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1 Introduction

1.1 Résistance aux antibiotiques — Etat des lieux et

conséquences

La résistance aux antibiotiques est un défi majeur de santé publique a 1’échelle mondiale. Les
institutions supranationales ont publi¢ différents plans de lutte contre ce fléau dont
I’organisation mondiale de la santé (2015), soutenue par une déclaration des Nations Unies
(2016) mais aussi la Commission Européenne (2017) ou encore différents forums
internationaux tels que le G7 et le G20 (World Health Organization 2015; European
commission 2017; Centers for Disease Control and Prevention (U.S.) 2019; World Health
Organization 2011; 2017). Ces plans d’action ont pour but de dresser la liste des pathogenes les
plus résistants aux antibiotiques critiques, d’inciter la recherche de nouvelles molécules actives
mais aussi de coordonner et rationaliser I'utilisation des antibiotiques en médecine humaine,
vétérinaire, ainsi qu’en agriculture et filicres d’élevage.

La résistance aux antibiotiques par les bactéries n’est pas un phénomeéne récent (Levy et
Marshall 2004; Tran-Dien et al. 2018). Avant méme [’'utilisation des antibiotiques en
thérapeutique, des souches capables d’hydrolyser la pénicilline étaient décrites (Abraham et
Chain 1940). Dé¢s les années 1930 — 1940, des souches de Streptococcus pyogenes résistantes
aux sulfamides ont été rencontrées en clinique, tout comme des souches de Staphylococcus
aureus résistantes a la pénicilline (Levy et Marshall 2004). Les premiéres bactéries décrites
comme multi-résistante étaient les souches d’Entérobactérales dont Shigella et Salmonella
isolées au milieu des années 1950 au Mexique qui présentaient des résistances vis-a-vis du
chloramphénicol, de la streptomycine et de la tétracycline (Levy 2001). Ces bactéries
présentaient alors des résistances concomitantes vis-a-vis des B-lactamines dont les
céphalosporines, des aminosides, du chloramphénicol ou encore de la tétracycline (Levy 2001).
Par la suite, la résistance aux antibiotiques, dont le principal vecteur est 1’utilisation massive de
ces molécules, n’a fait que progresser en fréquence, mais a aussi diffusé a ’ensemble de la
planéte (Laxminarayan et al. 2013).

Une évaluation de la consommation en antibiotiques entre 2000 et 2010 de 71 pays a retrouvé
une augmentation globale de 35% dont 45% pour les carbapénémes et de 13% pour les

polymixines ; deux classes antibiotiques de dernier recours (Van Boeckel et al. 2014). Les



antibiotiques sont aujourd’hui parmi les molécules les plus achetées a 1’échelle mondiale dont
les taux de consommation varient profondément entre les pays (Laxminarayan et al. 2013; Van
Boeckel et al. 2014). L ’European Surveillance of Antimicrobial Consumption Network (ESAC-
Net) retrouvait en 2020 une consommation d’antibiotiques de 8,5 doses journali¢res pour 1000
habitants par jour aux Pays Bas contre 28,9 a Chypre. Par ailleurs, en dehors de I’Europe et de
I’Amérique du Nord, 19 a 100% de la consommation d’antibiotiques se fait sans aucune
prescription médicale (Morgan et al. 2011). Les plus hauts taux de consommation par
automédication ont été retrouvés en Afrique, Nigéria et Soudan (100%), puis au Brésil 46%, en
Turquie 44% ou encore en Chine 36% (Morgan et al. 2011).

Cependant, la délivrance médicale n’est pas une assurance de 1’utilisation a bon escient de ces
molécules. En plus des prescriptions réalisées par exces et/ou pour la prise en charge
d’infections non bactériennes, les revenus de certains hdpitaux dépendent de leurs ventes
pharmaceutiques pour lesquelles les antibiotiques ont une part trés importante pouvant atteindre
jusqu’a 25% (Laxminarayan et al. 2013). En Inde, il existe des accords financiers entre les
prescripteurs et les pharmaciens. Ces derniers payent les médecins qui adressent leurs patients
a leur officine, ceci pouvant questionner sur I’intégrité et le bien fond¢ des prescriptions
réalisées (Laxminarayan et al. 2013). Les différents acteurs de la médecine humaine ne sont pas
les seuls responsables de 1’utilisation massive d’antibiotiques a travers le monde. En effet, de
1000 a 2000 tonnes d’antibiotiques sont utilisés par les secteurs de médecine humaine,
vétérinaire et les différents acteurs de I’agriculture (Wise 2002).

Pour la médecine humaine, il existe trois grandes conséquences de I’antibiorésistance (i) une
augmentation des taux de mortalité des infections secondaires a bactéries résistantes, (ii) une
augmentation de la durée de séjour et des cotits de la prise en charge de ces infections, (iii) une
annulation de certains actes tels que les transplantations d’organes, les chimiothérapies ou
encore certaines interventions chirurgicales pour cause de colonisations et/ou infections a
bactéries résistantes aux antibiotiques (Levy et Marshall 2004; Laxminarayan et al. 2013;
Cassini et al. 2019; Laxminarayan et al. 2010).

Le Centers for Disease Control and Prevention (CDC) a estimé en 2019 que 2 868 700
infections et 35 900 déces, soit 100 patients par jour aux USA ont été causés par des micro-
organismes (bactéries et levures) résistants aux biocides (Centers for Disease Control and
Prevention (U.S.) 2019). Une étude réalisée au sein de 31 pays Européens s’est intéressée aux
bactériémies a S. aureus et E. coli. Les souches étaient résistantes ou non a la méticilline : S.
aureus sensibles a la méticilline (SASM) et S. aureus résistants a la méticilline (SARM) ;

résistantes ou non aux céphalosporines de troisiéme génération (C3G) : E. coli-C3GS et E. coli-



C3GR. Les odds ratio ajustés de mortalité a 30 jours étaient de 2,4 pour les SASM contre 4,4
pour les SARM et de 1,9 pour les E. coli-C3GS et 4,6 pour les E. coli-C3GR ayant pour
conséquence une surmortalité par an de 5503 et 2712 patients pour les SARM et les E. coli-
C3GR respectivement. Dans les pays en voie de développement, les conséquences sont encore
plus tragiques car I’acces aux antibiotiques de seconde ligne y est plus difficile (Laxminarayan
et al. 2013). Au sein d’une cohorte de 300 sepsis néonataux suivie en Tanzanie, 19% des
nouveau-nés sont décédés de leurs infections dont 52% des nouveau-nés infectés par une
Entérobactérie productrice de BLSE (E-BLSE) contre 25% de ceux infectés par une
Entérobactérie sauvage et 55% de ceux infectés par un SARM contre 21% de ceux infectés par
un SASM (Kayange et al. 2010).

Un rapport publié par 1'0Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE)
en 2018 a estimé que 2,4 millions de personnes en Europe, en Amérique du Nord et en Australie
vont mourir d’une infection a bactérie multi-résistante (BMR) ces 30 prochaines années (Hofer
2019). Ces mémes infections seront responsables d une dépense de santé estimée a 3,5 milliards
de dollars par an (Hofer 2019).

La situation est encore plus alarmante au Brésil ou en Russie, ou les taux d’infections 8 BMR
sont actuellement de 40 a 60%. Ces derniéres sont estimées a augmenter sept fois plus vite que
dans les pays de I’OCDE.

Un rapport demandé en 2014 par le Premier ministre anglais David Cameron a un groupe de
travail dirigé par Jim O’Neill et publié en 2016 sur la crise de I’antibiorésistance dans le monde
estimait a 700 000 le nombre actuels de déces en 2014 attribuables a la résistance aux
chimiothérapies infecticuses de six pathogeénes: VIH, Mycobacterium tuberculosis,
Plasmodium, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae ; ce chiffre atteindrait 10 millions de décés par
an en 2050 si rien n’est fait (Review on Antimicrobial Resistance et Jim O’Neill, s. d.).

Le European Centre for Disease Prevention (ECDC) a récemment présenté des données de
mortalité en Europe basées sur le réseau ESAC-Net de 2015. Les chiffres présentés sont en
accord avec les précédentes études : environ 700 000 infections par an en Europe causées par
des BMR dont plus de 60% sont associ¢es aux soins (Cassini et al. 2019). Ces infections se
compliquent de plus de 30 000 morts par an et touchent particuliérement les enfants en bas age
<1 an et les personnes de plus de 65 ans (Cassini et al. 2019). En France, 124 806 infections a
BMR ont été recensées dont 5 534 déces, soit le deuxieéme pays le plus touché en nombre de
déces derriere I’Italie qui comptait 10 762 déces la méme année (Cassini et al. 2019). En plus
d’une description par origine géographique, ce travail associe a chaque grand groupe de BMR

sa part dans le nombre d’infections observées, la mortalité attribuable ainsi que les Disability-



adjusted life years (DALYs) ou Espérance de Vie Corrigée de I’Incapacité (EVCI). Les DALY
correspondent a la morbidité globale d’une maladie qui associe le nombre cumulé d’années
perdues en raison d’une mauvaise santé, d’un handicap ou d’une mort précoce. Tous pays,
toutes especes et tous mécanismes de résistance confondus, les déces attribuables aux infections
a BMR ont augmenté d’un facteur de 2,46 entre 2007 et 2015 en Europe (Cassini et al. 2019).
Ainsi, en 2015, en Europe, il a été estimé que 671 689 [I1Coso, 583 148 — 763 966] infections ont
¢été causées par des bactéries résistantes aux antibiotiques responsables de 33 110 déces [1Coso,
28 480 — 38 430] et 874 541 DALY [ICos% 768 837 —989 068].

Les enfants agés de moins d’un an ainsi que les patients de plus de 65 ans sont les plus touchés
par la morbi -mortalité liée a la résistance aux antibiotiques (Figure 1-A).

Il est important de constater que la dynamique est trés différente en fonction des especes
bactériennes. Les bactéries cocci a Gram positif telles que les SARM, les Enterococcus
résistants a la vancomycine (ERV) ou les Streptococcus pneumoniae résistants a la pénicilline
ne donnent pas plus d’infections mortelles entre 2007 et 2015 (Cassini et al. 2019). En revanche,
les données sont tout autre pour les déces causés par bacilles a Gram négatif tels que les
Pseudomonas aeruginosa résistants aux carbapénémes, augmentation d’un facteur 3, les E.
coli-C3GR et Klebsiella pneumoniae-C3GR, augmentation d’un facteur 4 pour les deux
especes, et augmentation de facteurs 5 et 6 des E. coli résistants aux carbapéneémes E. coli-
CarbaR et K. pneumoniae-CarbaR. Ainsi, les souches de E. coli-C3GR étaient responsables du
plus grand nombre de déces causés par des souches résistantes aux antibiotiques en Europe au
cours de I’année 2015 (Cassini et al. 2019). Ces données ont été confirmées par une étude
réalisée a I’échelle de 204 pays qui a estimé le nombre de décés en 2019 attribuables a la
résistance aux antibiotiques a 1,27 millions de personnes [[Coso, 911 000 — 1 710 000] pour
lesquels E. coli et K. pneumonie étaient premiéres et troisiémes especes en cause (Murray et al.
2022).

Au regard de ces chiffres publiés, en accord avec les données des institutions publiques (Centers
for Disease Control and Prevention (U.S.) 2019), les Entérobactérales résistantes aux [3-
lactamines représentent LA nouvelle menace de 1’antibiorésistance vis-a-vis desquels des
systemes de surveillance a 1’échelle de la plancte sont déployés (World Health Organization

2021).
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d’infections, de morts et de DAILYs attribuables a différents groupes de bactéries résistantes aux antibiotiques.



1.2 Résistances acquises aux B-lactamines chez les

entérobactérales

1.2.1 p-lactamines

Les B-lactamines stoppent la croissance bactérienne en inhibant la synthése de la paroi par
interaction avec les transpeptidases nommées Protéines de Liaison aux Pénicillines (PLP) (Bush
et Bradford, s.d.; De Angelis et al. 2020). Ceci empéche la transpeptidation des
peptidoglycanes qui ne peuvent plus venir constituer la paroi bactérienne (Nordmann, Dortet,
et Poirel 2012; Radkov et al. 2018). Cette famille d’antibiotiques est divisée en quatre groupes,
pénicillines, céphalosporines, monobactam et carbapénemes dont les spectres d’actions anti
bactériens varient (De Angelis et al. 2020; Nordmann, Dortet, et Poirel 2012). Leur bonne
tolérance, leur caractere bactéricide en font les molécules les plus utilisées pour le traitement
des infections bactériennes (Bush et Bradford, s. d.; De Angelis et al. 2020). Entre 2004 et 2014,
cette classe thérapeutique représentait 65% de toutes les prescriptions intra veineuses
d’antibiotiques réalisées aux USA. Les principales molécules administrées étaient les
céphalosporines (47%), suivies des associations pénicillines — inhibiteurs de B-lactamses dont
piperacilline — tazobactam, ticarcillin — ou ampicilline — acide clavulanique (37%) puis les
carbapénémes (11%). Cette consommation massive d’une méme classe antibiotique s’est soldée
par le rapide développement de nombreuses résistances associées a une importante variété de
mécanismes impliqués, mais aussi, par la diversit¢ des supports génomiques. Parmi les
Entérobactérales, trois mécanismes sont décrits comme entrainant la résistance aux B3-
lactamines : (i) inactivation enzymatique des B-lactamines qui représente de trés loin la part la
plus importante de la résistance, (ii) augmentation de 1’efflux des molécules via des pompes
actives, (iii) diminution de la perméabilit¢ membranaire par modification quantitative et/ou
qualitative des porines (Bush et Bradford, s. d.; Nordmann, Dortet, et Poirel 2012; Blair et al.
2015).

1.2.2 p-lactamases

Les B-lactamases sont des enzymes capables d’hydrolyser le noyau B-lactame des molécules
inactivant I’antibiotique. Elles sont synthétisées par différentes bactéries dont de nombreuses

especes d’Entérobactérales. Leur existence est bien antérieure a 1’utilisation des antibiotiques



en médecine humaine ; comme en témoigne 1’origine de la B-lactamase de Klebsiella oxytoca
estimée dater de plus de 100 millions d’années (Fevre et al. 2005). En revanche, 1’hyper
consommation d’antibiotiques a précipité (i) une diversification de ces enzymes, (ii) leur
diffusion a différentes especes bactériennes et (iii) un élargissement du spectre enzymatique
(Bush 2013). Plus de 4900 beta-lactamases sont recensées dans les bases de données (Naas et
al. 2017). Deux classifications de ces enzymes co-existent. La premiére, nommeée classification
de Ambler, définissait quatre classes basées sur les homologies de séquences (Ambler 1980).
Trois classes (A, C et D) y sont définies comme des sérines hydrolases, alors que la quatrieme,
la classe B, est une metallo-B-lactamase (MBL) (Ambler 1980). La seconde, fonctionnelle, a
¢té proposée et réactualisée a plusieurs reprises (Bush et Jacoby 2010). Elle regroupe les
enzymes en trois classes : groupe 1 Céphalosporinases, groupe 2 sérine-B-lactamases et groupe
3 les MBL (Bush et Jacoby 2010). Cette catégorisation s’appuie sur les substrats des enzymes,
mais aussi sur leurs sensibilités aux inhibiteurs de B-lactamases (Bush et Jacoby 2010). Le
Tableau I ci-dessous illustre les interconnexions entre les classifications de Ambler et de Bush
— Jacoby.

Les B-lactamases regroupent différentes enzymes dont la nature des substrats est variable (Bush
et Jacoby 2010). Certaines n’hydrolysent que les pénicillines et ne présentent alors pas de réel
probléme thérapeutique, alors que d’autres sont capables d’inactiver les antibiotiques ayant un
large spectre d’action tels que les céphalosporines de troisiéme génération (C3G) et/ou les

carbapénémes : ce sont celles-ci qui font toute la problématique de I’antibiorésistance.



Tableau 1 : Classification des 3-lactamases proposée en 2010 dans [’article intitulé « Updated Functional
Classification of 5-Lactamases » Bush et Jacoby 2010

TABLE 1. Classification schemes for bacterial B-lactamases, expanded from Bush et al. (16)

Bush-Jacoby Bush-Jacoby-

Molecular class

Inhibited by

Representative

TOU, Medeiros 3 W Distinctive substrate(s) _— Defining characteristic(s) R
(gZUO9p) group (1995)  (Subelass) CA or TZB* EDTA A enzyme(s)

1 1 C Cephalosporins No No  Greater hydrolysis of cephalosporins  E. coli AmpC, P99,
than benzylpenicillin; hydrolyzes ACT-1, CMY-2,
cephamycins FOX-1, MIR-1

le NI? C Cephalosporins No No Increased hydrolysis of ceftazidime  GC1, CMY-37
and often other oxyimino-B-
lactams

2a 2a A Penicillins Yes No Greater hydrolysis of PC1
benzylpenicillin than
cephalosporins

2b 2b Penicillins, early cephalosporins Yes No Similar hydrolysis of benzylpenicillin - TEM-1, TEM-2,
and cephalosporins SHV-1

2be 2be Extended-spectrum Yes No  Increased hydrolysis of oxyimino-8- TEM-3, SHV-2,

cephalosporins, lactams (cefotaxime, ceftazidime, CTX-M-15,
monobactams ceftriaxone, cefepime, aztreonam) PER-1, VEB-1
2br 2br Penicilling No No Resistance to clavulanic acid, TEM-30, SHV-10
sulbactam, and tazobactam
2ber NI A Extended-spectrum No No  Increased hydrolysis of oxyimino-8- TEM-50
cephalosporins, lactams combined with resistance
monobactams to clavulanic acid, sulbactam, and
tazobactam

2c 2c A Carbenicillin Yes No Increased hydrolysis of carbenicillin -~ PSE-1, CARB-3

2ce NI A Carbenicillin, cefepime Yes No Increased hydrolysis of carbenicillin, RTG-4
cefepime, and cefpirome

2d 2d D Cloxacillin Variable No Increased hydrolysis of cloxacillin or  OXA-1, OXA-10
oxacillin

2de NI D Extended-spectrum Variable No Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin OXA-11, OXA-15

cephalosporins and oxyimino-B-lactams

2df NI D Carbapenems Variable No  Hydrolyzes cloxacillin or oxacillin OXA-23, OXA-48
and carbapenems

2e 2c A Extended-spectrum Yes No Hydrolyzes cephalosporins. CepA

cephalosporins Inhibited by clavulanic acid but
not aztreonam

2f 2f A Carbapenems Variable No  Increased hydrolysis of KPC-2, IMI-1,
carbapenems, oxyimino-B-lactams, SME-1
cephamycins

3a 3 B (B1) Carbapenems No Yes  Broad-spectrum hydrolysis including  IMP-1, VIM-1,
carbapenems but not CerA, IND-1
monobactams

B (B3) L1, CAU-1, GOB-
1, FEZ-1

3b 3 B (B2) Carbapenems No Yes  Preferential hydrolysis of CphA, Sth-1
carbapenems

NI 4 Unknown

 CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam.

£ NI, not included.

1.2.3 f-lactamases a spectre étendu (BLSE)

diffusion d’Entérobactérales productrices de BLSE de nature différente.

Parmi les B-lactamases de classe A, les groupes 2be, 2ber sont capables d’hydrolyser les C3G,
I’aztréonam et les céphalosporines de quatriéme génération, le céfépime et le cefpirome. Il
existe trois principales enzymes, les Temoneira p-lactamase (TEM), les sulfhydryl reagent
variable p-lactamase (SHV) et les cefotaxim-hydrolizing p-lactamase (CTX-M) (De Angelis et
al. 2020; Bush et Jacoby 2010; Wilson et Torok 2018). La plupart sont sensibles aux inhibiteurs
de B-lactamases (Bush et Jacoby 2010). Cette sensibilité aux inhibiteurs est utilisée pour leurs
détections au sein des laboratoires de biologie via la méthode des disques (European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing, s. d.). La figure 2 représente trois antibiogrammes en



SHV-2 TEM-169 CTX-M-15

Figure 2 : Antibiogrammes en diffusion de trois souches d’Entérobactérales productrices de BLSE

Abréviations IMP : Imipénéme, TIC : Ticarcilline, FEP : Céfépime, AMP : Ampicilline, TEM : Témocilline, CRO : Ceftriaxone, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, CZD : Ceftazidime,
PTZ : Pipéracilline — Tazobactam, ETP : Ertapénéme, ATM : Aztréonam, CXN : Céfalexine, MEM : Méropéneme, MEC : Mécillinam, FOX : Céfoxitine, FAM : Céfamandole

Figure 2-A, synthése de la BLSE SHV-2 qui a une affinité supérieure pour la ceftazidime que pour la ceftriaxone.
Figure 2-B, hydrolyses similaires de la ceftriaxone et de la ceftazidime retrouvées chez une souche productrice de TEM-169.
Figure 2-C, hydrolyse plus marquée de la ceftriaxone par rapport a la ceftazidime chez une souche productrice de la CTX-M-15.

Photographie : laboratoire de microbiologie, CHU de Caen Normandie, Crédits : Gravey Frangois



Les variants TEM et SHV de phénotype BLSE évoluent par mutation ponctuelle a partir des
enzymes originelles (SHV-1, TEM-1 et TEM-2) ; tandis que les enzymes de type CTX-M ont
pour origine les B-lactamases chromosomiques présentes au sein des différentes especes de
Kluyvera dont Kluyvera ascorbata et Kluyvera georgiana qui auraient été transférées sur des
plasmides conjugatifs par le jeu de séquences d’insertion (De Angelis et al. 2020; Wilson et
Torok 2018). L apparition de ces enzymes est concomitante a 1’utilisation des molécules telles
que I’aztréonam et les C3G dans les années 1980 (De Angelis et al. 2020; Sougakoff et al.
1988). Quelle que soit I’enzyme considérée, il existe une trés grande diversité génomique ; plus
de 230 variants pour chacune de ces enzymes ont été décrits (De Angelis et al. 2020). A noter
que tous les variants TEM et SHV n’ont pas un phénotype de BLSE. Les variants des CTX-M
sont eux subdivisés, au regard des diversités de séquences, en cinq clusters : CTX-M-1, CTX-
M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-M-25.

L’¢épidémiologie des BLSE de classe A était initialement dominée par les enzymes TEM et
SHV dont le réservoir était hospitalier et fréquemment associées a des clones épidémiques
notamment de K. pneumoniae (Cantén et Coque 2006). Au cours des années 2000, la fréquence
d’isolement des entérobactérales produisant des enzymes de type CTX-M a augmenté de facon
exponentielle ; ces enzymes sont devenues les plus fréquentes BLSE rencontrées (Canton et
Coque 2006). Par ailleurs, ces enzymes étaient volontiers synthétisées par des bactéries
hospitaliéres, mais aussi par des souches communautaires de E. coli (Canton et Coque 2006).
La diffusion des enzymes de type CTX-M n’est pas secondaire a la diffusion épidémique d’un
clone bactérien. Les enzymes de type CTX-M se propagent au sein de différents clones de E.
coli et de différents ¢léments génétiques mobiles (Canton et Coque 2006). A noter néanmoins
la forte association épidémiologique entre les souches de E. coli ST131 et I’enzyme CTX-M-
15 (Wilson et Torok 2018; Castanheira, Simner, et Bradford 2021).

Bien que capables d’hydrolyser les mémes familles de substrats, les CTX-M ne partagent que
40% d’homologie de séquence avec les TEM et SHV de phénotype BLSE (De Angelis et al.
2020). Elles présentent une affinité pour la ceftriaxone qui est supérieure aux autres enzymes
(Figure 2) ; affinité potentiellement expliquée par la présence des résidus Ser237 et Arg276 qui
sont propres aux CTX-M (De Angelis et al. 2020).

La dissémination des enzymes de type CTX-M est associée a différents éléments génétiques
mobiles telles que les séquences d’insertion de type ISEcpl-like, associées principalement aux
clusters CTX-M-1, CTX-M-2 et CTX-M-19 et les transposases ISCR1 (Wilson et Térok 2018;
Canton et Coque 2006). Les séquences de type ISEcpl-like sont capables de one-ended

transpositional mechanism ce qui permet de reconnaitre une plus grande variété de séquences
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d’ADN que les structures ne reconnaissant que les séquences inversées - répétées (Canton et
Coque 2006). Ainsi, les séquences de type ISEcpl-like participent fortement a la diversité
génomique. En plus de permettre la transposition des genes associés a la résistance aux
antibiotiques dont les blacrxum, les séquences ISEcpl-like et ISCR1 jouent un role de
promoteurs forts permettant une expression génique de haut niveau d’ou d’importantes
concentrations enzymatiques intracellulaires responsables de I’hydrolyse massive des C3G
(Cantén et Coque 2006; Lallement et al. 2018). ISCRI1 fait partie intégrante d’intégrons de
classe 1 tels que ceux de la famille des Tn402 dont le Tn21 et le Tn402. Le Tn21 a été retrouvé
dans de nombreux plasmides conjugatifs au sein des Entérobactérales (Canton et Coque 2006).
Les génes blasuy et blarew ont été décrits au sein d’un faible nombre de plasmides aux pouvoirs
de conjugaison variables, appartenant a quelques groupes d’incompatibilité¢ (Inc) dont IncM,
IncF1 et IncHI2 ; tous, mis a part IncC, incapables de diffuser en dehors des souches de la
famille des Entérobactérales : narrow host range plasmids (Cantén et Coque 2006; Dmowski,
Golebiewski, et Kern-Zdanowicz 2018). Les genes de types blacrx-u ont été retrouvés au sein
de trés nombreux plasmides aux pouvoirs de diffusion variables : IncFI, IncFII, IncHI2 et Incl
pour les narrow host-range plasmides et IncN, IncP-1-a, IncL/M et IncA/C pour les broad host-
range plasmides (Canton et Coque 2006). Ces derniers permettent la diffusion des enzymes de
type CTX-M aux Pseudomonas aeruginosa mais aussi au sein des Acinetobacter spp (Canton
et Coque 2006).

Les enzymes de type CTX-M ont été retrouvées partout dans le monde, et dans tous types de
prélevements, humains, vétérinaires et environnementaux (De Angelis et al. 2020; Wilson et
Torok 2018; Canton et Coque 2006). Des données issues d’un suivi réalisé au sein de 18
hopitaux francais, répartis sur tout le territoire, retrouvaient une prédominance des enzymes de
type CTX-M dont CTX-M-15 (46%), CTX-M-14 (15%) et CTX-M-1 (14,5%) (Robin et al.
2017). La diversité¢ des CTX-M était retrouvée au sein des souches de E. coli, tandis qu’il
existait une association forte entre I’enzyme CTX-M-15 et les souches de K. pneumoniae
(Robin et al. 2017).

Enfin, d’autres BLSE de classe A ont été décrites parmi les Enterobactéries mais sont restées
plus marginales : Serratia fonticola B-lactamase SFO, TEM-like enzyme TLE, Pseudomonas
extended resistant B-lactamase PER, Brazil extended-spectrum B-lactamase BES, and Guiana
extended-spectrum B-lactamase GES (De Angelis et al. 2020).

Les conséquences cliniques des BLSE sont sombres. Une méta-analyse réalisée sur 16
différentes études cliniques retrouvait que les E-BLSE étaient, dans des contextes de

bactériémies, des facteurs indépendants d’une augmentation des colits d’hospitalisation, de la
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durée de séjour, du délai d’obtention d’une antibiothérapie efficace risque relatif (RR) de 5.56
[ICos0 CI 2,94-10,51] et de la mortalité RR 1,85 [ICos CI 1,39— 2,47] (Schwaber et Carmeli
2007). Les taux de mortalité des bactériémies a E-BLSE pouvaient atteindre plus de 60% des
patients inclus contre un maximum de 40% pour les souches sensibles aux C3G au sein d’une

population pédiatrique en Tanzanie. (Schwaber et Carmeli 2007)
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Figure 3 : principaux résultats de la méta-analyse « Mortality and delay in effective therapy associated with extended-spectrum b-lactamase production in

Enterobacteriaceae bacteraemia: a systematic review and meta-analysis » réalisée par Schwaber et Carmeli

Figure 3-A, illustre que le nombre limité de molécules actives sur les E-BLSE engendre une augmentation du délai d’obtention d’une antibiothérapie efficace d’un RR 5,56 [1C95% CI12,94-10,51].

A noter que sur les dix études considérées, neuf retrouvaient 1’allongement du délai d’obtention d’une thérapeutique adaptée.

Figure 3-B démontre I’augmentation du RR de 1,85 [IC95% CI 1,39— 2,47] au regard de la mortalité parmi les patients ayant des bactériémies a E-BLSE. A noter que les conclusions individuelles

des différentes études inclues étaient parfois discordantes.
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1.2.4 Céphalosporinases

1.2.4.1 Céphalosporinases hyper-produites

Les céphalosporinases appartiennent a la classe C de Ambler et la classe 1 de Bush et Jacoby
(Ambler 1980; Bush et Jacoby 2010). Différentes nomenclatures existent pour les génes codant
pour les céphalosporinases, mais le terme générique ampC est communément admis, quelle que
soit I’espéce dont le géne est issu (Jacoby 2009). Ces enzymes ne sont pas spécifiques de la
famille des Entérobactérales, elles sont également produites par de trés nombreuses especes
bactériennes dont la plupart appartiennent au phylum des Protéobactéries dont les Aeromonas
spp, les Acinetobacter spp, les Pseudomonas spp mais aussi au sein des Actinobactéries,
I’espeéce Mycobacterium smegmatis (Jacoby 2009).

Ces enzymes ne sont pas inhibées par les inhibiteurs de beta-lactamases (IBL) de classe A tels
que Dl’acide clavulanique, le sulbactam ou le tazobactam. En revanche, la cloxacilline,
I’oxacilline, et I’aztreonam sont de bons inhibiteurs de AmpC (Jacoby 2009). Par ailleurs,
différentes molécules ont été décrites comme responsables de 1’induction de ampC ; ce sont
I’amoxicilline, les C3G, la cefoxitine et I’imipénéme mais aussi les IBL dont principalement
I’acide clavulanique (Jacoby 2009).

En dehors de toute modification de I’expression de ampC, les molécules hydrolysées sont
I’ampicilline, des céphalosporines de premicre génération et des céphamycines. A noter que
I’hydrolyse des céphamycines est variable selon I’espéce bactérienne et le niveau de production
de ’enzyme. En effet, la quantité de céphalosporinase produite peut augmenter entrainant une
augmentation du nombre de molécules hydrolysées dont les C3G (c.f infra). Il est alors question
de ampC dé-réprimée ou AmpC hyper-produite. Les différents phénotypes observés sont

présentés sur la Figure 4.
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Figure 4 : Phénotypes de résistance aux f3-lactamines de deux souches de Enterobacter hormaechei ayant des expressions de ampC différentes

Figure 4-A, la souche synthétise une quantité basale de AmpC, les molécules hydrolysées sont I’ampicilline, la céfalexine et la céfoxitine.
Figure 4-B, la souche est hyper-productrice de AmpC, il y a un élargissement du spectre d’hydrolyse : atteinte de la ticarcilline, des céphalosporines de seconde génération (céfamandole) et de
troisieme génération (ceftriaxone et ceftazidime). Abréviations IMP : Imipéneme, TIC : Ticarcilline, FEP : Céfépime, AMP : Ampicilline, TEM : Témocilline, CRO : Ceftriaxone, AMC :
Amoxicilline + Acide clavulanique, CZD : Ceftazidime, PTZ : Pipéracilline — Tazobactam, ETP : Ertapénéme, ATM : Aztréonam, CXN : Céfalexine, MEM : Méropénéme, MEC : Mécillinam,
FOX : Céfoxitine, FAM : Céfamandole Photographie : laboratoire de microbiologie, CHU de Caen Normandie, Crédits : Gravey Francois

15



A I’état basal, ’expression de AmpC chez les Entérobactérales est réprimée ; le nombre de
molécules hydrolysé est faible Figure 4-A. Néanmoins, il existe un systeme de régulation
capable d’augmenter la transcription de ampC et donc la production de I’enzyme ; 1’expression
est dite inductible (Jacoby 2009). Ce systéme de régulation est complexe (Guérin et al. 2015).
11 fait intervenir différents acteurs dont AmpG une perméase située dans la membrane interne
de la cellule, AmpD une amidase cytoplasmique, AmpR un régulateur transcriptionnel de la
famille des Lys-R, NagZ, DacB et les composés issus du recyclage des peptidogyclanes (Jacoby
2009; Guérin et al. 2015; Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Harris 2015).

Au cours du cycle de recyclage de la membrane bactérienne, les muropeptides qui sont des
GlcNAc-MurNAc-tripeptides gagnent le cytoplasme a partir de 1’espace périplasmique via la
perméase AmpG (Figure 5) (Jacoby 2009; Guérin et al. 2015). Le residu GlcNAc- est clivé du
muropeptide par une N-B-acetylglucosaminidase codé par nacZ et le MurNAc-tripeptide est
hydrolysé par AmpD pour libérer les peptides libres qui doivent étre assemblés en UDP-
MurNac-pentapeptides avant de réintégrer le cycle syntheése des peptidoglycanes (Figure 5-1)
(Jacoby 2009; Guérin et al. 2015). Il y a une constante compétition entre les UDP-MurNac-
pentapeptides et les muropeptides pour la liaison a AmpR. Dans les conditions physiologiques
cellulaires la liaison majoritaire est UDP-MurNac-pentapeptides — AmpR. Ce dernier se
comporte alors comme un inhibiteur transcriptionnel de ampC ; I’expression enzymatique est
faible (Figure 5-1) (Jacoby 2009; Guérin et al. 2015; Harris 2015).

En cas de destruction massive de la paroi bactérienne, par exemple secondairement a un
traitement par 3-lactamines, il y a une forte augmentation des muropeptides dans la cellule qui
ne pourront pas étre transformés car I’enzyme AmpD est saturée (Figure 5-2). Ceci va décaler
I’équilibre de liaison de AmpR qui sera préférentiellement li¢ avec les muropeptides (Figure 5-
2). Dans ce cas, AmpR se comporte comme un inducteur fort de ampC, responsable d’une
concentration enzymatique intra-cellulaire élevée (Jacoby 2009; Guérin et al. 2015; Harris
2015). Il y a donc augmentation du nombre de molécules hydrolysées dont les C3G (Figure 4-
B).
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Figure 5 : Représentation de la régulation d’expression de ampC d’apres « Clinical Management of Infections

Caused by Enterobacteriaceae that Express Extended-Spectrum f-Lactamase and AmpC Enzymes » Harris 2015

Figure 5-1, dans les conditions physiologiques, la concentration intracellulaire de muropeptides est telle que AmpD est capable
de les hydrolyser pour permettre la formation de UDP-MurNac-pentapeptides. Ces derniers sont fortement liés 8 AmpR qui se

comporte comme un inhibiteur transcriptionnel de ampC, le niveau d’expression est faible.

Figure 5-2 en cas d’augmentation des taux cytoplasmiques de muropeptides, AmpD ne sera plus en mesure de tous les

hydrolyser. AmpR va étre préférentiellement 1ié a ces muropeptides, il se comporte alors comme un inducteur fort de ampC.

Figure 5-3, des mutations inactivatrices de AmpD et AmpR sont décrites. L’absence de AmpD engendre une conformation
permanente de AmpR sous sa forme activatrice étant donné la forte concentration intracellulaire de muropeptides. AmpR muté

se comporte de fagon constitutive en un inducteur fort : la céphalosporinase est alors hyper-produite.
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Des mutations au sein du systéme de régulation de ampC ont été décrites, notamment ampD et
ampR. Lorsque AmpD n’est plus fonctionnelle cela engendre une concentration intracellulaire
de muropeptides élevée qui vont se lier & AmpR, ce dernier va se comporter comme un
inducteur fort de ampC.

Les mutations décrites dans AmpR modifient la conformation de la protéine en une structure
systématiquement activatrice. Quelle que soit la cible, les conséquences sont une hyper
production de AmpC qui va se traduire par un phénotype de résistance aux antibiotiques marqué
par I’hydrolyse de toutes les pénicillines mais aussi des céphalosporines de troisiéme génération
dont préférentiellement la ceftazidime (Figure 4-B) (Jacoby 2009; Guérin et al. 2015).

Ces souches ayant une AmpC hyper produite restent majoritairement sensibles au céfépime
(Figure 4-B) (Jacoby 2009). A I’inverse, les mutations de ampG engendrent des expressions
constitutivement tres faibles de AmpC (Jacoby 2009).

L’émergence de mutants résistants au sein des Entérobactérales productrices de AmpC parmi
les patients traités par C3G est un probléme crucial. Une étude réalisée sur 477 patients
d’Enterobacter spp. initialement sensibles aux C3G retrouvait que chez 19% des patients qui
avaient été traités par ces molécules, les souches étaient devenues résistantes. Encore plus
préoccupant, les phénotypes de ampC dé-réprimée étaient d’autant plus fréquents que
I’infection était une bactériémie en comparaison avec d’autres sites comme les urines et les
plaies (29% contre 7% respectivement) (Kaye et al. 2001). Dans cette méme publication, le
traitement par C3G était un facteur prédictif indépendant de I’émergence de résistances parmi
les souches de Enterobacter avec un risque relatif de 2,3 [ICos, 1,2 — 4,3 | (Kaye et al. 2001).
Une autre étude réalisée en Corée retrouvait quant a elle que 8% de souches de Enterobacter
spp. avaient acquis une résistance phénotypique sous traitement par C3G (Choi et al. 2008). Par
ailleurs, lorsque le phénotype de AmpC hyper produite est constitué, ce dernier est stable et de
transmission verticale. Aussi de 30 a 40% des patients au Royaume Uni et de 15 a 25% des
patients aux USA présentaient des souches de Enterobacter spp. ayant un phénotype de AmpC

hyper produite (Jacoby 2009).

1.2.4.2 Céphalosporinases plasmidiques

Un autre mécanisme de résistance aux C3G retrouvé chez les Entérobactérales impliquant les
céphalosporinases est la présence des genes codant pour les céphalosporinases sur des
plasmides. La synthése de AmpC, confere a la bactérie un phénotype de résistance vis-a-vis de

toutes les pénicillines : ampicilline, ticarcilline, piperarcilline, des céphalosporines de premiere,

18



deuxiéme et troisiéme génération ainsi que la céfoxitine, appartenant a la classe des
céphamycines et I’aztréonam inconstamment (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Jacoby 2009).
Comme les AmpC de support chromosomique, les enzymes ne sont pas inhibées par les IBL de
classe A. En revanche, elles sont inhibées par a la cloxacilline. Le céfépime ainsi que les
carbapénémes restent le plus fréquemment actifs sur les souches. A noter cependant que lorsque
ces AmpC sont associées a des diminutions de la perméabilité membranaire par altération de
porines et/ou augmentation d’efflux, les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des
carbapénémes augmentent pouvant engendrer une résistance clinique (Philippon, Arlet, et
Jacoby 2002; Jacoby 2009). Dans ces mémes situations, 1’activité du céfépime sur ces souches
est dépendante de 1’inoculum bactérien (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002).

