) sous agitation (250 rpm). Les cultures

ont ensuite été centrifugées pendant 5 min a 10000 g et le pigment bleu extrait a deux
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reprises par 5 mL de chloroforme. Apres élimination de la phase aqueuse supérieure,
la phase organique a été acidifiée par ajout de 300 uL d'"HC1 0,2 M, transformant ainsi
la pyocyanine en un pigment rose. La concentration de ce pigment a été mesurée par
spectrométrie a 520 nm (adapté de (Essar et al., 1990)). Les mesures ont été effectuées
au moins en double. Les valeurs ont été rapportées en % par rapport a la souche de

référence PA14.

1.5.3 Mise en évidence du swarming

Cinq pL d’une suspension bactérienne a 0,2
Témoin négatt  Témodn paosd Hf

MCcF ont été déposés a la surface d'un milieu

Zone de minimum M8 supplémenté par 0,2 % de
SUASPEI A

<

glucose, 2mM de MgSOs, 0,5% d’hydrolat de

Figure 40 : Mise en évidence du swarming.  caséine (p/v) et 0,5% d’agar. La mobilité par
swarming (Figure 40) due a l’action combinée des rhamnolipides, des pili et du

flagelle a été appréciée visuellement par la formation de dendrites, apres 24h

d’incubation a 37°C (+/- 0,5°C) (Kohler et al., 2000).

1.5.4 Activité de I’élastase

Cinq uL d’une suspension bactérienne a 0,2 McF ont été déposés a la surface d'un
milieu MHc additionné de 1 mg/mL d’élastine Rouge-Congo (Sigma-Aldrich, St
Louis, USA). La mesure de la zone d’hydrolyse (en mm) de I'élastine autour des
spots de culture a été réalisée apres 48h d’incubation a 37°C (+/- 0,5°C), a partir de 3

manipulations indépendantes.

Témuin nagatif Témsin positif

Zane o tydrolyse de
I'élastine-Rouge Conge

Figure 41 : Mise en évidence de I'activité de I'élastase
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1.5.5 Dosage spectrométrique de la capacité d’attachement a une

surface plastique

La capacité d’attachement a une surface plastique a été évaluée en mettant en culture
liquide sans agitation une solution bactérienne ajustée a 0,3 McF diluée au 1/20m¢
pendant 24h a 30°C (Vasseur et al., 2007). Les cultures non fixées au plastique sont
éliminées et les puits rincés a l'aide d’eau distillée. Les bactéries fixées sont ensuite
colorées a I'aide de cristal violet 1% (p/v) et ce colorant est solubilisé par de I'éthanol

absolu afin d’évaluer la DO a 600nm. Les mesures ont été effectuées en triple.

1.6 SELECTION DE MUTANTS RESISTANTS A LA CIPROFLOXACINE

La souche PA14 a été cultivée en bouillon MH pendant 18 heures a 37 °C. Une sous-
culture diluée au 1/10¢ a été réalisée en présence de différentes concentrations de
ciprofloxacine : 0,03 pg/mL (1/4 de la CMI), 0,06 pg/mL (1/2 de la CMI) et 0,12 pg/mL
(CMI). Un témoin sans ciprofloxacine a été effectué en parallele. Pendant 4 jours, des
sous-cultures ont été réalisées afin de maintenir la pression de sélection exercée par
la ciprofloxacine. Chaque jour, la sensibilité de chaque culture a été déterminée a
I'aide d'un antibiogramme par diffusion. Les mutants apparaissant dans la zone
d'inhibition autour du disque pré-imprégné de ciprofloxacine ont été repiqués sur un
milieu MH solide sans antibiotique afin de s'assurer de la stabilité du phénotype. Des
antibiogrammes ont a nouveau été réalisés sur ces clones et seuls ceux présentant des
profils de résistance différents ont été conservés. La surexpression de la pompe
MexEF-OprN a été confirmée par RTqPCR en mesurant la quantité relative de

transcrits du gene mexF par rapport a la souche initiale.

Materiel et méethodes Page | 200



2 TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

2.1 EXTRACTION D’ACIDES NUCLEIQUES

2.1.1 Extraction d’ADN génomique

L’extraction d’ADN génomique bactérien a été réalisée a 1'aide du kit QIAamp DNA
mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). Cette méthode consiste a lyser les bactéries

puis a purifier ’ADN par chromatographie échangeuse d’anions.

2.1.2 Extraction d’ADN plasmidique

L’ADN plasmidique destiné au clonage ou au séquencage de genes a été extrait et
purifié au moyen du kit Wizard® plus SV Minipreps DNA purification system (Promega,
Charbonniere-les-bains, France). Brievement, apres une étape de lyse alcaline des
bactéries, I'’ADN est purifié par chromatographie d’échange d’anions. La quantité

d’ADN a été dosée par spectrométrie UV a 260 nm.

2.2 AMPLIFICATION D’ADN PAR PCR

L’ADN a été amplifié dans un thermocycleur Biometra T3 (Biolabo Scientific
Instrument, Lausanne, Suisse) en présence de RedTag DNA polymerase® (Bioline,
Londres, Royaume-Uni) en respectant les conditions spécifi€es par le fournisseur. Les
amorces (Iableau 16) ont été choisies a 1'aide du logiciel Primer 3 input 0.4.0

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Le mélange réactionnel (50uL) contenait 0,5

unités de RedTaq DNA polymerase® (Bioline), 200 uM de chaque dNTP, 2,5 mM de
MgClz, 5uL de tampon PCR 10X, 0,5 uM de chaque amorce et environ 50 ng d’ADN.
Les conditions d’amplification ont été les suivantes : 1 cycle de dénaturation de 5 min

a 94°C, suivi de 30 cycles d’amplification composés chacun de 30 sec a 94°C, 30 sec a
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la température optimale pour I'hybridation de chaque couple d’amorces, 60 sec/kb

du produit a amplifier a 72°C et un cycle final d’élongation de 7 min a 72°C.

Tableau 16 : Liste des amorces utilisées pour les réactions de séquengage, RT-qPCR, inactivation
génique et complémentation.

Oligonucléotide

Séquence (5' — 3')*

Référence

Séquencage
Seq-oprD-C1
Seq-oprD-C2
Seq-oprD-C3
Seq-oprD-C4
Seq-oprD-C5
Seq-oprD-C6
Seq-oprD-C7
Seq-oprD-C8
Seq-mexS-Chl
Seq-mexS-Ch2
Seq-mexS-Ch3
Seq-mexS-Ch4
Seq-mexS-Ch5
Seq-mexS-Ché
Seq-mexS-Ch8
MexT-1
MexT-2
SegmexT1
SegmexT2

Seq-mexT-mexE

AGA-CAT-GCC-GTG-GAT-ACA-AA
TAG-GTG-GTG-AGG-AAG-CCT-TG
CCA-AGA-AAC-ACT-GAG-TGC-TA
CGA-TGA-GGT-TAT-CGG-TGA-TT
AAC-CTG-CCG-GTG-ATG-AAC
CAG-AGT-TGG-CGA-GGA-AAA-TC
CAT-CTA-CCG-CAC-AAA-CGA-TG
TGA-ACA-TCA-ACT-TCC-TCA-GCA
GAA-CAC-GAT-CAG-CAG-GTT-CA
CCA-CCG-GGG-TGA-GTA-CCT
GTC-TCG-GCT-TCG-AAC-TGG
GGT-GAA-ATC-CAT-CAG-GCA-GT
GCA-AGC-TGG-TGC-TGT-ATG-G
GAA-GGC-GAC-TTC-GTC-TGG
TCG-AAC-TGT-CCC-TTT-GCT-CT
GTA-GTA-GAC-GCT-GGC-CTC-CAC
GTG-AAT-TCG-TCC-CAC-TCG-TTC
TGA-TGA-AAA-CGG-ATC-ACT-CG
GGG-AAC-TAA-TCG-AAC-GAC-GA
AAG-CGC-AAG-GTG-GTC-CTG