La premiére description du géne ampC ayant un support plasmidique date de 1989. Une souche
de K. pneumoniae multirésistante aux antibiotiques présentait un phénotype de résistance
atypique avec notamment atteinte des céphalosporines de toutes les générations ainsi que les
cephamycines. L’étude retrouvait la présence sur un plasmide conjugatif d’un géne codant pour
une enzyme différente des BLSE connues. Cette céphalosporinase fut nommée CMY-1 au
regard de son activit¢ de cephamycinase (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Bauernfeind,
Schweighart, et Chong 1989). Depuis, de nombreuses enzymes ont été décrites, avec des
nomenclatures pour le moins variables qui rendent difficile le suivi de ces enzymes. Ainsi co-
existent des nominations basées sur ’activité enzymatique : CMY active vis a vis des
cephamycines, FOX active vis a vis de la cefoxitine, MOX pour son activité anti moxalactame
ou encore LAT pour latamoxef (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002). D’autres équipes se sont
basées sur les classifications enzymatiques, ACT pour AmpC Type ou encore ACC pour Ambler
Class C. Enfin d’autres sont associées aux lieux : MIR-1 pour Miriam Hospital a Providence
dans le Rhode Island USA ou encore DHA Dhahran hospital 8 Dammam en Arabie saoudite.
Plus de cinquante variants de céphalosporinases plasmidiques sont actuellement décrits dans
les bases de données (Jacoby 2009). Ces enzymes ont pour origine les ampC chromosomiques
issues de différentes bactéries dont Morganella morganii pour la blapp-;, Enterobacter cloacae
pour blavir-1 (Jacoby 2009). A noter que les génes de type blacmy- proviennent d’espéces
différentes, Aeromonas spp pour les genes blacmy-1, blacmy-s, blacmy-s et Citrobacter freundii
pour blacmy-2 (Jacoby 2009). L’ampC chromosomique de C. freundii est aussi I’origine de deux
autres enzymes, blarat-1 et blacre-1 (Jacoby 2009). Les ampC plasmidiques subissent trés peu
de modifications génomiques au cours du temps ; ainsi, leurs séquences sont trés proches des

enzymes chromosomiques originelles (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Jacoby 2009).
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Figure 6 : Phénotypes de résistance aux f3-lactamases d une souche de Escherichia coli sauvage et une souche de Escherichia coli produisant la céphalosporinase

plasmidique DHA-1
Abréviations IMP : Imipénéme, TIC : Ticarcilline, FEP : Céfépime, AMP : Ampicilline, TEM : Témocilline, CRO : Ceftriaxone, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, CZD : Ceftazidime,
PTZ : Pipéracilline — Tazobactam, ETP : Ertapénéme, ATM : Aztréonam, CXN : Céfalexine, MEM : Méropéneme, MEC : Mécillinam, FOX : Céfoxitine, FAM : Céfamandole

Figure 6-A, la souche de E. coli sauvage ne présente aucune résistance vis-a-vis des seize antibiotiques testés.
Figure 6-B, la production de la DHA-1 est responsable de la résistance de 50% des molécules testées. A noter I’image d’induction de ’enzyme entre I’ertapéneme et 1’aztrénonam visible par la

disparition du caractere circulaire de I’inhibition de la pousse bactérienne. Photographie : laboratoire de microbiologie, CHU de Caen Normandie, Crédits : Gravey Frangois
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Toutes les séquences des ampC plasmidiques ne sont pas associées au promoteur ampR
(Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Jacoby 2009). Celles qui le sont: blascr.i, blapwa-i,
blapna-2 et blacuy-13 sont inductibles, alors que les autres ne le sont pas (Jacoby 2009). Quel que
soit le caractére inductible ou non de la céphalosporinase, ces enzymes sont en trés haute
concentration dans les cellules. L’expression des geénes est de 33- a 95-fois supérieure a
I’expression basale de ampC chez une souche de E. cloacae. Ces données s’expliquent par la
présence de plasmides multicopies et/ou I’existence de promoteurs forts (Jacoby 2009).

Les ¢léments génétiques mobiles impliqués dans la mobilisation des ampC plasmidiques sont
identiques a ceux impliqués avec les genes blacrxm. Les séquences de types ISEcpl sont
associées a la mobilisation des génes blacuy-2 (Jacoby 2009). Ces séquences permettent (i) la
transposition des genes adjacents, (ii)) de mobiliser les séquences du chromosome vers les
plasmides, (iii) jouent le role de promoteur fort (Jacoby 2009). Les intégrons de classe 1
comportant la transposase ISCR1 sont associés a la mobilisation d’autres séquences de
blacuy.1, mais aussi de blapna-1 et de blayox-1 (Jacoby 2009).

Les plasmides porteurs des différentes ampC sont de taille trés variable : de 7 & 180 kb sur
lesquels fréquemment d’autres génes impliqués dans la résistance sont retrouvés. Notamment
ceux codant pour la résistance aux aminosides, au chloramphénicol, a la tétracycline ou encore
au cotrimoxazole, mais aussi d’autres B-lactamases (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Jacoby
2009).

Les souches productrices d’ampC plasmidique ont été décrites a travers le monde (Philippon,
Arlet, et Jacoby 2002; Jacoby 2009). Il semble que I’enzyme CMY-2 ait le plus diffusé (Jacoby
2009). Ces bactéries ont été isolées a partir de nombreux prélévements vétérinaires. Des cas de
transmissions entre les animaux et I’Homme ont été décrites (Jacoby 2009). Les souches isolées
de prélevements cliniques humains sont volontiers nosocomiales et associées a des patients aux
lourds antécédents issus des services de réanimation et de soins intensifs et ayant recu de
précédents traitements antibiotiques (Philippon, Arlet, et Jacoby 2002; Jacoby 2009). Des
épidémies de souches productrices d’AmpC plasmidiques ont été décrites (Philippon, Arlet, et
Jacoby 2002). La réelle fréquence est sous-estimée car la détection enzymatique est difficile
parmi les Entérobactérales produisant naturellement une céphalosporinase et/ou ayant acquis

une BLSE (De Angelis et al. 2020; Jacoby 2009).
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1.2.4.3 Céphalosporinases a spectre étendu

Des modifications génomiques de types insertions/délétions au sein des séquences de ampC ont
augment¢ leurs affinités notamment pour la ceftazidime et le céfépime (De Angelis et al. 2020;
Jacoby 2009). En revanche, les CMI des carbapénémes sont peu modifiées (Jacoby 2009). Ces
ampC a spectre étendu ont été décrites sur des supports chromosomiques et plasmidiques

(Jacoby 2009).

Enfin, il est a noter que les données de la littérature sont rares voir absentes en ce qui concerne
les devenirs cliniques spécifiques des patients infectés par les Entérobactérales hyper-

produisant AmpC quelle que soit la mécanistique impliquée.

1.2.5 Carbapénémases

L’augmentation de la résistance aux C3G parmi les souches d’Entérobactérales a engendré des
prescriptions de carbapénémes de plus en plus fréquentes ; faisant le lit du développement de
leur résistance (Wilson et Torok 2018). Les premicres carbapénémases ont été isolées au sein
de souches d’Entérobactérales au début des années 1980, chez Serratia marcescens et
Enterobacter cloacae (Rasmussen et al. 1996; Yang, Wu, et Livermore 1990).

Différentes classes de B-lactamases sont responsables de I’hydrolyse des carbapénémes. Parmi
les classes A, le groupe 2f dont I’enzyme la plus fréquente est Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase (KPC), les metallo-B-enzymes de la classe B (groupe 3a, 3b) représentées par
la New Delhi metallo-f3-lactamases (NDM) et la Verona IMipenemase (VIM) ainsi que
certaines Oxacillinases, classe D, groupe 2df, représentées par ’OXA-48 et ses variants (De
Angelis et al. 2020; Bush et Jacoby 2010; Nordmann, Dortet, et Poirel 2012).

Les supports génomiques des geénes codant pour ces enzymes sont le plus fréquemment portés
par des plasmides et associés a divers ¢léments génétiques mobiles permettant une diffusion
rapide, au sein des souches hospitaliéres mais aussi communautaires (Nordmann, Dortet, et

Poirel 2012).
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1.2.5.1 Carbapénémases de classe A

Ces enzymes hydrolysent les pénicillines, les céphalosporines, 1I’aztréonam et les carbapénémes
(Figure 7-A). Elles sont inhibées in vitro selon des efficacités variables par les IBL dont

I’avibactam (Nordmann, Dortet, et Poirel 2012; Zasowski, Rybak, et Rybak 2015).
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Figure 7 : Phénotypes de résistance aux 3-lactamines de trois Entérobactérales productrices de carbapénémases de type KPC, NDM et OXA

Abréviations IMP : Imipéneéme, TIC : Ticarcilline, FEP : Céfépime, AMP : Ampicilline, TEM : Témocilline, CRO : Ceftriaxone, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, CZD : Ceftazidime,
PTZ : Pipéracilline — Tazobactam, ETP : Ertapénéme, ATM : Aztréonam, CXN : Céfalexine, MEM : Méropéneme, MEC : Mécillinam, FOX : Céfoxitine, FAM : Céfamandole

Figure 7-A, souche de Klebsiella pneumoniae proche de la toto-résistance par production d’une carbapénémase de classe A de type KPC-3.

Figure 7-B, souche de Escherichia coli productrice de metallo-B-lactamase de type NDM-5 associée a une la BLSE CTX-M-15. La présence de la BLSE explique le diamétre de petite taille autour

de ’aztréonam.
Figure 7-C, souche de Escherichia coli productrice de la 3-lactamase de classe D OXA-48. L’hydrolyse de la témocilline est constante.

Photographie : laboratoire de microbiologie, CHU de Caen Normandie, Crédits : Gravey Frangois
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Quatre principaux groupes d’enzymes de classe A ont été décrits. Les enzymes Serratia
Marcescens Enzyme (SME) dont il existe trois variants tous décrits au sein de la bactérie du
méme nom, les IMIpenemases (IMI) retrouvées, pour IMI-1, dans le chromosome de souches
de Enterobacter sp. et pour IMI-2, sur des plasmides portés par des souches de Enterobacter
asburiae et E. cloacae. 11 existe également de nombreux variants de la BLSE blacrs retrouvés
au sein des souches d’Entérobactérales mais aussi de Pseudomonas spp et Acinetobacter spp
dont certains ont une activité de type carbapénémase. Enfin, les KPC sont les enzymes ayant le
plus diffusé au sein des carbapénémases de classe A. (De Angelis et al. 2020; Nordmann,
Dortet, et Poirel 2012).

L’enzyme KPC a été initialement décrite en 1996 aux USA isolée d’une souche de K.
pneumoniae (Yigit et al. 2001). Depuis, I’enzyme a diffusé a travers le monde ot de nombreux
variants (n=53) ont été décrits (De Angelis et al. 2020; Nordmann, Cuzon, et Naas 2009). Les
enzymes de type KPC, principalement KPC-2 et KPC-3, sont responsables de la diffusion
endémique a I’échelle de la plancte (De Angelis et al. 2020; Wilson et Torok 2018).

Les enzymes de types KPC ont été retrouvées chez de nombreuses especes d’Entérobactérales,
mais la diffusion est principalement associée a un complexe clonal (CC) de K. pneumoniae le
CC258 qui inclut les Séquence-Types (ST) ST258 et ST11, associés a KPC-2 (Nordmann,
Dortet, et Poirel 2012; Wilson et Torok 2018). Les génes blaxpc sont localisés au sein des
transposons Tn4401 et Tn4401-like qui appartiennent a la famille des transposons Tn3
(Nordmann, Dortet, et Poirel 2012; Wilson et Torok 2018; Nordmann, Cuzon, et Naas 2009).
Ces transposons ont été retrouvés au sein de nombreux plasmides dont IncFIIK, Incl, IncN,
IncL/M et IncX (Nordmann, Dortet, et Poirel 2012; Wilson et Torok 2018).
Phénotypiquement, les CMI des carbapénémes sont d’autant plus importantes que KPC est
associée a une diminution de la perméabilité membranaire par altération des porines et/ou
hyper-expression des pompes d’efflux (Nordmann, Cuzon, et Naas 2009). L’expression
enzymatique est variable ; lorsque I’enzyme est seule, elle peut parfois étre prise a tort pour une
BLSE hydrolysant les C3G avec atteinte subtile des carbapénémes (Nordmann, Cuzon, et Naas
2009).

Les conséquences cliniques des infections secondaires a entérobactérales productrices de KPC
(E-KPC) sont dramatiques, les taux de mortalité sont supérieurs a 50% ; expliqués par un échec
des premicres lignes de traitement augmentant le délai d’obtention d’une thérapeutique efficace,
facteur crucial dans la prise en charge des infections graves (Nordmann, Cuzon, et Naas 2009;
Kumar et al. 2006; Bratu et al. 2005). Les E-KPC sont préférentiellement a 1’origine

d’infections systémiques chez des patients immunodéprimés ayant une forte charge en soins,
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porteurs de différents dispositifs médicaux dont les cathéters et sondes urinaires (Nordmann,
Cuzon, et Naas 2009). Les antécédents de traitements antibiotiques sont un facteur de risque
majeur chez ces patients, une étude a révélé que sur 58 patients infectés par K. pneumoniae
KPC, seuls douze avaient précédemment regu des carbapénémes, en revanche tous avaient été
traités par B-lactamines ou fluoroquinolones (Bratu et al. 2005).

Un fait inquiétant est la description récente de variants de la BLSE CTX-M-15, la CTX-M-33,
qui possédent une faible activité de carbapénémase. Au regard de la diffusion mondiale de cette
enzyme, 1’existence de tels variants est une réelle menace pour 1’avenir des carbapénémes

(Poirel et al. 2019).

1.2.5.2 Carbapénémases de classe B — Metallo-B-lactamases (MLB)

Les carbapénémases de classe B, appartiennent au groupe 3 selon la classification de Bush et
Jabobi (Ambler 1980; Bush et Jacoby 2010). L’hydrolyse enzymatique des B-lactamines
nécessite une interaction avec les ions Zn?" d’ou la nomination de métalloenzyme (De Angelis
et al. 2020; Nordmann, Dortet, et Poirel 2012). Par conséquent, I’acide éthyléne diamine tétra-
acétique (EDTA) qui est un chélateur d’ions inhibe le fonctionnement de I’enzyme. En dehors
de cette molécule, il n’existe pas actuellement d’inhibiteur des MLB (Nordmann, Dortet, et
Poirel 2012). Cette classe hydrolyse toutes les B-lactamines a I’exception de ’aztreonam
(Figure 7-B) (De Angelis et al. 2020; Nordmann, Dortet, et Poirel 2012).

Initialement, les MLB ont été décrites au sein des chromosomes de souches environnementales
telles que Bacillus cereus, Aeromonas spp. et Stenotrophomonas maltophilia (Nordmann,
Dortet, et Poirel 2012). C’est au cours des années 1990 qu’elles sont retrouvées parmi des
souches de Pseudomonas spp. et d’Entérobactérales (Nordmann, Dortet, et Poirel 2012).

Il existe une grande variété d’enzymes au sein des MBL. Les trois MBL les plus fréquemment
isolées parmi les Entérobactérales sont les enzymes de type NDM, VIM et IMipenem-resistant
Pseudomonas (IMP) (De Angelis et al. 2020; Nordmann, Dortet, et Poirel 2012; Wilson et
Torok 2018). Les IMP ont été les premicres décrites parmi les Entérobactérales. IMP-1 a été
mis en évidence au sein d’une souche de S. marcescens au Japon en 1991 (Ito et al. 1995).
Depuis, les IMP ont été retrouvées a travers le monde et 85 variants ont été décrits. Les
premicres descriptions des enzymes de type VIM au sein des Entérobactérales sont plus
récentes, 2002 au sein de souches de S. marcescens, C. freundii et E. cloacae en Chine (Scoulica
et al. 2004; Yum et al. 2002). VIM-1 sera décrite pour la premiere fois en Europe en 2003,

retrouvée au sein de souches de E. coli en Grece (Scoulica et al. 2004). Depuis, 69 variants sont
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disponibles dans les bases de données. Les enzymes de types NDM sont les derniéres a avoir
été isolées en 2008 portées par une souche de K. pneumoniae issue d’un prélévement d’urines
chez un patient suédois qui avait été hospitalisé a New-Dehli (Yong et al. 2009). Depuis, elle a
été décrite a travers le monde, mais c’est essentiellement sur le sous-continent Indien qu’elle
représente un probléme de santé publique majeur (Nordmann, Dortet, et Poirel 2012). En effet,
diverses especes d’Entérobactérales productrices de NDM-1 ont été retrouvées au sein de
prélévements environnementaux : eaux et robinets a New-Dehli, suggérant une diffusion
environnementale. Ces données sont confortées par des enquétes de prévalence provenant
d’autres pays du continent ; au Pakistan, les taux de colonisation par des souches productrices
de NDM sont 18% en population générale. Il existe de nombreux échanges entre les pays du
continent Indien et les pays des Balkans et du Moyen Orient; ceux-ci se traduisent
microbiologiquement par une augmentation de la prévalence des souches NDM dans ces
régions qui constituent actuellement le second réservoir mondial (Nordmann, Dortet, et Poirel
2012). En plus de cette diversité géographique, il existe une diversité¢ génomique, 29 variants
du géne blanpy ont été décrits (De Angelis et al. 2020).

Les enzymes de type IMP et VIM sont associées aux intégrons de classe 1 dont les cassettes
portent différents génes de résistance aux antibiotiques conférant aux souches des phénotypes
eXtensively Drug Resistant (XDR).

L’environnement génétique des genes blanpy se constitue en 5’ d’une séquence d’insertion
ISAbal25 (Nordmann, Dortet, et Poirel 2012). Deux copies de cette séquence d’insertion
constituent les extrémités du transposon Tnl25 retrouvé chez A. baumannii. Aussi, I’arrivée
des genes blanpurau sein des Entérobactérales serait un évenement en deux temps : (i) passage
du gene blanpy depuis une espece bactérienne environnementale inconnue vers les souches de
A. baumannii, hypothése supportée par les forts taux de pourcentage CG des génes constituant
le transposon (i) intégration d’une part du transposon Tnl125 au sein de différents plasmides
portés par des Entérobactérales (Nordmann, Dortet, et Poirel 2012).

A Textrémité 3’ du géne blanpy est retrouvé le géne bleyrs codant pour une protéine
responsable de la résistance a la bléomycine (PRB). Les deux genes forment un opéron dont le
promoteur se situe au sein de la séquence d’insertion ISAbal25. La production de la PRB a
deux conséquences. Tout d’abord, la bléomycine est synthétisée par des souches
environnementales telles que les Streptomyces spp. ainsi, résister a cette molécule confére a la
bactérie un avantage pour survivre dans 1’environnement. Enfin, la PRB a une action sur la
protéine RecA, impliquée dans les phénoménes de recombinaison homologues de I’ADN (Bell

2005). Cette relation PRB-RecA a pour effet de diminuer le nombre de mutations dans le
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génome, stabilisant ainsi les souches productrices de la PRB et de NDM-1 (Nordmann, Dortet,
et Poirel 2012).

A Tl’inverse des autres cabapénemases, les génes blanpy ne sont ni associés a une espece
bactérienne particuliére, ni a un groupe d’incompatibilité¢ plasmidique donné. Par conséquent,
ils ont été retrouvés au sein de trés nombreuses especes d’Entérobactérales et de trés nombreux
plasmides de famille et de taille variées tels que IncA/C, IncF, IncH, IncL/M, IncN et IncX
(Nordmann, Dortet, et Poirel 2012; Wilson et Torok 2018).

Les taux de mortalité des infections causées par des Entérobactérales productrices de MBL sont
variables. Des études réalisées chez des souches de K. pneumoniae productrices de VIM-1
responsables de bactériémies retrouvaient des taux de mortalit¢é de 23% contre 43% pour
diverses infections causées par des souches de Enterobacter cloacae complexe (Daikos et al.
2009; Falcone et al. 2009). D’autres études enregistraient des taux de mortalité allant de 13 a

55% pour les infections secondaires Entérobactérales productrices de NDM.

1.2.5.3 Carbapénémases de classe D — paragraphe issu du texte « La saga de ’OXA-

48 : voyage express chez les entérobactérales » newletter SFM Juin 2022

L’enzyme oxacillinase 48 (OXA-48) et ses variants sont les carbapénemases les plus
fréquemment retrouvées en France (Dortet et al. 2017). L’OXA-48 a pour origine ’OXA-54
présente dans le chromosome de Shewanella oneidensis (Poirel, Héritier, et Nordmann 2004).
Elle a été décrite pour la premicre fois en 2001 sur un plasmide porté par une souche de
Klebsiella pneumoniae isolée a partir d’un examen cytobactériologique des urines a Istanbul en
Turquie (Poirel et al. 2004). Dans les pays du bassin méditerranéen, la circulation de ’OXA-
48 est endémique ; elle est responsable d’épidémies intra-hospitalieres en Europe, en Afrique
du Sud, en Chine et en Australie (Pitout et al. 2019).

L°’OXA-48 a une activité hydrolytique vis-a-vis des pénicillines et des carbapénémes dont
I’imipénéme, ’ertapénéme et le meropénéme mais peu ou pas d’activité vis-a-vis des
céphalosporines de troisiéme génération. L’OXA-48 est faiblement inhibée par les IBL de
classe A (Figure 7-C, Figure 8-A) (Dautzenberg et al. 2014).

En I’absence d’autre mécanisme de résistance associ€, la détection des souches productrices
d’OXA-48 peut étre difficile du fait de (i) la faible hydrolyse des carbapénémes qui peut alors
passer inapergue, et (ii) ’absence de tests phénotypiques simples tels que ceux basés sur les
inhibiteurs de beta-lactamases (Bush et Jacoby 2010; Skalova et al. 2017). Lorsque ’OXA-48

est associée avec d’autres mécanismes de résistances tels que la production de BLSE, une
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hyperproduction de la céphalosporinase AmpC, une hyperproduction de pompes d’efflux et/ou
la fermeture ou perte de porines, c’est alors que les problématiques thérapeutiques se posent

(Figure 8-B, Figure 8-C) (Nordmann, Naas, et Poirel 2011).
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Figure 8 : Phénotypes de résistance aux f3-lactamines de trois espéces d’Entérobactérales productrices de la carbapénémase OXA-48

Abréviations IMP : Imipénéme, TIC : Ticarcilline, FEP : Céfépime, AMP : Ampicilline, TEM : Témocilline, CRO : Ceftriaxone, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, CZD : Ceftazidime,
PTZ : Pipéracilline — Tazobactam, ETP : Ertapénéme, ATM : Aztréonam, CXN : Céfalexine, MEM : Méropéneme, MEC : Mécillinam, FOX : Céfoxitine, FAM : Céfamandole

Figure 8-A, souche de Escherichia coli productrice de OXA-48 est résistante aux pénicillines, a la témocilline et présente une hydrolyse faible des carbapénémes, notamment 1’ertapénéme.
Figure 8-B souche de Klebsiella pneumoniae productrice de OXA-48 et de la BLSE CTX-M-15.

Figure 8-C souche de Citrobacter freundii, hyper produisant sa céphalosporinase CMY, et produisant la carbapénémase OXA-48 et la BLSE CTX-M-15.

Les figures 8-B et 8-C illustrent la perte des molécules disponible par ’addition d’autres mécanismes de résistance qu’ils soient chromosomiques et/ou plasmidiques.

Photographie : laboratoire de microbiologie, CHU de Caen Normandie, Crédits : Gravey Frangois
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Une étude des souches productrices de I’OXA-48 dans les pays Européens et Nord-Africains
retrouvait une co-production de I’OXA-48 avec une BLSE dans 75% des cas, principalement
la CTX-M-15 (A Potron et al. 2013). Actuellement, la base de données des beta-lactamases
(http://bldb.eu/) contient plus de 50 enzymes décrites comme variants de 1’OXA-48, qui
constituent la famille des OXA-48 like (Dabos et al. 2022) . Ces enzymes posseédent des
capacités d hydrolyse variables. Certaines ne sont plus des carbapénémases mais présentent une
affinité uniquement vis-a-vis des C3G, par exemple : OXA-163 et OXA-405 (Dabos et al. 2022;
Oueslati et al. 2019). Le gene blaox-4s est inséré au sein du transposon Tn1999 dont il existe

cinq formes variantes (Figure 9) (Pitout et al. 2019).

Gene tir présent dans un plasmide de type IncL

— T

Motif dupliqué : CGTTCAGCA

Tn1999.1 ATir [ 151999 blaoys.aa lysR 151999 ATir

ni3a0d AT 151999 KIS bl R 1999 W AT
Tn1999.3
Atir WY 151999 — [ — IysR 151999 | ATir
Tn1999.4
ATir 151999 — blaoxass AlysR ISEcp1 blacrp.is TnpA AlysR 151999 Tir

Tn2015

Tn1999.5

151999

151999

Figure 9 : Organisation des différents transposons Tn1999 porteurs de la carbapénémase OXA-48

Représenté en vert le géne de blaoy.-4s dont I’environnement génomique varie au regard des types de transposons

Dans sa forme la plus simple Tn1999.1, le transposon est composé de deux séquences
d’insertion IS1999 en miroir qui entourent le géne blaoxs-4s, et un geéne codant pour un
régulateur transcriptionnel LysR (Figure 9). Les transposons Tn1999.2 et Tn1999.3 portent en
plus, tous les deux, une copie de la séquence d’insertion ISIR en amont du géne blaoxa-4s
(Figure 9). Le Tn1999.3 aussi porte une seconde copie de I’IS1R située entre les génes blaoxa-
48 et lysR ceci a pour effet de créer un promoteur fort responsable d’une activité enzymatique
deux fois plus importante (Pitout et al. 2019). Les transposons Tn1999.4 et Tn1999.5 sont tous
les deux des variants du Tn1999.2. Dans chacun d’entre eux, le geéne /ysR est tronqué par

I’insertion du transposon Tn2015 porteur du gene de la BLSE blacrx-m-15 (variant Tn1999.4) et
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la séquence d’insertion ISKpn19 (Tn1999.5) (Figure 9). Dans une étude portant sur plus de 100
souches productrices de OXA-48 isolées entre 2001 et 2011 en Europe et en Afrique du Nord,
le Transposon Tn1999.2 était le variant le plus fréquemment retrouvé (78%) (A Potron et al.
2013). Le motif génomique d’insertion reconnu par le Tn1999 consiste en une duplication d’un
motif cible de neuf paires de bases : CGTTCAGCA présentes dans le géne tir, qui code pour
protéine d’inhibition de transfert (Poirel, Bonnin, et Nordmann 2012; Anais Potron, Poirel, et
Nordmann 2014). Des études de conjugaison ont démontré que I’interruption du gene tir par
I’insertion du transposon Tn1999 engendre la synthése d’une protéine non fonctionnelle et de
ce fait, une augmentation de 50 a 100 fois le taux de transfert conjugatif du plasmide (Anais
Potron, Poirel, et Nordmann 2014).

Les transposons Tn1999 porteurs de I’OXA-48 sont retrouvés au sein de plasmides de type IncL
dans plus de 90% des cas tandis que les autres carbapénémases telles que KPC et NDM sont
souvent trouvées sur des plasmides appartenant aux groupes IncF et IncN (A Potron et al. 2013;
Kopotsa, Osei Sekyere, et Mbelle 2019). Les plasmides IncL. mesurent entre 60 et 70 kb et,
classiquement, ils ne contiennent pas d’autres genes de résistance aux antibiotiques ; ils sont en
faible nombre de copies dans la cellule (Skalova et al. 2017; Poirel, Bonnin, et Nordmann 2012;
Kopotsa, Osei Sekyere, et Mbelle 2019; Carrér et al. 2010). IIs portent également des opérons
de transfert tra et trb qui codent pour les pili de type IV impliqués dans le mécanisme de
conjugaison. Bien que définis comme broad-host range plasmids, des travaux ont démontré le
possible transfert des plasmides IncL entre especes d’Entérobactérales mais n’ont pas réussi a
transmettre ce plasmide aux souches de Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii.
Ces données peuvent expliquer 1’association de I’OXA-48 avec les entérobactérales (Poirel,
Bonnin, et Nordmann 2012).

Les génes blaoxs-4s ont été retrouvés dans d’autres familles de plasmides que IncL, chez
lesquelles I’insertion du transposon ne s’est pas effectuée sur le géne tir. Par exemple, le
transposon Tn1999 a été retrouvé au sein d’un plasmide non groupable de 150 kb isolé d’une
souche de K. pneumoniae, dans lequel Tnl1999 interrompait un géne codant pour une
phosphoadenosine phosphosulfate reductase (Nordmann, Naas, et Poirel 2011; Carrér et al.
2010).

Des intégrations chromosomiques du géne blaox.-4s ont été décrites ; via le transposon Tn6237,
notamment au sein du clone ST38 de Escherichia coli (Turton et al. 2016).

Selon les travaux, au moment du diagnostic de ’OXA-48, de 22% a 47% des patients portaient
plusieurs especes productrices de I’enzyme allant parfois jusqu’a cinq de fagon concomitante

(Dautzenberg et al. 2014; Skalova et al. 2017). Ces données peuvent s’expliquer par le haut
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pouvoir conjugatif des plasmides IncL ayant le géne fir tronqué. A I’inverse des autres types
d’enzymes, telles que les KPC et VIM dont la dissémination est fréquemment associée a un
clone bactérien épidémique, la diffusion de ’OXA-48 a une dynamique populationnelle
différente, avant tout basée sur la diffusion du gene a travers de nombreuses especes au sein
d’un hote. Cette particularité explique les trés nombreuses populations d’entérobactérales au
sein desquelles I’OXA-48 a été retrouvée (Mairi et al. 2018).

Fréquemment isolées a partir de prélévements de dépistage tels que les écouvillonnages rectaux,
les souches productrices d’OXA-48 peuvent par la suite étre responsables d’infections
profondes dans des proportions variables selon les travaux, de 18 a 65% (Dautzenberg et al.
2014; Jolivet et al. 2021). Une étude réalisée aux Pays-Bas retrouvait un taux de mortalité toutes
causes confondues de 30% parmi les patients infectés par une souche productrice d’OXA-48.
En 2014, une étude portant sur 1000 souches recues par le CNR, les enzymes de type OXA-48-
like représentaient 86% du panel, trés loin devant les NDM (8%) et KPC (2%) (Dortet et al.
2017)

Le groupe European Survey of Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae (EuSCAPE)
classait la situation frangaise au stade quatre, sur une échelle qui en compte cing, vis-a-vis de
la dissémination des OXA-48 c’est-a-dire la présence d’une dissémination interrégionale de
I’enzyme a 1’échelle du territoire national (Albiger et al. 2015). Enfin, il est a noter que les
souches productrices d’OXA-48 n’ont pas été exclusivement isolées de prélévements humains.
Le gene blaoxa-4s a été retrouvé a partir de prélévements environnementaux réalisés dans les
hdpitaux en contexte épidémique : surfaces, matelas, éviers, toilettes ; mais aussi a partir d’eaux
usées, ou d’animaux de compagnie (chats, chiens, chevaux) (Mairi et al. 2018). Tous ces

réservoirs constituent des routes de transmission possibles jusqu’a I’Homme.

1.2.6 Résistance non enzymatique aux f-lactamines : diminution d’acces a

la cible

D’autres mécanismes non enzymatiques contribuent a la résistance aux B-lactamines chez les
Entérobactérales (De Angelis et al. 2020; Blair et al. 2015). Les principaux concourent a une
réduction de la concentration antibiotique sur son lieu d’action : le périplasme (Blair et al.
2015).

Deux mécanismes sont décrits et peuvent co-exister : (i) atteinte qualitative ou quantitative des

porines qui ont pour effet de diminuer la perméabilité¢ membranaire externe et donc la quantité
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d’antibiotique qui pénétre dans I’espace périplasmique (Poulou et al. 2013; Lavigne et al. 2013;
Szabd et al. 2006) (ii) modification d’expression des pompes d’efflux qui augmente I’export
des molécules antibiotiques vers le secteur extracellulaire (Bornet et al. 2003; Gravey et al.
2020). A noter que les modifications d’expression des pompes d’efflux n’ont pas uniquement
pour effet de modifier I’efficacité des B-lactamines mais ont des conséquences sur d’autres
classes antibiotiques dont les quinolones, la tétracycline ou encore le chloramphénicol (Gravey
et al. 2020).

Les modifications fonctionnelles peuvent étre la conséquence de mutations affectant
directement les éléments constitutifs des porines et/ou des pompes d’efflux (Poulou et al. 2013);
mais peuvent aussi étre la conséquence d’altérations dans les voies de régulation de leur
expression (Bornet et al. 2003). L’expression des pompes Resistance Nodulation Division
(RND) qui ont été décrites comme impliquées dans des phénotypes de multi-résistance chez les
Entérobactérales répond a différentes voies de régulation impliquant des génes appartenant a la
famille des TetR et AraC—XylS (Weston et al. 2018; Blair et al. 2015).

Ces régulateurs sont organisés sous forme d’opérons au sein desquels des mutations engendrent
une hyper-transcription des génes codant pour différentes pompes RND, se manifestant par des
phénotypes de résistantes croisées (Blair et al. 2015). A noter que certains opérons contrdlent a
la fois I’expression des pompes RDN et des porines. Ainsi, I’opéron ramAR régule 1’expression
des génes acrA, acrB et tolC, mais aussi la post-transcription de ompF via I’ ARN antisens micF
(Gravey et al. 2020).

A noter que des geénes codants pour des pompes Resistance-Nodulation-cell Division (RND)
ont été retrouvés au sein de plasmides de type IncH1 qui portaientt également la carbapénémase
blanpy1 (Dolejska et al. 2013).

Ces mécanismes qui concourent a la diminution des concentrations de B-lactamines au sein de

I’espace périplasmique agissent en synergie avec les mécanismes de résistance enzymatiques.
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1.3 Apport du séquencage a haut débit dans le suivi de la
diffusion des BMR

1.3.1 Rappels historiques

Depuis la naissance de la microbiologie, il n’y a eu de cesse d’isoler, de cultiver, d’identifier
les micro-organismes, notamment ceux responsables d’infections (Uelze et al. 2020).
L’identification des espeéces bactériennes a connu de nombreuses évolutions basées sur les
caractéristiques morphologiques macro- et microscopiques, les caractéres biochimiques, les
résistances naturelles aux antibiotiques, les différentes atmosphéres de croissance, jusqu’a
I’arrivée des nouvelles technologies basées (i) sur des analyses moléculaires telles I’étude des
séquences codantes pour I’ARN 16S et/ou (ii) sur les analyses des contenus protéiques des
bactéries telle que la spectrométrie de masse (Bizzini et Greub 2010; Stackebrandt et Goebel
1994). Toutes ces analyses concourent a obtenir d’une bactérie étudiée son indentification
d’espece. Néanmoins, il est parfois nécessaire de discriminer les bactéries appartenant a la
méme espece, notamment lors d’exploration d’épidémie, de diffusion de la résistance aux
antibiotiques et/ou de facteurs de virulence (Uelze et al. 2020; Sabat et al. 2013). Aussi, des
méthodes dites de typage ont été développées ; elles permettent une différenciation bactérienne
au sein de la méme espece (Sabat et al. 2013).

Les premiéres méthodes de typage développées étaient phénotypiques, basées sur 1’utilisation
d’anticorps dirigés contre des antigénes bactériens, de paroi et/ou de flagelle le plus
fréquemment (F. Kaufffman 1947). Lorsque 1’anticorps utilisé est spécifique de I’antigéne
bactérien, une réaction de précipitation s’effectue ; caractérisée par le terme d’agglutination.
Dés 1930, des réactions de sérotypage permettaient une identification de la sous espece
bactérienne (Uelze et al. 2020). Par la suite, d’autres méthodes de typage ont été¢ développées.
Le changement considérable de paradigme a été causé la capacité d’extraire ’ADN et le
développement de biologie moléculaire. Le plasmid fingerprint est 'une des premicres
méthodes proposées au cours des années 1980 (Uelze et al. 2020). Le principe consiste, apres
extraction de I’ADN bactérien, a faire migrer I’ensemble du contenu sur un gel d’agarose. Il
n’y aura pas modification de la migration de I’ADN chromosomique car les souches
appartiennent a la méme espece. En revanche, des bandes de migration surnuméraires peuvent
apparaitre. Celles-ci correspondent au contenu plasmidique des souches. Ainsi, si deux souches

de la méme espéce sont épidémiologiquement liées alors elles partagent le méme contenu
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plasmidique (Tenover 1985). Cette hypothese était confrontée aux résultats de la migration.
Cette technique a été¢ utilisée pour le suivi de la diffusion de souches épidémiques
communautaires et nosocomiales (Tenover 1985).

Le pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) s’est secondairement imposé comme méthode de
référence pour la comparaison de souches bactériennes dés la fin des années 1980. Le principe
de cette méthode repose sur la fragmentation de ’ADN bactérien par des enzymes de
restriction. Le nombre et la taille des différents fragments obtenus sont révélés a la suite de la
migration sur gel. Ces méthodes de PFGE, harmonisées pour certaines especes, seront trés
utilisées jusque dans les années 2000 (Uelze et al. 2020; Sabat et al. 2013).

Le développement de la Polymerase Chain Reaction (PCR) a rendu possible I’amplification de
séquences d’ADN spécifiques. Les concentrations d’ADN obtenues aprés amplification
permettaient une étude des séquences nucléotidiques via la méthode de séquencage Sanger
(Uelze et al. 2020).Le Multi-Locus Séquence Typing (MLST) étudie les séquences
nucléotidiques de sept ou huit génes de ménage. Pour chaque géne, un répertoire d’alleles
connus existe dans lequel a chaque all¢le de chaque geéne est attribué un numéro. Ceci aboutit
a ’obtention d’une succession de sept chiffres qui est traduite en un numéro unique : le
Séquence Type (ST) (Uelze et al. 2020; Larsen et al. 2012). C’est en 1998 que cette approche
a été pour la premicre fois proposée pour des souches de Neisseria meningitidis, afin de pallier
la faible reproductibilité des techniques de typage phénotypiques (Larsen et al. 2012; Maiden
et al. 1998). Cette technique présentait un bon pouvoir de discrimination au regard des
différentes méthodes de typage d’alors. Elle est reproductible mais néanmoins coliteuse et
laborieuse lorsqu’elle repose sur I’approche PCR + séquencage Sanger (Uelze et al. 2020).

De trés nombreuses méthodes de typage basées sur les technologies de biologie moléculaire
et/ou séquencage de premiére génération ont été proposées . Repetitive-element polymerase
chain reaction (rep-PCR) ayant permis la création d’un automate a succes : le Diversilab, ou
encore utilisation de puces micro-array qui permettaient la détection des nombreux éléments
génomiques en une seule analyse tels que la recherche concomitante de Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), la présence de variants alléliques pour le MLST, des éléments
plasmidiques ou encore des genes de résistance aux antibiotiques (Sabat et al. 2013).

Au cours de la seconde partie des années 2000, dix ans apres le premier séquencage du génome
entier d’une souche de Haemophilus influenzae par Craig Venter, Hamilton Smith et
collaborateurs, les solutions de séquengages capables de générer une trés grande quantité de
données par cycle apparaissent dans les laboratoires et plateformes spécialisées (Fleischmann

et al. 1995; Loman et Pallen 2015). Le déploiement des solutions de séquengage s’est
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accompagné (i) d’une diminution des cotts (ii) d’'une augmentation exponentielle des génomes
séquencés et disponibles au sein des bases de données (iii) du développement des solutions bio-
informatiques permettant d’analyser et valoriser ces nouvelles données (Loman et Pallen 2015).
L’accessibilité¢ des données génomiques a révolutionné la microbiologie dans tous les aspects

et notamment, le domaine du typage bactérien (Uelze et al. 2020; Loman et Pallen 2015).

1.3.2 Typage bactérien a I’ére de la génomique

La révolution apportée par le séquencage complet des génomes pour le typage des souches
bactériennes est de deux ordres. Tout d’abord, ces technologies permettent d’avoir acces a
I’ensemble des informations génomiques présentes dans la cellule. Aussi, elles apparaissent
comme capables de fournir le plus grand pouvoir de discrimination et la plus fine résolution
pour différencier deux isolats appartenant a la méme espéce bactérienne (Medini et al. 2008).
Le plus haut pouvoir de discrimination car « tout » le contenu génomique est comparé entre
deux souches ; la plus fine résolution s’explique par la capacité d’analyse des outils développés
qui permettent une comparaison des souches « au nucléotide pres » (Medini et al. 2008). La
seconde transformation que la génomique apporte dans le domaine du typage bactérien, est
qu’elle se substitue a la plupart des anciennes méthodes phénotypiques. Aussi, obtenir un
génome bactérien, c’est pouvoir rattacher la souche étudiée aux anciennes méthodes de typages,
tout en ayant accés a un monde de comparaisons nouvelles. Enfin, sous réserve d’avoir a
disposition de trés grandes capacités de calcul bio-informatique, les analyses de génomique

comparative ne sont pas limitées par le nombre de souches étudiées.