(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
(Muller et al., 2011)
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
(Llanes et al., 2011)
(Llanes et al., 2011)
(Llanes et al., 2011)
(Llanes et al., 2011)
Cette étude

mvaT-1 CGC-GGT-TTA-CTT-ACA-GTT-TCG (Llanes et al., 2011)
mvaT-2 AAC-GCT-ATT-CGC-TGG-AGA-CT (Llanes et al., 2011)
Seq-ParR-C1 GCA-TAT-AAT-GCC-AGC-CGA-TT (Muller et al., 2011)
Seq-ParR-C2 GGT-CGA-CCA-CGA-AGA-TCG (Muller et al., 2011)
Seq-ParS-C1 GCC-AGG-CAG-GGG-AAA-TAC-T (Muller et al., 2011)
Seq-ParS-C2 CAT-ACC-AGC-AGG-GCG-GAT-G (Muller et al., 2011)
Seq-ParS-C3 AAG-AAC-CTG-CTG-GTG-GTA-CG (Muller et al., 2011)
Seq-ParS-C4 ATG-CGG-ATC-TGT-TCG-ACC-T (Muller et al., 2011)
Seq-ParS-C5 CGA-ACT-GGA-GGA-AAT-GGT-CT (Muller et al., 2011)
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Seq-ParS-Cé6

RT-qPCR

rpsL3
rpsL5

RT-oprD-Ch1l
RT-oprD-Ch2

mexE-3
mexE-4
mexY1A
mexY1B
MexB1
MexB2

MexSP1
MexSP2
MexT1

MexT2
RT-czcC-1
RT-czcC-2
czcR1

czcR2
RT-PA1797-C1

GAA-AGA-TGC-ATT-GCA-CGA-AA

GCA-ACT-ATC-AAC-CAG-CTG-GTG

GCT-GTG-CTC-TTG-CAG-GTT-GTG

ACC-AAC-CTC-GAA-GCC-AAG-TA
ACA-GGA-TCG-ACA-GCG-GAT-AG
CCA-GGA-CCA-GCA-CGA-ACT-TCT-TGC

CGA-CAA-CGC-CAA-GGG-CGA-GTT-CAC-C

TTA-CCT-CCT-CCA-GCG-GC

GTG-AGG-CGG-GCG-TTG-TG

ATG-ACC-ATC-ACC-GTG-ACC-TT

AGA-GTG-GGT-CCT-GGA-TGT-TG

CAA-GGG-CGT-CAA-TGT-CAT-CC
GAC-CGG-TGA-AAT-CCA-TCA-GG
ATC-TGA-ACC-TGC-TGA-TCG-TG
GTC-CGG-TAC-GGA-CGA-ACA
GGT-CAG-CAT-CGG-CAG-CAA-GTA-CG
GGT-CGT-AGG-CCT-GTA-CCG-CTT-CG
GTC-ATC-ACC-CGG-ACG-CAG-ATC-AT
GTA-GCC-GAC-GCC-GCG-AAT-GGT-AT
GGA-CCC-TTT-GCA-GAT-GAC-TC
CGG-AGT-GTT-TCC-TGA-GAA-GC

(Muller et al., 2011)

(Dumas et al.,
2006)
(Dumas et al.,
2006)
Cette étude

Cette étude

(Dumas et al.,
2006)
(Dumas et al.,
2006)
(Jeannot et al.,
2005)
(Jeannot et al.,
2005)
(Vettoretti et al.,
2009)
(Vettoretti et al.,
2009)
Cette étude

Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude
Cette étude

(Muller et al., 2011)

RT-PA1797-C2 (Muller et al., 2011)
copR-L ACC-TCG-AAC-TCG-ATT-TGC-TG Cette étude
copR-R TCG-CTG-TCG-AAG-TTC-ATG-TC Cette étude

Complémentation chromosomique

Int-oprD-Ch1 CGG-AAG-CTT-AGC-CAT-TTT-CCA-ATT-TGT-GC (BamHI) Cette étude
Int-oprD-Ch2 GCC-GGA-TCC-GGG-GTG-TTT-TCG-CAG-AGT-AA (HindIlI) Cette étude
Int-mexS-P1 CGG-GGA-TCC-GGG-GCA-TAG-GAT-CAC-TGA-CA (BamHI) Cette étude
Int-mexS-P2 GCC-AAG-CTT-GGT-CAA-CGA-TCT-GTG-GAT-CTG (HindIII) Cette étude
Int-mexT-P1 CGG-GGA-TCC-CAT-CAC-GGG-GTG-AAT-AAC-CT (BamHI) Cette étude
Int-mexT-P2 GCC-AAG-CTT-CGA-TCG-ATT-TTC-CCG-TTG (HindlIlI) Cette étude

Mateériel et méthodes Page | 203



Inactivation génique

PCRioprD1 CAA-TTT-GTG-CAC-GGA-GTT-TG Cette étude
PCRioprD2 TG-TCT-TCG-ATG-AAC-CCC-TTC Cette étude
PCRioprD3 GAA-GAC-A A-ACC-TAG-CCT-CCT Cette étude
PCRioprD4 GGG-GTG-TTT-TCG-CAG-AGT-AA Cette étude
Inac-mexS-Chl GAC-AGG-TGG-GCG-AAG-ATT-T Cette étude
Inac-mexS-Ch2 ATC-CAT-CCA-TCA-CGG-GGT-GAA-TAA-CCT Cette étude
Inac-mexS-Ch3 CGT-GAT-GGA-TGG-ATT-TCA-CCG-GTC-ATC Cette étude
Inac-mexS-Ch4 CGG-CGA-GAT-GTA-TGT-GGT-G Cette étude
Inac-mexT-Ch1l AGC-ACA-TCC-TTC-CAG-CTC-AC Cette étude
Inac-mexT-Ch2 ATA-AGC-CGA-ACA-CGA-TCA-GCA-GGT-TCA Cette étude
Inac-mexT-Ch3 CGT-GTT-CGG-CTT-ATT-CCA-TCG-AAA-GCA Cette étude
Inac-mexT-Ch4 GTC-GAT-CTG-GAA-CAG-CAG-GT Cette étude

*Les sites de restriction utilisés pour la complémentation chromosomique sont soulignés. Les
séquences complémentaires nécessaires a la PCR chevauchante pour l'inactivation génique sont
indiquées de couleurs.

2.2.1 Hydrolyse de I’ADN par les endonucléases de restriction

La digestion enzymatique des ADN plasmidiques ou des amplicons obtenus par PCR
a été effectuée a partir d'1 ug d’ADN pendant 2h a 37°C, selon les recommandations

du fournisseur (Promega).

2.2.2 Electrophorese en gel d’agarose

Les fragments d’ADN obtenus apres amplification par PCR ou digestion
enzymatique ont été séparés en fonction de leur taille par électrophorese horizontale
en gel d’agarose 0,8% (p/v). La migration s’est effectuée dans un tampon TAE 1X (40
mM Tris Acétate, 1 mM EDTA, pH8) pendant une heure sous une tension de 100V.
Apres immertion du gel pendant 15 min dans une solution de bromure d’éthidium
(0,5 ug/mL), I’ADN a été visualisé a 1'aide du systeme UV Chemidoc XRS muni du

logiciel QuantityOne® (Biorad).

2.1 TECHNIQUES DE CLONAGE
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2.1.1 Purification des fragments d’ADN

Les amplifiats ont été extraits du gel d’agarose et purifiés sur des colonnes de silice a
I'aide du kit Wizard® SV gel ans PCR clean up system (Promega). L’ADN a ensuite été
élué avec 30 pL d’eau dépourvue de DNAse et de RNAse puis dosé au

spectrophotometre a 260 nm.

2.1.2 Ligature des fragments d’ADN

Les fragments d’ADN ont été ligaturés par 'ADN ligase du bactériophage T4
(Promega) qui catalyse la formation de liaisons phospho-diesters entre les
groupements 5-phosphate et 3’-hydroxyle de molécules d’ADN bicaténaire ayant
des extrémités franches ou cohésives. Les ligatures ont été réalisées en utilisant 100
ng de vecteur dans un volume final de 20 pL avec un rapport insert/vecteur de 3/1,
1/1 ou 1/3 selon le fragment d’ADN a cloner. La quantité d’insert nécessaire a la

réaction a été calculée selon la formule suivante :

Taille de I'insert (kb) x quantité de vecteur (ng)
Quantité d’insert (ng) =

Taille du vecteur (kb)