1.3.2.1 Recherche d’éléments connus au sein d’un génome

Le séquengage bactérien est principalement réalis¢ aujourd’hui via la technologie Illumina qui
nécessite de scinder les génomes bactériens en millions de séquences d’ADN dont la taille peut
varier de 150 a 300 paires de bases (pb). Les informations issues des séquenceurs sont donc des
fichiers qui contiennent des millions de séquences nucléotidiques de 150 a 300 pb associées a
un indice qualité appelé le Phred score ; ces deux informations associées sont appelées reads.
(van Dijk et al. 2014; Quail et al. 2008; Ewing et al. 1998). Les fichiers qui contiennent ces
millions de reads générés sont appelés fastq. Le phred score dénommé (Q) est reli¢ a la

probabilité¢ d’erreur du séquenceur (P) selon la formule suivante : Q = -10 logio(P). Ainsi un
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phred score d’une valeur de 10 équivaut a une probabilité d’erreur d’une base sur dix, un phred
score d’une valeur de 30 équivaut a une probabilité d’erreur d’une base pour mille (Ewing et
al. 1998).

La capacité des analyses génomiques a se substituer aux techniques phénotypiques usuelles est
basée sur la possibilité d’extraire des informations pertinentes depuis les données séquencées
en les comparant aux informations contenues au sein de bases de données. Pour ce faire, deux
grandes approches existent : (i) réaliser un alignement entre le génome assemblé et les bases de
données ou (ii) réaliser un alignement entre les données brutes du séquencage (les reads) et les

base de données (Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019).

b Assembly-based versus read-based approach

Clean reads EE Reference alleles Clean reads

l De novo assembly ’ Readmapping
Assembled contigs * - (Bowtie or BWA)

Reference

BIASTior hmmscan Gene finding database
and annotation
———

Reference database — S —
(CARD, Resfinder or Resfams) _ Coverage estimation and variant detection

—

Figure 10 : Présentation des deux approches permettant de rechercher des informations a partir des
données de séquencage

A gauche approche basée sur ’assemblage : les reads contenus dans les fichers fastq sont assemblés en séquences
nucléotidiques. Ce sont ces séquences qui sont comparées a celles contenues dans les bases de données. A droite, les reads des

fichiers fastq sont mappés contre des séquences contenues au sein des bases de données.

Image issue de la figure 2 de I’article “Sequencing-based methods and resources to study antimicrobial resistance” publiée en

2019 par Boolchandani et al en 2019.

Les approches basées sur la comparaison de séquences nécessitent en premier lieu d’assembler
les reads contenus dans les fichiers fastq en séquences nucléotidiques de plus grande taille.
Cette étape est le plus fréquemment réalisée sans a priori ¢’est-a-dire sans ’appui d’'un génome
de référence ; il s’agit de ’assemblage de novo (Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019). Pour
ce faire, les reads sont découpés en séquences d’une longueur k. Toutes les séquences d’ADN
ayant la longueur k sont appelées kmers. Les séquences sont construites par la succession de
kmers se chevauchant (Figure 11) (Sohn et Nam 2016). L’organisation de ces kmers forment
un réseau appelé le graphe de De Bruijn. (Figure 11) (Sohn et Nam 2016). La séquence
nucléotidique déduite de ce réseau est basée sur le chemin optimum qui permet de lier les points

entre eux appelé le chemin de Euler (Figure 11) (Sohn et Nam 2016).

38



Il existe de nombreux algorithmes disponibles, dont SPAdes, Velvet et SOAPdenovo
(Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019; Bankevich et al. 2012). Les séquences produites
forment alors les contigs qui peuvent étre orientés et ordonnés constituant les scaffolds (Sohn
et Nam 2016). A noter que les processus d’assemblage de novo sont trés impactées par les

erreurs de séquencage (Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019).

A Short read to k-mers (k=4) B Eulerian de Bruijn graph

AAAGGCGTTGAGGTT o %,
AAAG AAGG 3’ AGGT GGTT % GTTT
AAAG %, IS
AAGG 3 $
G88¥T C Hamiltonian de Bruijn graph
GTTG TGAG. TTGA!
TTGA
TGAG GAGo G116
GAGG AAAG AAGG AGGT GGTT GTTT
AGGT
GGTT AGGC CGTT,

GGCG GCGT)

Figure 2. (A) In the de Bruijn graph approach, short reads are split into short k-mers before the de Bruijn graphs are built. (B) In the Hamiltonian approach, the k-mers
(or sequences) are the nodes, whereas they are the edges in the Eulerian approach. The k-mers are connected to neighbors by overlapping prefix and suffix (k-1)-mers.

Figure 11 : Présentation du fonctionnement de [’assemblage de novo basé sur le chevauchement des kmers

d’une longueur 4 et la formation de graphes de De Bruijn

Figure issue de ’article “The present and future of de novo whole-genome assembly” publié en 2018 dans la revue Briefings

in Bioinformatics par Sohn et al.

Lorsque le génome est assemblé, il est alors possible de rechercher en son sein la présence ou
I’absence de genes ou de protéines d’intérét. Ces recherches sont basées sur ’homologie de
séquences et sont possibles par différents algorithmes dont blast, diamond, ou encore usearch
(Altschul et al. 1990; Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019).

La seconde approche consiste a aligner (terme souvent remplacé par 1’anglicisme mapper ou
mapping) les reads issus du séquencage directement sur des séquences de référence. Pour ce
faire, les reads peuvent étre utilisés « tels quels » via des algorithmes dont les principaux sont
Burrows-Wheeler transform et Bowtie2 ; ou alors les reads sont classés selon leur composition
en kmer et ce sont ces kmers qui seront recherchés au sein des geénes ou protéines d’intérét
(Langmead et Salzberg 2012; Li et Durbin 2009; Clausen, Aarestrup, et Lund 2018). Les
approches par kmer sont plus rapides et demandent moins de ressources ; elles sont au cceur du

développement de nombreuses approches bio-informatiques (Clausen, Aarestrup, et Lund
2018).
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Il n’existe pas actuellement de consensus sur les bonnes pratiques en bio-informatique indiquant
quelle approche préférer (Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019). Les choix de méthode
peuvent dépendre des données génomiques a disposition. En effet, pour les génomes qui sont
séquencés pour un projet, tous les types de fichiers sont a disposition, ce qui n’est pas vrai
lorsque les travaux incluent des génomes issus de bases de données pour lesquels fréquemment,

seuls les d’assemblages, les fichiers fasta sont disponibles.

1.3.2.2 Typage bactérien a I’échelle de la cellule

Les analyses in silico ont parfaitement et facilement remplacé la détermination du séquence-
type pour les souches séquencées. Alors que cette analyse était réservée aux laboratoires
spécialisés, I’accés aux génomes a permis de détecter de plus en plus d’alleles au sein des
especes, permettant un meilleur apercu de la diversité populationnelle. Ainsi, au sein de la base

de données https:/bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/, le nombre de séquence types pour le

phylogroupe K pneumoniae est passé de 40 en avril 2005 a 6239 en octobre 2022 représentant
3244 alleles répartis parmi les sept génes étudiés.

La détermination du sérotype bactérien est un élément trés important de la caractérisation des
souches bactériennes car il a été démontré des relations entre le sérotype et ’origine des
souches, leur virulence et leur pathogénicité (Uelze et al. 2020).Premier élément de typage
décrit, le nombre de sérotypes est trés important notamment chez Salmonella spp qui compte
plus de 2600, tandis que E. coli en compte 190 et Shigella spp 54 (Uelze et al. 2020).

La détermination des sérotypes est le plus fréquemment basé sur la recherche des antigénes de
paroi O et I’antigéne flagellaire H tous deux résumés par un chiffre. Cette nomenclature est
parfois trés connue du grand public comme la souche E. coli O157:H7 productrice de shiga-
toxine responsable de toxi-infection alimentaire et pour laquelle les infections peuvent se
compliquer d’un syndrome hémolytique et urémique mettant en jeu le pronostic vital.

Pour K. pneumoniae, 1’expression de la capsule est sous le contrdle du locus cps dont la
structure peut varier en fonction des populations étudiées (Brisse et al. 2013; Chiarelli 2020).
Néanmoins, six génes sont conservés dont wzi qui code pour une protéine intervienant dans
I’adhésion de la capsule a la membrane externe de la cellule (Brisse et al. 2013). L’étude de la
variation des séquences du géne wzi permet de déduire le sérotype K des K. pneumoniae dans
95% des cas (Brisse et al. 2013).

Chez Salmonella spp, I’antigéne O répond a I’expression de différents genes : la flippase wzx,

la polymerase wzy ainsi que des génes appartenant au cluster 7/b. Ainsi, il peut étre parfois
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difficile d’obtenir une prédiction in silico fiable. Pour pallier ces contraintes, des approches
basées sur 1’é¢tude du core génome MLST (voir infra) sont proposées. Le concept de cette
approche est d’utiliser des souches de référence dont le sérotype a été déterminé
phénotypiquement puis d’attribuer a la souche étudiée le sérotype de la souche de référence
dont elle est le plus proche. Cette stratégie permet d’obtenir un sérotype a partir de génomes
qui peuvent présenter des assemblages incomplets dans les régions codant pour les antigénes
d’intérét (C. E. Yoshida et al. 2016).

Le contenu du génome en ADN étranger peut aussi €tre étudié¢ a partir des données de
séquencage. En premier lieu, les génomes bactériens sont trés riches en séquences de
bactériophages : les prophages qui participent a la diversit¢ génomique d’une population
(Herridge et al., s. d.). Différents outils permettent la détection de ces séquences virales dont
Prophage Hunter, MARVEL, PHAST et PHASTER (Arndt et al. 2016). Ces algorithmes
recherchent les différents constituants de phages : protéines de lyse, génes impliqués dans la
réplication ou dans 1’assemblage de I’ADN viral puis établissent un score d’identité et
d’intégrité du phage au sein du génome recherché (Uelze et al. 2020; Arndt et al. 2016).

Les séquences d’insertions et les transposons sont aussi des éléments responsables de la
diversité génomique bactérienne. Différentes approches existent pour leur détection : (i)
recherche de séquences homologues, (ii) recherche sans a priori de séquences répétées, (iii)
recherche hybride entre les deux méthodes précitées basée sur la structure des éléments mobiles.
Selon cette derniére approche, les organisations génomiques compatibles avec la présence
d’¢éléments mobiles sont recherchées telles que les « long terminal repeats » mais ’homologie
entre les séquences connues et les séquences découvertes compte peu ou pas (Bergman et
Quesneville 2007; Uelze et al. 2020). Il existe de nombreuses approches disponibles dont
RepeatFinder ou SMaRTFinder (Uelze et al. 2020).

Peu d’outils existent pour la recherche des plasmides au sein des données séquencées. L’un des
plus populaire est PlasmidFinder qui permet la recherche des plasmids replicons et la
catégorisation selon les groupes d’incompatibilité pour les plasmides retrouvés parmi les
souches d’entérobactérales ou de bactéries a Gram positif (Carattoli et al. 2014; Uelze et al.
2020). D’autres bases de données telles que PLSDB proposent une collection de séquences de
plasmides issus d’une sélection de ce qui est disponible sur ncbi mais aussi un algorithme basé
sur I’approche kmer Mash pour rechercher les plasmides directement a partir des fichiers fastq
(Galata et al. 2019).

Différentes bases de données permettent la recherche des geénes de résistance aux antibiotiques

ainsi que la détection de certaines mutations chromosomiques. Parmi celles-ci, se distinguent
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les bases de données dites généralistes dont les plus connues sont resfinder, pointfinder, deux
solutions développées par 1’équipe du center for genomic epidemiology et the Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD). (Bortolaia et al. 2020; Alcock et al. 2019; Uelze et al.
2020). Ces bases de données contiennent des informations a propos de nombreuses familles de
genes, elles sont pertinentes pour 1’étude de nombreux pathogénes (Boolchandani, D’Souza, et
Dantas 2019). 4 contrario, certains outils sont dédiés a une espéce bactérienne dont MUBII-
TB-DB qui contient les mutations associées a [’antibiorésistance chez Mycobacterium
tuberculosis et u-CARE qui était spécialisée pour la détection de 1’antibiorésistance chez E. coli
(Flandrois, Lina, et Dumitrescu 2014; Saha, Uttam, et Verma 2015). Malgré 1’existence de
bases de données de plus en plus exhaustives, les analyses génomiques n’expliquent pas
toujours les phénotypes observés. Ces manquements sont surtout retrouvés lorsqu’il existe des
variants entre les génes des bases de données et les génomes étudiés. Sans une concordance
parfaite, la prédiction du phénotype est difficile. D’immenses efforts sont faits afin de
d’augmenter la qualité et la quantité des informations disponibles dans les bases de données,
mais aussi de tendre vers une nomenclature consensuelle des génes (Boolchandani, D’Souza,
et Dantas 2019). Enfin, peu de bases de données ont ét¢€ pensées pour la recherche des mutations
chromosomiques autres que les Quinolones Resistance Determining Region (QRDR). De plus,
certains phénotypes s’expliquent par des modifications post-transcriptomiques que les analyses
des séquences d’ADN ne mettent pas en évidence (Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019).
Ces limitations actuelles freinent le développement dans les laboratoires de 1’antibiogramme in
silico (Ellington et al. 2017). Des approches de machine learning sont actuellement développées
pour répondre a des couples « antibiotiques — espéces » comme carbapénémes et Acinetobacter
baumannii, méticillino-résistance et Staphylococcus aureus ou encore cotrimoxazole et
Streptococcus pneumoniae. Par essence, ces analyses sont extrémement dépendantes de la
qualité et dans une moindre mesure, de la quantité des données disponibles pour entrainer le
systéme (Uelze et al. 2020; Boolchandani, D’Souza, et Dantas 2019).

Comme pour les génes de résistance aux antibiotiques, différentes bases de données permettant
la recherche de geénes de virulence ont été développées. Il existe les bases de données
généralistes comme Virulence Finder DataBase (VFDB) qui contient des données issues de 74
genres bactériens, Victors qui est une base manuellement vérifiée qui contient plus de 5000
geénes de virulence issus du monde bactérien, mais aussi viral et fongique (Chen 2004; Sayers
et al. 2019). D’autres sources sont orientées vers un ou plusieurs pathogénes telle que
Virulencefinder qui propose des données pour Listeria monocytogenes, E. coli (principalement

pour les souches productrices de shiga-toxine) et S. aureus (K. G. Joensen et al. 2014). D’autres
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bases spécifiques sont disponibles comme celle dédiée a K. pneumoniae :

https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/.

Ainsi, tous les outils présentés peuvent étre appliqués aux génomes séquenceés. Ils se substituent
aux anciennes techniques de typage phénotypiques tout en apportant une quantité
d’informations trés importantes qui constituent autant d’éléments de comparaison pour
I’analyse de souches suspectes d’étre impliquées dans des phénomenes épidémiques.

Enfin, il est a noter qu’il existe d’autres méthodes de typage in silico qui sont dédiée
spécifiquement a une espece bactérienne. Pour les analyses de E. coli, des outils comme le
FimTyper permettent la caractérisation du géne fimH qui appartient a I’opéron fim codant pour
les fimbriae de type 1 (Roer et al. 2017). Ces données permettent des caractérisations de souches
au sein d’'un méme séquence type comme le E. coli ST131 au sein duquel trois clades sont
définis : fimH41, fimH22 et fimH30 (Roer et al. 2017; Wilson et Torok 2018). Le dernier étant
associé a des phénotypes de multirésistance associant production de BLSE et de résistance aux
fluoroquinolones (Wilson et Térok 2018). D’autres outils permettent la détection toujours chez
E. coli des phylogroupes en associant deux approches : la réalisation de PCR in silico et la
recherche d’homologie de séquences en utilisant I’approche kmer Mash (Beghain et al. 2018).
L’ensemble de ces techniques de typage in silico permettent de dresser la carte d’identité
génomique de la bactérie étudiée. Les analyses génomiques permettent aussi apres avoir étudié
le génome dans sa singularité, de placer la souche au sein d’une population bactérienne dont

différentes échelles sont possibles.

1.3.2.3 Analyses populationnelles

Tout comme il existe plusieurs méthodes pour rechercher un géne au sein de données de
séquencage, différentes solutions existent pour comparer des génomes entre eux (Uelze et al.
2020). Trois seront décrites : (i) les approches basées sur la comparaison des variations
alléliques de genes, (ii) une comparaison des mutations entre différents génomes et (iii) une
approche basée sur la comparaison en contenu nucléotidique utilisant les kmers. Toutes ont en
commun d’aboutir a une matrice de distance entre les génomes étudiés. De ces matrices
pourront étre construits des arbres phylogénétiques via différentes approches de clustering

(Uelze et al. 2020).
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1.3.2.3.1 Approche genes par geéne : core genome Multi Locus Sequence Type
(cgMLST) :
Le core genome MLST est I’application a plus grande échelle du MLST initialement basé sur
sept genes de ménages. C’est une approche dite géne par géne au cours de laquelle, pour chaque
gene constituant le schéma, I’alléle présent dans le génome est recherché et attribué sous la
forme d’un numéro (Schiirch et al. 2018). Ainsi, le core génome MLST d’une souche
correspond a une suite de numéros correspondant aux numéros des alléles retrouvés dans le
génome ¢tudié dont le nombre dépend de I’espéce et du schéma utilisé. La distance entre deux
souches correspond au nombre d’all¢les divergents au regard du schéma utilisé. La matrice de
distance peut étre visualisée sous la forme de clustering hiérarchique, d’arbre de neighbor-
Jjoining ou Minimum-spanning tree. (Schiirch et al. 2018; Uelze et al. 2020). L’intérét du core
génome MLST est qu’il ne dépend pas d’un génome de référence (c.f infra) mais d’un schéma
public qui permet la comparaison inter-laboratoire des données (Schiirch et al. 2018).
Cependant, la gestion des données manquantes peut modifier les résultats d’analyses basées sur
le méme schéma MLST ainsi que I’ajout et/ou le retrait de génomes au sein des analyses
(Hennart et al. 2022). Pour les principaux pathogeénes dont L. monocytogenes, K. pneumoniae,
E. coli des schémas sont disponibles publiquement (Bialek-Davenet et al. 2014; Hennart et al.

2022; Moura et al. 2016; Zhou et al. 2020).

1.3.2.3.2 SNP typing :

Une autre approche possible est la détection au sein des génomes de mutations ponctuelles
appelées Single Nucleotide Polymorphism (SNP) et leur comparaison entre différentes souches
(den Bakker et al. 2011).

Pour chaque bactérie étudiée, les reads sont alignés contre un génome de référence via les
programmes tels que BWA ou bowtie2 (Langmead et Salzberg 2012; Li et Durbin 2009). A la
suite, une étape dite de variants calling va dresser la liste de toutes les modifications
génomiques retrouvées entre le génome de référence et la souche étudice.

Ces modifications peuvent étre de différentes natures telles que des substitutions nucléotidiques
ponctuelles : les SNP, mais aussi des insertions/déletions (Uelze et al. 2020). Pour ce faire, le
variant calling s’appuie sur différentes métriques dont : la qualité du séquencage de la base, la
qualité de I’alignement du read mais aussi le nombre de reads dans lesquels la mutation a été

retrouvée ce qui est appelé la profondeur.
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Il existe différents algorithmes qui permettent le variant calling dont FreeBayes, GATK,
SAMtools (DePristo et al. 2011; Li 2011; Garrison et Marth 2012). Ainsi, pour chaque souche
étudiée, la position et le nombre des SNP par rapport a la référence sont connus. Il est alors
possible de déduire la distance génomique entre les souches en étudiant position par position la
présence et la nature des variants retrouvés par rapport a la référence.

Dans cette approche, seules les bases du génome de référence couvertes par toutes les souches
¢tudiées comptent dans la mesure des distances génomiques. Aussi, pour que cette approche
soit pertinente, le génome de référence utilisé doit étre de bonne qualité et proche des souches
¢tudiées, c’est-a-dire, au moins du méme ST. Parall¢lement, la qualité¢ des génomes comparés
compte aussi pour beaucoup, si I’une des souches présente un alignement de mauvaise qualité,

c’est la comparaison de I’ensemble de génomes qui sera altérée (Uelze et al. 2020).

1.3.2.3.3 Kmer comparaisons

Les approches par kmers déja utilisées pour 1’assemblage de novo des génomes et pour la
recherche de séquences directement a partir des reads de séquencage peuvent étre utilisées pour
comparer des génomes.

Ces approches ne dépendent ni d’un génome de référence, ni d’un schéma existant. Différents
algorithmes sont proposés dont kSNP3 (Gardner, Slezak, et Hall 2015, 3). Des approches
encore plus novatrices utilisent des techniques, initialement développées par des moteurs de
recherche pour comparer un grand nombre de génomes (Argimon et Aanensen 2016). Elles
reposent sur la technique du MinHash qui permet de réduire une trés grande quantité de données
en un plus petit nombre dont la gestion demande moins de ressources computationnelles
(Argimon et Aanensen 2016). Pour chaque génome, les contenus en kmer sont évalués. Chaque
séquence de kmer est résumée, « hashée » en un identifiant unique de plus petite taille. Seule
une partie de ces hashs seront conservés et rangés dans un contenant appelé sketche. Ainsi, la
comparaison de génomes via ces techniques correspond a la comparaison du contenu en hashs
de deux sketches. Ce qui pourrait signifier comparer deux ¢léments par le contenu de résumer
de leur résumer. Les performances de ces approches sont bonnes et permettent de différencier
les isolats jusqu’a 1’échelle de la sous espéce (Argimon et Aanensen 2016). Dans D’article
faisant état de son fonctionnement, les développeur de I’algorithme Mash illustre la capacité de
cette méthodologie d’appréhender de tres grands nombre de génomes (Figure 12) (Ondov et al.

2016).
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Fig. 3 Comparison and de novo clustering of all RefSeq genomes using Mash. Each graph node represents a genome. Two genomes are connected by
an edge if their Mash distance D <005 and P value <107'°. Graph layout was performed using Cytoscape [61] organic layout algorithm [62). Individual
nodes are colored by species and the top two rows of clusters have been annotated with the majority species label they contain. Only components

L containing microbial genomes are shown here (including viruses). Additional file 1: Figures S4 and S5 show eukaryotes, orphan plasmids, and organelles

Figure 12 : clustering de 54 118 génomes issus de ncbi RefSeq via l'algorithme Mash

Image extraite de ’article “Mash: fast genome and metagenome distance estimation using MinHash* de Ondov et al. En
utilisant 1’approche de Minihash, les 618 Go de données ont été résumée en sketches de 93Mb soit une réduction de plus de
7000 fois la quantité¢ de données a comparer. Ce qui a permis de calculer les 1,5 milliards distances entre tous les génomes en

moins de sept heures.
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1.4 Objectifs de la thése de science

La thése intitulée « Génomique des bactéries multirésistantes aux antibiotiques en Normandie

investigations ¢épidémiques, études populationnelles, mécanismes de résistance aux
antibiotiques » avait pour objectif 1’établissement d un systéme de surveillance de la circulation
des entérobactérales résistantes aux céphalosporines de troisieme génération isolées dans les
services de réanimation du CHU de Caen. Cette veille épidémiologique devait permettre une
meilleure caractérisation phénotypique et génomique des souches circulantes afin de connaitre
I’écologie bactérienne, mettre en évidence/comprendre les voies de dissémination, recherche la
présence de clones bactériens a succés. De ces outils mis en place, une veille génomique

régionale représentait un objectif secondaire.
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2 Résultats

2.1 Mise en place d’un systéme de surveillance des
bactéries multirésistantes, présentation de la stratégie

et des solutions d’analyses mise en place

2.1.1 Sélection des patients et des souches bactériennes

Initialement, le choix a été fait de ne pas suivre toutes les espéces d’entérobactérales
productrices de BLSE mais uniquement les bactéries appartenant au complexe Enterobacter
clocae, au complexe Klebsiella pneumoniae et a I’espeéce Escherichia coli (Rodrigues et al.
2018). Cette décision s’est basée sur 1’étude rétrospective de la circulation locale des E-BLSE
au sein de laquelle, les bactéries suscitées représentaient 98% des especes isolées. Néanmoins,
I’organisation développée devait étre capable de répondre a des alertes portant sur toute espece
d’entérobactérale issues des services cliniques, de 1’hygiéne hospitaliére et/ou le service de
bactériologie

Les prélévements de dépistages ont été inclus dans ce systéme de surveillance. Tout d’abord, il
a été démontré que les souches isolées dans les selles ont un intérét clinique ; elles peuvent étre
la source d’infection profondes comme il I’a ét¢ démontré pour des infections secondaires a K.
pneumoniae. La colonisation digestive exposait le patient a un surrisque d’infections de 16%
vs 3% représentant un odds ratio de 6,9, P. < 0,001 (Gorrie et al. 2017). Secondairement, 70%
des souches de E-BLSE isolées dans les services de réanimation sont issues du dépistage
systématique de BMR. Ces souches, en plus d’étre potentiellement a ’origine d’infections
peuvent étre la source de la transmission de I’antibiorésistance. Il convenait donc de ne pas
méconnaitre ces populations de BMR.

Pour un méme patient, seule la premicre souche de chaque espece était incluse dans la
surveillance. Au-dela d’un délai d’un an, I’inclusion d’une espece déja étudiée était de nouveau
possible. L’inclusion des nouvelles souches était réalisée de fagon prospective a partir du 1¢
janvier 2019 a une fréquence hebdomadaire. Des scripts en langage de programmation R ont
été développés afin de permettre une extraction des données contenues au sein du systéme
d’information du laboratoire (SIL) pouvant alimenter une base de données dédiée a la

surveillance des E-BLSE.
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2.1.2 Surveillance basée sur des données phénotypiques

Les analyses de génomes ont représenté une part trés importante de la surveillance. Néanmoins,
tout séquengage était précédé d’une caractérisation phénotypique des souches basée sur des
antibiogrammes contentant 44 molécules représentant 10 familles d’antibiotiques (Figure 13).
Les antibiogrammes représentaient un controle qualité avant séquencage. Ils assuraient
I’absence de contamination manifeste par une autre espece bactérienne et confirmaient
I’expression du phénotype souhaitg.

Les données phénotypiques sont un élément de typage a part entiére. De plus, elles permettent
un suivi écologique de la résistance en utilisant des molécules qui ne sont pas employées dans
les antibiogrammes de routine. Selon les projets, des CMIs ont été également été réalisées via
des méthodes telles que le Sensititre (Thermofisher scientific) et/ou manuellement.

Les geénes de résistance aux antibiotiques retrouvés dans les génomes étaient comparés aux
données d’antibiorésistance, permettant un lien étroit et permanent entre les données

génomiques et phénotypiques.

2.1.3 Séquencage des génomes

Le séquencage des génomes bactériens n’a pas été réalisé in situ devant I’absence de matériel
disponible. Aprés la mise en culture des souches, les culots cellulaires étaient traités par un
réactif de lyse (Roche) et de la protéinase K (Roche). Les lysats bactériens étaient envoyés et
séquencés sur la plateforme de microbiologie mutualisée (p2m) de ’institut Pasteur de Paris.
L’extraction de ’ADN ¢tait réalisée via le systtme MagNA Pure (Roche) puis les librairies
¢taient préparées en utilisant le kit Nextera (Illumina). Le séquengage était opéré sur I’automate
Nextseq 500 (Illumina) générant des reads paired-end de 150 paires de bases. Les données

recues étaient constituées des fichiers fastq et de I’assemblage de novo des génomes.
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Boite 1 Boite 2 Boite 3

Figure 13 : Antibiogramme élargi réalisé avant le séquencage de toute souche bactérienne

Abréviations IMP : Imipénéme, TIC : Ticarcilline, FEP : Céfépime, AMP : Ampicilline, TEM : Témocilline, CRO : Ceftriaxone, AMC : Amoxicilline + Acide clavulanique, CZD : Ceftazidime, PTZ : Pipéracilline —
Tazobactam, ETP : Ertapénéme, ATM : Aztréonam, CXN : Céfalexine, MEM : Méropénéme, MEC : Mécillinam, FOX : Céfoxitine, FAM : Céfamandole, TMP : Triméthoprime, SUL : Sulfonamide, SXT :
Cotrimaxole, GMN : Gentamicine, TMN : Tobramycine, NTM : Nétilmicine, SMN : Streptomycine, SPT : Spectinomycine, FOS : Fosfomycine, NAL : Acide Nalidixique, NXN : Norfloxacine, CIP : Ciprofloxacine,
LVX : Levofloxacine, TIG : Tigécycline, CST : Colistine, TET : Tétracycline, PXB : Polymyxine B, TCC : Ticarcilline — Acide Clavulanique, AZM : Azithromycine, CHL : Chloramphénicol, RIF : Rifampicine,
KMN : Kanamycine, CLT : Ceftolozane- Tazobactam, XNL : Ceftiofur, MAR : Marbofloxacine, ERY : Erythromycine

Figure 13-A boite n°1 qui ne contient que des molécules appartenant a la classe des 3-lactamines

Figure 13-B boite n°2 contenant différentes classes antibiotiques : Triméthoprime — Sulfamides, Aminosides, Quinolones, Nitrofurantoine, Tétracyclines

Figure 13-C boite n°3 contenant différentes classes antibiotiques : Polymyxines, Tétracyclines, Macrolides, Phénicolés, Rifamycines, Aminosides et -lactamines. Photographie : laboratoire de microbiologie, CHU de

Caen Normandie, Crédits : Gravey Frangois
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2.1.4 Développement des solutions d’analyses

Un systeme de surveillance génomique efficient, doit s’adapter a I’échelle de la question posée.
11 doit étre capable de dresser la « carte d’identité génomique » de la bactérie en s’appuyant sur
les différentes méthodes de typage disponibles; mais aussi de travailler sur un nombre
important de génomes lorsqu’une approche populationnelle est nécessaire. Il est possible de
répondre a la quasi-totalité de ces besoins en utilisant des solutions « clef en main » proposées
sur internet, néanmoins, ces outils souffrent d’un certain nombre de limitations ; notamment
leur inadéquation avec les analyses d’un grand nombre de génomes, la nécessité de déposer sur
des serveurs externes les données génomiques, 1’absence de liberté sur les parametres a utiliser.
Jusque-la inexistante, il a été nécessaire de créer de toute part une solution locale d’analyse de
génomes en s’appuyant sur des outils libres de droits disponibles. Ce développement a été trés
important au cours de la premicre année et demie du projet de theése et a nécessité 1’écriture de
plus de 23 000 lignes de code, principalement en langage Python. Toujours perfectibles et
encore en développement/amélioration, les solutions développées permettent a ce jour

d’analyser les génomes selon différentes dimensions.

2.1.4.1 Vérification de la qualité de séquencage et profondeur des génomes

Dans son ouvrage Bioinformatics Data Skills (Buffalo 2015), Vince Buffalo insiste a de tres
nombreuses reprise sur I’importance en bio-informatique de ne jamais faire confiance aux
données utilisées. Aussi, avant de réaliser une quelconque analyse de génomique, les données
de séquencage sont évaluées via deux algorithmes différents, en plus des différents controles
réalisés sur la plateforme P2M. Le premier outils fastqc permet de connaitre de nombreuses
métriques a propos des fichiers fastq, notamment, le nombre de reads présents dans les fichiers,
I’importance des reads dupliqués, la qualité du séquencage via le phred score. Le second outil,
quast, évalue la qualité des assemblages de novo via la taille totale du génome, le nombre de
contigs, le nombre de bases sans information nucléotidiques, les ‘Ns’.

Ces données sont trés importantes pour ’interprétation des résultats obtenus par la suite. Elles
peuvent méme entrainer la non-analyse d’un génome si les données sont de trop mauvaise
qualité.

Enfin, ces données réunies permettent de calculer avec approximation la couverture moyenne

du génome selon la formule suivante couverture moyenne = {(T2iemevenne des readsmombre moyen de reads) — (Cette

Taille du génome assemlé
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donnée est précieuse, elle permet la comparaison des profondeurs entre des éléments tels que

les génes de résistance aux antibiotiques et le chromosome. Ces données peuvent orienter sur

la présence de geénes sur un support plasmidique ou alors, intégré dans le chromosome bactérien.

2.1.4.2 Dresser la carte d’identité du génome

Une stratégie de typage a été mise en place pour tout génome inclus dans le systeme de

surveillance. Un ensemble d’analyses est réalisé quel que soit I’espece considéree, il s’agit de :

La détermination de 1’espéce bactérienne par I’étude des variations de 53 geénes codants
pour les protéines ribosomales grace a I’outil tMLST (Jolley et al. 2012). Cette approche
a pour avantage de nécessiter moins de ressources de calcul que d’autres plus connues
telle que Kraken (Wood et Salzberg 2014).

L’attribution du séquence type selon les schémas MLST adéquats (Wirth et al. 2006;
Diancourt et al. 2005; Miyoshi-Akiyama et al. 2013).

La recherche des geénes de résistance aux antibiotiques ainsi que des mutations
ponctuelles via 1’association de trois outils : Resfinder, PointFinder et Resistance Gene
Identifier (Bortolaia et al. 2020; Alcock et al. 2019; Ea Zankari et al. 2017)

La recherche des genes de virulence via trois bases de données distinctes :

Virulencefinder pour les génomes de E. coli, https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/ pour

K. pneumoniae, et Virulence Factor DataBase pour les Ecc (K. G. Joensen et al. 2014;
Lam, Wyres, et al. 2018; Lam, Wick, et al. 2018; Chen 2004).
La détermination des groupes d’incompatibilité (Inc) des plasmides portés par les

souches via I’outil PlasmidFinder (Carattoli et al. 2014).

A ces analyses génériques, sont rajoutées en fonction de I’espece :

La détermination du sérotype O:H, du phylogroupe, du fimH-type pour les génomes de
E. coli (Katrine G. Joensen et al. 2015; Beghain et al. 2018; Roer et al. 2017).

La recherche de I’allele du géne wzi pour les souches appartenant au complexe
Klebsiella pneumoniae (Brisse et al. 2013).

L’attribution du complexe selon la séquence partielle du gene hsp60 décrit par Hoffman

et collaborateurs pour les souches de Ecc (Hoffmann et Roggenkamp 2003).
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Pour une espéce étudiée, I’ensemble des résultats de typage sont associés (i) entre eux, (ii) aux
résultats des antibiogrammes (iii) aux données démographiques du prélévement dont : la date
de réalisation, la service demandeur, I’origine (iv) aux informations issues du SIL : numéro de
demande, numéro d’hospitalisation du patient, etc. La figure 14 illustre la présentation finale
des résultats qui devait étre accessibles et compréhensibles par des profils variés : notamment
microbiologistes et hygiénistes n’ayant pas tous la méme connaissance de la bactériologie et

des analyses de génomes.
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A

Nom.etude | Numero.patient | Correspondant| Date.de.prel. | Date.entree | N.demande |Numero.sejour|  Nature | Taxon | st | alleles | OH | FimH _ |Phylogroup| Betaactam
Ec20190511 391282 633 25/01/2019 16/01/2019 9011623830 308543982 SELLES Escherichia coli ST401 adk-1,fumC-107,gyrB-7,icd-11,mdh-7,purA-3,recA-7 07:H35 fimH233 A blaDHA-7_blaSHV-12_blaTEM-1B
Ec20190512 179553 612 30/01/2019 29/01/2019 9011631213 308570043 SELLES Escherichia coli ST58 adk-6,fumC-4,gyrB4,icd-16,mdh-24,purA-8,recA-14 08:H25 fimH27 B1 blaCTX-M-15_blaTEM-1B
Ec20190513 374821 1610 05/02/2019 04/02/2019 9021638118 308594201 SELLES Escherichia coli ST95 adk-37,fumC-38,gyrB-19,icd-37,mdh-17,purA-11,recA-26 ND:H4 fimH27 B2 blaCTX-M-14_blaTEM-18
Ec20190514 126612 611 09/02/2019 09/02/2019 9021645960 308608252 SELLES Escherichia coli ST59 adk-27,fumC-32,gyrB-24,icd-29,mdh-26,purA-19,recA-22 O1:H7 fimH34 F blaCTX-M-14
Ec20190515 188534 1610 12/02/2019 11/02/2019 9021650331 308609968 SELLES Escherichia coli ST131 adk-53,fumC-40,gyrB-47,icd-13,mdh-36,purA-28,recA-29 ND:H4 fimH30 B2 blaCTX-M-27
Ec20190516 101174964 633  18/02/2019 17/02/2019 9021658793 308605321 SELLES Escherichia coli ST58 adk-6,fumC-4,gyrB4,icd-16,mdh-24,purA-8,recA-14 09:H25 fimH32 B1 blaOXA-1
Ec20190519 101024560 611 20/02/2019 23/12/2018 9021662352 308495969 SELLES Escherichia coli ST88 adk-6,fumC-4,gyrB-12,icd-1,mdh-20,purA-12,recA-7 08:H17 fimH39 C blaOXA-1
Ec20190521 101233973 7700 19/03/2019 18/03/2019 9031701874 308698049 URINAIRE Escherichia coli ST1618 adk-36,fumC-24,gyrB-9,icd-13,mdh-17,purA-11,recA-159 04:H1 fimH9 B2 blaCTX-M-14
Ec20190522 101225521 633 27/03/2019 26/03/2019 9031714158 308685604 SELLES Escherichiacoli sT138 adk-4,fumC-26,gyrB-2,icd-25,mdh-5,purA-5,recA-19 086:H18 fimH27 D blaCTX-M-14
Ec20190523 107159 1630 01/04/2019 25/03/2019 9041719364 308712012 SELLES Escherichia coli ST131 adk-53,fumC-40,gyrB-47,icd-13,mdh-36,purA-28,recA-29 ND:H5 fimHa1 B2 blaCTX-M-15_blaTEM-18
B
Nom.etude l ST l O:H | Betalactam l _ac_o I _acide_c | .t [ I I I cefepime _t I
Ec20190511  ST401 07:H35 blaDHA-7_blaSHV-12_bIaTEM-18 6 1 7 22 28 17 13 16 20 31 18 33 32 26 25
Ec20190512  ST58 08:H25 blaCTX-M-15_blaTEM-18 6 21 6 19 21 10 6 6 25 9 13 19 26 17 22
Ec20190513  ST95 ND:H4 blaCTX-M-14_blaTEM-18 6 15 6 14 18 9 8 6 28 15 23 2 23 25 21
Ec20190514  ST59 O1:H7 blaCTX-M-14 6 21 6 21 26 24 10 6 26 18 25 25 28 32 24
Ec20190515  ST131 ND:H4 blaCTX-M-27 6 26 6 27 31 27 1 8 27 21 24 28 28 31 25
Ec20190516  ST58 09:H25 blaOXA-1 6 10 6 11 8 18 21 20 28 31 28 19 28 36 25
Ec20190519  ST88 08:H17 blaOXA-1 6 10 6 10 9 22 18 22 28 32 29 19 27 35 24
Ec20190521  ST1618 04:H1 blaCTX-M-14 6 19 6 18 23 21 6 6 26 11 22 18 25 24 19
Ec20190522  ST38 086:H18 blaCTX-M-14 6 19 7 22 24 17 6 6 24 12 24 18 26 25 22
Ec20190524  ST131 025:H4 blaCTX-M-27 6 21 6 22 25 19 6 6 23 15 18 23 25 23 20
Ec20190523  ST131 ND:H5 blaCTX-M-15_blaTEM-18 6 16 6 16 19 10 6 5 21 8 13 16 21 15 16
¢
Nom.etude |  Correspondant | st | Genes_de_Virulence | total |
Ec20190511 633 ST401 gad-IpfA 2
Ec20190512 612 ST58 cma-gad-iss-IpfA 4
£c20190513 1610 ST95 gad-ireA-iroN-iss-mchF-vat 6
Ec20190514 611 ST59 air-eilA-gad-iss-pfA-sat 6
Ec20190515 1610 ST131 gad-iha-iss-sat-senB 5
£c20190516 633 STS8 gad-ireA-iroN-iss-IpfA-mchF-memA 7
£c20190519 611 ST88 gad-iroN-iss-IpfA-mchF-mcmA 6
Ec20190521 7700 ST1618 gad-iroN-iss-mchB-mchC-mchF-mcmA-pic-vat 9
£c20190522 633 ST38 eilA-gad-iss 3
£c20190523 "1630 ST131 gad-nfaE-senB 3

Figure 14 : Exemple des résultats du typage génomique pour des souches de Escherichia coli

Figure 14 — A : Association des données démographiques du patient, des données propres au prélévement avec les principaux résultats de typage génomique
Figure 14 — B : Association des données de typage, du résistome avec les données phénotypiques obtenues, exemple de la confrontation des données : -lactamases identifiées et diameétres des B-
lactamines testées.