2.2 TRANSFORMATION BACTERIENNE

2.2.1 Transformation par choc thermique de cellules de E. coli rendues

compétentes par le chlorure de rubidium

Cette technique décrite en 1983 (Hanahan, 1983) permet d’obtenir 107 transformants
par ug d’ADN. Brievement, un culot bactérien obtenu apres centrifugation a 4000 g
pendant 10 min a 4°C, d’une suspension bactérienne en phase exponentielle de
croissance (absorbance comprise entre 0,4 et 0,6 a 600 nm), a été remis en suspension

dans 2/5'm¢ de volume de TFB1 (30 mM acétate de potassium, 100mM RbClz, 10 mM
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CaClz, 50 mM MnClz, 15% glycérol (v/v), pH 5,8) et incubé 5 min a 4°C. Les cellules
ont ensuite été collectées par centrifugation a 4000 g pendant 5 min a 4°C. Apres 1h
d’incubation a 4°C dans 1/25*™ de volume de tampon TFB2 (10 mM MOPS, 75 mM
CaClz, 10 mM RbClz, 15% glycérol (v/v), pH 6,5), la suspension bactérienne a été

répartie en aliquotes de 100 uL et conservée a -80°C.

Pour la transformation, 100 puL de bactéries compétentes ont été mises en contact
avec le plasmide a transférer pendant 30 min dans la glace. Apres un choc thermique
de 1 min a 42°C suivi de 10 min dans la glace, les bactéries ont été mises en culture 1h
a 37°C sous agitation (225 rpm) dans 900 uL de milieu MHB puis étalées sur milieu

sélectif renfermant 1’antibiotique approprié.

2.2.2 Conjugaison bactérienne

Cinquante pL d"une culture de la nuit de la souche E. coli « helper » HB101 contenant
le plasmide pRK2013 ont été mis en contact avec 50 uL de la souche de E. coli
donneuse (CC118 contenant le plasmide mini-CTX recombinantou CC118Apir
contenant le plasmide pKNG101 recombinant) a la surface d'une gélose MHA. Deux
heures plus tard, 50 puL d’une culture de la souche receveuse (P. aeruginosa)
préalablement incubée a 42°C ont été ajoutés au dépoét initial. Apres 4 a 24h de
conjugaison, le spot obtenu a été mis en culture dans 1 mL de bouillon MHB et placé
1h 30 min sous agitation a 37°C. Les transconjugants ont été sélectionnés sur milieu

contenant I’antibiotique approprié.

2.3 COMPLEMENTATION CHROMOSOMIQUE

Les genes oprD, mexS et mexT mutés, issus des souches cliniques, ont été introduits
dans le plasmide mini-CTX1 a I'aide des amorces référencées dans le Tablean 16 puis

les plasmides recombinants ont été introduits par choc thermique dans les cellules de
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E. coli CC118. Le plasmide recombinant a ensuite été transféré de E. coli aux souches

de P. aeruginosa AoprD AmexS ou AmexT selon les cas par conjugaison bactérienne.

24 SEQUENCAGE DEL’ADN

2.4.1 Séquencage Sanger

Le séquencage de I’ADN est effectué par la plate-forme « Séquencage-Analyse de
fragments » de la SFR-FED 4234 par la méthode des didéoxyribonucléotides de
Sanger, a l'aide du séquenceur automatique Applied Biosystems 3130 (Life

technologies, Californie, USA).

2.4.2 Séquencage a haut débit, technologie PGM Ion Torrent

Les génomes bactériens ont été séquencés par la plate-forme « Séquencage-Analyse

de fragments » de la SFR-FED 4234.

1. Extraction de I’ADN génomique

L’ADN génomique bactérien a été extrait a I'aide du kit PureLink™ Genomic DNA

Mini Kit (Invitrogen) selon les recommandations du fabricant.

2. Préparation d’une librairie d’ADN

Le but de cette manipulation est de construire une libraire de fragments d’ADN
génomique bactérien d’environ 200 pb de long. Brievement, ’ADN est fragmenté par
digestion enzymatique puis des adaptateurs sont insérés a chaque extrémité de ces
fragments par ligature. Un de ces adaptateurs est complémentaire aux amorces fixées
sur les spheres de séquencage, I'autre contient de la biotine, dont I’affinité est forte
pour la streptavidine présente sur les billes magnétiques nécessaires a la purification
des spheres de séquencage. Une fois purifiés, ces fragments sont soumis a

électrophorese en gel d’agarose et les fragments d’intérét sont purifiés. Une étape de
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8 cycles de PCR permet d’amplifier cette librairie et les fragments ayant intégré un

adaptateur différent a chaque extrémité sont conservés (Figure 42).

3. Amplification clonale sur sphéres par PCR en émulsion

Afin d’amplifier la librairie de facon clonale, une PCR en émulsion est réalisée.
Brievement, chaque fragment de la librairie d’ADN est emprisonné sous haute
pression avec une sphere de séquencage, dans une gouttelette d’huile. Ces spheres
sont couplées a une amorce complémentaire d'un des deux adaptateurs présent aux
extrémités des fragments d’intérét, permettant de ’amplifier de facon clonale. Pour
purifier les spheres ayant hybridé un fragment d’ADN, des billes magnétiques
couplées a la streptavidine sont utilisées et un systeme d’aimant permet de ne

récupérer que les billes enrichies en ADN (Figure 43).

4. Séquencage

Les spheres précédemment purifiées sont distribuées sur une puce a ADN, a raison
de une par puits. Des flux successifs des différents nucléotides sont injectés dans la
puce puis rincés. S’ils sont complémentaires de la séquence d’ADN du fragment
d’intérét, ces nucléotides s’intégrent en libérant un proton, ce qui modifie le pH du
milieu réactionnel. C’est cette modification de pH qui est détectée par le séquenceur
(Figure 44). L’ordinateur peut alors intégrer ce nucléotide a la suite de la séquence en

cours de synthese, complémentaire a notre fragment.
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Fragmentation
enzymatigue

Ligature des
adaptateurs

Récupéntiondesiragments de mille
d'intérét par migration en gel d'agarose

Amplification dela librairie par PCR et
sélectiondes fragments avant intégré les 2
adaptateurs achague extrémite

Figure 42 : Préparation de la banque d’ADN génomique.
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Fixation des fragments d’intérét sur des spheres Cbo‘b # dﬁf
contenant des amorces complémentaires (jaune)
d’un des adaptateurs.

20000

Amplification des fragments par PCR en
émulsion. Chaque sphere est emprisonnée
dans une gouttelette d’huile avec un fragment
d’ADN

Billes
magnétiques

Les spheres ayant fixé un fragment
d’ADN sont isolées grace a des billes
magnétiques couplées a la streptavidine,
complémentaire de la biotine présente a
I'extrémité des fragments d’ADN.

Figure 43 : Amplification clonale sur billes par PCR en émulsion
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Puce de séquengage composée de multitude de puits dans

. lesquels les spheres peuvent étre isolées
Flux successifs q P P

de nucléotides :

-flux1: A ©)
-flux2: G O o
-flux3:T (@) o0
- flux4:C (@)
-etc...

A chaque incorporation d’un nucléotide complémentaire du fragment d’ADN d’intérét, un proton est
relaché, modifiant le pH du milieu. C’est cette modification de pH qui est détectée par le séquenceur.

Figure 44 : Technique de séquengage selon la technologie PGM lon Torrent.

5. Analyse des données

L’analyse des données a été réalisée par le Dr Katy Jeannot (EA4266) a 'aide du

logiciel Bionumerics version 7.5.
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6. Délétion génique par PCR chevauchante et recombinaison
homologue

Les genes oprD, mexS et mexT ont été retirés du génome des souches de référence
PAO1 ou PA14 par PCR chevauchante, suivie d'un événement de recombinaison
homologue. Deux fragments d’environ 500 pb ont été amplifiés séparément par PCR
en amont et en aval du gene a inactiver grace aux amorces répertoriées dans le
Tablean 16. Chaque fragment possede a son extrémité la plus proche du gene cible
une séquence de 7 pb complémentaire a celle de I'autre fragment. Une étape de PCR
dite chevauchante, utilisant comme matrice d’ADN la méme quantité de chacun des
amplicons de la PCR précédente permet de créer un fragment contenant les régions
bordant les genes cibles. Ce fragment a été¢ inséré dans le plasmide pCR-Blunt
(I'ableau 15) puis dans le vecteur pKNG101. Ce vecteur est transféré chez E. coli par
choc thermique, puis chez P. aeruginosa par conjugaison bactérienne. Son origine de
réplication 0riR6K lui permet de se répliquer chez E. coli mais pas chez P. aeruginosa,
dans lequel il se comporte comme un vecteur suicide en s’intégrant dans le
chromosome. Le vecteur est ensuite excis¢ du chromosome en cultivant la souche
PAO1 ou PA14 sur milieu minimum M9 additionné respectivement de 5 % de
sucrose (PAO1) et 5% de sucrose + 5% de saccharose (PA14). En effet, le vecteur
PKNGI101 possede le gene sacB codant pour une lévane saccharase qui hydrolyse le
sucrose en un composé toxique pour la bactérie. L’excision donne lieu a deux
événements génétiques différents, soit 1'excision totale du plasmide conduisant a un
phénotype sauvage, soit l'inactivation du gene d’intérét. La délétion du gene