Figure 14 — C : Résultats de la recherche des génes de virulence associés et séquence type des souches.
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2.1.5 Analyses populationnelles

La multiplication des génomes séquencés a permis d’étudier la diversité des souches (i) au sein
de leur espece via les approches de cgMLST (ii) au sein de la méme espéce et du méme
séquence type lors du suivi longitudinal de souches et/ou d’explorations de potentielles

diffusions épidémiques.

2.1.5.1 Approches core genome MLST :

Pour comprendre la diffusion de la résistance il est important de pouvoir appréhender les
populations bactériennes rencontrées dans leur globalité. La détermination des profils de
cgMLST était réalisé¢ pour les bactéries appartenant au complexe Enterobacter clocae, au
complexe Klebsiella pneumoniae et a I’espece Escherichia coli via I'utilisation de la solution
chewBBACA (M. Silva et al. 2018).

Pour E. coli, le schéma utilisé était celui disponible sur la base de données Enterobase

https://enterobase.warwick.ac.uk/, pour les souches de K. pneumoniae le schéma choisi était

celui disponible sur le site https:/www.cgmlst.org/ncs de la société Ridom bioinformatics

(Zhou et al. 2020). En revanche, le schéma cgMLST pour les souches de Ecc a été développé
pour ce projet de thése. Plus de 1700 génomes appartenant aux quatorze clusters consistant le
complexe Enterobacter cloacae ont été annotés via 1’algorithme Prokka puis le core genome a
été étudié via ’algorithme du Sanger Institute Roary en choisissant comme seuil les geénes
retrouvés dans 95% des génomes (Seemann 2014; Page et al. 2015). Pour chaque gene
constituant le core génome, les séquences uniques des alleles ont été recherchées via 1’outil cd-
hit puis extraites pour constituer le schéma cgMLST (Fu et al. 2012).

Apres attribution des profils alléliques pour chacun des génomes, une matrice de distance est
calculée a partir de laquelle une phylogénie a été reconstruite via des approches de clustering
hiérarchiques et 1’algorithme MSTreev2 de I’outil Grapetree (Zhou et al. 2018). Toujours a
partir de la matrice de distance un clustering des souches permet d’appréhender numériquement
les distances entre les génomes constituants la population d’étude cette approche nommée
hierarchical cgMLST clustering (Zhou et al. 2020).

Via les données démographiques, temporelles et/ou géographiques, il était possible de
représenter les conséquences d’un évenement considéré a I’échelle d’une population

bactérienne.

55



@ Boforo covid [72]
A @ During covid [64] B
@ Atter covid [22]

N \ /
N ; £ Y U S
) r——"
o= @ Betore covid 53]
i ST78 S @ During covid 35)

H I P oo @ After covid [18]

T o (2™ L. N\eemmeemeey
H
i
{

ST1193 ST141

@ Before covid (53]
@ During covid [35]
@ After covid [18]

- o e e e

Figure 15 : Analyses cgMLST des populations d’entérobacterales productrices de BLSE isolées dans les services de réanimation du CHU de Caen entre 2019 et 2021, impact
de la pandémie de covid-19 sur la diversité de souches circulantes

Figures issues du travail “Impact of Covid-19 pandemic on Extended Spectrum Beta-Lactamases Enterobacteriaceae circulation in three intensive care units of a 1 600-bed university hospital,
France” Gravey et al, Eccmid 2022, Lisbonne Portugal. Figure 15-A population de Escherichia coli, Figure 15-B populations de Enterobacter cloacae complex, Figure 15- C : Population de

Klebsiella pneumoniae.
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2.1.5.2 Comparaison des génomes au sein d’un méme séquence-type : variants

calling

L’approche basée sur les variants calling a été celle choisie lorsqu’il s’agissait de comparer des
génomes appartenant au méme séquence type.

La recherche des génomes de référence est une étape cruciale pour la qualité des analyses. Elle
s’effectuait au sein des différentes bases de données dont: ncbi RefSeq, Patric database,

Enterobase, https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/ (O’Leary et al. 2016; Wattam et al. 2017; Zhou

et al. 2020). La condition minimale pour considérer un génome comme référence potentielle
¢tait que ce dernier partage le méme ST que les génomes a analyser. Pour les comparaisons de
génomes de E. coli, la référence devait également présenter le méme sérotype. La qualité de
I’assemblage de tous les génomes de référence potentiels était évaluée via quast, ce qui
permettait de choisir le meilleur candidat (Gurevich et al. 2013). Les parameétres déterminants
¢taient, la taille totale de 1’assemblage, le nombre de contigs et le nombre de bases inconnues.
Le processus de variants calling faisait appel a deux algorithmes « classiques » Burrows-
Wheeler Aligner et FreeBayes (Li et Durbin 2009).

Un script a été écrit pour réaliser un contrdle qualité de 1’étape du mapping. Ce dernier évalue
la proportion du génome de référence sur laquelle des reads issus des génomes a comparer ont
été¢ mappé. En effet, la distance génomique entre deux souches ne tient compte que des SNP
présents au sein des régions communes : core-SNP. Aussi, la présence d’un génome de
mauvaise qualit¢ pour lequel le mapping se serait mal effectu¢é modifierait toutes les
comparaisons de deux en deux et les distances génomiques ne seraient pas pertinentes et
fausses.

La comparaison deux a deux des génomes permettait 1’obtention d’une matrice de distance a
partir de laquelle les potentiels liens épidémiologiques entre les génomes étaient étudiés. Une
distance maximale de dix SNP entre deux génomes était le seuil retenu pour associer les souches
entre elles. Pour certaines sous populations de Ecc, le caractére trés clonal a nécessité
I’abaissement des seuils a moins de cinqg SNP. Afin de rendre les données plus accessibles, les
matrices de distances étaient « annotées » en associant au numéro d’anonymisation du génome,
I’année et le service dans lesquels la souche a été isolée.

Les séquences nucléotidiques des génomes, en prenant en compte les variants mis en évidence,
¢taient comparées permettant I’établissement d’une phylogénie gubbins (Croucher et al. 2015).
Comme pour les données de cgMLST, les données génomiques étaient associées avec les

données épidémiologiques et visualisées via I’outil Itol (Letunic et Bork 2016).
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2.2 Suivi des épidémies intra-hospitalieres

2.2.1 Investigation of Serratia marcescens surgical site infection outbreak

associated with peroperative ultrasonography probe

L’article intitulé Investigation of Serratia marcescens surgical site infection outbreak
associated with peroperative ultrasonography probe a été publié en février 2021 dans la revue
Journal of Hospital Infection (Impact Factor 3,92) sous la forme d’un short report. Cette
publication illustre 1’apport des analyses génomiques dans les investigations modernes
d’hygiene hospitalicre.

Au cours de I’année 2018, au Centre Hospitalo-Universitaire de Caen, huit patients ont été
opérés pour la réalisation d’une hépatectomie dont les suites ont été marquées par des infections
post-opératoires précoces a Serratia marcescens. Les interventions n’ont pas été réalisées par
les mémes équipes chirurgicales, mais toutes se sont déroulées dans la méme salle et ont
nécessité pour le repérage opératoire 1’utilisation d’une sonde d’échographie.

Les infections étaient mono-microbiennes ont pris la forme clinique de trois bactériémies et
cinq suppurations profondes (quatre abdominales et une localisation pulmonaire). Pour trois
patients, une reprise chirurgicale des abces a été nécessaire. Tous les patients ont été
correctement traités et il n’y a eu aucune issue défavorable. Une souche S marcescens a été
isolée a partir des prélévements de la sonde d’échographie utilisée dans le bloc opératoire.
Toutes les souches présentaient les mémes phénotypes de résistance. En plus des résistances
naturelles étaient retrouvées des résistances a la ticarcilline, au cotrimoxazole et aux
fluoroquinolones. Les bactéries ont été séquencées en génome complet par la technologie
[lumina et différentes méthodes de typage ont été utilisées sauf la détermination du Séquence
Type car il n’existe pas de schéma défini pour I’espéce.

Les bases de données resfinder (E. Zankari et al. 2012) et CARD (Alcock et al. 2019) ont permis
de retrouver que toutes les souches portaient le méme resistome : présence chromosomique de
la céphalosporinase blasrzr-> et de I’aminoglycoside acetyltransferase aac(6')-Ic, mais aussi
acquisition des geénes blarer; et dfrAl codant pour une pénicillinase et une dihydrofolate
reductase respectivement. Enfin 1’étude des Quinolones Resistance Determining Region
(QRDR) a mis en évidence les mutations Ser83Ile et Asp87Asn dans GyrA et Ser80Ile dans
ParC décrites comme responsables de la résistance de haut niveau aux fluoroquinolones

(Khodursky, Zechiedrich, et Cozzarelli 1995; H. Yoshida et al. 1990). Il y avait une adéquation
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parfaite entre le phénotype observé et les résistomes retrouvés. Huit génes de virulence ont été
identifiés dans la base de données Virulence Factor Database (VFDB) (Chen 2004). Le géne
codant pour ’hémolysine shl4 et son transporteur et activateur sh/B ont été mis en évidence,
ShlA est responsable d’actions cytotoxiques sur les cellules épithéliales et les fibroblastes
(Walker, Hertle, et Braun 2004). Les six autres genes hasA, hasB, hasE, hasL, hasS et hasR
forment un systéme de captation et de métabolisme du Fer (Cwerman-Thibault 2007). L’outil
plasmidfinder n’a pas mis en évidence de plasmide (Carattoli et al. 2014).

Enfin, une analyse de génomique comparative basée sur les Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) a retrouvé des distances génomiques entre les neuf génomes comprises entre un et vingt-
quatre SNP.

En I’absence de données génomiques, 1’apport microbiologique dans cette investigation aurait
¢t¢ limité a une concordance phénotypique entre les souches cliniques et la souche
environnementale. Grace aux analyses de génomes, ce sont le resistome, le virulome, la distance
au nucléotide prés qui viennent s’additionner aux données d’antibiorésistance.

Ces informations microbiologiques se sont ajoutées aux explorations de 1’équipe d’hygiéne
hospitaliére. L’étude des pratiques opératoires a révélé plusieurs manquements dont deux
principaux (i) des fautes dans la procédure de stérilisation de la sonde d’échographie, mais
surtout (ii) 1’utilisation de la sonde 8 méme le parenchyme hépatique du patient sans utilisation
de film stérile pourtant obligatoire. L’ensemble de ces données, concordance chronologique,
géographique, physique (méme sonde d’échographie), microbiologique, a permis d’apporter
une compréhension complete des évenements infectieux mais aussi 1’adhésion des équipes
cliniques. Depuis le changement des pratiques et le respect des régles d’hygiene, il n’y a pas eu
de nouvelle épidémie a S. marcescens au sein du CHU de Caen.

Pour les raisons évoquées, l’utilisation des analyses génomiques ¢léve la preuve
microbiologique apportée par le laboratoire ; ce qui est crucial compte tenu des enjeux soulevés
par ces explorations. Une étude dans ncbi a retrouvé 188 articles entre 2000 et 2022 qui
associent les données ‘Serratia’ et ‘Outbreak’ dans le titre ou dans le résumé. Ainsi S.
marcescens apparait comme une espeéce fréquemment impliquée dans les phénomenes
épidémiques, notamment chez les nouveau-nés et les enfants. En effet, une étude des titres des
publications retrouve que 34% (64/188) des épidémies présentées avaient eu lieu dans des
services de néonatalogie, réanimation ou services conventionnels de pédiatrie. Au regard de
I’impact des analyses génomiques et du caractére épidémiogene de S. marcescens, il semble

urgent de développer un schéma MLST pour cette espéce mais aussi de proposer une base de
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données publique permettant de typer et de comparer les génomes séquencés pour une meilleure

compréhension de la diffusion de S. marcescens.
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Early postoperative infections due to Serratia marcescens have been reported by both
clinicians and microbiologists in our teaching hospital. Here, we present an interlinked
clinical, epidemiological, environmental and genomic investigation of this outbreak due to
a T-shaped intraoperative probe contaminated by S. marcescens used during peroperative
ultrasonography in laparoscopic liver resection.

@ 2021 Published by Elsevier Ltd on behalf of The Healthcare Infection Society.

Introduction

Serratia marcescens is an opportunistic pathogen that can
cause a wide variety of healthcare-associated infections, such
as respiratory and urinary tract infections, meningitis,
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bacteraemia and surgical site infections (SSIs), particularly in
settings such as intensive care units (ICUs) [1,2]. This Gram-
negative bacteria can easily spread in the environment and
contaminate medical equipment [1,2], drugs [1,3], antiseptic
solutions [4], or the hands of caregivers [1]. Investigations
usually find, as a surgical environment reservoir, razors [5,6],
detergent-disinfectant solutions [7] or saline solutes [8]. In
August 2018, four SSIs due to S. marcescens occurred in a
digestive surgery ward in a French teaching hospital. This ledto
extended investigations in order to identify the origin of the
outbreak.

0195-6701/@ 2021 Published by Elsevier Ltd on behalf of The Healthcare Infection Society.
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Methods

This study took place in the teaching hospital of Caen, a
1410-bed hospital located in Normandy, France. On 6 August
2018, a fourth spatiotemporal case of S. marcescens SSI
appeared in the digestive surgery ward. Furthermore, the
clinical strains displayed the same antibiotic resistance profile.
As a consequence, the hygiene and infection control depart-
ment of the hospital was alerted on 7% August 2018 by sur-
geons, microbiologists and intensive care seniors; this led to
the immediate closure of the operating room. To screen
unnoticed cases since the beginning of 2018, retrospective
investigations were performed. Information was collected from
the acts traceability booklet and medical files, as well as
coding data transmitted by the hospital archive department,
the microbiology laboratory and the hospital pharmacy. Cases
were defined as follows: any patient who had undergone
digestive surgery in the incriminated operating room, espe-
cially a hepatic tumour resection by radiofrequency or by
hepatectomy (with intraoperative ultrasound guidance) and
who had a microbiological sample positive for S. marcescens.
The National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) risk
index was calculated for cases [9]. Environmental samples
were performed in the operating room, including airlock by
taking air samples (impact biocollector) and surface samples
(contact agar plates), in order to find the reservoir of
S. marcescens. Isolated strains were identified using the matrix
assisted laser desorption ionization-time of flight MALDI-TOF
mass spectrometry method (Bruker®, Germany). Anti-
microbial susceptibility was tested against a large panel of
antibiotics according to French and European guidelines [10]
for all S. marcescens strains, clinical and environmental, iso-
lated throughout this investigation, as well as two supple-
mentary not-linked strains. Moreover, these strains were
subjected to whole-genome sequencing (WGS) using a NextSeq
500 platform (Illumina, USA), generating 150 bp paired-end
reads. Genomes were de novo assembled using SPAdes v 3.12
software. Every genome is available on the NCBI BioProject:
PRINA648275. All known acquired antibiotic resistance genes
were screened thanks to the Resfinder database (www.cge.dk).
Furthermore, point mutations were searched in order to detect
alterations in the quinolone resistance-determining regions
(QRDRs). Reads were mapped against the reference genome
S. marcescens subsp. marcescens Db11 (Nucleotide accession
number: NZ_HG326223) using the Burrows—Wheeler Aligner,
and single nucleotide polymorphisms (SNPs) were determined
in order to evaluate the distance between all the sequenced
strains using mpileup, as previously described [10].

Results

A total of eight patients suffered from SSIs caused by
S. marcescens between 5 April and 7" August 2018 in the
same digestive surgery ward. These patients underwent hep-
atectomy with intraoperative ultrasound guidance, with four of
them undergoing tumour resection by radiofrequency. All eight
cases had an early deep SSI (between 0 and 11 days after sur-
gery), and all but one case received adapted antibiotic treat-
ment for 11—42 days. Three cases required surgical revision to
control the infection (see patient characteristicsin Table |). In
all cases, the drug used for preoperative surgical antibiotic
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prophylaxis and method of administration were in accordance
with in situ and French Society of Anaesthesia and Intensive
Care Medicine guidelines, which consists of 2 g cefazolin
injection (https://sfar.org/). The NNIS score was variable
among patients: O (N = 3), 1 (N = 4) and 2 (N =1). The highest
score corresponded to the index case who suffered from
deterioration in his general status and potentially con-
taminated surgery. His biliary tract infection (caused by
S. marcescens) was responsible for immediate postoperative
septic shock, which was treated with a combination of cefe-
pime and gentamicin for 25 days.

The investigation of the eight cases revealed two common
points: (1) the operating room and (2) the use of a unique T-
shaped intraoperative probe 8816 (BK Ultrasound, Peabody,
MA, USA). The operating room was closed, and radiof requency
material was retired on 7*" August 2018, whereas the ultra-
sound probe was sequestrated three days after the alert. In
fact, time was needed to analyse 67 environmental samples,
including surgical material samples (radiofrequency material
and T-shaped probes), medicine fridges, scopes, room surfaces
(floors, walls, materials, trolleys, operation tables, cables,
scyalitic lamps, and cans), detergent-disinfectant and anti-
septic solutions, syringe drivers, ultrasound scanners, and
computer keyboards. Surgical interventions were performed by
several surgical teams; hence, no S. marcescens carriage
testing was performed on caregivers. First, none of the 67
samples were positive for S. marcescens. A new inspection was
performed on the ultrasound probe by the hygiene micro-
biologist. It turned out that the sleeve that allowed for the seal
between the cable and body of the probe was unstuck, facili-
tating the probable formation of a reservoir. In addition, an
analysis of the local practices highlighted two major non-
compliances. First, the probe was used intraoperatively with-
out a single-use sterile protective sheath, and second, the
maintenance carried out after its use was not in conformity
(absence of terminal disinfection after cleaning). Thanks to
these observations, new samples were taken by modifying the
sampling technique in pre-adding a step of sterile water
immersion/injection of /in the probe, in particular in the
sleeve. In doing so, a S. marcescens strain was isolated and
displayed the same pattern of antibiotic resistance as those
isolated from the eight patients. All these epidemic strains
harboured the chromosomal AmpC bla-SRT-2 and aac(6')-Ic
genes, conferring resistance to most penicillins, including
cefazolin and amikacin, respectively. Epidemic strains also
carried the bla-TEM gene, coding a penicillinase; aminoglyco-
side aadA1 gene, conferring resistance to streptomycin and
spectinomycin; and dfrA1 gene, leading to resistance to tri-
methoprim and co-trimoxazole. QRDRs were chromosomally
substituted in GyrA (Ser83lle and Asp87Asn) and ParC (Ser80-
lle), conferring high-level resistance to fluoroguinolones
through three amino acid changes. Epidemic strains remained
susceptible to key antibiotics for S. marcescens treatment
(i.e., third-generation cephalosporins orcarbapenem). In silico
analyses confirmed that all eight clinical strains were closely
related to the probe strain, with an average of distance of 9
SNPs (min: 1, max: 24) inside the cluster, while a distance
87,000 SNPs split the epidemic strains with two not-linked
strains (see Supplementary Figure S1).

In total, the incriminated T-shaped probe was used in nine
interventions between the index case and its withdrawal.
Among them, eight patients presented with SSIs caused by



Table |
Operating history and patient characteristics of Serratia marcescens surgical site infections, 2018, in a teaching hospital in Caen, Normandy, France
Epidemic Age Medical history Ultrasonography Operation NNIS Operation date Day delay (D), Antibiotic Outcome
patients (years), operation duration index* prelevement treatment
sex in hours type” Surgical revision
EP1 59, male Intrahepatic Hepatectomy 4 2 5tP April 2018 DO, biliary Cefepime Recovered
cholangiocarcinoma prosthesis Gentamicin
EP2 59, male Intrahepatic Hepatectomy 3 0 16™ May 2018 D4, blood Cefepime Recovered
adenocarcinoma
EP3 33, female  Hepatic hydatid cysts  Hepatectomy 6 1 28" June 2018 D11, Redon drain Cefepime Recovered
EP4 66, male Intrahepatic Hepatectomy 6 1 29" June 2018 D8, pleural fluid Ceftazidime Recovered
cholangiocarcinoma Surgical revision
EP5 83, female  Intrahepatic Hepatic resection 3 0 1** August 2018 D5, blood Cefepime Recovered
adenocarcinoma radiofrequency Gentamicin
EP6 60, male Intrahepatic Hepatic resection 5 1 2 August 2018 D2, blood Ceftazidime- Recovered
adenocarcinoma radiofrequency avibactam
Gentamicin
Surgical revision
EP7 64, male Intrahepatic Hepatic resection 2 0 2 August 2018 D3, hepatic Surgical revision Recovered
adenocarcinoma radiofrequency abscess
EP8 77, male Intrahepatic Hepatic resection 5 1 3¥9August 2018 D4, Redon drain Cefepime Recovered
adenocarcinoma radiofrequency Imipenem

EP, Epidemic patient.
* National Nesocomial Infections Surveillance (NNIS) index was calculated for each patient according to guidelines [9].
P First S. marcescens isolation.
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S. marcescens. In the only patient who did not contract an SSI,
the contaminated probe was used with a very short contact
time. Regarding surgical procedures, numerous non-
compliances were uncovered, such as the absence of bio-
cleaning and upkeep traceability for radiofrequency material,
T-shaped probes and fridges, as well as the absence of the
single-use sheath of the probe during ultrasonography.

Not one case of S. marcescens SSI has been reported since
the end of this investigation and corrective measures have
been taken, suchas medical device vigilance, staff information
and procedure adjustments in biocleaning and traceability and
the use of the probe sheath during deep surgical operations.

Discussion

This S. marcescens outbreak investigation revealed eight
postoperative infections due to the use of a contaminated T-
shaped intraoperative probe. During ultrasonography, the probe
was used in direct and long contact with tissues without a single-
use sheath. These defaults could explain a brief five-day mean
elapsed time between the operation and the first signs of
infection. This delay is shorter than that described in other
publications [11,12). Interestingly, our investigation disen-
tangled thisepidemic episode by detecting all patients (including
the index case), by identifying the cause of the SSI and the
mechanism related to the formation of the reservoir. No similar
example was found in the literature. Indeed, in most of studies
referring to S. marcescens SSI outbreaks, a strain reservoir was
epidemiologically suspected, rarely confirmed, or the number of
contaminated patients was estimated [1—12]. This investigation
also highlighted that the sole use of contact agar plates was not
sufficient to find S. marcescens on the probe. If a specific device
is suspected to be infected, we recommend the use of the
technique presented in this report, namely immersion of the
device in sterile water and/or injection of sterile water into
unreachable nooks. Furthermore, WGS is a highly discriminative
tool widely used in large-scale epidemiologic investigations
[6,10], and we showed through our work that it is valuable to
ascertain our hypothesis of contamination.

Our investigation raised several questions concerning care
practices [13]. It must be emphasized that high surgical activity
leaves little time for the caregivers: (1) to allow a good check-
up of the equipment and a realization of an adapted upkeep
and (2) to get practical training courses and to master the
procedure. In addition, the use of the ultrasound probe without
a sheath is a common practice by surgeons to obtain a better
surgical view, but it is not without risks in terms of health-
associated infections. Patient contamination by the T-shaped
probe could depend on both bacteria inoculum and duration of
exposure and could not be avoided by the recommended
antibiotic prophylaxis (cefazolin 2 g), as it is ineffective against
S. marcescens.

We would like to underline that these results were obtained
through close cooperation between the hospital hygiene
department, the digestive surgery ward, the hospital archive
department, and the microbiology laboratory. This led to the
issuing of a medical device alert and to the withdrawal of the T-
shaped probe and showed that the use of a single-use sterile
sheath placed on the tip of the probe during ultrasonography in
laparoscopic liver resection is essential in order to avoid such
peroperative infections. Infection prevention and control
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measures, including reminder courses on adequate cleaning
and decontamination of the probe were set up. Since then, no
other case was observed.

In conclusion, we reported an outbreak of S. marcescens SSls
associated with peroperative ultrasonography. These results
led to the withdrawal of the probe, to a reinforcement of the
training course on the pre-cleaning step, in particular dis-
infection procedures vigilance, and to a correction of the
practices, especially by the systematic use of asingle-use cover
during peroperative ultrasonography in laparoscopic liver
resection.
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2.2.2 Highlighting extended-spectrum beta-lactamase-producing Klebsiella

pneumoniae outbreak by routine genomic typing

L’article intitulé Highlighting extended-spectrum beta-lactamase-producing Klebsiella
pneumoniae outbreak by routine genomic typing a été soumis dans le journal International
Journal of Hygiene and Environmental Health sous la forme d’un short report. Cette publication
est la premiere description d’une épidémie engendrée par la population de Klebsiella
pneumonaie ST584. Elle illustre aussi le fonctionnement d’un systéme de surveillance de la
circulation des E-BLSE bas¢ sur la génomique.

La société¢ Frangaise d’Hygiéne hospitaliere (SF2H), recommande de « mettre en place une
surveillance épidémiologique des agents infectieux « a haut potentiel de transmission croisée »
dont les BMR » (Société Francaise d’Hygiene Hospitaliére 2009). Au CHU de Caen, ce systéme
est basé sur la détection du portage des E-BLSE chez tous les patients hospitalisés dans les
services de réanimation : a I’admission puis de facon hebdomadaire. Depuis janvier 2019,
toutes les espéces de E-BLSE isolées chez un patient sont systématiquement séquencées et
typées via des analyses in silico.

En novembre 2020, une alerte est donnée au sein de deux unités de réanimation chirurgicale,
physiquement contigués, devant 1’augmentation de I’incidence des taux de portage et
d’infections a K. pneumoniae productrice de BLSE (Kp-BLSE). En effet, entre septembre et
novembre trois patients ont présenté une bactériémie et cinq étaient porteurs de Kp-BLSE. Au
cours du mois de décembre un nouveau patient va présenter une infection urinaire (dont la
souche ne sera pas retrouvée) et trois patients seront dépistés porteurs soit douze cas en quatre
mois.

Le typage in silico retrouvait neuf souches de Kp-BLSE ST584 et deux souches appartenant
aux ST46 et ST405. Ces premiers éléments permettaient a la fois de restreindre mais aussi
concentrer les investigations sur les cas suspects. Les souches de Kp-BLSE ST584 présentaient
le méme phénotype de résistance expliqué par un méme résistome : blacrx-a-15 and blarem.-ia,
aph(3”’)-Ib and aph(6)-1d, sul? and dfrA14, tet(A), qnrBI. Les analyses de génomique
comparatives basées sur la recherche des SNP ont retrouvé une distance génomique maximale
entre les génomes de neuf SNP allant dans le sens de I’hypothése d’une diffusion clonale au
sein de ces deux unités de réanimation.

Simultanément, les équipes d’hygiéne ont procédé a (i) des audits de pratiques auprés des

soignants qui n’ont pas révélé de manquement (ii) 69 prélévements environnementaux incluant
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les matériels médicaux, les surfaces et autres points d’eau ; aucun prélévement n’a retrouve la
présence de Kp-BLSE. A noter la présence d’un lave bassin défectueux qui n’a pas été prélevé
car remplacé avant le début des investigations.

Apres les interventions des équipes d’hygiéne dans les unités, le s€quencgage des souches de E-
BLSE a continu¢ de fagon prospective sans plus mettre en évidence la présence de Kp-BLSE
ST584 parmi les patients du CHU.

Les soignants font tout leur possible pour traiter au mieux les patients. Aussi, lorsque ces
soignants sont informés d’une potentielle épidémie au sein des unités, cela peut étre interprété
comme une accusation de faute professionnelle, de manquements, avec parfois des réactions de
rejet de la situation. De plus, les mesures de précaution contact mises en place sont
contraignantes et peuvent amplifier un sentiment de lassitude. Les analyses de génomes
apportent des informations objectives nécessaires a la pédagogie et a la compréhension de
I’épisode. De plus, elles permettent de rationaliser les explorations en éliminant les cas qui ne
peuvent pas, scientifiquement, €tre reliés a I’épidémie en cours. Elles permettent aussi, comme
c’était le cas dans ce travail, un suivi géographique des souches mettant en évidence la diffusion
du clone épidémique a deux unités de réanimation.

Lors de cette exploration, les premicres comparaisons de souches ont été réalisées dés 1’alerte
connue car les données étaient déja existantes permettant une trés grande réactivité. Le
séquencage prospectif permet de suivre 1’évolution d’une situation épidémique : aggravation -
régression. Un systéme de surveillance basé sur la génomique s’enrichit de chaque séquencage
réalisé. Les analyses de génomiques comparatives ne sont pas limitées par le nombre de souches
a comparer. Elles peuvent a tout moment s’enrichir de nouveaux génomes qui peuvent modifier
I’analyse d’une situation.

La mécanique de 1’épidémie de K. pneumoniae ST584 n’a pas été totalement résolue. En effet,
au regard des ¢éléments disponibles, il semble que cette épidémie ait été causée par des
transmissions de personnes a personnes sans diffusion dans I’environnement. Restera cependant
le lave bassin non prélevé qui empéchera d’éliminer formellement une origine

environnementale a cet épisode épidémique.
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Abstract

Whole genome sequencing has become the gold standard for any microbiological
investigations. Doing it routine enabled outbreak detections. We investigated an epidemic
extended-spectrum beta-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae strain on two intensive
care units over a 4-month period. Even later, intervention by the infection control team brought

an end to the outbreak.
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Introduction

Klebsiella pneumoniae (Kp) is a Gram-negative opportunistic pathogen and a natural inhabitant
of the human intestinal tract. This species can also be found on mucosal surfaces in mammals,
as well as in water, sewage, soil, and plants.'-

Amongst various mechanisms of antibiotic resistance, Kp can acquire enzymes such as
extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) which reduce the number of therapeutic options
available leading to the prescription of last line antibiotics: carbapenems.* Consequently,
carbapenem resistant strains have emerged which can cause severe infections among
immunocompetent patients.> Recent antibiotic use, catheter carriage, mechanical ventilation
and prolonged hospitalization are risk factors for antibiotic resistant Kp infections.®

Kp is responsible for nosocomial infections and hospital outbreaks due to cross transmission
from patient to patient, from environmental reservoirs to patients or both intricate
mechanisms.”®  Surveillance of ESBL-producing Enterobacteriaceae (ESBL-E) s
recommended in epidemic circumstances in intensive care units (ICUs) in France.” Here we
describe the investigation and corrective measures for the first reported hospital outbreak due

to an ESBL-Kp ST584 strain.
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Materials and Methods

Setting

The outbreak occurred in a regional cardio-thoracic (CT) ICU (22 beds) and conventional CT
ward (22 beds) at Caen University Hospital, a 1410-beds teaching hospital in Normandy,
France. During their medical care, patients follow the same pathway: they are initially
hospitalized on the CT conventional ward before surgery, following which they are transferred
to the CT-ICU. They return to the CT conventional ward once they are stabilized. The same
team of health care workers (HCWs) are dispatched in the two units. All patients hospitalized
in the hospital’s ICUs have a weekly ESBL-Enterobacteriaceae (ESBL-E) carriage screening
using rectal swabs. For each patient, the first ESBL-E is tested for antimicrobial susceptibility
testing (AST) and DNA extracted to whole genome sequencing (WGS) to monitor the
circulation of ESBL-E populations and to confirm human to human transmission.

On the 2™ of November 2020 the infection control team (ICT) was notified of a high rate of
carriage and infections of ESBL-Kp in the CT intensive care ward which lead to the initiation

of an investigation.

Interventions

For each patient with an ESBL-Kp carriage or infection the ICT checked the correct application
of contact precautions and analyzed their medical files to study the spatiotemporal link between
cases. The ICT questioned HCWs from these wards on their hygiene practices and cleaning
procedures for shared medical material. Simultaneously, environmental samples were taken
from surfaces and medical material to identify potential indirect cross transmission as well as

from sink drain traps and liquids on the wards to look for a potential environmental reservoir.

Microbiology

WGS has been in place in routine in Caen University Hospital since 2019. All the first isolated
ESBL-E strains isolated in ICUs of our hospital were tested for AST by disk diffusion according
the EUCAST-CASFM guidelines (https://www.sfm-microbiologie.org/) and sequenced after

conventional DNA extraction using the Nextseq 500 Illumina technology. Libraries were
prepared using the [llumina Nextera Kit generating 150 bp paired-end reads. Quality assessment
was performed using fastqc software. Genome were de novo assembled using Spades version
3.12. Quality of the assembly was checked using quast software. Several typing methods were
applied on the genomes. Multi-Locus Sequence Type (ST) determination based on bigsdb
Pasteur database (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). Presence of acquired
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antibiotics genes was assessed using resfinder tool (http://genomicepidemiology.org). A variant

calling was performed, on the genomes of the strains which shared the same ST in our database
containing nine ESBL-Kp genomes that have been sequenced since the 1rst January 2019, using
both Burrows-Wheeler Aligner and FreeBayes and the following reference genome
ASM393747v1. A Single Nucleotide Polymorphism (SNP) distance matrix was computed.
Outbreak cases were defined as a patient hospitalized either on the CT surgery ward or in the
CT ICU with a positive sample for ESBL-Kp which belonged to the same ST and displayed
less than 10 SNP of divergence. All the sequenced genomes are available on the following

Bioprojet (PRINA811107).
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Results

Description of outbreak

Between 1% September 2020 and 2" November 2020, eight cases of ESBL-producing Kp were
recorded on the two wards, leading to the initial alert on the 2" of November 2020. Four more
patients were tested positive between the 3™ of November 2020 and the 6" of December 2020.
A total of 12 patients either carried (n=8) or were infected (n=4) by an ESBL-Kp (Figure 1).
Nine of the eleven strains sequenced belonged to the same ST584 while the two remaining ones
belonged to other Kp populations, ST46 and ST405 respectively (Figure I). The ST584 strains
harbored the same resistome: blacrx-a-15 and blarem-is, aph(3’’)-Ib and aph(6)-1d, sul? and
dfrA14, tet(4), gnrB1, conferring resistance to penicillins, third-generation cephalosporins,
aminoglycosides, co-trimoxazole, tetracycline and decreased susceptibility to quinolones,
respectively. This resistance was confirmed by disk-diffusion method according to the
guidelines. Variant calling analyses revealed that the maximum genomic distance between the
strains was 9 SNP, suggesting the dissemination of a unique epidemic strain during a four-
month period in two unique but linked wards. Furthermore, no other ESBL-producing ST584
Kp have been isolated from ICU patients in our hospital since 2019.

Alongside patient sample analysis, 35 environmental samples were taken from medical devices
(patient armchairs, patient lifts, ultrasound probes, ECG machines), 10 from surfaces such as
computer keyboards, 8 from liquids (hand soap, ultrasound gel etc.), as well as 16 samples from
sink drain traps on the wards. All samples were analyzed for microbiology using conventional
culture procedures. Of these 69 samples, none were positive for Enterobacteriaceae. Moreover,
interviews of personnel did not identify any errors in hygiene practice such as hand hygiene,
hygiene and maintenance of shared medical equipment and correct use of PPE. A dysfunctional
bedpan washer was present on the CT ICU and was highly suspected as a reservoir as no further
strain of ESBL-Kp ST584 appeared after it was it was changed at the end of November 2020;
however, no samples were taken from it before its removal. As genomic typing routine did not
reveal any additional ESBL-E belonging to this epidemic strain in all of the ICUs in the
establishment since December 2020, this led to two conclusions: (i) the bedpan washer was

probably the source of the outbreak, (ii) the Kp ST584 outbreak could be considered resolved.
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Figure 1: Chronological description of the ESBL-Kp epidemic in 2020 in Caen University teaching hospital, France

Kp 20200902
Kp 20200907
Kp 20201104
Kp 20201003
Kp 20201101
Kp 20201103
Kp 20201102
Kp 20201106
Patient9

Kp 20201107
Kp 20201201
Kp 20201204

Chronological description of the ESBL-Kp outbreak in 2020 on two ICU in Caen University Hospital, Caen, France. Twelve outbreak-related cases of ESBL-Kp were
identified from September 1*' 2020 and December 6" 2020. The provenance of the first positive ESBL-Kp sample is described (stool, blood or urine), as well as the Sequence
Type (ST) for each case. The urine sample for Patient 9 was no longer cultivable and was not analysed. Two of the twelve affected patients (Kp 20201106 and Kp 20201107)
died in the hospital of non-infectious causes. The length of hospitalization for each case is represented (orange shading), with the week of their first positive ESBL-Kp sample

outlined in red. Information on the dates of interventions by the Infection Control Team are presented on the figure, with the initial alert given on the 2" November 2020,
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environmental samples performed on week 46, 48 and 49, HCW interviews on week 48 and 49 and change of the defective bedpan washer week 49.
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Discussion and conclusion

To our knowledge, this outbreak is the first nosocomial transmission of the ESBL-Kp ST584
strain described. This rare bacterial population has been found in wild boars in Algeria, which
also produced the CTX-M-15 enzyme, but no reports of infection or colonization in humans
have been published so far.!° None of the environmental samples were positive for
Enterobacteriaceac. However, the implication of the bedpan washer in the episode is clearly
suspected. The dynamic of the outbreak is still unknown, it could be direct transmission from
the potential environmental reservoirs to patients, or cross-transmission from HCWs to patients
or lastly an association of these mechanisms.

Thanks to the systematic prospective genomic program in place since 2019, the ICT were able
to confirm the authenticity of the outbreak as well as the end of the episode in December 2020
with no additional Kp ST584 strains found. WGS provides the ability to rapidly identify cases,
control outbreaks and identify new strains of MDR Enterobacteriaceae. This active surveillance
system appears to be essential in the battle against antibiotic resistance and human cross

transmissions.
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2.3 Mécanismes de résistance aux antibiotiques

2.3.1 ramR Deletion in an Enterobacter hormaechei Isolate as a Consequence
of Therapeutic Failure of Key Antibiotics in a Long-Term Hospitalized
Patient

L’article ramR Deletion in an Enterobacter hormaechei Isolate as a Consequence of Therapeutic
Failure of Key Antibiotics in a Long-Term Hospitalized Patient a été publié en octobre 2020 dans
la revue Antimicrobial Agents and Chemotherapy (Impact Factor 5.9).

En janvier 2018, un patient a ét¢ admis dans le service de réanimation chirurgicale du CHU de
Caen dans les suites d’une chirurgie vasculaire. Il va malheureusement rapidement présenter
différentes complications septiques dont il va décéder aprés quatre mois de prise en charge. Son
histoire infectieuse est marquée par la succession d’infections profondes causées alternativement
par Enterobacter hormaechei et Staphylococcus epidermidis, pour lesquelles douze molécules
antibiotiques auront ét¢ administrées. Apres deux mois et demi d’hospitalisation, les souches de
E. hormaechei sont devenues plus résistantes aux antibiotiques ; initialement productrices de
BLSE, les derniers antibiogrammes étaient proches de la pan-résistance. Ce travail avait pour objet
d’expliquer les modifications phénotypiques observées : switch populationnel ? évolution in vivo
d’une méme souche qui se serait adaptée sous une trés importante pression de sélection
antibiotique ?

La réalisation de CMI vis-a-vis d’un large panel d’antibiotiques représentant différentes familles,
a retrouvé des résistances plus marquées pour les B-lactamines (temocilline, céfépime,
ertapéneme), les fluoroquinolones, la tigécycline, le chloramphénicol ainsi que la chlorhexidine.
A noter cependant que les augmentations de CMlIs étaient variables, les plus fortes variations
¢taient retrouvées pour la ciprofloxacine (fold change 8), la tigécycline (fold change 4) et le
chloramphénicol (fold change 4). L’ajout de 40 mg/L de Phe-Arg-B-naphthylamide (PABN) dans
le milieu engendrait une diminution des CMIs suggérant une implication des pompes Resistance-
Nodulation-cell Division (RND) dans les phénomeénes observés.

Les premiéres analyses de typage in silico ont révélé que les six souches de Enterobacter
appartenaient a ’espeéce Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis au cluster 6 selon

Hoffman et au ST66. La distance génomique maximale entre les six génomes était de neuf SNP.
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Aztréonam, TCC: Ticarcilline + acid clavulanique, CIP: Ciprofloxacine, OFL: Ofloxacine, AKN: Amikacine, SXT: Cotrimoxazole, FOS: Fosfomycine, CXN: Cefalexine, FIX: Cefixime, FUR: Nitrofurantoines, GEN: Gentamicine
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Figure 16 : Antibiogrammes en diffusion illustrant I’évolution phénotypique de d’une souche clinique de Enterobacter hormaechei

Figure 16 — A : phénotype initiale de la souche isolée d’un prélévement de selles. Souche productrice de BLSE, diminution du diameétre des fluoroquinolones par la production du
QnrB1

Figure 16 — B : phénotype proche de la toto-résistance, seuls I’imipenéme et I’amikacine conservent une activité.
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Toutes ces informations concouraient a I’hypothése d’une adaptation longitudinale d’une souche
unique.

Le résistome retrouvé chez ces six souches était (i) identique : blacrx-mis, blarem-is, blaoxa-i,
aac(3)-1la, aac(6’)-1b-cr, aph(3°’)-1Ib, aph(6)-1d, sul2, dfrA14, and gnrB1, et (ii) n’a pas évolué au
cours du temps. Aucune information d’intérét n’a été retrouvée apres recherche de mutations au
sein d’une collection de geénes décrits comme impliqués dans la résistance aux antibiotiques chez
les E. hormaechei. En revanche, 1’étude de la localisation des variants entre les souches initiales
et celles hyper-résistantes a mis en évidence une délétion des seize premiers nucléotides de
I’extrémité 3’ du géne ramR, entrainant un décalage du cadre de lecture et la perte des 69 premiers
acides aminés de I’extrémité N-terminale de la protéine. RamR est un inhibiteur transcriptionnel
appartenant a la famille des Tet(R). Son rdle est de controler I’expression du géne ramA qui
appartient a la famille des AraC/XylS transcriptional activator. Fonctionnellement, RamR est
divisé en deux domaines ; I’extrémité N-terminale constitue le domaine de liaison a I’ADN, tandis
que ’extrémité C-terminale permet la liaison aux substrats et la dimérisation de la protéine. RamR
ne pouvant plus se lier a I’ADN, ne controle plus I’expression de ramA qui devient hyper transcrit.
RamA est un régulateur pléiotrope ; il régule notamment I’expression des geénes codant pour la
pompe d’efflux RND AcrAB-TolC et la porine OmpF (via I’ARN antisens micF). Le phénotype
de résistance croisée observé chez les souches pan-résistantes peut donc trouver son explication
mécanistique dans I’altération de ramR.

Une approche transcriptomique basée sur la quantitative reverse transcription PCR (qQRT-PCR) a
démontré que les génes ramR et ramA étaient hyper exprimés, ce qui avait pour conséquence une
augmentation de la transcription de acrA4, acrB, tolC, micF ainsi qu’une sous expression de ompF-.
Par ailleurs, il n’y avait pas de modification d’expression de I’opéron marAR, également connu
pour contrdler sur les pompes RND ; ni de modification d’expression des génes de résistance
acquis tels que blacrxa-15 et aac(6’)-1Ib-cr ou encore de I’ampC chromosomique.

Par la suite, une délétion compléte du gene ramR a été réalisée au sein de la souche de référence
E. cloacae ATCC 13047. Les CMIs obtenues chez la souche mutante étaient comparables a celles
observées pour les souches pan-résistantes. Enfin, un géne ramR fonctionnel a ét¢€ inséré avec son
promoteur dans le plasmide pPBAD202. Ce plasmide a été utilisé¢ pour complémenter une souche

clinique pan-résistante et le mutant AramR ATCC 13047. L’ajout du géne ramR fonctionnel au
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sein de ces deux souches s’est associ¢ a la disparition du phénotype de résistance croisée et a
I’obtention des CMIs identiques aux souches initiales.

Cette publication est la premiere description des conséquences de 1’altération de I’opéron ramAR
au sein d’une souche d’E. hormaechei. De plus, ce travail s’inscrit dans le suivi longitudinal d’un
patient issu d’un service a tres forte charge en soins ; il s’agit donc de la mise en évidence de la
sélection in vivo d’un mutant résistant. Grace aux analyses génomiques, il a été possible (i) de
mettre en évidence la persistance de la méme souche tout au cours de I’hospitalisation (ii) de
démontrer la non-évolution temporelle du résistome et des principaux génes connus chez E.
cloacae complex comme impliqués dans la résistance aux antibiotiques (iii) de réaliser une analyse
sans a priori basée sur les résultats des variants calling a partir de laquelle la mutation de ramR a
¢été détectée (iv) de démontrer I’absence d’autres mutations d’intérét entre les souches initiales et
les souches pan-résistantes. Par la suite, les données phénotypiques, de transcriptomiques et de
mutagénese ont donné tout leur sens biologique aux informations issues du séquencage.

Il existe de nombreuses descriptions bibliographiques du rdéle de I'opéron ramAR dans
I’antibiorésistance chez les Entérobactérales. Les mutations décrites sont nombreuses et variées,
pouvant toucher ramR mais aussi la région intergénique entre ramR et ramA. Les antécédents de
traitements antibiotiques, dont les fluoroquinolones, sont un facteur de risque de mutations au sein
de ’opéron ramAR. Aussi, au regard de la multiplicité des mutations retrouvées, de 1’association
avec les antécédents de traitements antibiotiques et des conséquences phénotypiques observées,
I’opéron ramAR apparait comme un facteur important de I’adaptation bactérienne.

Pour donner suite a ce travail, différents travaux de recherche sont menés au sein de notre unité de
recherche :

e Une étude basée sur le suivi longitudinal des K. pneumoniae isolées parmi les patients
hospitalisés au sein des services de réanimation du CHU de Caen (M2 recherche poursuivi
en thése de science).

e Ftude transcriptomique du régulon ramR au sein de souches de Enterobacter cloacae
complexe (Master 2 recherche).

e FEtude de la prévalence des mutations de 1’opéron ramAR associées au phénotype de
résistance croisée parmi des souches d’Entérobactérales productrices de BLSE (sujet de ce

doctorat)
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ABSTRACT Genome changes are central to the adaptation of bacteria, especially
under antibiotic pressure. The aim of this study was to report phenotypic and
genomic adaptations undergone by an Enterobacter hormaechei clinical strain that
became highly resistant to key antimicrobials during a 4-month period in a patient
hospitalized in an intensive care unit (ICU). All six clinical E. hormaechei strains iso-
lated in one ICU-hospitalized patient have been studied. MICs regarding 17 antimi-
crobial molecules have been measured. Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
were determined on the sequenced genomes. The expression of genes involved in
antibiotic resistance among Enterobacter cloacae complex strains were determined
by reverse transcription-quantitative PCR (qRT-PCR). All the strains belonged to se-
quence type 66 and were distant by a maximum of nine SNPs. After 3 months of
hospitalization, three strains presented a significant increase in MICs for ceftazidime,
cefepime, temocillin, ertapenem, tigecycline, ciprofloxacin, and chloramphenicol.
Those resistant strains did not acquire additional antibiotic resistance genes but har-
bored a 16-bp deletion in the ramR gene. This deletion led to upregulated expres-
sion of RamA, AcrA, AcrB, and TolC and downregulated expression of OmpF. The
AramR mutant harbored the same phenotype as the resistant clinical strains regard-
ing tigecycline, chloramphenicol, and ciprofloxacin. The increased expression of
RamA due to partial deletion in the ramR gene led to a cross-resistance phenotype
by an increase of antibiotic efflux through the AcrAB-TolC pump and a decrease of
antibiotic permeability by porin OmpF. ramR appears to be an important adaptative
trait for E. hormaechei strains.

KEYWORDS Enterobacter cloacae complex, ramR, tigecycline, fluoroquinolone,
chloramphenicol, whole-genome sequencing, RND efflux pumps, OmpF

Members of the Enterobacter cloacae complex (ECC) are major opportunistic patho-
gens, especially in patients hospitalized in intensive care units (ICUs). Within this
complex, three clusters (C3, C6, and C8) that all correspond to Enterobacter hormaechei
species are mainly recovered from clinical samples and are responsible for infections
and hospital outbreaks (1). Furthermore, many ECC strains have become resistant
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FIG 1 Timeline of patient’s hospitalization. Infectious clinical history, bacterial strains isolated, and antibiotic treatments are presented. For each antibiotic
treatment, the duration (in days) is indicated. The dotted line represents the apparition of the 16-bp deletion in ramR among the E. harmaechei clinical strains.
SEPI, Staphyl us epidermidis; FY, E. h hei clinical strains; TZP, piperacillin-tazobactam; IPM, imip ; MEM, P ; CPT, ceftaroline; CZA
ceftazidime-avibactam; AMK, amikadn; LVX, levofloxacin; ERY, erythromydn; SXT, trimethopri If: h le; LZD, linezolid; DAP, daptomycin; VAN,
vancomycin. *, E. hormaechei dinical strains with a goss-resistance phenotype.

to broad-spectrum cephalosporins by the overproduction of chromosomal cephalospo-
rinase (AmpC) and/or by acquisition of genes coding for extended-spectrum
Blactamases (ESBLs). Even more alarming is the emergence of carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae (CPE), which has increased the focus on ECC strains. In
addition, multidrug efflux pumps (especially those belonging to the resistance-
nodulation-cell division [RND] family) and decreased membrane permeability (due to
modifications in porin concentration) play a major role in the resistance of Gram-
negative bacteria to a wide range of antibiotics (2-6). Moreover, genes involved in the
regulation of efflux pumps and porin expression can also contribute to the adaptation
of strains to their environment and their avoidance of the host immune system (7, 8).
Among these regulator genes, the ramAR locus belongs to the AraC/XylS transcriptional
activator family (9). RamA adjusts the membrane permeability by modulating the
concentrations of the efflux pump AcrAB-TolC as well as the porin OmpF (10). The
expression of RamA is negatively controlled by RamR. Among several Enterobacteria-
ceae species, it has been described that mutations in ramR drive an overexpression of
RamA, which leads to a cross-resistance phenotype with an increase of MICs for
B-actams, fluoroquinolones, tigecycline, and chloramphenicol (11-13). Here, we pres-
ent how an E. hormaechei strain evolved rapidly in vivo under multiple-antibiotic
treatment administered in one patient.

In January 2018, a 75-year-old man was admitted to a surgical ICU after vascular
surgery. The patient quickly developed several septic complications, such as bactere-
mia, nosocomial pneumonia, and peritonitis caused alternatively by E hormaechei and
methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis strains, for which he received an esca-
lation of 12 different antimicrobial agents (piperacillin-tazobactam, imipenem, mero-
penem, ceftazidime-avibactam, amikacin, co-trimoxazole, vancomycin, linezolid, dap-
tomycin, erythromycin, ceftaroline, and levofloxacin) until he died of septic shock 4
months after his admission (Fig. 1). During his hospitalization, six E. hormaechei strains
were isolated from stool, blood culture, and urine samples and bronchoalveolar and
peritoneal fluids. Initially, the strains exhibited an ESBL phenotype and then became
resistant to almost all antibiotics tested. The aim of this study was to decipher the
phenotypic and genomic evolution of these strains, which acquired a multidrug
resistance (MDR) phenotype in vivo.
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TABLE 1 MICs of the studied strains

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

MIC (mg/iter [FChe
Strain PTZ TEM CAZ CTX FEP AZT ETP MER IMP AMK GEN CIP CHL TG cs CHX CTAB
E cloacae ATCC 13047 8 4 11 o006 05 025 0125 025 1 05 0016 4 025 >256 2 32
13047 AECL_R515545 6 8 1 2 0125 1 05 0125 05 1 05 0.06(4) 16(4) 2(8) >256 4 32
(ramR)
13047_ 8 4 11 o006 1 025 0125 025 1 05 0016 4 025 >256 2 32
13047_pBAD2020ECL_R515545 8 4 11 o006 1 025 0125 025 1 05 0016 2 025 >256 2 32
13047 AECL_R515545_pBAD202 6 8 1 2 0125 1 05 0125 05 1 05 006(4) 16(4) 2(8) >256 4 32
13047 AECL_RS15545_pBAD202 6 8 1 2 0125 1 05 0125 05 1 05 0.06(4) 16(4) 2(8) >256 4 32
£FYo8,
FYo1 64 4 2 25 16 32 025 0125 05 2 2 2 8 05 0125 16 32
FYo2 64 8 2 25 32 64 025 0125 05 2 2 2 4 025 0125 16 32
FYos 64 4 64 128 32 64 025 0125 05 2 2 2 4 025 025 16 32
FYose 64 16(4) 128 256 64(4) 64 05 0125 05 2 32 32(16) 32(8) 2(8) 0125 32 32
FYos 64 16(4) 64 256 64(4) 64 05 0125 05 4 64 32(16) 32(8) 2(8) 0125 32 32
FY10¢ 128 16(4) 64 256 64(8) 64 05 0125 05 4 64 32(16) 32(8) 2(8) 0125 32 32
FY01_pBAD202 2 4 2 128 16 64 025 0125 05 2 2 2 4 05 0125 16 32
FY01_pBAD2020ECL_RS15545 2 4 16 128 16 32 025 025 05 2 R 2 4 05 0125 16 32
FY10_pBAD202 128 16 64 256 64 64 05 0125 1 2 64 32 16 2 0125 32 32
FY10_pBAD20200ECL_RS15545 32 4(-4 32 128 16(-4) 32 025 0125 05 2 32  2(-16) 4(-4) 05(-4) 0125 16 32
E cloacae ATCC 13047+PapNe 4 006 0016 2 025
13047 AECL_R515545 (ramR)+PapN? 8 0125 0.03 2(-8) 025(-8)
FY01+PagN? 16 64 2 2 025
FY10+PagNd 16 64 4(-8) 2(-16) 05 (-4)
2 PTZ, piperadllin-tazobactam; TEM, temoxillin; CAZ, ceftazidime; CTX, cefotaxime; FEP, cefepi M

; pime; AZT, ; ETP, ertapenem; MER, meropene; IMP, imipensm;
AMK, amikacin; GEN, g icin; CIP, ciprofloxacin; CHL, ch} phenicol; TIG, tigecydine; CS, colistin; CHX, chlorhexidine; CTAB, cetyl trimethyl ammonium chloride.

Numbers in boldface are MICs which significantly evolved: fold changes =4 or = —-4.
#Truncated ramR.

<Strain with ECL_R515545 truncated gene.

“PABN (Phe-Arg-B-naphthylamide) used at a concentration of 40 mg/liter.

RESULTS

Antibiotic and antiseptic susceptibilities. Comparison of antibiotic susceptibility
profiles showed two distinct groups: strains FYO1 to FYO3 (group I) were susceptible to
chloramphenicol (CHL) and tigecycline (TIG) (MICs of 4 and 0.25 mg/liter, respec-
tively), whereas FYO6 to FY10 (group Il) were resistant (MICs of 32 and 2 mg/liter,
respectively) (Table 1). In addition, significant differences in MICs between the two
groups of isolates were observed for ciprofloxacin (CIP; MICs increased from 2 to
32 mg/liter [16-fold]) (Table 1). Lower changes were noted for some B-lactams, such
as temocillin (TEM; 4-fold), piperacillin-tazobactam (PTZ; 2-fold), cefepime (FEP;
2-fold), and ertapenem (ETP; 2-fold) (Table 1). Regarding antiseptic testing, reduced
susceptibility to chlorhexidine (CHX; MIC, 16 ma/liter) was observed for all the
clinical strains in comparison to the reference strain (ATCC 13047; MIC, 2 mg/liter).
Group |l strains showed a 2-fold increase in MIC to CHX (32 mg/liter) compared to
that for group | strains (Table 1).

In silico typing. The six strains were identified in silico as Enterobacter hormaechei
subsp. xiangfangensis; they all belonged to sequence type (ST) 66 and the C6 Hoffman
cluster. Whole-genome sequencing (WGS) analyses confirmed that these six strains
(isolated from a unique clinical specimen from the same patient) were isogenic, with a
maximum of nine-SNP difference between all the strains, and only one SNP was
observed between the two groups.

Antibiotic resistance genetic determinants. The six strains shared the same
resistome: blary s, Dlarep e Blaoya ., aac(3)-lla, aac(6')-1b-cr, aph(3'' }ib, aph(6)-id,
sul2, dfrA14, and gnrB1. Regarding known point mutation targets, a unique nonsyn-
onymous mutation in GyrB (Phe746Ser) was found among the strains of group Il. This
mutation was outside the quinolone resistance-determining region (QRDR) of gyr8 and
could not explain the CIP MIC modifications. Moreover, no mutations or insertions/
deletions were observed in genes involved in antibiotic resistance (see Table 52 in the
supplemental material).

However, by comparing the whole genomes of group | to those of group Il, a 16-bp
deletion in the LI63_RS07965 gene coding for a TetR-like transcriptional regulator was
observed in group IIl. This gene is a homologue of the ramR gene of Klebsiella
pneumoniae Ecl8 (59% identical) and Salmonella enterica subsp. enterica serovar Ken-

October 2020 Volume 64 Issue 10 €00962-20

82

aacasmorg 3

Downloaded from https://journals asm.org/journal/aac on 03 October 2022 by 194 206.134.42.



Gravey et al.

Log,, Fold change

* p<0.01

S SHEESTELE S ESS

g™
£

Genes

FIG 2 Differences of gene expression between strains FY0S to FY10 (group Il) and FYO1 to FY03 (group
1) represented by a bar chart. Fold changes were calculated using the AAC, method using rpoB as a
housekeeping gene. Error bars represent one standard deviation. Statistical analyses have been per-
formed using the Student’s t test on GraphPad Prism version 8. Significant P value was considered lower
than 0.05. This figure highlights that partial deletion of ramR led to the overexpression of seven genes,
ramR, romA, ramA, micF, acrA, aaB, and tolC, whereas ompF was downregulated.

tucky CDC19 (63% identical) and is called ramR in this study. This deletion was
responsible for a shift in the nucleotide sequence reading frame, leading to a loss of the
first 69 N-terminal amino acids (aa) of RamR. Immediately downstream from the ramR
gene, there is a 1,104-bp gene, romA, which encodes a 367-aa metallohydrolase. This
gene is similar to the romA genes of K. pneumoniae (70% identical) and Citrobacter
freundii (219% identical). Downstream of romA, there is ramA, a 342-bp gene which
encodes a 113-aa protein, RamA, that belongs to the AraC/XylS transcriptional activator
family.

Transcriptional consequences of ramR deletions. The reverse transcription-
quantitative PCR (QRT-PCR) experiments evaluated the regulatory consequences of
ramR alteration by comparing gene expression between group | and group Il strains.
These experiments highlighted that the loss of the N-terminal portion of RamR among
the strains FY06 to FY10 led to the overexpression of ramR itself (fold change [FC], 26),
romA (FC, 680), ramA (FC, 453), micF (FC, 124), acrA (FC, 9), acrB (FC, 7), and tolC (FC, 4)
and reduced expression of ompF (FC, 0.08) (Fig. 2). No difference in gene expression has
been observed regarding chromosomal ampC, ompA, or ompC as well as another
AraC/XylS transcriptional activator, marA (Fig. 2). These results suggested that dysregu-
lation of the ramRA locus could explain the emergence of a cross-resistance phenotype
by modifying membrane permeability by increasing efflux pump expression and
decreasing OmpF concentrations.

Enterobacter cloacae ATCC 13047 mutant analyses. To decipher the resistance
mechanism in the E hormaechei strains, one mutant of E. cloacae ATCC 13047 deleted
for the gene ECL_RS15545 was constructed. Thus, MICs of CHL, TIG, and CIP were
determined for the AramR (ATCC 13047 AECL_RS15545) strain. E. cloacae ATCC 13047
cells in which ramR was deleted became significantly more resistant (FC = 4) to CHL,
TIG, and CIP similarly to the clinical strains (FY06 to FY10) harboring a 16-bp deletion
in ramR (Table 1). Furthermore, the transformation of the ATCC 13047 AECL_RS15545
with the pBAD202 plasmid containing the ramR sequence of FY08 did not allow any
restoration of the MICs (Table 1). To further analyze the role of the RamR regulator, two
clinical isolates (FYO1 and FY10) were transformed with the pBAD202 vector containing
ramR cloned with its promoter region (Table 1). The MICs of CHL, TIG, and CIP for FY10
complemented strains decreased, reaching the same values as for the FY01 strain (Table
1). Finally, in the presence of Phe-Arg-B-naphthylamide (PABN), there was a significant
decrease in the MICs of CHL (FC, 8), TIG (FC, 8), and CIP (FC, 4) for the ATCC 13047
AECL_RS15545 and FY10 strains, suggesting the involvement of RND efflux pumps such
as AcrAB-TolC (Table 1).

These results allowed us to hypothesize that the prescription of antibiotics during
February and March 2018, such as B-lactams and levofloxacin (Fig. 1), led to the
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selection of clinical strains with the ramR mutation and overexpression of the RamA-
controlled cascade, i.e, the expression of different genes involved in efflux pumps and
decreased porin expression (Fig. 2).

DISCUSSION

This article provides a description of an in vivo evolution of a unique E hormaechei
clinical strain under important antibiotic pressure by the partial deletion of the 3’ end
of the ramR gene leading to a cross-resistance phenotype. Dysregulation among the
ramRA locus and the consequences have already been described among several species
such as K. pneumoniae, S. enterica, C. freundii, Klebsiella aerogenes, and ECC (9, 11, 12,
14). RamA belongs to the AraC-XylS transcriptional activator family and, like MarA,
controls the membrane permeability by regulating both the OmpF porin expression via
the antisense RNA micF and the efflux pump AcrAB-TolC (10). RamA could be overex-
pressed by two main mechanisms. First, deletions in a region located upstream of this
gene, near by the marbox, could alter RamA self-regulation (11), but there was no
alteration in this region among the clinical strains (data not shown). Second, RamA
could be overexpressed by the nonfunctionality of RamR (12, 14). RamR is composed of
two functional regions: the N-terminal one corresponding to the helix-turn-helix (HTH)
domain, which is the DNA binding site, and a second region that is required for
substrate recognition and binding (11, 15). In our study, RamR lost its first 69 N-terminal
amino acids. As a consequence, RamR could not bind the DNA and could not inhibit
RamA expression. To the best of our knowledge, ramR mutations conferring antibiotic
resistance have not yet been described among E. hormaechei strains. However, these
events have already been described among K pneumoniae, S. enterica serovar Typhi-
murium, and K. aerogenes (11-13) with a variety of mutations, which could allow
bacteria to quickly adapt to antibiotic pressure (11). The E hormaechei multiresistant
clinical strains may have been selected by B-lactam and fluoroquinolones treatments
which were given during February and March (Fig. 1).

Results of the qRT-PCR confirmed that a nonfunctional RamR lead to overexpression
RamA, AcrA, AcrB, and TolC and reduced expression of OmpF, as was previously
described (15). However, our results suggest that RamA overexpression did not lead to
increased MarA expression, contrarily to what has been published for K. aerogenes (10).
Moreover, it seems the N-terminal deletion of RamR leads to its own overexpression,
which has been inconstantly described among K aerogenes clinical and mutant strains
(11). Taken together, these results suggest that RamR could contribute to the regulation
of its own expression.

The role played by the pump AcrAB-TolC in the increase of the MICs of CHL, TIG, and
CIP has been demonstrated by using PagN (Table 1). Conceming the OmpF downregu-
lation, the MIC of the B-lactam in the ATCC 13047 AECL_RS 15545 strain did not change
as it did among the clinical strains. Indeed, the increase in the MIC of B-lactam is only
significant if the reduced expression of OmpF is associated with another mechanism,
such as the acquisition of an ESBL enzyme and/or ampC derepression, which was not
the case in this mutant (16). Nevertheless, the ramR-complemented clinical strain FY10
recovered initial MICs, including for B-lactams (Table 1).

Usually, bacterial adaptation is associated with horizontal gene transfer between
bacteria in the same microbiota. This work highlighted how a chromosomal mutation
in ramR could be a response to antibiotic selection pressure. Moreover, it has been
described in K. pneumoniae that RamA overexpression allows the bacteria to hide from
the mouse immune system. Modifications in ramR could provide multiple advantages
to bacteria and need to be analyzed more among clinical Enterobacteriaceae, as it
appears to be an important adaptative trait.

Condusion. Host adaptation through gene acquisition, genome degradation (gene
inactivation or deletion), or both is central to pathogen evolution. In the present study,
we highlighted that (i) the transcriptional regulator RamR of E. hormaechei is a repressor
of the expression of ramA and (ii) the ramRA locus appears to be the most potent
regulator of the cross-resistance phenotype for E. hormaechei.
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TABLE 2 Strains and plasmids used in this study

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Reference,
blosample, or
Strain or plasmid Characterlstic(s) source
Strains
E. cloacae ATCC 13047 Reference strain 17
E. cloacae ATCC 13047 AECL_RS15545 (ramR) Deleted ECL_RS15545 This study
13047_pBAD202 13047 strain carrying pBAD202 This study
13047_pBAD202{)ECL_RS15545 13047 carying pBAD202/D-TOPO{)ECL_RS15545, hyperexpresses ramR This study
with its own promotor
E. cloacae ATCC 13047 AECL_RS15545_pBAD202 Deleted ECL_RS15545 strain carrying pBAD202 This study
E. cloacae ATCC 13047 AECL_RS15545_pBAD202 Deleted ECL_RS15545 strain carrying pBAD202, hyperexpresses amR This study
QFY08_ramRa with its own promotor
FYO1 Clinical isolate (stool) (date 02/052018P SAMN14547852
FYo2 Clinical isolate (blood culture) (02/13/2018) SAMN14548158
FYo3 Clinical isolate (urine) (02/13/2018) SAMN14548159
FY06 Clinical isolate (bronchoalveolar fluid) (03/30/2018) SAMN14548185
FYos Clinical isolate (peritoneal liquid) (04/06/2018) SAMN14548186
FY10 Clinical isolate (blood culture) (05/20/2018) SAMN14548187
FYO1 pBAD202 ECLJO_031 strain carrying pBAD202 This study
FYO1 pBAD2021ECL_RS15545 ECLJO_031 strain carrying pBAD202/D-TOPO{}ECL_RS15545, This study
hyperexpresses ramR with its own promotor
FY10 pBAD202 ECLJO_031 strain carrying pBAD202 This study
FY10 pBAD202{)ECL_RS15545 ECLJO_031 strain carrying pBAD202/D-TOPO{}ECL_RS15545, This study
hyperexpresses ramf with its own promotor
Plasmids
pBAD202 General expression vector with arabinose-inducible promoter, Kan® Life
Technologies
pKD4 Plasmid containing an FRT-flanked kanamycin cassette, Kan' 31
pCP20-Gm FLP-mediated recombination vector, Gen® 32
PKOBEG Recombination vector, phage A recyBa operon under the control of the 33

pBAD promoter, Cm"

“ramR sequence from FY08.
#Dates are given as month/day/year.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. During a 4month period, six £. hormaechei strains were recovered from the same
patient: one from a rectal swab and five from clinical samples. Details about the chronology of strains
isolations and the antibiotic presaiptions are avanlable in Flg 1 ldentlﬁmtlon at the spedes level was
performed by using a matri d laser desorp time of flight (MALDI-TOF) mass

pec y thod (Bruker, G y). The reference strain E cloacae subsp. cloacae ATCC 13047
(nucleotide accession number NC_0141 21 1) was usad to create mutants (17). The bacterial strains used
in thls study are listed in Table 2.

bial agent ptibility test. Antimicobial susceptibility was examined using the
microdilution method acoofdlng to the guidelines recommended by the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility (EUCAST; http//www.eucast.org/). The antimicrobial agents or combinations
tested included piperadllin-tazobactam (PTZ), temocillin (TEM), c idi (CAZ), i (CTX),
cefepime (FEP), aztreonam (AZT), ertapenem (ETP), meropenem (MER), imipenem (IMP), amikacin (AMK),
g idn (GEN), dprofloxacin (QP), chloramphenicol (CHL), tigecycline (TIG), colistin (CS), cetyl tri-
methyl ammonium chloride (CTAB), and chlorhexidine (CHX). All tests were performed in triplicates. The
MICs of CHL, TIG, and CIP were also determined by the broth microdilution method in the presence and
absence of Phe-Arg-g-naphthylamide (PABN) at a concentration of 40 mg/liter.

DNA seq ing and bioinf tics. High-throughput whole-genome sequending (WGS) was carried
out on all £ harmaechel strains at the Plateforme de Microbiologie Mutualisée (P2M) from the Pasteur
International Bioresources network (PIBNet; Institut Pasteur, Paris, France). DNA extraction was performed
using the MagNAPure 96 system (Roche, Germany). Libraries were prepared using the Nexctera XT kit (llluming,
USA), and sequencing was performed with the NextSeq 500 system (lllumina, USA), generating 150-bp
paired-end reads. Alien Trimmer was used for read trimming and dtpplng (18). The quality of thefiltered fastq
files was evaluated using fastqc softy (https/f bioi b acuk/projects/fastqc/). Fi-
nally, genomes were de novo assembled using SPAdes v 3.12 software using the recommended kmer
sizes for lllumina 150-bp paired reads (-k 21, 33, 55, and 77) (19). The quality of the genome assembly
was assessed using Quast software (20). Species of the sequenced bacteria were checked using the NCBI
prokaryotic genome annotation pipeline (21). Sequence type (ST) was determined using the muiltilocus
sequence typing (MLST) scheme basad on seven housekeeping genes: dnaA (chromosomal replication
initiator protein DnaA), fusA (elongation factor G), g8 (DNA gyrase subunit beta), JeuS (leucdne-tRNA
ligase), pyrG (CTP synthase), rpi8 (S0S ribosomal protein L2), and rpoB (DNA-directed RNA polymerase
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subunit beta) (22). Clustering, based on the partial sequence of the hsp&0 gene, was determined using
the blastn algorithm with the following p identity, 97%; coverage, 100% (23, 24). Acquired
antibiotic resistance genes and point mutations were searched in the Center for the Genomic Epidemi-
ology (CGE) using Resfinder and PointFinder databases, respectively (25). The genes described as
involved in antibiotic resistance among ECC strains are summarized Text S1 in the supplemental material.
All genes were scareened for using blastn with the following parameters: identity, 80°%; coverage, 80%6.

For the read mapping process, the reference genome used was E. hormaechei subsp. oharae strain
34978 (nucleotide accession number CP012165.1). The reads were aligned using Burrows-Wheeler
Aligner (26) version 0.7.17, and variant calling was performed usmg mpileup (27).

of the knock: and a multicopy p id library ining p
regulator ORFs. Deletion of the putative TetR regulator (ECL_RS15545) was performed using the
method previously described which employs the Red helper plasmid pKOBEG (28-30). The primers usad
in the study are reported in Table S1. The TetR regulator (EQL_RS15545), including its own promoter, was
amplified by PCR using the primers listed in Table S1. The amplicon was then TA-doned into the
overexpression plasmid pBAD202 (low-copy-number plasmid: ~20 copies/cell) Directional TOPO (Invit-
rogen, France). Escherichia coli TOP10 cells (Invitrogen, France) carrying pBAD202 recombinants contain-
ing correctly oriented inserts were selected on LB plates with 40 mg/liter kanamycin. After purification,
a plasmid carrying the ramR regulator gene with its own promoter was usad to transform the ECC ATCC
13047 strain and clinical isolates (Tables 1 and 2).

Gene expression by RNA quantification. Total RNA was extracted from bacterial cells grown to the
late exponential phase by using the Dlrect Zol RNA miniprep kit (Zymo Ressarch, USA). Residual
ch | DNA was r d by g ples using the TURBO DNA-free kit (Life Technologies,
France). Samples were quantified using a NanoDrop One spectrophotometer (Thermo Fisher Sdentific,
France). cDNA was synthesized from total RNA (~1 ) using a QuantiTect reverse transcription kit
(Qiagen, Netherland) according to the manufacturer’s instructions. Transcript levels of the following
genes were determined using primers described in Table S1: ramR, romA, ramA, micF, aaA, acrB, tolC,
marA, marf, ompA, ompC, ompF, ompR, ampC, blary 4415, 3nd aac(&)-b-a . Note that the DNA binding
sites of the primers usad for ramR were not affected by the 16-bp deletion. Fold changes were calculated
using the comparative cycle threshold (AAC,) method using rpoB as a housekeeping gene. Experiments
were performed at least three times. Differences of gene expression between strains FY06 to FY10
(group Il) and FYO1 to FY03 (group |) were evaluated using Student’s t tests on GraphPad Prism version
8. P values lower than 0.05 were considered statistically significant.

Ethics. This study has been conducted in compliance with the Helsinki Declaration (ethical principles
for medical research involving human subjects) and was conducted in accordance with the guidelines of
research board of our teaching hospital. The patient’s data were anonymously reported. Because
spedmens used in this study were part of the mutine patient management without any additional
sampling, and because the patient’s family provided no objection for his samples to be usad, this study
did not need to be examined by an ethical committee, and patient’s informed consent was not required.

Data availability. Genomes of this study and information about the strains are descnbed in
BioProject PRINA623478. Genomes used for ramR, romA, and ramA compari were ter
hormaechei subsp. oharae strain 34978 (NZ_CP012165.1), Kiebsiella p ige subsp. p iae strain
Ecl8 (HF536482.1), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky strain CDC191 (ABEI01000007.1),
and Citrobacter freundii strain FDAARGOS_61 (CPO26045.1). Nucleotide sequences of genes desaibed as
involved in antibiotic resistance in ECC strains are available in Text S1. The bioinformatics analyses did
not depend on homemade algorithms but on publicly available software, which has been describad
above.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental material is available online only.
SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.4 MB.
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2.3.2 Mutations within the ramAR Operon are Correlated with Additional
Antibiotic Resistance in ESBL Enterobacterales Isolated in Intensive

Care Units

L’article intitulé “Mutations within the ramAR Operon are Correlated with Additional Antibiotic
Resistance in ESBL Enterobacterales Isolated in Intensive Care Units” est actuellement soumis
dans la journal Microbiology Spectrum (Impact Factor 7.1).

La pression antibiotique est un facteur de risque reconnu de sélection de mutations au sein de
I’opéron ramAR chez les Entérobactérales (Ricci et Piddock 2009). Ces mutations engendrent une
surexpression de la pompe RND AcrAB-TolC et sous expression de la porine OmpF ; se traduisant
par des résistance vis-a-vis des B-lactamines, de la tigécycline, de la ciprofloxacine et du
chloramphenicol (Ricci et Piddock 2009; Abouzeed, Baucheron, et Cloeckaert 2008; Gravey et al.
2020). Les patients hospitalisés dans les services de réanimation sont soumis a de fortes pressions
médicamenteuses dont anti-infectieuses. Ce travail s’est intéressé a la prévalence des mutations au
sein de 1’opéron ramAR associées a des phénotypes de résistance au sein d’une population
d’Entérobactérales productrices de BLSE isolées au sein de trois services de réanimation pendant
trois ans.

Deux approches ont été réalisées. Des études génomiques ont permis de déterminer la diversité
des populations bactériennes, leur résistome, mais aussi de travailler sur la diversité génomique et
protéique des différents éléments constituants 1’opéron ramAR ainsi que les autres régulateurs
impliqués dans 1’expression des pompes RND chez les Entérobactérales. Simultanément, une
caractérisation phénotypique des souches a été réalisée avec la détermination des CMIs vis-a-vis
de douze molécules dont la témocilline, la cirpofloxacine et la tigécycline via la technologie du
Sensititre (Thermofisher scientific). Pour les souches présentant une résistance vis-a-vis des trois
molécules, les CMIs au chloramphénicol étaient mesurées. Pour soutenir I’hypothése de
I’implication d’une pompe RND dans les phénotypes observés, les CMIs étaient déterminées en
présence Phe-Arg--naphthylamide.

De 2019 22021, 476 souches de E-BLSE ont été isolées dont 443 (93%) appartenaient aux espéces
E. coli(n=194, 44%), K. pneumoniae (n = 122,28%) et Ecc (n= 127, 28%). Trente et une souches

¢taient résistantes a la fois vis-a-vis de la témocilline, de la tigécycline, de la ciprofloxacine et du
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chloramphenicol. Aucune souche de E. coli ne présentait le phénotype recherché. Les élévations
de CMIs observés étaient réversibles par utilisation du PABN.

Les analyses de génomique comparative ont mis en évidence une grande diversité populationnelle
(ST) au sein des souches résistantes. Les résistomes ne permettaient pas d’expliquer les phénotypes
observés. En revanche, toutes les souches résistantes aux quatre molécules présentaient des
mutations au sein de la protéine RamR (Ecc, n = 11 et K. pneumoniae, n = 10), de la région
intergénique ramAR (Ecc, n = 4 et K. pneumoniae, n = 5) et au sein de AcrR (une souche de K.
pneumoniae). Quelle que soit I’espéce considérée, les mutations dans RamR touchaient trois
domaines de la protéine : (i) le domaine Helix-Turn-Helix qui constitue le site de liaison de RamR
a ’ADN, (ii) des substitutions d’acides aminés au sein des sites clefs de liaison de la protéine avec
ses substrats et (iii), des altérations de I’extrémité C-terminale impliquée dans la dimérisation de
RamR. Les mutations nucléotidiques observées au sein de la région intergénique ramAR
modifiaient les motifs reconnus par RamR pour sa liaison avec I’ADN. Ainsi, a I’exception d’une
souche, toutes les bactéries résistantes aux quatre antibiotiques présentaient des mutations au sein
de I’opéron ramAR. Par ailleurs, I’étude des autres régulateurs des pompes RDN tels que marAR,
soxSR a mis en évidence que I’opéron ramAR présentait la plus grande diversité génomique faisant
de ce dernier un facteur d’adaptation bactérienne.