d’intérét est vérifiée par séquengage classique.
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2.5 QUANTIFICATION DES ARNm PAR PCR EN TEMPS REEL

2.5.1 Extraction des ARN totaux et synthese d’"ADNc

Une culture de la nuit en milieu MH liquide est diluée au 1/100 puis incubée sous
agitation (250 rpm) a 37°C jusqu’a une absorbance de 3,3 McF. Cinq cent uL de cette
culture sont mis en présence de 1 mL de RNA protect bacteria solution (Qiagen) et
centrifugés a 10000 g pendant 5 min. Le culot bactérien est solubilisé et lysé dans
100 pL de lysosyme. Les ARN totaux sont alors extraits a 1'aide du kit Qiagen Rneasy®
Plus mini kit (Qiagen) selon les recommandations du fournisseur puis dosés par
spectrométrie UV a 260 nm. La synthese d’ADNCc est réalisée a partir de 2 ug d’ARN
totaux a l'aide des réactifs de transcription inverse selon les recommandations du
fournisseur (ImProm-II" reaction buffer, ImProm-II"" reverse transcriptase, MgCl,
Promega) et d’hexameres aléatoires utilisés comme amorces (random primers,
Promega). Apres une incubation de 50 min a 42°C, I'enzyme est inactivée a 70 °C
pendant 15 min. Un controle sans transciption inverse est également réalisé sur
chaque extrait, permettant ainsi de vérifier 1'absence de contamination par de ’ADN

génomique.

2.5.2 Amplification des ADNc

Les réactions d’amplification et de quantification de l'expression génique sont
réalisées dans l’appareil Rotor-Gene RG3000 (Corbett Research). La réaction
d’amplification en temps réel est effectuée avec 2 uL d’ADNc, 5 uL de SYBR green
master mix (SYBRFast PCR kit, Qiagen) et 0,6 uM de chaque amorce (Tableau 16). Le
volume total du mélange réactionnel est ajusté a 15 uL avec de 1'eau dépourvue
d’ARNase (Qiagen). Les conditions d’amplification sont les suivantes : 15 min a 95°C
suivies de 40 cycles a 95°C, 20 sec (dénaturation) ; 60°C, 20 sec (hybridation) ; et 72°C,

30 sec (élongation). L’acquisition des informations s’effectue a chaque cycle au cours
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de la phase d’hybridation. Par ailleurs, chaque série comporte un témoin sans
transcription inverse, un contrdle négatif (eau) et une gamme de dilution (1/10, 1/100
et 1/1000) des ADNc de la souche de référence PAO1 ou PA14. Celle-ci permet de
tracer une droite standard a partir de laquelle 1'expression des genes peut étre
quantifiée. Apres la réaction d’amplification, une courbe de fusion est établie afin de
vérifier la spécificité des produits amplifiés, la formation d’éventuels dimeres

d’amorces et/ou de contaminations.

2.5.3 Quantification relative des transcrits des genes

L’expression des genes chez les souches étudiées est calculée selon la méthode
décrite par Pfaffl et al. (Pfaffl et al., 2002). Les niveaux d’expression chez les souches
étudiées sont estimés par comparaison avec un standard interne, le gene de référence
rpsL codant une protéine ribosomale dont l'expression est supposée constante
pendant la phase exponentielle de croissance. Cette méthode de quantification tient
compte de l'efficacité (E) des réactions d’amplification du gene étudié (Egene ainteret) et
du gene de référence rpsL (Exse), ainsi que des valeurs de CT (cycle threshold) obtenues
pour la souche étudiée et pour la souche de référence PAO1 ou PA14. La constante
CT correspond a un seuil défini comme le premier cycle ou une augmentation
significative de l'intensité de fluorescence correspondant a la quantité de produit
amplifié est observée. La quantification de I'expression génique est calculée grace a la

formule suivante :

(E ene d'inté rét) ACT gene d’intérét (PAO1-échantillon)

Ratio = ou E (efficacité) = 10¢/pente)
(ErpsL) ACTrpsL (PAO1-échantillon)

La pente est obtenue grace a la droite standard construite a partir de PAO1 ou PA14

pour les valeurs de dilution au 1/10, 1/100 et 1/1000. Les résultats, obtenus en
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duplicat pour les souches étudiées, sont comparés a ceux de la souche de référence

PAO1 ou PA14 dont la valeur est arbitrairement fixée a 1.