Différents processus cellulaires sont sous le contrdle de I’opéron ramAR. Notamment, ramAR
intervient dans la synthése du lipide A. En cas de surexpression de RamA, les propriétés de la
membrane bactérienne sont modifiées entrainant une résistance accrue a la phagocytose
macrophagique et une plus grande capacité a coloniser les organes comme le poumon et la rate
dans des modeles murins (De Majumdar et al. 2015). Par ailleurs, il a ét¢ démontré que les souches
sur-exprimant la pompe AcrAB-TolC, sous exprimaient le systeme de réparation de I’ADN MutS,
leur conférant un phénotype hyper mutateur (El Meouche et Dunlop 2018). Ainsi, les mutations
au sein de I’opéron ramAR semblent parfaitement répondre aux besoins de souches évoluant dans
un environnement a forte pression de sélection comme les services de réanimation. En effet, les
souches sont (i) plus résistantes aux antibiotiques, (ii), plus résistantes a la réponse immunitaire
innée, (iii) capables d’invasion d’organes, (iv) peuvent acquérir différentes mutations
chromosomiques permettant a la population de s’adapter a différents stress. Au sein de ce travail,
plus de 10% des souches de K. pneumoniae et de Ecc productrices de BLSE présentaient des

mutations au sein de 1I’opéron ramAR.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the proportion of additional resistance to temocillin,
ciprofloxacin, tigecycline and chloramphenicol that resulted from mutations within the ramAR
operon in extended-spectrum B-lactamases Enterobacterales (ESBL-E) isolated in three ICUs for
three years in a French university hospital. Two parallel approaches were performed: (i) the
genomes of all the ESBL-E were sequenced, and sequence type, resistome and sequences of the
ramAR operon and other TetR-associated genes were studied, and (ii) the Minimal Inhibitory
Concentrations (MICs) for temocillin, ciprofloxacin, tigecycline and chloramphenicol were
determined. A total of 443 ESBL-E strains were included, including Escherichia coli (n=194),
Klebsiella pneumoniae (n=122) and Enterobacter cloacae complex (Ecc) (n=127). Thirty-one
strains, 16 K. pneumoniae and 15 Ecc, showed an overresistance phenotype (ORP) defined as
being resistant to the four molecules tested in addition to having the ESBL-E phenotype. ORP was
reversible by the addition of Phe-Arg-B-naphthylamide, suggesting a role for RND pumps in these
observations. Mutations associated with ORP were restricted to RamR, the ramAR intergenic
region (IR) and AcrR. Mutations in RamR consisted of C- or N-terminal deletions, amino acid
substitutions inside its DNA-binding domain or within key sites of protein—substrate interactions.
The ramAR IR showed substitutions in nucleotides involved in the RamR DNA-binding domain.
More than 10% of the ESBL-Ecc and ESBL-K. pneumoniae isolated in the ICUs showed an ORP
associated with mutations within RamR or the ramAR IR. This diversity of sequences suggested

that RamR and the ramAR IR represent major factors for bacterial adaptation.
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INTRODUCTION

Enterobacterales are Gram-negative bacteria that tend to develop resistance to many antibiotics
commonly used in clinical practices, including last-resort molecules such as carbapenems, colistin,
and aminoglycosides, leading to a major public health concern (1, 2). Antimicrobial resistance
mechanisms through transferable resistance genes are well known, but chromosomal mutations
are also involved in several ways: (i) by changing the target of the antibiotics (3) or (ii) by
interfering with cellular pathways such as efflux pump regulation and expression (4). Among
Enterobacterales, resistance-nodulation-division (RND) pumps have already been associated with
antimicrobial resistance phenotypes, strain fitness and virulence, especially AcrAB-TolC (5, 6).
Regulation of this tripartite efflux pump is complex and mainly involves three major
transcriptional regulator systems. AcrR is the local repressor that controls the transcription of
acrAB. The expression of acrR is itself regulated by two physically distant operons, marRAB and
ramAR, which also control the expression of 0/C (6). The ramAR operon has been described
widely among the Salmonella enterica serovar Typhimurium (7), Enterobacter cloacae complex
(Ecc) (4) and Klebsiella pneumoniae (8), whereas marRAB has been well described in Escherichia
coli (9). AcrR, RamR and MaR belong to the TetR/AcrR family. These proteins are organized into
dimers, and their secondary structures are exclusively composed of alpha helices. They are divided
into two functional parts: (i) the N-terminus forms a helix turn helix (HTH) pattern, which is a
DNA-binding domain (10), and (ii) the C-terminus of the protein constitutes the protein—substrate
interaction interface (10). Both RamR and MarR act as constitutive inhibitors of the expression of
ramA and marA4 (6), which products belong to the AraC/XylS family (11). RamA and MarA
behave as positive transcriptional regulators of many genes, including acr4B and tolC. Moreover,
the acrAB transcript can be protected by carbon storage regulator A (CsrA), maximizing the
expression of efflux pump-encoding genes (12). CsrA is an RNA-binding protein; it interacts with
the 5 extremity of the acr4B transcript, which conserves the secondary structure of the RNA,
which is protected from the formation of a repressive RNA structure, allowing a correct interaction
with the ribosome. Moreover, it has been shown that additional regulatory systems, such as SoxS
and Rob, can also recognize the same DNA sequence as RamA and play a role in the transcription
of acrAB-tolC (6). Mutation within the N-terminal part of RamR among a clinical extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) producer Enterobacter hormaechei strain led to additional

resistance to antibiotics, including four classes of antibiotics, temocillin (TEM), ciprofloxacin
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(CIP), tigecycline (TIG) and chloramphenicol (CHL) (4). This overresistance phenotype (ORP)
was shown to be related to acr4B-tolC overexpression and ompF downregulation due to RamR
mutation (4). The impact of antimicrobial therapy by quinolones and fluoroquinolones, on
selecting AcrAB-TolC-overexpressing bacteria has already been described (13). Patients
hospitalized in ICUs are under important selective pressure with the intensive use of antimicrobial
and nonantimicrobial molecules and several homeostatic modifications. All these factors can lead
to the selection of strains that overexpress their RND pumps. The aim of this study was to identify
the proportion of clinical extended spectrum beta-lactamase-producing Enterobacterales (ESBL-
E) that showed an ORPin a collection of more than 400 unique strains isolated in three ICUs in a
French university hospital for three years that could be explained by mutations within the ramAR

operon or other TetR-associated genes.
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RESULTS

Diversity of strains and fi-lactamase descriptions

A total of 476 ESBL-E were isolated in the three ICUs between 2019 and 2021. Ninety-three
percent (n=443) belong to E. coli, K. pneumoniae or Ecc species and were included in this study.
Strains came from the surgical ICU (n=245, 55%), medical ICU (n=178, 40%) and neonatology
unit (n=20, 4%) (Supplementary Table 1). Eighty-two percent of the strains (n=364) came from
rectal swab samples, 5% from urine samples (14) and 3% from blood cultures (15) (Supplementary
Table 1). The species distribution was Escherichia coli (n=194, 44%), Klebsiella pneumoniae
(n=122, 28%) and Enterobacter cloacae complex (n=127, 28%). Among the Ecc strains, the
predominant species was Enterobacter hormaechei (n=113), followed by Enterobacter cloacae
(n=10) and Enterobacter kobei (n=2) (Supplementary Table 1). There was an important diversity
within the species studied. Indeed, 69 unique sequence types (STs) were found among the E. coli
strains. ST131 was the most frequent ST (n=59, 30%), followed by ST38 (n=10, 5%) and ST69
(n=9, 5%). The numbers of unique STs were less important for K. pneumoniae (n=27) and Ecc
(n=16). The main STs found among K. pneumoniae strains were ST405 (n=50, 41%), ST548
(n=14, 11%) and ST307 (n=11, 9%), whereas for Ecc strains, the predominant STs were ST66
(n=67, 53%), ST78 (n=11, 9%) and ST145 (n=9, 7%) (Supplementary Table 1). Regardless of the
species, the major ESBL enzyme found was blacrxu-15 (n=307, 70%), followed by blacrx-s-27
(n=34, 8%) and blasuv-1> (n=7%). Some enzymes were significantly more associated with some
species, such as blacrxum-27, blacrx-m-14, blacrxm-1, and blacrxm-ss with E. coli (P <0.001),
blasmy-12 with Ecc (P <0.001) and blaspy-> with K. pneumoniae (P <0.001) (Supplementary Table
1). All these data demonstrated an important populational and mechanistic diversity among the

strains studied.

Minimum inhibitory concentration (MIC) determination and impact of Phe-Arg-fi-
naphthylamide

A total of 35 strains, K. pneumoniae (n=19) and E. hormaechei (n=16), showed resistance to CIP,
TEM and TIG according to the results obtained with the Sensititre system. The MICs of the 443
strains are available in Supplementary Table 1. Interestingly, no strain of E. coli showed an ORP.
Determined by the broth microdilution method, the MICs of CHL revealed that 15 out of 16 E.

hormaechei and 16 out of 19 K. pneumoniae strains were also resistant to this antibiotic (Table 1).
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TABLE 1 Origins, sequence types, resistomes and minimum inhibitory concentrations with or without 20 mg/L of pABN for temocillin, ciprofloxacin, tigecycline
and chloramphenicol in the 31 resistant strains

Species Study name  Origin ST Acquired beta-lactamase Temocillin® Fluoroquinolones AG + QRDR mutations (C_:S X)é]]:]);(acin“ 1iéecycline ;[_:‘(i)e ‘:}[’;I:\l;)nea gl(goramphenicol S_h;izr;lghenicol“
Ecc20200803  Pus ST78 blaSHV-12, blaTEM-1B 16 - 1 (<0.25) - 4(0.5) - 32(2)
Ecc20190808 BAL ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (8) - 2(1) - 32(4)
Ecc20190903 BAL ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (8) - 2(1) - 32(4)
Ecc20190904 BAL ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 8(4) - 2(1) - 32(4)

5 Ecc20210401  Stool ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (8) - 2(1) - 16 (2)

g Ecc20200502  Stool ST568  blaCTX-M-15, blaOXA-1 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 8(2) - 2(0,5) - 32(4)

§ Ecc20210802  Stool ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (4) - 4(1) - 16 (2)

'§ Ecc20190702  Stool ST114  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6)-Ib-cr, qnrB1, ParC S80I, GyrA S83L 256 (64) - 4(1) catAl >256 (128)

§ Ecc20190501  Stool ST106  blaSHV-12, blaTEM-1B 32 aac(6')-Ib-cr 4(2) - 4(2) - 32(4)

=

§ Ecc20200601  Pus ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 64 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (8) - 2(0.5) - 16 (2)

LE Ecc20190609  Stool ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (8) - 4(1) - 32(4)
Ecc20191003  Stool ST66 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6)-Ib-cr, gnrBI1 16 (8) - 4(1) - 32(4)
Ecc20190502 BAL ST114  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6)-Ib-cr, gnrB1, ParC S80I, GyrA S83L 256 (128) - 2(0.5) catAl >256 (64)
Ecc20190701 BC ST114  blaCTX-M-15, blaOXA-1 64 aac(6)-Ib-cr, gnrB1, ParC S80I, GyrA S83L 128 (64) - 2(0.5) - 32(2)
Ecc20190706  Stool ST114  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6)-Ib-cr, gnrB1, ParC S80I, GyrA S83L 256 (128) - 2(0.5) catAl >256 (64)
Kp20190611  Stool ST405  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6')-1b-cr,0qxA4,0qxB,qnrB1 64 (64) - 2(0.5) - 32(2)
Kp20190626  Stool ST307  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6')-1b-cr,oqx4,09xB,qnrB1, GyrA S831, ParC S80I 128 (128) - 4(1) - 64 (8)
Kp20190803  Stool ST405  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6')-1b-cr,0qxA4,0qxB,qnrB1 32(8) - 2(0.5) - 128 (16)
Kp20190602  Stool STI5 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6')-1b-cr,oqxA4,0gxB,ParC S80I 256 (128) - 4(2) - 64 (4)
Kp20211001  Stool ST307  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6')-1b-cr,0qxA4,0qxB,qnrB1, GyrA S831, ParC S80I 256 (64) - 2(1) - 32(4)

© Kp20211005 BA ST307  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6')-1b-cr,oqx4,0qxB,qnrB1, GyrA S831, ParC S80I 256 (128) - 2(1) - 32(4)

‘§ Kp20190403  Stool ST449  blaSHV-2 32 ogxA,0qxB 0,5 (<0.25) - 4(1) - 128 (8)

§ Kp20210510 BA ST405  blaCTX-M-15, blaTEM-1B 16 0gxA,0qxB,qnrB1 4(1) - 2(1) - 32(4)

% Kp20210808  Stool ST20 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6)-1b-cr 1(0.25) - 2(1) - >256 (256)

§ Kp20190607  Stool ST45 blaCTX-M-15, blaTEM-1B 64 0gxA,0q9xB 0.5(<0.25) - 2(0.5) catdl >256 (128)

b Kp20191103  Stool ST45 blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 16 aac(6')-1b-cr,oqxA4,0gxB,qnrB1 16 (8) - 2(1) - 64 (8)
Kp20200201  Stool ST392  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaOXA-4, blaTEM-1B, blaTEM-2 64 aac(6')-1b-cr,0qx4,09xB,qnrB1, GyrA S831, ParC S80I 128 (128) - 2(0.5) floR >256 (128)
Kp20201107  Stool ST584  blaCTX-M-15, blaTEM-1B 32 0gxA,0qxB,qnrB1 2(<0,25) - 4(0.5) - 64 (8)
Kp20201204  Stool ST584  blaCTX-M-15, blaTEM-1B 16 0gxA,0qxB,qnrB1 2(1) - 4(0.5) - 64 (2)
Kp202106011  Stool ST636  blaCTX-M-15, blaOXA-1, blaTEM-1B 32 aac(6')-1b-cr,0qxA4,0qxB,qnrB1 4(4) - 2(1) - 16 (2)
Kp20211201  Catheter ST870  blaSHV-106 128 0gxA,09xB 256 (128) - 2(1) - 16 (2)

Abbreviations: BAL, broncho-alveolar liquid; BC, blood culture, BA bronchial aspiration; AG, associated genes; QRDR, quinolones resistance determining region; pABN, Phe-Arg-B-naphthylamide

# MICs are presented in milligram per liter
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A proportion of Ecc strains (15/127 (12%)) and K. pneumoniae strains (16/122 (12%)) showed an
ORP. Resistant strains were not associated with a specific ICU and/or with a specific sample origin
(data not shown).

The MICs of TEM and TIG were less diverse than the MICs of CIP and CHL (Table 1). Indeed,
the MICs of TEM varied between 16 mg/L and 64 mg/L (except for one strain), those for TIG
varied between 2 mg/L and 4 mg/L, those for CIP varied between 0.5 mg/L and 256 mg/L, and
those for CHL varied between 16 mg/L and > 256 mg/L (Table 1). These results could be explained
by the acquisition of additional resistance mechanisms, such as aac(6’)-Ib-cr and gnr genes,
mutations within the quinolone resistance determining region for CIP and the presence of cat and
floR genes for CHL (Table 1).

The addition of 20 mg/L of Phe-Arg-B-naphthylamide (pABN) to the medium significantly
decreased the MICs of CHL, CIP and TIG. CHL showed the greatest fold changes, between 8- and
16-fold, followed by TIG (between 2- and 8-fold) and CIP (between 2- and 4-fold) (Table 1).
These results suggested the involvement of an RND pump in the phenotypes observed. As
mentioned in the Methods section, the MICs of TEM were not determined in the presence of pABN,
as the resistance of this molecule is associated with the downregulation of ompF, which is not

modified by the addition of pABN.

Sequence extraction and diversity of RND associated regulators

The sequences of twelve genes and the ramAR intergenic region (IR) were found among the 122
K. pneumoniae and 127 Ecc strains. However, the operon ramAR was absent from all 194 genomes
of E. coli studied. The sequences of the proteins RamA, RamR, AcrR, AcrA, AcrB, TolC, SoxR,
SoxS, MarA, MarB, MarR, and CsrA and the ramAR IR showed tremendous differences in terms
of diversity. Considering all the sequences together, the diversity was greater in Ecc strains than
in K. pneumoniae strains: a total of 124 unique sequences versus 70 were found, respectively
(Figure 1 and Supplementary Tables 2 and 3). Regardless of the species, sequences of RamR and
the ramAR IR have always been the most variable elements. Indeed, 24 and 23 unique sequences
of the ramAR IR and 17 and 12 unique sequences of RamR were found among the Ecc and K.
pneumoniae strains, respectively (Figure 1 and Supplementary Tables 2 and 3). In contrast,
sequences of the proteins CsrA, MarA, SoxS, and RamA were the most conserved among the two

species (Figure 1 and Supplementary Tables 2 and 3).
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Figure 1 Diversity of the sequences within the acr4B-tolC regulation pathway. The number of unique sequences and the phenotypical
association (see methods) found in 12 proteins, RamA, RamR, AcrR, AcrA, AcrB, TolC, SoxR, SoxS, MarA, MarB, MarR, and CsrA,
and the ramAR intergenic region are represented in bar plots. A represents the sequence diversity from the genomes of 122 ESBL-
producing K. pneumoniae; B represents the sequence diversity from the genomes of 127 ESBL-producing E. cloacae complexes.
Sequences only recovered from susceptible strains are represented in green, sequences that were specific to resistant strains are
represented in red, and sequences that were found in both susceptible and resistant isolates are coloured yellow. Abbreviation: IR —

intergenic region.
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These results highlighted that inside a regulatory pathway, some elements may present important
sequence diversity, whereas others cannot. These variable elements could be a factor in bacterial

adaptation and phenotype modification.

Correlations between sequences and resistance phenotypes

Strains with ORP had associated mutations only in a few proteins or intergenic regions. Indeed, K.
pneumoniae strains with ORP showed specific mutations within RamR (n=8), ramAR IR (n=4)
and AcrR (n=1) (Figure 1A), whereas Ecc strains with ORP had specific modifications within
RamR (n=7) and ramAR IR (n=2) (Figure 1B) (see details below). All the other protein sequences
studied were found (i) in both types of phenotypes, i.e., susceptible, and resistant, or (ii) only in
sensitive strains (Figure 1), suggesting that they did not participate in the ORP observed.

Among the 15 Ecc strains with ORP, four, which belonged to two different STs (ST78 and ST66)
and two different Hoffman Asp60 clusters (C3 and C6), had a cDNA mutation: ¢.C148T (c for
coding DNA) in the ramAR IR (Figure 2A). This single nucleotide polymorphism (SNP) occurred
within the RamR DNA-binding site of ramAR IR, which likely affects the ability of RamR to play
a repressor role (Figure 2A and Table 2). Six strains showed some amino acid replacements within
RamR. Three ST114 strains had a p.V39A (p for protein) substitution, which led to a steric
modification inside the DNA-binding region of RamR (Table 2 and Figure 3B). Two ST66 strains
had substitutions in the first eight N-terminal amino acids, leading to two steric hindrances, three
side chain polarity modifications, and three charge modifications (Figure 3B). These substitutions
are likely to change the secondary and tertiary structure of the N-terminal part of RamR, which is
the DNA-binding region of the protein. One ST66 strain had a p.F155L substitution (Table 2 and
Figure 3B). This 155-position is known to be one of the major sites for protein—substrate
interactions. Substitution of a large and aromatic amino acid by a smaller and nonaromatic amino
acid could change the conformation of RamR and the behaviour of the protein. Five strains showed
a deletion of the N-terminal part of RamR (Table 2 and Figure 3C-E). One ST66 strain had a
p-1 _35del mutation in addition to eight amino acid substitutions within the DNA-binding site
(Figure 3C). One ST106 strain had a p.29 32del (Table 2 and Figure 3D), whereas three strains
from different STs (ST568, ST66, ST114) had a p.1_69del (Table 2 and Figure 3E). All these
deletions completely or partially destroyed the DNA-binding region of RamR, which most likely

led to an inability of the protein to be a transcriptional inhibitor.
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A c. C148T

CAGTTT GGCGGA GTTGAC

D S 3
1022 1027 1034 1039

B c. G124T c. C133T c. G1298T

ﬂ TAATA ATGAGTG CGTACT ~ CACTCAT CAGTTT TCTGTT  CGTTAC

c. T131A

Figure 2. Organization of the ramAR intergenic region among Enterobacter cloacae complex (A) and Klebsiella pneumoniae (B) strains.
RNA polymerase binding sites are represented in blue boxes (-35 and -10). Pseudopalindromic sequences are drawn by green boxes.
The six nucleotides between the palindromic sequences are represented in orange boxes. The RamR DNA-binding domain described by

Baucheron et al. (16) is surrounded by the grey box.
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TABLE 2 Sequence types of the resistant strains, RamR- and ramAR intergenic region-associated mutations, and biological significance

ramAR intergenic region mutations

Study name ST RamR mutations associated with resistant strains associated with resistant strains Biological significance of genomic/proteins modifications
Ecc20200803 ST78
Ecc20190808 ST66
- c.C148T Mutations within the RamR DNA-binding region: linker
Ecc20190903 ST66
Ecc20190904 ST66
Ecc20210401 ST66 p.1_35del, p.N36M, p.A37R, p.G38A, p.V39L, _ 1°- Los$ ofthle DNA;bind}ng domzllin ] ) ) ) ) ) ) )
p.A40L, p.E41K, p.T43H, p.L44C 2° - Amino acid modifications: steric hindrance, side chain polarity modifications, charge modification
Ecc20200502 ST568
Ecc20210802 ST66 p.1_69del - Loss of the DNA-binding domain
Ecc20190702 ST114
Ecc20190501 ST106 p-29_32del - Loss of the DNA-binding domain
Ecc20200601 ST66 p.F155L - Amino acid modifications: steric hindrance inside a key position for protein-substrate interactions
Fec20190609 STe0 pVIW, pA2H, p.R3V, p.P4R, pKSR, pSOV, Amino acid modifications: steric hindrance, side chain polarity modification, charge modification
Ecc20191003 ST66 pETK, p.DSI
Ecc20190502 ST114
Ecc20190701 ST114 p.V39A - Amino acid modifications: steric hindrance inside the DNA-binding domain
Ecc20190706 ST114
Kp20190611 ST405 p.Y92N - Amino acid modifications: steric hindrance
Kp20190626 ST307 p.Y47N - Amino acid modifications: steric hindrance
Kp20190803 ST405 p-W89R - Amino acid modifications: steric hindrance, charge modification
Kp20190602 ST15 p.L154Q - Amino acid modifications: steric hindrance and polarity modification of the side chain inside a key position for protein-substrate interactions
Kp20211001 ST307
p.K9I - Amino acid modifications: steric hindrance, charge modification
Kp20211005 ST307
Kp20190403 ST449 p-130_193del - Loss of C-terminal extremity of RamR, no possibility for dimerization
Kp20210510 ST405 p-122_193del - Loss of C-terminal extremity of RamR, no possibility for dimerization
Kp20210808 ST20 p-122_193del - Loss of C-terminal extremity of RamR, no possibility for dimerization
Kp20190607 ST45 p.101_193del - Loss of C-terminal extremity of RamR, no possibility for dimerization
Kp20191103 ST45 No specific mutation c.C133T Mutations within the RamR DNA-binding region: linker
Kp20200201 ST392 No specific mutation c.TI31A Mutations within the RamR DNA-binding region: linker
Kp20201107 ST584
No specific mutation c.G124T Mutation inside the palindromic sequence ATGAGTG within the RamR DNA-binding region
Kp20201204 ST584
Kp20211201 ST870 No specific mutation c.G1298T Unknown significance
Kp202106011 ST636 No specific mutation No specific mutation No explanation
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Figure 3. Structural and functional annotation of RamR and specific mutations/deletions found among resistant Enterobacter cloacae complex strains. A — Blue rectangles represent
the helix turn helix (HTH) domain of the protein that includes the DNA-binding site. Green rectangles represent regions involved in the protein-substrate interactions. The fourth
alpha helix is involved in both HTH domain and protein substrate interactions. The pink rectangle represents the region involved in dimerization with a second RamR protein. Orange
dots represent the positions of amino acids implicated in protein—substrate interactions according to the PDB database and Yamasaki S et a/ (10). The number of dots represents the
number of substrates that interact with this specific amino acid. B and C — Amino acid substitutions associated with resistant strains are represented in circles. Consequences of the
substitution are organized by colours. Amino acid substitutions marked with an asterisk were all found in strains Ecc20190609 and Ecc20191003. C, D, and E represent the N-

terminal deletions found in several proteins. The strain Ecc20210401 (C) showed an association of a deletion of the first N-terminal 35 amino acids and numerous amino acid

substitutions in the second and third alpha helices.
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Among the 16 K. pneumoniae strains with ORP, five presented a mutation inside the ramAR IR,
while ten had mutations within RamR (Table 2 and Figures 2 and 4). One strain, Kp20210808,
had, in addition to the mutation in RamR, another specific mutation inside AcrR. The mutation
within AcrR was p.A80S, which led to the replacement of a small and nonpolar amino acid by a
larger and polar amino acid. For the strain Kp202106011, no explanation could be provided by the
genomics explorations despite an ORP with an obvious decrease of MICs by addition of pABN
(Tables 1 and 2). Two strains belonging to the STs ST392 and ST45 had c. T131A and c. C133T
substitutions, respectively, which both occurred within the RamR DNA-binding region (Table 2
and Figure 2B). Two ST584 strains had a ¢. G124T substitution, which changed the palindromic
sequence ‘ATGAGTG’ inside the RamR binding site (Table 2 and Figure 2B). Together, these
substitutions could modify the DNA-RamR interaction, likely leading to a weaker RamR repressor
activity. On the other hand, the strain Kp20211201 had a unique substitution within the ramAR IR,
c.G1298T, whose biological significance is unknown (Table 2 and Figure 2B). Among the ten
strains with specific RamR mutations, three ST114 strains, one ST405, one ST307, and another
ST405 showed p.V39A, p.YI2N, p. Y47N, and p.W89R, respectively (Table 2 and Figure 4B).
All these alterations led to steric hindrance inside the DNA-binding domain (Figure 4B). It should
be noted that the p.W89R was also responsible for the replacement of a neutral amino acid,
tryptophan, by a positive amino acid, arginine, which could have consequences for the secondary
and tertiary structures of the protein (Table 2 and Figure 4B). The strain Kp20190602 (ST15) had
a p.L154Q substitution that caused steric hindrance and polarity modification of the side chain of
the amino acid inside a key position for protein-substrate interactions (Table 2 and Figure 4B).
Finally, four strains belonging to ST449, ST405, ST20, and ST45 harboured important deletions
in the C-terminal part of RamR, p.130 193del, p.122 193del, p.122 193del, and p.101_193del,
respectively (Table 2 and Figure 4C-E). All these deletions have in common the disappearance of
the ninth alpha helix, which allows the dimerization of RamR; thus, RamR is likely to not be

functional.
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Figure 4. Structural and functional annotation of RamR and specific mutations/deletions found among resistant Klebsiella pneumoniae strains. A —Blue rectangles represent the helix
turn helix (HTH) domain of the protein that includes the DNA-binding site. Green rectangles represent regions implicated in the protein-substrate interactions. The pink rectangle
represents regions involved in dimerization with a second RamR protein. The fourth alpha helix is involved in both HTH domain and protein substrate interactions. Orange dots
represent the positions of amino acids implicated in protein—substrate interactions according to the PDB database and and Yamasaki S et a/ (10). The number of dots represents the
number of substrates that interact with this specific amino acid. B — Amino acid substitutions specific to resistant strains are represented in circles. Consequences of the substitution
are organized by colours. Amino acid substitutions marked with an asterisk have been previously described in another resistant Klebsiella pneumoniae (17). C, D, and E represent

the C-terminal deletions found in several proteins. None of them expressed the ninth alpha helix.
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DISCUSSION

Mutations in RamR, AcrR or within the ramAR IR associated with AcrAB-TolC dysregulation and
antimicrobial resistance have been described in many species (4, 7, 8, 15). In this work, more than
ten percent of the ESBL-Ecc and ESBL-K. pneumoniae strains isolated in ICUs for three years
showed an ORP that correlated to mutations inside the ramAR operon. This proportion is extremely
high and has not been described in previous studies (18). It may be suspected that, such a
proportion could be due to clonal dissemination of a specific population that incorrectly increases
the number of strains. This hypothesis can be refuted because of (i) the number of unique STs
found among the resistant strains (6/16 and 10/27 among Ecc and K. pneumoniae strains,
respectively), and (ii) the diversity of mutations found inside the ramAR operon. Regardless of the
species and the elements mutated, the overexpression of an RND pump seems to be associated
with clinical ESBL-Ecc and ESBL-K. pneumoniae strains.

According to the guidelines of the Comité de 1’ Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie, testing of CHL and TIG susceptibility is not mandatory for Enterobacterales (19).
As a consequence, there is a risk of not detecting the ORP among clinical strains. However, it
seems important to know which ESBL-Enterobacterales have RND pump dysregulation in order
to adopt a pertinent therapeutic approach and reduce the risk of resistant mutant selection.
Moreover, TEM, CIP and TIG are in the same Sensititre plate (FARMgGN). However, the MIC
of CHL must be determined through another method. This limits the ability of clinical
microbiology laboratories to routinely screen this ORP.

Considering the whole proteins and intergenic region studied, the results showed that
sequence diversity was limited to limited elements. The total number of unique sequences was
higher in Ecc than in K. pneumoniae, which could be explained by the existence of several species
merged in the Enterobacter cloacae complex whereas only K. pneumoniae strains were studied.
In both species/complexes, sequences of CsrA, MarA, SoxS, SoxR, RamA, and MarR were
conserved, whereas AcrR, ramAR IR and RamR showed the highest proportion of mutations.
Consequently, csr4, marA, soxS, soxR, ramA, and marR could be considered as “stable” genes,
not only because of their implication in the acr4B-tolC expression pathway but also because of
their impact on several cellular processes. Indeed, CsrA plays a major role in intracellular carbon

metabolism by controlling several essential enzymes involved in glucose metabolism in E. coli
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(17). marRAB and soxRS operons are both involved in oxidative stress responses (9, 20). At the
same time, it has been described that ramRA has pleiotropic effects on the cell, such as
modification of lipid A synthesis, antimicrobial susceptibility, and macrophage interactions (21).
As a consequence, the fitness cost for the cell of mutations within the ramRA operon is probably
lower than those within marRAB, soxRS and csrA, leading to a higher sequence diversity in this
genomic region. The ramAR operon seems to be an important adaptative factor for the Ecc and K.
pneumoniae strains. In this context (6), the ramRA operon was not found among E. coli strains in
this study, and it is tempting to speculate that the lack of this operon explains the absence of ORP
found among E. coli strains in this work.

It should be noted that all the resistant strains harboured an altered sequence of the ramAR
IR or RamR but not both. This is in accordance with a study of the ramAR operon among
Salmonella Typhimurium strains, which also concluded that strains had specific mutations in one
or other region but not simultaneously (15). Three types of modifications have been found in
mutated RamR. First, the DNA-binding site could be altered by (i) massive deletions, as it has
been found in Ecc strains in other studies (4, 22), and (ii) amino acid substitutions. These amino
acid substitutions have been reported in several species, but their localization can differ (7, 15, 23).
It should be noted that the tryptophan substitution at position 89 has also been described in a K.
pneumoniae strain (23). In accordance with previously published studies, most of the mutated
RamR had a unique amino acid substitution (7, 23). Deletions and/or amino acid substitutions
changed the RamR DNA-binding domain, which could lead to a weaker or a complete abolition
of its transcriptional inhibitory function, leading to ramA and acrAB-tolC overexpression (4). The
second type of RamR alteration is, as previously described (7), the deletion of the C-terminal part
of the protein, which results in the absence of the ninth alpha helix, which is involved in the
dimerization of the protein (10). Third, two proteins harboured amino acid substitutions in p.154
and p.155. This last has been described as a key position for protein—substrate interactions in
Salmonella enterica serovar Typhimurium (10). Amino acid replacement inside p.155 or near
p.154 could change the behaviour of the protein, which will result in a lower functionality. All the
RamR modifications found in this study could explain the alteration of protein function.

Mutations associated with resistant strains have also been found inside the ramAR IR. In
both Ecc and K. pneumoniae, the RamR DNA-binding region was subjected to nucleotide

substitutions (Figure 2). For two K. pneumoniae strains, there was a modification in the
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ATGAGTG palindromic sequences corresponding to the RamR binding motif (Figure 2). The
overexpression of AcrAB-TolC after modification of these palindromic sequences has been
described in previous studies (15, 24). Four Ecc and two K. pneumoniae strains showed nucleotide
substitutions between the two palindromic sequences. A study performed with Salmonella enterica
serovar Typhimurium highlighted that two RamR homodimers bind the DNA, one per DNA
strand. Moreover, the DNA-binding site of RamR is not restricted to palindromic sequences, as it
could be for other TetRs (16), but consists of a 28 bp nucleotide sequence (Figure 2). This binding
site included the -10 region binding site of the RNA polymerase, the palindromic sequences and
the six extra bases, which form the linker between the two palindroms (16). Interestingly, it has
been shown in Salmonella that a 2 bp deletion, one nucleotide inside the linker and another in the
palindromic sequence, alters RamR-DNA interactions, leading to the overexpression of ramA,
acrB and tolC by 6.6-, 3.4- and 2.5-fold, respectively (16). These data reinforce our suggestion
that the additional antimicrobial resistance for the six strains can be linked to the mutation within
the ramAR IR region.

It has been demonstrated that RamA controls the expression of not only acrAB-tolC but
also other pump-encoding genes such as ogxAB and yrbB-F (21). It also controls the lipid A moiety
by modulating the transcription of IpxO, IpxC and IpxL-2. As a consequence, RamA-
overexpressing strains are less susceptible to polymyxin, colistin and cationic antimicrobial
peptides due to membrane modifications and are more resistant to macrophage phagocytosis,
which conferred better systemic diffusion to the lung and spleen in a mouse model (21). All these
characteristics are advantageous for clinical bacterial strains.

In this context, it has been demonstrated that acr4B-overexpressing cells of E. coli and S.
Typhimurium do not express mutS (14). Thus, the lack of DNA mismatch repair leads to
hypermutable phenotypes (14). It could then be hypothesized that AcrA-TolC overexpression
through RamR or ramAR IR mutations allows bacterial strains to acquire chromosomal mutations,
leading to a heterogeneous bacterial population among which some cells could better adapt to
stress. According to this evolutionary point of view, the operon ramRA seems to be a major factor

of adaptation for bacteria.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

In the Teaching Hospital of Caen, patients from medical, surgical, or neonatology ICUs were
screened weekly for ESBL-E carriage using rectal swabs and selective media (Chromid BLSE,
Biomérieux, Marcy I’Etoile, Auvergne-Rhone-Alpes, France). Identification at the species level
was performed using a matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
method (Bruker, Billerica, Massachusetts, United States of America). The presence of an ESBL-
encoding enzyme was confirmed using the combination disk test according to the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing guidelines (https://eucast.org/). Between 2019
and 2021, the first ESBL-E strains identified as E. coli, K. pneumoniae and Ecc found in clinical
or screening samples from each patient were gathered for whole genome sequencing and further

antimicrobial susceptibility characterization.

Antimicrobial susceptibility tests

Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined using the FRAMgGN plate of the
Sensititre Antimicrobial Susceptibility Testing System (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, United States of America) according to the manufacturer’s instructions. The
antimicrobial agents or combinations tested included amikacin (AMK), aztreonam (AZT),
cefepime (FEP), ceftazidime (CAZ), ciprofloxacin (CIP), colistin (CS), ertapenem (ETP),
ceftolozane-tazobactam (C/T), gentamicin (GEN), imipenem (IMP), meropenem (MER),
piperacillin-tazobactam (PTZ), temocillin (TEM), tigecycline (TIG), and sulfamethoxazole (STX).
MIC values were determined using the Sensititre Vizion digital MIC Viewing System
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States of America). Clinical
interpretation was performed according to the guidelines of the “Comité de |’Antibiogramme de la

Société Frangaise de Microbiologie” CA-SFM EUCAST 2020 (19).

Selection of bacterial strains of interest and MICs determination
Strains that demonstrated a decreased susceptibility to CIP (> 0,5 mg/L), TIG (> 0,5 mg/L) and
TEM (> 8 mg/L) were selected for further investigations. MICs for TIG, TEM, CIP and CHL were

determined by the broth microdilution method. MIC determination by the broth microdilution
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method was carried out using Mueller-Hinton (MH) broth in biological triplicates, in which the
bacteria were incubated in 96-well microplates for 24 hours at a temperature of 37 °C after bacterial
inoculation. The bacterial suspensions used to inoculate microplates were made from 0.5
McFarland suspensions that were then diluted to one hundredth in cation-adjusted MH broth. As
controls, Staphylococcus aureus ATCC 29213 was used for CIP, CHL and TIG and the
Enterobacter hormaechei FY01 strain was used for TEM (4). The impact of the RND efflux pump
inhibitor pABN (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, United States of America) at 20 mg/L on
the MIC values was tested for CIP, CHL and TIG (25). MICs for TEM were not tested in the
presence of pABN, as the MICs observed are not linked to RND pump dysregulation but rather to
a modification of ompF expression, as has already been mentioned (4). Finally, ESBL strains were
defined as showing an ORP if they were resistant to the four antibiotics CIP (> 0,5 mg/L), TIG (>
0,5 mg/L), TEM (> 8 mg/L) and CHL (> 8 mg/L).

DNA sequencing and strain typing

High-throughput whole-genome sequencing (WGS) was carried out at the Platform de
Microbiologie Mutualisée (P2 M) from the Pasteur International Bioresources network (PIBNet;
Institut Pasteur, Paris, ile de France, France). DNA extraction was performed using the
MagNAPure 96 system (Roche). Libraries were prepared using the Nextera XT kit (Illumina), and
sequencing was performed with the NextSeq 500 system (Illumina, San Diego, California, United
States of America), which generated 150-bp paired-end reads. Alien Trimmer software was used
for read trimming and clipping. The quality of the filtered fastq files was evaluated using fastqc
software. Genomes were de novo assembled using SPAdes v. 3.12 software using the
recommended kmer sizes for [llumina 150-bp paired reads (-k 21, 33, 55, and 77). The quality of
the genome assembly was assessed using the Quast tool (26). Species of the sequenced bacteria
were verified using the rMLST program (27). Sequence types (ST) were determined using
appropriate multilocus sequence typing (MLST) schemes (28-30). The resistomes of the strains

were determined using the Resfinder database with 90% identity and coverage parameters (31).
Gene sequences extraction and sequence clustering

Nucleic sequences of 13 elements involved within the acrdB-tolC regulation pathway were

studied. In total, 12 genes, ramA, ramR, acrR, acrA, acrB, tolC, soxR, soxS, marA, marB, marR,
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and csrA, and one chromosomal region located between ramR and ramA were extracted from the
genome of each strain using blastn with megablast parameters. Reference sequences used for the
blastn database were extracted from NZ CP012165.1 Enterobacter hormaechei subsp.
xiangfangensis strain 34978 chromosome complete genome and CP052181.1 Klebsiella
pneumoniae strain F16KP0037 chromosome complete genome. Sequences are available in
Supplementary Text 1. Both genomes were chosen because of the high-quality sequencing
methods using long read sequencing.

Corresponding peptide sequences were obtained from extracted nucleic sequences using
the gene prediction algorithm Prodigal (32). The sequences of RamA, RamR, AcrR, AcrA, AcrB,
TolC, SoxR, SoxS, MarA, MarB, MarR, and CsrA were compared and clustered using the cd-hit
program (33). The nucleotide sequences of the ramAR IR were compared and clustered using the
cd-hit-est program (33). All cd-hit analyses were performed using 100% identity and length
thresholds.

Selection of sequence alterations in the acrAB-tolC regulation pathway

Protein and nucleotide regions with sequences that were only recovered from resistant strains were
further analysed. To consider the protein/nucleotide region, all unique sequences were aligned
using muscle (34). Alignments were browsed using AliView (35) to gather the protein/nucleotide
modifications that were associated with resistant strains. Then, the biological significance of these
differences was tracked using previously published data and protein databases such as UniProt
(36), RCSB PDB (37) and InterPro (38). Reference sequences chosen for amino acid or nucleotide
substitution studies were those from susceptible strains (Kp20200502 and Ecc20200301 for
Klebsiella pneumoniae and Ecc complex strains, respectively). Nucleotide sequences of the ramAR

intergenic region are available at the following accession numbers: OP485235 and OP485236.

Ethics

This study was conducted in compliance with the Helsinki Declaration (ethical principles for
medical research involving human subjects) and in accordance with the guidelines of the research
board of our teaching hospital in Caen, France. This was a noninterventional study: the specimens
used in this study were part of the routine patient management without any additional sampling.

No objection was provided by patients or their families.
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Data availability
In silico analyses were performed using publicly accessible and published algorithms/software.

The parameters used are detailed in the Methods. The genomes of the strains are available at

BioProject PRINA876630.

CONCLUSION

More than seven percent of ESBL-Eneterobacterales isolated in ICUs showed resistance to TEM,
CIP, TIG and CHL. The bacterial species were exclusively Enterobacter cloacae complex and
Klebsiella pneumoniae, and no ORP was found among E coli. For 30/31 strains, there was a clear
correlation with the alteration of the sequences in the ramAR operon. Sequence diversity suggested
that RamR and the ramAR IR played key roles in the acquisition of antimicrobial resistance and
bacterial adaptation among clinical strains. Further explorations are needed to confirm these results
in a multicentric and prospective study and the implication of the ramAR operon as a key

adaptation factor for clinical Enterobacterales.
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2.4 Etude des populations bactériennes
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L’étude intitulée « Extended Spectrum Beta-Lactamases Enterobacterales in intensive care
units: circulating bacterial populations changes during COVID-19 era » n’a pas encore été

proposée a publication.

En revanche, ce travail a été présenté a I’Eccmid 2022 de Lisbonne ou il a été sélectionné pour
un workshop intitulé « Lessons learned: will COVID-19 change IPC's daily work? ». Le résumé

propos¢ est disponible en annexes.

Cette étude fait état d’un systéme de surveillance de la circulation des E-EBLSE au sein de trois
services de réanimation basé sur une approche combinée phénotypique et génomique au cours

de trois ans : de 2019 a 2021.

Au sein des services de réanimation, des prélévements rectaux a la recherche du portage de E-
BLSE, étaient réalisés a 1’admission des patients puis de facon hebdomadaire. Ces dépistages
¢taient effectués en parallele des prélévements cliniques au sein desquels la recherche de BLSE
¢tait systématiquement réalisée pour toute entérobactérale qui présentait une résistance a une
C3G. Aussi, pour tout patient qui présentait une E-BLSE appartenant aux especes Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae et/ou Enterobacter cloacae complexe, la premicre souche était
conservée pour la réalisation d’un séquencage en génome complet et I’étude élargie de la

sensibilité aux antibiotiques.