3 WESTERN BOTTING DE LA PROTEINE OPRD

3.1 EXTRACTION DES PROTEINES DE MEMBRANE EXTERNE

Une culture bactérienne de la nuit est diluée au 1/100 et incubée sous agitation a 37°C
jusqu’a DOesoonm=1. Les cultures sont ensuite centrifugées pendant 20 min a 4°C a 5000
g. Le culot est lavé dans du tampon Hepes (10 mM ; pH 7,2) puis centrifugé a 4°C
pendant 30 min a 5000 g. Le culot est remis en suspension dans du tampon Hepes et
passé a la presse de French 2 fois a 14000 psi. Les culots sont compactés par des billes
de verre et centrifugés a 5000 g pendant 30 min a 4°C. Le surnageant est récupéré et
centrifugé a 35000 g pendant 1h a 4°C. Le culot est repris avec du tampon MOPS
(30mM + 200 mM NaCl pH 8,0) dilué au 2. Cette suspension est centrifugée 1h a
35000 rpm a 4°C. Le culot est repris dans ce méme tampon et de nouveau centrifugé
selon les mémes conditions. Le culot est solubilisé dans le tampon MOPS. Apres le
dosage des protéines, du Sarkosyl 2% (p/v) est ajouté afin de solubiliser les protéines
de membrane interne. Les tubes sont centrifugés 20 min a 20000 g a 10°C et les
surnageants éliminés. La quantité de protéines de membrane externe est dosée puis

diluée de maniere a obtenir une concentration finale de 20 pug/uL.

3.2 DOSAGE DES PROTEINES

Les protéines sont dosées selon la méthode BCA Pierce a 'acide bicinchoninique
(Invitrogen). Brievement, une gamme étalon de BSA (Invitrogen) est réalisée dans le
réactif proposé. Les échantillons sont dilués au 1/50 et au 1/100, et 50 uL de chaque
sont ajoutés a ImL de réactif. Les tubes sont incubés 30 min a 60°C puis la DO est lue

a 562 nm.
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3.3 ELECTROPHORESE EN GEL DE POLY-ACRYLAMIDE

Les protéines sont dénaturées par chauffage a 100 °C durant 3 min apres 1’addition
d’un volume de tampon échantillon (250 mM TrisHCI pH 6,8 ; 40 % glycérol (v/v) ;
8 % SDS (v/v) ; 20 % B-mercaptoéthanol (v/v) ; 0,08 % bleu de bromophénol (p/v)).
Les protéines sont séparées en fonction de leur masse dans un gel dénaturant (SDS-
PAGE) renfermant 5 puis 15 % (p/v) d’acrylamide/bis-acrylamide (99/1) pendant 2h a
180V, selon la méthode de Laemmli (Laemmli, 1970). Les protéines sont ensuite
transférées sur une membrane de nitrocellulose. La membrane est ensuite saturée par
3 % (p/v) de gélatine avant d’étre mise en contact pendant 1h sous agitation avec
I’anticorps polyclonal anti-OprD (don de T. Kohler, Université de Geneve, Suisse)
dilué au 1/10000¢m en tampon TBS renfermant 3 % (p/v) de gélatine. Apres 3 lavages
successifs, la présence de la protéine OprD est révélée par hybridation a 1'aide d'un
anticorps anti-lapin dilué au 1/20000°"¢, couplé a la phosphatase alcaline dont le
substrat, le NBT/BCIP (Promega), donne un composé coloré. En parallele, un autre
gel de polyacrylamide réalis¢é dans les mémes conditions est coloré au bleu de
Coomassie pour controler 'uniformité des quantités de protéines dans les différents

puits.
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