Quatre cent quarante-trois E-EBLSE ont été inclues dont E. coli (n = 193), Ecc (n=126) et K.
pneumoniae (n = 124). A elles trois, ces especes représentaient 95% de I’ensemble des E-BLSE
isolées au sein des services de réanimation sur la période de trois ans. L’incidence des E-BLSE
incluant tous type de prélévements était de 3,7 pour 100 admissions et 5,5 pour 1000 journées

d’hospitalisation (JH).

La durée médiane de détection des E-BLSE ¢était de sept jours, mais il existait de profondes
disparités en fonction des especes. En effet, le délai médian de mise en évidence de la présence
de E. coli-BLSE était d’un jour ; 62% des souches avaient une origine communautaire alors
que pour Ecc-BLSE et Kpn-BLSE les délais médians étaient de 12 et 11 jours respectivement.

Ainsi, plus de 80% des Ecc-BLSE et Kpn-BLSE avaient une origine nosocomiale.

Les souches présentaient de nombreuses résistances associées aux antibiotiques : 12 résistances
en moyenne. Les molécules les plus efficaces étaient 1’association ceftazidime — avibactam
(100%), la tigécycline (99%), les carbapénemes (98%), la colistine (98%) et I’amikacine (97%).
En revanche, 30% des souches étaient résistantes a 1’association piperacilline — tazobactam,

plus de 50% aux fluoroquinolones. Au regard des génes codant pour les BLSE, le géne blacrx-
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M-15 €tait le plus fréquemment retrouvé (n = 309, 68%) suivi du geéne blacrx-a-27 (n=34, 7%) et
blaspy-> (n =29, 6%). Les autres variants blacrx-a- €taient significativement associés a E. coli,

tandis que blasuy-12 1’était avec les souches de Ecc et blasuy-2 avec les souches de Kpn.

La plus grande diversité génomique était retrouvée parmi les souches de E. coli qui étaient
réparties au sein de sept phylogroupes et de 68 sequence-types (ST) dont majoritairement le
ST131 (n= 59, 30%). Vingt-huit STs ont été retrouvés au sein des souches de Kpn dont les sous
populations les plus fréquentes étaient le ST405 (n = 51, 41%), le ST584 (n = 14, 11%) et le
ST307 (n= 11, 9%). La plus faible diversité génomique était retrouvée parmi les souches de

Ecc, seulement 18 STs dont ST66 (n = 67, 53%), ST78 (n=11, 9%) et ST114 (n = 10%, 8%).

Les ¢études de génomique comparative ont mis en évidence que la capacité des espéces a
engendrer des épidémies était treés différente. En effet, alors que I’incidence des E. coli-BLSE
¢tait la plus importante au cours de 1’étude, 2,42 pour 1000 JH I’incidence des transmissions
croisées ¢était la plus faible, 0,23 pour 1000 JH contre 0,8 et 0,94 pour Ecc et Kpn

respectivement.

Les études de I’association entre la charge de la circulation des E-BLSE représentée par
I’incidence globale et ’incidence des transmissions croisées a permis de révéler que les
dynamiques des souches ne sont pas les mémes selon les services. En effet, au sein de la
réanimation chirurgicale, il existait une relation de proportionnalité entre la circulation des E-
BLSE et le nombre de transmissions croisées. Cette relation a été retrouvée pour les souches de
Kpn au sein de la réanimation médicale, alors que les transmissions croisées a Ecc semblaient
moins sensibles a la circulation globale des Ecc-BLSE dans le service. Pour E. coli, et cela
quelque soit le service étudié, il n’y avait aucune relation de linéarité entre le nombre de souches
BLSE circulantes et le nombre de transmissions croisées enregistrées. Ces données soulévent
I’hypotheése que le type de patients et de pathologies prises en charge dans les services de

réanimation ont un impact sur la dissémination des BMR dans les services.

Enfin, la pandémie de covid-19 a frappé les services de réanimation au cours de cette étude

dont les conséquences sur la circulation des E-BLSE ont été étudiées.

La circulation des souches de Kpn-BLSE a été extrémement sensible aux changements de
pratique dans les services de réanimation. A la suite de la pandémie covid, la population
majoritaire pré-covid ST405 avait quasiment disparue et les nouvelles souches de Kpn-BLSE
isolées appartiennent & des STs jusque-la jamais rencontrés. Ces données permettent

I’hypothése d’un switch populationnel au sein de 1’espeéce Kpn a la suite de la pandémie.
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La circulation des souches de Ecc-BLSE a été moins affectée par la pandémie covid et les
populations majoritaires avant la pandémie, notamment le ST66, sont toujours les vecteurs de
la dissémination de I’espéce au sein des service. Ainsi les clones de Ecc-BLSE apparaissent

comme endémiques.

Enfin, au cours de la pandémie de covid-19, il a été enregistré une augmentation du nombre de
transmissions croisées a E. coli-BLSE uniquement dans la réanimation dédiée a la prise en
charge des patients infectés par le virus du covid-19. Cet état de fait peut possiblement
s’expliquer par la charge du personnel soignant qui a rendu parfois plus difficile le respect des

précautions contacts.

Cette étude a décrit des E-BLSE ayant de trés forts taux de résistance aux autres antibiotiques
rendant les alternatives aux carbapéneémes difficiles. Par ailleurs, il semble qu’il n’existe pas
une circulation des E-BLSE mais plusieurs. Les facteurs qui interviennent sont avant tout
I’espece bactérienne considérée, le type de service et les pathologies des patients pris en charge,
mais aussi, la charge globale de la circulation des E-BLSE dans les services et les mesures

d’hygiéne mises en place.
11 apparait donc trois situations distinctes.

Tout d’abord un nombre important de E. coli BLSE ayant une origine principalement
communautaire source de diversité génomique mais qui ne semble pas présenter un risque de

diffusion au sein des services.

Les souches de Kpn ont un fort pouvoir de circulation et de transmissions croisées, mais sont

sensibles aux mesures d’hygieénes renforcées.

Enfin, la circulation des souches de Ecc-BLSE est endémique via des clones a succés comme
le ST66. Cette situation semble évoluer pour son propre compte, indépendante de la charge
globale en bactéries productrices de BLSE et moins sensible aux mesures préventives mises en

place.

De nouvelles études sont nécessaires avant de vérifier ces constatations a plus grandes échelles
lors de surveillance multicentrique, mais aussi, il est urgent de définir les éléments génomiques
et phénotypiques qui permettent a certains clones de Kpn et de Ecc une telle diffusion dans les

établissements de soins.
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INTRODUCTION

Antimicrobial resistance is a worldwide threat for public health (Levy et Marshall 2004). In
Human medicine, this phenomenon has three main consequences (i) medical acts such as
chemotherapy cures, surgical procedures, organs transplant are delayed or canceled (ii) the
extended length of stay (LOS) and the prescription of new drugs led to an increase of health
costs (iii) its increased morbi- mortality of the infections (Levy et Marshall 2004; Cassini et al.
2019; Laxminarayan et al. 2013). Indeed, using available data from 207 countries, Murray and
colleagues estimated that during 2019 1.27 million death were caused by antimicrobial
resistance bacteria [1C95% 911 000 — 1 710 000] (Murray et al. 2022). Interestingly, the global
burden of antimicrobial resistance is not equally distributed between species. Considering
several studies, third generation cephalosporins (3GC) resistant Escherichia coli (3GCR-E.
coli), methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and 3GC resistant Klebsiella
pneumoniae (3GCR-Kpn) are three most species responsible of death caused by antimicrobial
resistance (Cassini et al. 2019; Murray et al. 2022). 3GCR among Enterobacterale can be
mediate by several mechanisms such as extended spectrum beta-lactamase (ESBL) production,
ampC hyper expression and/or carbapenemase production (De Angelis et al. 2020). The
production of ESBL represented, by far, the most frequent mechanism encountered; more than
88% of 3GCR-Enterobacterales were ESBL producer in a study performed in six tertiary
hospitals in Germany (Hamprecht et al. 2016). Genes encoding ESBL belong to three major
families: Temoneira B-lactamase (TEM), sulthydryl reagent variable B-lactamase (SHV) et
cefotaxim-hydrolizing B-lactamase (CTX-M) (Bush et Jacoby 2010). Since 2000s, CTX-M are
the predominant ESBL enzymes worldwide. The European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network found that in 2019 15.6% and 34.1% of E. coli and K. pneumoniae
responsible for invasive infections were respectively resistant to 3GC (European Antimicrobial

Resistance Surveillance Network 2020). These data were in accordance with a study performed
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among 18 French hospitals that found an annual incidence of ESBL-E infection range from
3.8% to 10.5% (Robin et al. 2017). Previous exposure to antibiotic therapy, age and LOS are
risk factor to develop an ESBL-Kpn bloodstream infection (Tumbarello et al. 2006). Patients
hospitalized in Intensive Care Units (ICUs) are under an important antibiotic pressure; this led
to an increase of the incidence of ESBL-E infections in these departments (Paterson et Bonomo
2005; World Health Organization 2011). Taking care of the dissemination of ESBL-E is a real
issue to prevent hospital-acquired infections (HAI), reduce the use of antibiotics such as
carbapenems often prescribed in response of these infections and decrease the mortality. Whole
genome sequencing (WGS) is the actual ultimate method to track the dissemination of resistant
bacteria, to estimate the amplitude of outbreaks and to have a better knowledge of the bacteria-
resistant ecology of wards, with an objective to establish the most efficient hospital control of
ESBLE-E (Koser et al. 2012).

In France, the first imported coronavirus disease 2019 (COVID-19) cases were identified on 24
January 2020 (Bernard Stoecklin et al. 2020). Rapidly, new cases and clusters appeared, leading
to a national lockdown on 17 March 2020. During the first COVID-19 wave (March-May
2020), intensive care units (ICU) in many areas of Europe were overwhelmed by patients
developing severe hypoxemic pneumonia and acute respiratory distress syndrome (ARDS).
Today, very few COVID-19 contaminated patients have been hospitalized in ICUs thanks to
vaccination and less virulent variants (COVID-ICU Group on behalf of the REVA Network
and the COVID-ICU Investigators 2021).

The aim of this study was to monitor the dissemination of ESBL-E in three ICUs in a French
University hospital for three years (2019 to 2021) using WGS to describe the bacteria
population, their antimicrobial resistance phenotypes, and mechanisms as well as the dynamic
of transmissions among these bacteria. Interestingly, the circulating ESBL-E populations have

been highlighted regarding the pre -and post- ICU COVID management era.
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RESULTS

Number of strains, sampling origin and delay of isolation:

A total of 11,952 patients were hospitalized in three ICUs for three years representing 79,777
days of hospitalization. Between the first January 2019 and the 31 December of 2021 a total of
476 unique ESBL-E was isolated from fecal swabs and clinical samples. Among these ESBL-
E 95% (n=443) belonged to Escherichia coli (n = 193), Enterobacter cloacae complex (n =
126) and Klebsiella pneumoniae (n = 124) species which represented the studied strains. The
other species were Citrobacter freundii (n = 11), Klebsiella oxytoca (n = 7), Morganella
morganii (n = 4), Klebsiella aerogenes (n= 3), Proteus mirabilis (n = 2), Serratia marcescens
(n=2), Citrobacter koseri (n=1), Klebsiella variicola (n=1), Mixta calida (n = 1) and Raoultella
ornithinolytica (n = 1). Studied strains were isolated from 419 unique patients with a 64 years-
old median age (min: 0 — max 89) and a males’ overrepresentation 70% (n = 274). During their
hospitalization, 22 patients will have more than one ESBL-species isolated. For four patients
the two different ESBL-E were found at the same time, whereas for the eighteen others, EBSL-
E were isolated sequentially. The overall incidence of EBSL-E. coli, ESBL-Kpn and ESBL-
Ecc carriage/infections was 3.7% [CI195% 3,37 — 4,07] of admitted patients and 5.5%0 [C195%
5,04 — 6,1] days of hospitalization (Table I). The ESBL-E incidence was variable regarding the
departments: 8% of the hospitalized patients in medical ICU had an ESBL-E during their stay
followed by 3.5% and 0.7% in the surgical and neonatal ICUs respectively (Table I). The
majority of ESBL-E was found among patients form surgical ICU (n=243, 55%), followed by
medical ICU (n=180, 40%) and neonatology (n=20, 5%).

Regardless the species, ESBL-E were isolated after a median LOS of 7 days (min 0 — max 89);
64% of ESBL-E were hospital acquired (Table I). Interestingly, the delay of isolation for ESBL-
E. coli was significatively shorter than the two other species, respectively a median LOS of 1

day versus 12 and 11 days for ESBL-Ecc and ESBL-Kpn respectively (P. < 0,001) (Table I,
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Figure 1). More than 80% of ESBL-Ecc and ESBL-Kpn were hospital acquired; twice of ESBL-
E. coli (38%) (Table I).

Most of the strains were first isolated from stools, consecutively to a screening carriage test
(83%) followed by urinary samples (5%), respiratory samples (5%) and blood cultures (3%)
(Table I). The proportions of ESBL-Ecc were (i) significatively lower than the two other species
in the stools (73% versus 81% and 91% for ESBL-Kpn and ESBL-E. coli respectively) (P. <
0,001) and (ii) significatively higher in the respiratory samples (10% versus 5% and 1% for

ESBL-Kpn and ESBL-E. coli respectively) (P. = 0,003) (Table I)
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108  Table I: Main Extended Spectrum Beta-Lactamase producers enterobacterales isolated in ICUs, CHU Caen Normandy, France: Incidence,
109  community and hospital acquired repartition, samples origin and population diversity regarding the Sequence Type.

Enterobacter cloacae

Population overall Escherichia coli complex Klebsiella pneumoniae
Incidence
Overall for 100 Adm - 1000 DoH 3,7-5,5 1,6 -2,4 1-1,6 1-1,5
Medical ICU 100 Adm - 1000 DoH 8-10 39-48 2,5-3,1 1,7-2,1
Surgical ICU 100 Adm - 1000 DoH 3,5-6,5 1,4-2.8 09-1,7 1-2
Pediatric ICU 100 Adm - 1000 DoH 0,7-0,8 0,1-0,1 0,1-0,1 0,5-0,5
Time of positivity
delay of EBSL isolation(days) (min -max) 7(0-89) 1(0-43) 12 (0-67) 11(0-89)
community acquired 158 (36) 119 (62) 17 (13) 22 (18)
nosocomial acquired 285 (64) 74 (38) 109 (87) 102 (82)
Sample origin®
Screening samples:
Stools 367 (83) 175 (91) 92 (73) 100 (81)
Clinical samples:
Urines 23 (5) 11 (6) 6 (5) 6 (5)
Respiratory 20 (5) 2 (1) 12 (10) 6(5)
Blood culture 14 (3) 1(1) 6 (5) 7 (6)
Pus 11(2) 4(2) 5(4) 2(2)
Catheter 5(1) 0 3(2) 2(2)
Sequence Types
Unique ST 112 68 16 28

110  Abbreviations Adm: admission, DoH: Days of Hospitalization, ESBL: Extended Spectrum Beta-Lactamase, ST: Sequence-Type,
111 ?only sample origins which counted for at least 1% of the samples are described in this table. Number (percentage).
112
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114  Figure 1: Days of hospitalization before the isolation of the ESBL producing Enterobacterales. Statistical analyses were performed using Kruskal

115  test and Wilcox test respectively
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In silico typing:

E. coli strains were split into seven phylogroups: B2 (n=89), A (n=42), D (n=35), Bl (n=14), F
(n=7), E (n=4) and C (n=2) (Supplementary table II). A total of 68 unique STs was found among
E. coli strains including 28 ST which were specific to community acquired bacteria that
representing 41% of the diversity of the species. The most frequent ST was ST131 (n=59, 30%),
itself divided into two serotypes O25:H4 (n=46) and O16:H5 (n=13), followed by ST38 (n=10,
5%), ST69 (n=9, 5%), ST1193 (n=7, 4%) and ST4981 (n=6, 3%) (Figure 3-A, supplementary
table III). According to the predominance of the ST131, the most frequent fimH-type found was
fimH31 followed by fimH27 which is associated with several STs.

The K. pneumoniae population was spread into 28 ST; ST405 was the predominant
subpopulation (n=51, 41%) followed by ST584 (n=14, 11%) and ST307 (n=11, 9%) (Figure 3-
C, supplementary tables III - IV). The population ST405 harbored the allele wzi 143 associated
with the KL _type KL 151, but no capsular type was associated with. For 28/51 of theses ST405
in-silico determination of the O-antigen was O4. The population ST584 had a wzi 9 allele
associated with a KL9 phenotype and a K9 capsular phenotype; the O2 antigen A contrario was
predicted among 5/14 strains (supplementary table IV).

Five species were found among Ecc strains: Enterobacter hormaechei (n=113, 90%),
Enterobacter cloacae (n=10, 8%), Enterobacter kobei (n=2, 1%) and Enterobacter ludwigii
(n=1, 1%). E. hormaechei strains belonged to the Hoffman Asp60 cluster C6 (n=79, 70%),
followed by C3 (n=22, 19%), C8 (n= 11, 10%) and C14 (n = 1) (supplementary table V). All
the E. cloacae belonged to the Hoffman Asp60 cluster C11, the two E. kobei to the C2 cluster
while the only E. ludgwigii to the CS5 cluster. Ecc strains had the less diverse population studied
with only 18 unique ST. More than half of the ESBL-Ecc population belonged to the ST66

subpopulation (n=67, 53%). The other frequent subpopulations within this species were ST78
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(n=11, 9%), ST114 (n=10, 8%) and ST167 (n=9, 7%) (Figure 3-B, supplementary tables III -

V).

Antibiotic resistance and resistome

ESBL-E were on average resistant to three antibiotics classes including the B-lactams (min 1 —
max 6), and twelve molecules (min 3 — max 26). The most effective non-B-lactams molecules
were tigecycline and colistin with a susceptibility percentage (S%) of 99% and 98%
respectively (Table II).

ESBL-E. coli were significatively less resistant than the two other species regarding both, the
number of antibiotic classes and molecules lost (P. < 0.001, both). Indeed, the median number
of resistant classes and molecules among ESBL-E. coli were two and ten versus four and
seventeen for ESBL-Ecc and three and twelve for ESBL-Kpn (Figure 2).

Regarding the B-lactamases, ESBL-E carried a median of two genes including these most
frequent associations: blacrx-m-1s, blaoxa-1, blarem-1s (n=143, 32%) followed by blacrx-m.is,
blares-13 (n=73, 16%) and blacrx-m-1s, blaoxa-1 (n= 24, 5%). blacrx.m-15 represented the most
frequent ESBL encoding gene found (n=309, 68%), followed by blacrx-m-27 (n=34, 7%) and
blasmy-12 (=29, 6%). The ESBL encoding genes repartition was inhomogeneous within the
three species. Indeed, at the exception of blacrx-asis, the others blacrx.u- variants were nearly
exclusively recovered among E. coli strains. The blasuyy.;2 and blasuyv.> were significatively
more frequent among Ecc and Kpn strains respectively (P. < 0,001, both) (Supplementary table

VD).
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Kruskal-Wallis, p < 2.2e-16
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161

162 Figure 2: Distribution of the number of antibiotic molecules categorized as resistant according to the 2021 CASFM EUCAST breakpoints within

163  the ESBL producing Enterobacterales studied. Statistical analyses were performed using Kruskal test and Wilcox test respectively
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Interestingly, five strains, one E. coli producing TEM-3 and four K. preumoniae producing
SHV-2 were categorized Susceptible Increased Exposure (SIE) to ceftazidime and were sticto
sensus nonresistant to 3GC (supplementary table VII). Ceftriaxone was the most frequent
hydrolyzed broad-spectrum cephalosporin (96%), followed by ceftazidime (81%) and cefepime
(62%) (Table II). A third and nine out of ten ESBL-E were resistant to piperacillin-tazobactam
and aztreonam respectively (Table II).

Carbapenem remained a very effective class with a susceptible rate of 98%. Ten strains were
resistant to ertapenem: one E. coli and one Kpn were also carbapenemase producers (blaoxa-244
and blaoxu-4s), four Ecc and two Kpn strains presented mutations within the ramAR operon
likely responsible to a porin OmpF down regulation (supplementary table VII). Regarding the
new associations B-lactam associated to B-lactamases inhibitor, all the strains were susceptible
to ceftazidime-avibactam but 56 strains (Ecc = 30, Kpn = 21 and E. coli = 5) were resistant to
ceftolozane-tazobactam (Table I, supplementary table VII). A third of the strains were resistant
to mecillinam while temocillin presented a very low rate of resistance: 7% (Table II).

The most frequent aminoglycosides resistant encoding genes encountered were aph(6)-1d
(n=289, 25%), aph(3")-1b (=281, 25%) and aac(6')-1b-cr (n= 175, 15%) (supplementary table
VII). The distribution of genes was quantitatively and qualitatively different regarding the
species. Kpn strains only harbored on average one gene per strain with a low diversity: mainly
genes encoding for aminoglycoside phosphotransferases aph(6)-1d or aph(3")-1b. Twenty one
unique genes were found among E. coli isolates including four which were specific to this
species: two aminoglycoside nucleotidyltransferases aadA5 and aadA22 and two
aminoglycoside phosphotransferases aph(3')-Ib and aph(3')-Ila , the average number of genes
was three per strain. Ecc strains harbored an average number of seven genes per strains. Four
aminoglycoside 6'-N-acetyltransferases were significatively more frequent among this species:

acc(6’)-1b-cr, aac(3)-1la, aac(6')-Ilc and aac(3)-Ile (P. < 0,001, each). Amikacin was by far
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the most effective aminoglycoside with S% = 97%, followed by gentamicin (S% = 52%) and
tobramycin (S% = 47%) (Table II)

Levofloxacin was the most active fluoroquinolone S% = 66%, followed by norfloxacin S% =
45% and levofloxacin S% = 31% (Table II). The low rate of susceptibility to ciprofloxacin
could be explained by the high prevalence of acc(6°)-Ib-cr associated to qnrB1 (supplementary

table VI).
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Table II: Number of strains resistant to antibiotics, percentage of antimicrobial resistance: Overall, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloacae complex

classes

molecules

number of resistant

Overall (%)

Escherichia coli

Klebsiella

Enterobacter

strains/443) (%) pneumoniae (%)  clocae complex (%)
amoxicillin clavulanic acid 264 60 38 52 100
ticarcillin clavulanic acid 314 71 51 80 92
piperacillin tazobactam 132 30 10 40 50
ceftriaxone 424 96 97 96 94
ceftazidime 358 81 60 95 98
cefepime 275 62 50 59 84
ertapenem 10 2 1 2 5
B-lactams imipenem 1 0 0 1 0
meropenem 2 0 0 2 0
mecillinam 132 30 17 40 39
aztreonam 406 92 83 96 100
temocillin 30 7 6 6 9
ceftolozane-tazobactam 56 13 3 17 24
ceftazidime-avibactam 0 0 0 0 0
amikacin 15 3 7 1 0
Aminoglycosides gentamicin 215 49 28 37 91
tobramycin 235 53 31 42 98
norfloxacin 244 55 48 46 75
Fluoroquinolones levofloxacin 149 34 44 27 24
ciprofloxacin 258 69 53 77 88
fosfomycin 27 6 3 10 7
chloramphenicol 76 17 11 16 27
Others cotrimoxazole 314 71 47 85 94
nitrofurantoin 145 33 2 47 67
colistin 10 2 1 1 6
tigecycline 5 1 0 3 1
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Dissemination of ESBL-E

Crossed transmission processes referred to person to person transmissions and/or
disseminations through environmental reservoirs appended within the three species and inside
the three ICUs. In total, 33 episodes of crossed transmission processes were detected, and 157
strains involved (Table III), meaning that 35% of ESBL-E isolated during the study period were
associated to a crossed transmission process. The number of crossed transmission processes
and the number of strains associated per crossed transmission processes were very different
according to the species.

For E. coli, seven crossed transmission processes were found among four STs, ST131 (n=3),
ST4981 (n=2), ST1193 (n=1), ST401 (n=1), a total of 18 strains were involved (Table III,
Figure 3-A). For Ecc, the number of crossed transmission processes was twice higher than E.
coli (n=15). Crossed transmission processes occurred in a limited number of STs, ST66 (n=9),
ST73 (n=3), ST167, ST145, ST56 (n=1, each) (Table III, Figure 3-B). A total of 64 strains was
associated with crossed transmission processes representing more than half of the total of
ESBL-Ecc (51%). For Kpn, eleven crossed transmission processes were detected among eight
different STs, ST405 (n=2), ST307 (n=3), ST584, ST449, ST531, ST377, ST107 and ST323
(n=1, each) (Table III, Figure 3-C). A total of 75 strains were associated with crossed
transmission processes represented 60% of the whole ESBL-Kpn isolated for three years.

The incidence of isolated ESBL strain per 1000 days of hospitalization was highest for E. coli,
overall: 2,42 %o versus 1,5 %o for both ESBL-Kpn and ESBL-Ecc (Table IV). However, the
incidence of EBSL-E associated to crossed transmission processes per 1000 days of
hospitalization was the highest for Kpn (0,94 %o), followed by Ecc (0,8 %0) and E. coli (0,23
%o) (Table IV). This means that, despite that ESBL-E. coli represent the highest pressure of
ESBL strains within the three ICUs studied, this species is rarely associated with crossed

transmission processes.
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224 Table III Number of cross transmissions processes observed, number of strains involved, metrics from the SNP calling realized

225
Number . .
. . Cross Transmission  of strains SNP average Median SNP Minimal Maximal
Species ST Number of strains . o o number of  number of
phenomena involved within the ST within the ST
. SNP SNP
in CRP
ST66 67 9 48 61 25 0 340
ST78 11 3 7 65 12 0 316
Ecc ST167 9 1 5 6 6 0 17
ST145 7 1 2 282 16 0 1236
ST56 2 1 2 2 2 0 2
ST405 51 2 41 171 8 0 634
ST584 14 1 13 5 3 0 22
ST307 11 3 6 96 109 0 150
ST449 6 1 6 3 2 0 6
Kpn
ST531 5 1 2 16 16 3 23
ST377 3 1 3 1 1 0 1
ST107 2 1 2 6 6 6 6
ST323 2 1 2 6 6 6 6
ST131 59 3 9 3472 420 0 9110
ST1193 7 1 2 983 93 0 3297
E. coli
ST4981 6 2 5 20 24 0 29
ST401 4 1 2 28 28 6 50
226

227  Abbreviations: Ecc Enterobacter cloacae complex, Kpn Klebsiella pneumoniae, E. coli Escherichia coli
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Figure 3: core genome MLST analyses of the three species studied. Escherichia coli (A), Enterobacter cloacae complex (B) and Klebsiella
pneumoniae (C). Sequences-types (ST) involved in crossed transmission processes were surrounded by dotted lines. Years of crossed transmission
processes was mentioned near to the STs. Circles are colored according to the type of ICU.

133



232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

In neonatology, the incidence of ESBL-E and crossed transmission processes was too low to
draw a conclusion (Table I'V). Nevertheless, the spread of the three species was studied in both
adults’ ICUs (Table IV). For Kpn, the diffusion of ESBL-strains by crossed transmission
processes was correlated with the pressure of this species in both departments (R? = 0.95 and
R? = 0.86 in surgical and medical ICU respectively) (Figure 4). The same correlation
relationship was found for Ecc strains in surgical ICU (R? = 0.86). Regarding the medical ICU
and Ecc, things appeared more complicated; it seems that there was, overall, a relationship
between the incidence of ESBL-strains and the rate of crossed transmission processes.
Nevertheless, this association is probably not explained by a linear modeling (R? = 0,33) (Figure
4). For E. coli there was a complete absence of relation between the incidence of the ESBL
producing strains and their diffusion through crossed transmission processes (Figure 4 and

Table IV).
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244  Table I'V: Incidences and their 95% confidence intervals of Extended Spectrum Beta-Lactamases enterobacterales circulation and those involved

245  in cross transmissions processes per 1000 days of hospitalization per species. Data are segmented per years between 2019 and 2021, in the whole

246  ICUs and per specific department

Species Enterobacter cloacae complex Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
CRP -1000 DoH ESBL - 1000 DoH CRP -1000 DoH ESBL - 1000 DoH CRP -1000 DoH ESBL - 1000 DoH
2019 10,6 - 1,4] 1,9 1,43 -2,49] 1,5[1,1-2] 2,231 1,71 —2,85] 0,1[0-0,3] 2,51 1,96 - 3,17]
2020 0,6 [0,3 -0,9] 1,55[1,1 -2,12] 0,9 0,5 - 1,3] 1,47 [1,04 —2,03] 0,3 0,1 -0,6] 2,62 2,03 —3,34]
Overall
2021 0,9 0,5 - 1,3] 1,27 0,88 — 1,77] 0,4 10,2 -0,7] 0,93 [0,6 — 1,38] 0,3 10,1 -0,5] 2,13[1,61 -2,76]
All 0,8 10,62 - 1,02] 1,58 1,32 - 1,88] 0,94 10,74 - 1,18] 1,55[1,29 - 1,85] 0,23 10,13 - 0,36] 2,42 2,09 - 2,79]
2019 1,1 [0,5-2,3] 3,04 1,83 —4,75] 0,810,3-1,9] 2,72 [1,58 - 4,35] 01[0-0,6] 5,76 [4,03 — 7,97]
2020 1,104 -2,4] 3,1 [1,81 —4,96] 0,40-1,3] 1,46 [0,63 - 2,87] 1,3 0,5 - 2,6] 4,74 [3,1 - 6,95]
Medical ICU
2021 3,1[1,9-4,8] 3,251,98 -5,01] 0,510,1 - 1,4] 2,11 1,12 - 3,61] 0,510,1 - 1,4] 3,89 12,5-5,79]
All medical ICU 1,79 [1,22 - 2,52] 3,13 2,36 - 4,06] 0,56 [0,27 - 1,03] 2,121,5-2,91] 0,56 [0,27 - 1,03] 4,8 [3,84 - 5,93]
2019 1,4 10,8 - 2,2] 2,27 1,54 —3,23] 2,311,5-3,2] 2,71 1,91 - 3,74] 0,2 [0-0,6] 2,24 1,67 —3,40]
0,7 10,3 - 1,3] 1,86 [1,17 - 2,82] 1,7 [1-2,6] 2,28 [1,5-3,32] 0,1[0-0,5] 321[2,27-4,41]
. 2020
Surgical ICU
2021 0,3 10,1 -0,9] 1,11 0,59 - 1,89] 0,510,2 - 1,1] 0,77 [0,35 — 1,46] 0,3 10,1 -0,9] 2,81 11,93 —3,95]
All surgical ICU 0,83 10,57 - 1,18] 1,77 [1,37 - 2,26] 1,53 1,16 - 1,98] 1,96 [1,54 - 2,47] 0,22 10,09 - 0,42] 2,812,28 - 3,39]
2019 0,1[0-0,7] 0,38 10,08 — 1,10] 0,8 10,3 - 1,6] 10,43 —1,98] 0[0-0,5] 0,13[0-0,7]
0[0-0,5] 0[0-0,47] 0[0-0,5] 0,26 [0,03 — 0,92] 0[0-0,5] 0,26 [0,03 — 0,92]
2020
Neonatology
2021 0[0-0,4] 0,11 [0-0,63] 0,2 [0-0,8] 0,34 10,07 — 0,99] 0[0-0,4] 0[0-0,42]
All neonatology 0,04 [0 - 0,23] 0,16 [0,04 - 0,42] 0,32 10,14 - 0,64] 0,53 10,28 - 0,9] 0[0-0,15] 0,12 10,03 - 0,36]

247  Abbreviations CRP crossed transmission processes, DoH: Days of Hospitalization, ESBL: Extended Spectrum Beta-Lactamase, ICU intensive care unit
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248
249  Figure 4: Relationship between incidence of the circulation of ESBL-E and the incidence of the crossed transmission processes observed. Results

250  are presented by species and by type of ICU.
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ESBL cross-transmissions during the pre/post ICU COVID management era

We have looked at ESBL-E incidence between the three periods: 1% January to 31%' December
of 2019 (considered as pre-era of COVID-19), 1% January to 31%* December of 2020 (COVID-
19 with ARDS era) and 1% January to 315 December of 2021 (post-era of ARDS COVID-19),
we have notified some significant differences in ESBL-E circulation and crossed transmission
processes frequencies.

The circulation of ESBL-E was less important for the three species in the post-covid era
comparing to the pre-covid (Table IV). Differences were no significative for ESBL-Ecc and
ESBL-E. coli: 1,9%o0 to 1,27%0 and 2,51%o to 2,13%o respectively (Table IV). Nevertheless, the
circulation of ESBL-Kpn dropped significatively between the two periods 2,23%o to 0,93%o (P.
< 0,001) (Table IV). It appeared that the dynamics of ESBL-E were different within the
different ICUs. Indeed, both ESBL-Ecc and ESBL-Kpn incidences dropped significatively in
the surgical ICU (Table IV) between the pre-covid and post-covid era (P. = 0,026 for ESBL-
Ecc and P. < 0,001 for ESBL-Kpn). At the same time, the number of days of hospitalization
dropped from 13639 in 2019 to 11732 in 2021 in the surgical ICU. No significative differences
were observed within the two other ICUs.

Considering the crossed transmission processes, the diminution of ESBL-Kpn incidence,
overall and in surgical ICU specifically, went hand in hand with a significative diminution of
crossed transmission processes observed between pre- and post-covid era (P. < 0,001 in both
situation). There was also a significative reduction of crossed transmission processes for ESBL-
Ecc in the surgical ICU (P. = 0,005).

In the medical ICUs, the covid specific department, things went different. First, there was no
modification of ESBL-E incidences during the three periods for any species. Moreover, the was
a significatively increased of crossed transmission processes for ESBL-E. coli 0%o to 1,3%eo (P.

= 0,014) during the covid period (Table IV). In this same department, there was a significantly
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increased of ESBL-Ecc crossed transmission processes after the covid period: 1,1%eo to 3,1%o
(P. = 0,021). In this covid ICUs days of hospitalization changed from 6253 in 2019, 5477 in
2020 and 6160 in 2021.

The changes of the ESBL-E circulations and crossed transmission processes were associated to
modifications within the STs isolated among the species.

For ESBL-Kpn, the was a drastic diminution of the pre-covid endemic clone ST405 (n =35 pre-
, n =12 during, n = 4 post-covid era) (Figure 5). New STs were found such as ST584 (Figure
5). Among the 28 ST unique ST inside the ESBL-Kpn population only 7 (25%) were constant
regardless the study period. Thirteen (46%) STs were isolated among ESBL-Kpn since the covid
period suggesting an important switch of population in K. pneumoniae (Figure 5).

Regarding ESBL-Ecc, things are different; the ST66 clone remained the main source of ESBL-
Ecc dissemination regardless the period; 52% of the whole population in the pre-covid era, 28%
during the pandemic and 81% in the post-covid era (Figure 5). In addition, ST114 and ST145
were also isolated in the three studied periods (Figure 5).

For ESBL-E. coli, ST131 was the main population isolated during the whole study. Among the
70 unique ST found in the ESBL-E. coli, only six (9%) were isolated in the three periods. The
diversity of ESBL-E. coli was nearly constant through the study: 19 STs were specific to the
pre-covid era, 10 specific to the covid era and 14 specific to post covid era. Meaning in each

period count for 27%, 14% and 20% of the whole species respectively (Figure 5).
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295
296  Figure 5: core genome MLST analyses of the three species studied. Escherichia coli (A), Enterobacter cloacae complex (B) and Klebsiella

297  pneumoniae (C). Main frequent Sequence-types (ST) isolated among the species were surrounded by dotted lines. Circles are colored according to
298  the period of isolation: pre-, during-, and post-covid.
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DISCUSSION

In this study, which was conducted over a 3-years period, between 2019 and 202 in three ICUs,
E. coli was the most frequent ESBL-E encountered as previously described (Robin et al. 2017).
The spread of ESBL-E. coli in the community was highlighted by the fact that less than 40% of
theses strains were considered as hospital acquired while the other species were represented by
hospital associated ESBL-clones. Stools was the most frequent sample origin of the ESBL
strains but around 20% of ESBL-Kpn and 25% of ESBL-Ecc were first isolated among clinical
samples.

Regarding the whole resistance to antibiotics tested of all the 443 ESBL-E selected, the most
effective molecules were the new association ceftazidime-avibactam (100% of strains were still
susceptible), carbapenems (98%) and amikacin (97%). Piperacillin-tazobactam could not be
used if the patient has any ESBL-E risk factor due to a third of the strains were resistant; its
resistant rate was much higher than a study performed in Spain on ESBL-E (Morosini et al.
2006). Amikacin appeared as the only available aminoglycoside to use during the probabilistic
antibiotic therapy while fluoroquinolones are not an option anymore; this is in accordance with
previously published studies (Glupczynski et al. 2007; Morosini et al. 2006). Note the low rate
of resistance to temocillin which could be an alternative to carbapenems for the treatment of
urinary tract infections caused by ESBL-E (Glupczynski et al. 2007; Delory et al. 2021).

This study highlighted that, the different abilities of the three EBSL-E to spread into an hospital
environment and more precisely in intensive care units was inhomogeneous. Even if E. coli was
the most frequent ESBL-E encountered, very few crossed transmission processes have been
found. The low transmissibility rate of E. coli was in accordance with two previously studies
(Cholley et al. 2013; Harris et al. 2007; Gurieva et al. 2018). At the opposite, the high
transmissibility of Kpn was also pointed out (Gurieva et al. 2018; Cholley et al. 2013).

However, there was a lack of data regarding ESBL-Ecc which is, overall, the second most
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frequent species associated with crossed transmission processes with an incidence of 0,8
crossed transmission processes for 1000 days of hospitalization.

ESBL-Ecc was more likely to spread within the medical ICU, while ESBL-Kpn was more
associated with crossed transmission processes into the surgical ICU. The most successful
populations within ESBL-Ecc were ST66, ST78, ST145 which were previously recognized as
high epidemic potential clones (Izdebski et al. 2015). Among ESBL-Kpn strains, the most
circulating clones were ST405, ST584 and ST307. Except for ST584 that is very rare, the two
other clonal populations have been described elsewhere: ST405 appeared to be associated with
the spread of the carbapenemase blaox-4s and is also responsible for outbreaks in Spain (Gijon
et al. 2020; Machuca et al. 2016); while ST307 was associated with the ESBL CTX-M-15 and
with numerous carbapenemases such as blaxpc, blanpm, blaoxa-4s-iike, and blayny (Peirano et al.
2020).

Regarding a potential correlation between ESBL-E incidence and high-level cross-
transmissions between patients, there was none for E. coli, but more clearly existed for ESBL-
Kpn in both medical and surgical ICUs. The same observations were performed for ESBL-Ecc
in surgical ICU and to a lesser content in the medical ICU.

Finally, the covid pandemic had a huge impact on the ESBL-E circulations in our ICUs. First,
the incidence of the two hospital-acquired species Kpn and Ecc dropped during the pandemic:
35% for Kpn and 19% for Ecc. This suggested that the reinforcement of infection control
procedures had an impact on both, the circulation of ESBL-E and the crossed transmission
processes which were incident before the pandemic. Moreover, it’s appeared that the diminution
of incidences was more important for (i) ESBL-Kpn, (ii) into the surgical ICU. This suggested
that ESBL-Kpn could be more sensitive to infection control procedures than ESBL-Ecc. New
STs were found among ESBL-Kpn, suggesting a subpopulation switch in this species, while

ESBL-Ecc still spread through the same former STs making them endemic.
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Into the surgical ICU, the diminution of both ESBL-Kpn and ESBL-Ecc was associated with a
drop in the number of admissions and the number of days of hospitalization. It could be
hypothesized that, below a threshold of patients and turnover into an ICU, the dissemination of
ESBL-Kpn and ESBL-Ecc is deeply slowed. Finally, the pandemic period was the only one for
which, the incidence of crossed transmission processes for ESBL-E. coli was the highest of the
three species into the dedicated covid ICU (medical ICU). These data could be explained by
the pressure inside this department which overwhelmed the medical staff and caused some

limited but unusual for E. coli.
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CONCLUSION

ESBL-E are a burden for public health, especially among patients hospitalized in ICUs for
which the incidences of both, circulation and crossed transmission processes were high.
Regardless the species, there were many associated antimicrobial resistances; as the
consequence there was few alternatives to carbapenems.

The diversity within the ESBL-E.coli was high which could be explained by its community
origin. At the opposite, numbers of STs were three time lower for ESBL-Kpn and ESBL-Ecc;
moreover, they were mainly hospital associated.

Circulation of ESBL-E was not homogenous but dependent of the species and the type of ICUs
considered. ESBL-E. coli was the most frequent encountered species but if was almost never
associated with crossed transmissions processes. The dissemination occurred within
international highly successful clones such as ST405 and ST307 for ESBL-Kpn and ST66 and
ST78 for ESBL-Ecc. The covid-19 pandemic and the increased of infection control procedures
had the most consequences for the dissemination of ESBL-Kpn which drastically decreased,
while ESBL-Ecc circulation stayed endemic regardless the study period.

Further studies are needed to understand the genomics and phenotypic traits of the successful
clones. Moreover, the difference E. coli and other species regarding their ability to spread need
to be investigated. Finally, the genomic surveillance system will continue to monitor the
dissemination of the EBSL-E to evaluate if the short post pandemic consequences will be stable

in the long term.
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METHODS

ESBL producing Enterobacterales detection:

The teaching hospital of Caen is a 1412 beds and counts three ICUs with 20 beds for each.
Every patient hospitalized in medical, surgical, or neonatology/pediatric ICU is, at his
admission and then weekly screened, for ESBL-E carriage using rectal swabs which is plate on
selective agar (CHROMOID ESBL, Biomerieux, Marcy 1’étoile, Auvergne-Rhone-Alpes,
France). The species of any colony that growth on the media is determined using Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Fly mass spectrometry method (Bruker,
Billerica, Massachusetts, USA). If the bacteria belonged to the Enterobacterales, the presence
of an ESBL encoding enzyme is confirm using the Combination Disk Test (CDT) according to

the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) guidelines

(https://eucast.org/). At the same time, the detection of an ESBL encoding enzyme is performed
using the CDT on any clinical Enterobacterale which is non-susceptible to at least one third

generation cephalosporin tested.

Patient and strains inclusions:

From the first January 2019 to the 31% of December 2021, the first isolation of an ESBL
producing Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae or Enterobacter cloacae complex among
patients from the three ICUs was collected for further phenotypic and genomic
characterizations. Patient was included in the study and epidemiology data were gathered: sex,

date of birth, date of hospitalization, collection date, department, nature of sampling.

Antibiograms:

Antimicrobial susceptibility testing was performed on each strain using both disk diffusion and

broth dilution methods. Inhibition diameters were determined regarding fifteen molecules:
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ampicillin, ampicillin — clavulanic acid, ticarcillin, ticarcillin - clavulanic acid, mecillinam,
cefalexin, cefoxitin, ceftriaxone, norfloxacin, levofloxacin, tobramycin, trimethoprim,
fosfomycin, nitrofurantoin, chloramphenicol. At the same time Minimum Inhibitory
concentrations (MICs) of sixteen molecules have been tested using the Sensititre FRAMgGN
plates (Thermofisher scientific, Waltham, Massachusetts, USA) according to the
manufacturer’s instructions: piperacillin — tazobactam, ceftazidime, cefepime, ceftolozane —
tazobactam, ceftazidime — avibactam, aztreonam, temocillin, ertapenem, imipenem,
meropenem, amikacin, gentamicin, ciprofloxacin, colistin, cotrimoxazole and tigecycline.
Diameters and MICs were interpreted according the “Comité de I’ Antibiogramme de la Société

Frangaise de Microbiologie” CA-SFM EUCAST 2021 recommandations.

Community and hospital acquired bacteria:
Bacteria have been considered as hospital acquired if they were isolated after 48 hours of

hospitalization. Otherwise, there were considered as community acquired bacteria.

Whole genome sequencing:

Whole genome sequencing was carried out in the “Plateforme de microbiologie mutualisée”
(p2m) from the Pasteur International Bioresources network (PIBNet; Institut Pasteur, Paris,
France). DNA extraction was performed using the Magna pure 96 instrument (Roche
Diagnostic). Then the libraries were prepared using the Nextera XT kit (Illumina) and the DNA

sequencing was performed using the Nextseq 500 system generating 150 pb paired end reads.

In silico assembly and typing:

Adapters sequences as well as reads for which the average Phred score was below than 28

and/or shorter than 70 nucleotides were removed from the fastq files using Alientrimmer

145



(Criscuolo et Brisse 2013). The quality of the cleaned fastq files was checked using the fastqc

software (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Genomes were de

novo assembled using SPAdes v3.12 with the recommended kmer sizes for 150 pb Illumina
reads (Bankevich et al. 2012). Assemblies were evaluated using Quast (Gurevich et al. 2013).
Species of the sequenced genomes were determined using the rMLST method (Jolley et al.
2012). Sequence Type (ST) was attributed using appropriate Multi-Locus Sequence Type
(MLST) schemes (Diancourt et al. 2005; Miyoshi-Akiyama et al. 2013; Wirth et al. 2006).
Acquired resistance genes and point mutations were looked for using ResFinder and RGI
databases respectively (Alcock et al. 2019; Zankari et al. 2012). Carried plasmids were
determined using PlasmidFinder database (Carattoli et al. 2014). For E. coli genomes, the
serotype was determined using SerotypeFinder 2.0 at the default parameters (Joensen et al.
2015) whereas the phylogroup was determined using ClermonTyping method (Beghain et al.
2018). The cluster appurtenance for the ECC strains was in silico attributed regarding the partial
sequence of /sp60 (Hoffmann et Roggenkamp 2003). For K. pneumoniae, the capsular
phenotype was in silico predicted studying the wzi gene as previously described (Brisse et al.

2013). While the O antigen locus was analyzed using Kaptive(Wick et al. 2018).

Core genome MLST (cgMLST) approaches:
To have an overview of the bacterial distribution among the population studied, a cgMLST
approached has been done for the three species. Two publicly available cgMLST schema were

used. One provided by cgMLST.org for K. pneumoniae (https://www.cgmlst.org/ncs/schema/);

the second came from Enterobase (Zhou et al. 2020) for E.  coli
(https://enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/download data). A homemade cgMLST was
created for Enterobacter cloacae strains that comprised 659 genes and 298190 unique alleles

(see additional methods). Regardless the species, allele calling was performed using
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chewBBACA version 2.8.4 (Silva et al. 2018) on computing resources provided by CRIANN
(Normandy, France). cgMLST analyses have been done using exclusively loci that had no
missing alleles called. Distance matrix have been computed using personal scripts. Minimal
spanning trees were created from the allele calling results using the MSTree V2 algorithm
implemented in graptree software (Zhou et al. 2018). Visualization and annotation of data was

also performed using grapetree.

Cross transmission processes:

Genomes of the strains which belonged to the same species and same ST were further analyzed
to detect person to person and/or environmental transmissions. For each ST, a reference genome
which belonged to the same ST was downloaded from ncbi RefSeq. If several reference
genomes were available, the sequencing technology (short/long reads), the assembly quality
(Number of contigs, L50, Number of N per 100 kbs) were studied to make a chose. When no
appropriate ST was found other databases have been used Enterobase (E.coli), bigsdb Pasteur

Klebsiella pneumoniae (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/) and PATRIC database (ECC)

(O’Leary et al. 2016; Wattam et al. 2017). All the reference genomes used are summarized in

(supplementary Table). The snippy pipeline (https://github.com/tseemann/snippy) was used to

study variants between the strains. Person to Person transmission was considered as attested for
any strains which were not distant from each other for more than ten Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) for E. coli and K. pneumoniae, a threshold of five SNP was used for Ecc

strains.

Statistical analyses:

Statistical analyses were performed using pandas version 0.24.1(https://pandas.pydata.org/) and

scipy version 1.2.1. For each variable, descriptive statistics were calculated (percentages,
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median, minimum, maximum). Categorical variables were compared with the Chi2 test or the
Fisher exact test depending on calculated values. Numerical variables were compared with the
non-parametric Mann-Whitney test. To compare the rate ratio between incidences, the R

package epiR was used. A P. value inferior to 0.05 was considered as significant.
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3 Conclusion et perspectives

3.1 Mise en place d’un systéme de surveillance
institutionnel et régional

Les premiers travaux présentés illustrent 1’apport des analyses de génomiques comparatives au
cours de I’exploration des épidémies hospitalicres. Ces données apportent la preuve
microbiologique d’une transmission croisée, de la présence d’un réservoir environnemental,
relient des souches bactériennes entre elles ou, au contraire, éliminent des souches alors que les
¢léments phénotypiques, chronologiques et géographiques pourraient laisser penser a leur
implication. La génomique concoure également a la meilleure compréhension de la

dissémination des E- BLSE au sein des services de réanimation.
3.1.1 Développement institutionnel du systeme de surveillance

Ce systéme de surveillance n’est actuellement plus un projet de recherche, mais est devenu une
activité quotidienne du laboratoire de bactériologie du CHU de Caen au sein duquel une unité
fonctionnelle (UF) a été créé. Trois techniciens travaillent au sein de cette UF qui est sous la
responsabilité du Dr Francois Gravey. Les missions de cette UF sont multiples (i) continuer la
surveillance de E-BLSE, (ii) étendre la surveillance a d’autres types de BMR (iii) développer
le séquencage bactérien in situ (iv) faire de la génomique bactérienne le cceur de la surveillance
des BMR au sein de I’établissement.

Déja, le suivi des entérobactérales s’est ¢largi a I’ensemble des souches résistantes aux C3G
isolées au sein des services de réanimation sans limitation d’espéce. Ce suivi s’est révélé
particulierement instructif au sein du service de néonatalogie. En effet, la prévalence des
entérobactérales du groupe 3 résistante au C3G y est tres élevée ; représentées majoritairement
par deux especes : Citrobacter freundii et Enterobacter hormaechei. La génomique a permis de
faire la part de ce qui reléve des transmissions croisées et de la sélection sporadique de souches
au sein d’un environnement a trés forte pression de sélection antibiotiques. Une partie de ces
travaux ont été présentés par deux communication orale a la RICAI 2022 dont les résumés sont
disponibles en annexes.

Enfin, forts des constatations faites sur I’inhomogénéité de la circulation des E-BLSE au regard

de I’espece, des travaux sont menés avec le Dr Camille Jeanne-Leroyer afin de créer un systéme
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algorithmique qui permettrait déceler pour chaque patient porteur d’une E-BLSE la probabilité
que ce cette dernicre soit associée a un phénomeéne de transmission croisée. Ces données sont
d’importance car elles conditionnent les actions menées par le service d’hygiéne dans les
services cliniques. Les résultats préliminaires ont fait 1’objet de deux communications orales
par le Dr Jeanne-Leroyer lors de la RICAI 2021 et de la SF2H 2022. Le résumé de la

communication orale du Dr Jeanne-Leroyer la RICAI 2021 est disponible en annexes.

3.1.2 Une surveillance génomique a I’échelle de la région Normandie

Depuis le 1¢ janvier 2019, la Cellule Régionale d’EpidéMiologie génomique (CREM) de
Normandie a été créée sous 1I’impulsion du service de microbiologie et hygiene du CHU de
Caen en partenariat avec le Centre d'appui pour la prévention des infections associées aux soins
(CPias) de la Région Normandie et I’Agence Régionale (ARS) de Normandie.

Cette structure a pour but de proposer gratuitement a tous les établissements de santé du
territoire une expertise génomique pour venir en soutient d’explorations d’épidémies. Au total,
plus de dix établissements de santé ont sollicité la structure, représentant 133 isolats. Ces
demandes portent a la fois sur des explorations de la diffusion de souches productrices de BLSE
(n = 64) et/ou de carbapéneémases (n = 69).

Pour chaque génome analysé un compte rendu est généré et lorsque 1’ensemble des analyses
sont réalisées, un rapport est rendu a 1’établissement demandeur. Ces activités présentent de
nombreux intéréts. Tout d’abord, comme pour les équipes du CHU de Caen, elles aident a la
compréhension des phénomenes €épidémiques et participent a la mise en place d’actions
correctives. Ensuite, réaliser des séquencgages pour tout un territoire permet de réaliser une
veille épidémiologique a I’échelle de la région. Cette surveillance se révele €tre trés intéressante
pour les souches productrices de I’OXA-48 dont la diffusion plasmidique rend difficile le suivi
de la diffusion.

L’activité¢ de la CREM et son apport dans la surveillance de la diffusion des carbapénémases
de type OXA-48 ont fait office de deux communications orales lors de la RICAI 2021 dont les

résumés sont disponibles en annexes.
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3.2 Naissance de nombreux projets de recherche

Les travaux de recherche ont démontré (i) I’importance de la preuve microbiologique dans les
investigations de phénoménes épidémiques, (ii) qu’il n’existe pas une dissémination des E-
BLSE, mais des disséminations dont les caractéristiques sont propres a I’espéce bactérienne,
(ii1) que I’opéron ramAR semble étre un vecteur important de 1’adaptation des entérobactérales
au sein des services a forte pression antibiotique. Ces informations font naitre de nombreuses

autres questions.

3.2.1 Place de la spectrométrie infrarouge a transformée de Fourrier dans

le systéme de surveillance des E-BLSE ?

La spectrométrie infrarouge a transformée de Fourrier (SIR-TF) est une méthode de typage
bactérien développée au cours des années 1990. Cette approche étudie le spectre d’absorption
d’une bactérie lorsqu’elle est soumise a différentes longueurs d’ondes appartenant au spectre
des infrarouges (Novais et al. 2019). La région du spectre appelée W4 illustre la composition
en polysaccharides de la paroi bactérienne. Cette zone est extrémement variable et apporte a la

méthode un trés haut pouvoir de discrimination (Novais et al. 2019).

Cette méthode a été délaissée au profil des méthodes génomiques au cours de années 2000 —
2010. Néanmoins, le haut pouvoir de classification et la capacité a délivrer des résultats en 3 a
4 heures a partir de colonies isolées expliquent qu’il existe un regain d’intérét pour cette
méthodologie. Notamment, des données de la littérature suggerent que la SIR-TFS pourrait
s’implémenter en premiere ligne dans la stratégie de diagnostic et de controle des épidémies
causées par les entérobactérales, les Pseudomonas aeruginosa ou encore les Acinetobacter

baumanii (L. Silva et al. 2020; Martak et al. 2019).

Fort du systeme de surveillance génomique mis en place, une étude rétrospective a été réalisée
en partenariat avec I’industriel Bruker, visant a étudier la capacité de la SIR-TF a discriminer
les souches au regard de leur séquence type. Pour les souches de K. pneumoniae et de Ecc les
concordances étaient bonnes. Une limitation existe pour les souches de K. pneumoniae qui ne
sont plus typables par cette approche lorsqu’elles ne synthétisent plus leur capsule. Enfin, les
performances étaient plus limitées dans la classification des souches de E. coli. Ce travail a fait

I’objet de trois communications orales dont deux internationales lors de ’Eccmid 2021 et lors
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du 73°™ congrés de la société de microbiologie et d’hygiéne Allemande. Le résumé proposé a

I’Eccmid est disponible en annexes.

Pour faire suite a ces premiers travaux, un programme hospitalier de recherche clinique (PHRC)
régional porté par le Pr Join-Lambert va étudier I’impact d’une stratégie de surveillance
continue par typage infrarouge systématique et en temps réel des E-BLSE isolées en
réanimation sur la fréquence des transmissions croisé€es estimée par le séquengage du génome
entier qui constituera la méthode de typage de référence. Trois CHU Frangais participent a ce
projet : CHU de Amiens, de Rouen et de Caen. Caen sera le centre référent de ce projet de

recherche ou I’ensemble des analyses de génomique seront réalisées.

3.2.2 Mieux comprendre la dissémination des E-BLSE

Le systeme de surveillance de la circulation des E-BLSE a mis en évidence que les especes
bactériennes ne diffusent pas de fagon uniforme au sein des services de réanimation.

Néanmoins, ces données sont descriptives.

Afin de comprendre ces phénoménes, un programme de recherche nommé PARTHAGE -
Predicting Antibiotic Resistance Transmission within and between Humans by combining
mAthematical modelling, Genomics and Epidemiology est coordonné par le Pr Lulla

Opatowski.

Différents chercheurs s’associent pour ce projet qui réunit de nombreuses expertises dont des
¢pidémiologistes, des modélisateurs de la transmission des maladies infectieuses,

bactériologistes, phylogénéticiens, bio-informaticiens.

Au sein de ce projet, la circulation des E-BLSE sera suivie d’un point de vue génomique dans
différents hopitaux frangais. Des données démographiques, épidémiologiques, thérapeutiques,
métagénomiques, mais aussi le déplacement des soignants dans les unités de soins seront
recueillis. L’un des objectifs de ce projet et de pouvoir modéliser mathématiquement la
circulation des E-BLSE dans différents services de réanimation et de détecter les axes
fondamentaux de cette diffusion. PARTHAGE a recu le soutien de 1’Agence Nationale de la

Recherche débutera au cours de 1’année 2023.
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3.2.3 Caractériser l’opéron ramAR chez Enterobacter clocae et Klebsiella

variicola

Une mutation au sein du géne ramR a également été mise en évidence lors du suivi longitudinal
d’une souche de Klebsiella variicola isolée au long terme chez un patient de réanimation. Des
qRT-PCR ont révélé que la mutation s’accompagnait d’une dérégulation de 1’expression de
RamR et de RamA entrainant une augmentation de la résistance vis-a-vis des B-lactamines, du
chloramphénicol, de la ciprofloxacine et de la tigécycline. Des analyses phénotypiques sont
actuellement menées afin de caractériser les conséquences non antibiotiques de ces mutations

dont la résistance au stress et les modifications de virulence en modeéle Galleria mellonella.

Ce travail est une nouvelle illustration de 1’apparition de mutations au sein de I’opéron ramAR
chez un patient soumis a une forte pression de sélection antibiotique. Les résultats ont été
présentés lors d’une communication orale lors de la RICAI 2022 dont le résumé est disponible

€n anncxes.

Des travaux de caractérisation des conséquences transcriptomiques des mutations de 1’opéron
ramAR retrouvées chez Enterobacter hormaechei seront menés au cours d’un master 2 de

recherche au cours de 1’année 2023.

3.2.4 Une approche « one Health » du systeme de surveillance de la

diffusion des BMR

La dissémination des E-BLSE ne s’arréte pas aux murs des établissement de soins. La présence
communautaire des E. coli-BLSE est un vrai probléme de santé publique dont la prévalence en
population générale a été estimée lors d’une méta-analyse a 16,5% [ICoso 14,3% - 18,7%)]
(Bezabih et al. 2021). A noter cependant de grandes disparités selon les origines
géographiques : 27% en Asie [ICosy 2,9% - 51,3%] contre 6% en Europe [ICos, 4,6% - 7,5%]
(Bezabih et al. 2021).

De plus, les Hommes ne sont pas les seuls vecteurs de la diffusion des E-BLSE ; ces dernicres
ont été retrouvées parmi des animaux de compagnies, chiens chats avec des prévalences
variables allant jusqu’a plus de 20% des animaux (Rubin et Pitout 2014). Les bétes d’élevages
sont elles aussi porteuses d’entérobactérales productrices de BLSE et de carbapénémases de

type VIM-1, IMP-4, NDM-5 ou encore OXA-48 (Madec et al. 2017).
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Les études environnementales retrouvent elles aussi des prévalences élevées des E-BLSE dans
des cours d’eau, méme ceux qui ne sont pas reliés avec le circuit des hopitaux (Zaatout, Bouras,

et Slimani 2021).

Aussi, afin d’appréhender la diffusion globale de 1’antibiorésistance c’est une surveillance a
multiples dimensions qu’il convient de développer faisant intervenir les microbiologistes de

tous horizons.

A TI’échelle de la région Normandie, des partenariats de recherche se développent entre les CHU
de Caen, 1’équipe Inserm UM1311 Dynamycure, le laboratoire Labéo et le site de I’ Anses de
Dozulé. Un projet pilote est en cours qui associe tous les acteurs suscités autour du typage des
souches de K. pneumoniae isolées dans des prélevements équins, leur caractérisation
phénotypique, génomique et la comparaison de ces données avec les bactéries retrouvées en
médecine humaine. Cette premiere approche « One Heath » n’est que le début de nombreuses

collaborations.
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Background:

Extended spectrum beta-lactamases Enterobacteriaceae (ESBL-E) are disseminating worldwide leading to
an increase of morbi-mortality in intensive care units (ICUs). In Caen University hospital, since 2019, a
prospective surveillance program based on whole genome sequencing (WGS) tends to monitor the circulation
of ESBL producing Escherichia coli (Ecol), Klebsiella pneumoniae (Kpn) and Enterobacter cloacae complex

(Ecc) in three ICUs. This work explored the impact of the covid-19 pandemic on the circulation of ESBL-E.

Materials/methods:

the first ESBL-E identified as Ecol, Kpn or Ecc among patient hospitalized in medical, surgical or paediatric
ICU was sequenced using Illumina NextSeq 500. In silico species confirmation, sequence type (MLST) and
antimicrobial resistance genes were searched. A distance matrix based on Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) was constructed after mapping against a reference genome for all the strains which shared the same
species, and the same ST. Cross-transmission (CT) was defined as a minimum of two strains with a maximum
divergence of 10 SNP. Three study periods have been defined: pre-covid-19 March 2019 — February 2020,
during covid-19 March 2020 — February 2021, post-covid-19 March 2021 to November 2021.

Results:

In total, 372 strains have been isolated, regardless the study period, Ecol was the most frequently encountered
specie followed by Kpn and Ecc (42%, 29% and 28% respectively). Delays of ESBL-E colonization or
infection was very species related: respectively 2, 11 and 13 days for Ecol, Kpn and Ecc which highlighted
the disparity of ESBL-E origins: community for Ecol and hospital-acquired for Kpn and Ecc. Regardless the
period, none Ecol CT has been revealed in our hospital by while Kpn was associated with several outbreaks
which have been slowed down during and after the covid-19 pandemic. Regarding Ecc, the proportion of TC

as a mechanism of dissemination in the hospital was the less affected by the covid-19 period.

Discussions: ESBL-Ecol appeared to have a predominant community origin and its proportion increased
during the pandemic probably due to the rush of news patients in ICUs. ESBL-Kpn was spreading inside the
hospital through successful clones which could have been eradicate by the numerous hygiene measures
developed during the pandemic. The proportion of Ecc did not change during the pandemic suggesting that
it is the most hospital-oriented species capable of colonization of environmental reservoir from which it can
disseminate to patients although the high level of infection control measures provided during the covid-19

pandemic.
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Table I : Number of strains included in this study, median delay of isolation, number of unique sequence types and number of cross transmissions found using
whole genome sequencing

Escherichia coli Enterobacter cloacae complex Klebsiella pneumoniae
Overall 158 (40) 106 (30) 108 (30)
Number of Before covid-19 72 (40) 53 (30) 68 (40)
strains
(percentages) Durlng covid-19 64 (50) 35 (30) 29 (20)
After covid-19 22 (40) 18 (40) 11 (20)
Overall 2 13 11
Median delay of Before covid-19 1,5 12 13
isolation (days) During covid-19 4,5 12 7
After covid-19 1,5 19,5 10
Overall 62 15 25
Number of Before covid-19 37 11 16
distinct ST During covid-19 32 9 10
After covid-19 14 5 8
Number of cross- Overall 5(03) 42 (40) 56 (52)
transmissions Before covid-19 1(1) 22 (42) 43 (63)
(percentage in
the strain During covid-19 4 (6) 9 (26) 12 (41)
circulation) After covid-19 0 (0) 11 (61) 1(9)
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Exploration génomique de la dissémination d’Enterobacter cloacae en réanimation néonatale
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Introduction

Entre décembre 2021 et juillet 2022, vingt-six nouveau-nés ont été infectés et/ou colonisés par une souche
d’Enterobacter cloacae complex hyper-productrice de céphalosporinase (AmpC'"F) dans les unités de
réanimation et de soins intensifs de néonatalogie d’un Centre Hospitalo-Universitaire Francais. L’ensemble

de ces souches a été séquencé pour réaliser des analyses de génomique comparative.

Matériel et méthodes

Un antibiogramme en diffusion contenant 43 molécules a été réalisé permettant de faire un premier screening
phénotypique. Les génomes ont été séquencés par la technologie Illumina Nextseq 500. Différents typages
in silico ont été réalisés : détermination de I’espéce bactérienne, du schéma MLST, recherche du résistome.
La recherche d’une présence environnementale a également été réalisée par prélévements des points d’eaux

(eau du lavabo, siphons) et des couveuses.

Résultats

Au total, 30 souches, 26 isolées d’écouvillons et 4 souches provenant de prélévements cliniques hyper-
produisaient leur AmpC engendrant une résistance vis-a-vis de la ceftazidime et de la ceftriaxone. Aucune
de ces souches ne produisaient de f-Lactamase a spectre étendu et les carbapénémes restaient épargnées.
Neuf souches appartenaient au ST1439, deux au ST175 et deux au ST138 avec respectivement une distance
nucléotidique maximale de 3, 1 et 9 SNP, affirmant la transmission croisée de ces clones. Le reste des typages
n’a mis en évidence que des souches sporadiques correspondant a onze ST distincts. Ces souches n’ont pas
été identifiées au sein des siphons et/ou dans les couveuses. La souche épidémique ST1439 n’a été identifiée
que sur les deux premiers mois marquant un arrét des transmissions en février concomitant avec 1’intervention

de I’équipe d’hygiéne.

Conclusion

Trois populations de Enterobacter cloacae complex AmpC'F ont été la source d’événements épidémiques
chez 50% des patients infectés et/ou colonisés. La détection de ces épidémies fait suite a la mise en place
depuis décembre 2021 d’une alerte et d’une mise en isolement des nourrissons porteurs d’entérobactérales
AmpCH" en réanimation néonatale. Ces mesures ont permis d’endiguer les phénomeénes épidémiques comme
I’arrét des transmissions du clone ST1439 aprés février 2022. L’importance du nombre des souches AmpCH?

peut étre I’illustration de la forte pression de sélection par les C3G au sein de ces unités de soins.
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Surveillance des entérobactérales résistantes aux C3G Réanimation néonatale
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Introduction

Entre décembre 2021 et aott 2022, toutes les souches d’entérobactérales résistantes aux céphalosporines de
3¢me génération (E-C3GR) isolées au sein des services de réanimation néonatale et de soins intensifs ont été
séquencées en génome complet afin de connaitre 1’épidémiologie bactérienne et les mécanismes de

résistance.

Matériel et méthodes

En plus des prélévements a visée diagnostic, un écouvillonnage rectal des nourrissons a été réalisé pour toute
nouvelle entrée, puis chaque semaine dans le service de réanimation néonatale puis ensemencé sur gélose
sélective. Aprés antibiogramme, toutes les souches confirmées C3GR étaient séquencées par Illumina

Nextseq500 afin de déterminer leur séquence type (ST) et leur résistome.

Résultats

Au total : 54 souches de E-C3GR ont été retrouvées dont 47 souches hyper-producrices d’ AmpC (AmpC'F)
et seulement 7 entérobactérales productrices de B-lactamase a spectre étendue représentant 1% des dépistages
totaux contre 8% pour les souches AmpC™’. Les souches AmpC"’ appartenaient a uniquement deux
complexes : 30 Enterobacter cloacae complexe (Ecc) (n=26 dépistages, 4 prélévements cliniques :
hémoculture (n=1), aspirations trachéales (n=2) et catheter (n=1)) et 17 Citrobacter freundii complexe (Cfc)
(n=17 dépistages). Tous les Ecc étaient uniformément résistants a la ceftriaxone et a la ceftazidime alors que
certains Cfc restaient sensibles a la ceftriaxone. Quatorze STs différents ont été identifiés chez les Ecc dont
trois impliqués au sein de phénomeénes épidémiques prouvés (ST 1439, ST175 et ST138) et neuf STs
différents ont été identifiés parmi les Cfc dont deux phénoménes épidémiques au sein du méme ST185. Une
étude plus large entre 2016 et 2021 de I’épidémiologie de ces services retrouve la présence de 9% de E-C3GR
dans les infections profondes allant jusqu’a 24% et 41% des prélévements de dépistage pour Cfc et Ecc

respectivement.

Conclusion

La prise en compte parmi les souches de E-C3GR des souches AmpC', en plus des BLSE, révéle un
phénomeéne inconnu et inquiétant. Cette prévalence des E-C3GR dans les services de néonatalogie peut
s’expliquer par une forte pression de sélection antibiotique par les C3G et/ou des épidémies intra hospitalicéres

(Ecc ST1439) et/ou la présence de réservoirs environnementaux (Cfc).

189



Apport du séquengage dans la surveillance des EBLSE pour ’Equipe opérationnelle d’hygiéne
hospitaliére (EOHH)

C. Leroyer, F. Gravey, D. Du Cheyron, JL Gerard, M Fines-Guyon, O Join-Lambert, A. Mouet, S. Le Hello

Introduction/Objectif :

Depuis plusieurs années, la surveillance automatisée des BMR permet a ’EOHH de s’assurer de la mise en
place des précautions complémentaires contact a chaque nouveau cas et de détecter des épidémies. Depuis
2019, le séquencage du génome complet de toutes les EBLSE identifiées en réanimation est réalisée en
routine au sein du CHU. Nous décrivons les résultats de I’analyse quantitative complétée des résultats des
données de séquencage afin de définir un algorithme d’alerte pour ’EOHH et confirmer les transmissions

croisées.

Matériel et Méthodes :

Nous avons extrait sur 2019-2020 les K. prneumoniae, E.coli et E. cloacae complex BLSE pour les services
de réanimation adulte. Pour chaque espéce, la premiére souche BLSE par patient est séquencée en génome
complet depuis 2019. Nous définissons un algorithme selon : alerte si identification de 2 BLSE de méme
espéce dans le méme service sur une période de 1 mois, puis une transmission croisée possible si délai
d’acquisition > 48h pour le 2nd patient, puis une transmission croisée suspectée si méme séquence-type (ST)
identifié entre les patients, et enfin une transmission croisée confirmée si la divergence en nombre de SNP
(Single Nucleotide Polymorphisme) est <10 entre les souches. Nous avons ensuite calculé les performances

de notre algorithme pour chacune des 3 espéces rétrospectivement sur 2019/2020.

Résultats :

Trois cent vingt souches EBLSE identifiées et typées : 138 E. coli, 91 K. pneumoniae et 91 E. cloacae
recouvrant les 7 unités de réanimations médicales ou chirurgicales adultes. Les alertes et le statut des
transmissions croisées est représentée dans le tableau 1. La valeur prédictive positive de notre algorithme est

de 14,3% pour E. coli, 51,8% pour E. cloacae, et 92,7% pour K. pneumoniae.
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Alertes 2 BLSE
méme espéce < 1 mois méme unité

Transmission croisée possible 50
BLSE n°2 > 48h d’acquisition

Transmission croisée suspectée 14
méme ST pour les 2 BLSE
Transmission croisée prouvée 2

méme ST et <10 SNP

Performance de I’algorithme

Valeur prédictive positive 14,3 %
Valeur prédictive négative 100 %
Sensibilité 100 %
Spécificité 91,2 %
Conclusion :

46

41

38

92,7 %

34,7 %
84,4 %

91,2 %

56

34

30

51,8 %

82,9 %
82,9 %

82,9 %

La mise en place d’une alerte via un algorithme testé avec les données du séquencage permet de détecter

rapidement les cas de transmissions croisées (TC), en particulier pour K. pneumoniae et E. cloacae. Nous

confirmons 1’acquisition principalement communautaire et la faible transmission des E. coli BLSE. Cette

approche basée sur la preuve microbiologique permet a8 ’EOHH de confirmer une TC, d’adapter les mesures

de prévention et d’orienter vers la réalisation d’une enquéte environnementale en cas d’épidémie. En

perspective, I’algorithme peut s’adapter selon les dynamiques de diffusion qui semblent étre différentes entre

especes.

191
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Introduction

Parmi les missions des CPias figurent 1’aide aux investigations des épisodes infectieux associés aux soins.
Nous développons une Cellule Régionale d’Epidémiologie génoMique (CREM) en Normandie qui, grace a
I’essor du séquencage a haut-débit, a pour objectif d’identifier avec certitude les liens de transmission croisée

et une aide microbiologique aux investigations d’épidémies.

Matériels et Méthodes

Depuis le 1° janvier 2019, un recours a la CREM est proposé a tout établissement de santé de Normandie
par le CPias en cas d’épidémie (signalement e-sin) ou de suspicion d’acquisition d’une souche bactérienne.
De plus, une surveillance génomique continue des entérobactérales productrices de BLSE (EBLSE) et/ou de
carbapénémases (EPC) est effectuée dans les services de réanimation du CHU de Caen (1¢ére souche isolée
par patient).

A réception des souches, un séquengage complet du génome est effectué par la technologie Illumina Nextseq.
Différents typages in silico sont réalisés : détermination de 1’espéce bactérienne (rMLST), schéma MLST,

recherche du résistome (https:/www.genomicepidemiology.org/). Une recherche de variants aprés mapping

des séquences sur un génome de référence approprié permet de déterminer la distance nucléotidique (SNP)

entre les souches étudiées.

Résultats

Entre le 1°" janvier 2019 et décembre 2020, 508 souches bactériennes ont été s€quencées et étudiées, réparties
en 190 souches d’Escherichia coli (37%), 177 souches de Klebsiella pneumoniae (KP, 35%), 115 souches
d’Enterobacter cloacae (ECC, 23%) et 26 autres entérobactérales (5%). Parmi celles-ci, 6% des souches ont
été envoyées dans le cadre d’une investigation d’une épidémie et 1% correspondent & des souches
environnementales.

Deux populations bactériennes dominent, KP ST405 (33% des KP), ECC ST66 (37% des ECC) et
représentent une part importante des transmissions croisées. Sur les années 2019 et 2020, c’est 75 souches
(15%) impliquées dans des transmissions croisées ou épidémies confirmées (<10 SNP de divergence entre

souches).

Conclusion

La CREM est un service support pour I’ensemble des bactériologistes et hygiénistes de la région Normandie.
Elle permet de mieux préciser, les mécanismes de résistances aux antibiotiques émergents, les voies de
dissémination de ces BMR/BHRe a 1’échelle d’une région, et les mesures de prévention qui doivent en

découler lors d’une épidémie.
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Introduction

Entre 2019 et 2021 seize patients ont été infectés et/ou colonisés par différentes espéces d’entérobactérales
productrices de carbapénémases de type OXA-48-like au sein du centre hospitalier d’ Argentan. Afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans la circulation de ces enzymes : circulation endémique d’un
clone ou épidémie de plasmides, les souches ont été adressées a la Cellule Régionale d’Epidémiologie

GénoMique (CREM) de Normandie, pour des analyses de génomique comparative.

Matériel et Méthodes

Toutes les souches ont été séquencées en génome complet sur I’automate [llumina NextSeq 500. Les génomes
ont été de novo assemblés via SPAdes puis différents typages in silico ont été réalisés : détermination de
I’espéce bactérienne, schéma MLST, recherche du résistome complet. Le contenu en plasmides a été étudié
graces aux outils plasmidfinder et PLSDB. La distance nucléotidique basée sur les SNP a été évaluée par
mapping des reads sur des génomes de référence (i) lorsque deux souches de la méme espéce appartenaient
au méme Sequence Type (ST) afin de rechercher des arguments pour une transmission croisée (ii) de
comparer les plasmides et (iii) de typer le transposon Tn1999 caractérisant les plasmides portant les OXA-

48.

Résultats

Six espéces bactériennes ont été identifiées : Escherichia coli (n= 8), Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundii et Klebsiella oxytoca (n=2), Citrobacter amalonaticus et Klebsiella variicola (n=1). Quatorze
souches produisaient la carbapénémase OXA-48 et deux I’OXA-181. La présence de transmission croisée a
été mise en évidence pour 4 couples de souches n’expliquant pas I’ensemble de la circulation des
carbapénémases. Parmi les 12 souches productrices d” OXA-48, 2 E. coli ST127 portaient un plasmide de la
famille IncF de 27029 nucléotides. Les 10 autres souches portaient un plasmide de la famille IncL de 63593
nucléotides. Ces 10 plasmides différaient entre eux d’un maximum de 1 SNP et portaient tous un transposon
de type Tn1999.3 illustrant une diffusion d’OXA-48 a la faveur d’un plasmide épidémique au sein de

différentes espéces.

Conclusion
La circulation des carbapénémases OXA-48-like est complexe et de mécaniques diverses. La transmission
interespeces de plasmides de type IncL portant le transposon tn1999.3 semble étre la dynamique principale

de ce phénoméne suspectant un réservoir plus large qui reste a explorer a I’échelle régionale et/ou nationale.
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Background

Fourier-Transform InfraRed spectroscopy (FTIR) is a developing rapid, simple typing technology. In this
study, we assessed the accuracy of FTIR to identify the most frequently recovered ESBL-producing
Enterobacteriaceae (ESBL-E) species in high-risk clinical wards of our hospital at the sequence type (ST)

level.

Methods.

To reach this aim, we used a prospective collection of 284 consecutive ESBL-E clinical isolates, including
120 E. coli (ECOL), 83 K. pneumonie (KP), and 81 E. cloacae complex isolates(ECC, 72 E. hormaechei, 7
E. cloacae and 2 E. kobei). Isolates were recovered in 2019 and 2020 from patients hospitalized in 2 adult
Intensive care units and in neonatology, excluding replicates in a same patient. Multi locus sequence typing
(MLST) was performed by in silico analysis after whole genome sequencing (WGS). Clonality within STs
was assessed by SNP typing (<20). FTIR was performed using the IR Biotyper System (Bruker Daltonik,
Bremen, Germany) running the IR Biotyper software with default settings, unaware of WGS typing results.
A FTIR type was defined by a cluster of isolates or by a single isolate not clustering with others at the
threshold clustering level automatically defined. We used the Simpson diversity index, the adjusted Rand’s
index and the Wallace coefficient to assess the discriminatory power and correspondence level of FTIR

typing compared to MLST.

Results.

FTIR types diversity varied according to species, reflecting significant variations in genomic diversity of
isolates at the ST level: 55 STs for E. coli, 19 STs for KP and 14 STs for ECC isolates (Figure 1). E. coli
ST131, KP ST405, and ECC ST66 were the most frequent clonal group (28% of ECOL, 44% of KP and
43% of ECC isolates, respectively). Agreement between the two methods was satisfactory for KP and ECC
but not for E. coli, probably reflecting a high frequency of KP and £CC nosocomial acquisitions/outbreaks
(< 20 SNPs) compared to E. coli isolates (none) during the 2-year study period.

Conclusion.
FTIR typing is a real-time first-step powerful technique for surveillance of MDR KP and ECC outbreaks in
high-risk clinical wards. Suspected clonal outbreaks should be confirmed by WGS.
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E. coli
K. pneumoniae

E. cloacae complex

Method

FTIR
MLST
FTIR
MLST
FTIR
MLST

52

CBRG&

14

0.890 (0.849-0.931)
0.918 (0.876-0.960)
0.768 (0.679-0.856)
0.772 (0.688-0.855)
0.743 (0.668-0.818)
0.781 (0.701-0.861)

0.420

0.862

0.884

N® of types Simpsons (95% Cl) Adjusted Rand Adjusted Wallace (95%Cl)

0.361 (0.286-0.437)
0.502 (0.336-0.668)
0.853 (0.696-1.000)
0.873 (0.755-0.990)
0.800 (0.695-0.905)
0.987 (0.971-1.000)

N* of types: FITR types and sequence types. Simpsons: diversity index. Adjusted rand: global correlation index

between the two methods. Adjusted Wallace: directionality of the correspondences
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Introduction :

Au cours d’une hospitalisation de huit semaines en réanimation pour hémorragie cérébrale chez une patiente
agée de 61 ans, sept souches de Klebsiella variicola (Kv) ont été isolées de prélévements rectaux
hebdomadaires. L’objectif de cette étude était d’étudier les modifications génomiques et phénotypiques
éventuelles pouvant favoriser la persistance de cette souche dans un environnement a forte pression de

sélection que sont les services de réanimation.

Matériels et méthodes

Les sept isolats successifs ont été caractérisés phénotypiquement par antibiogrammes par diffusion en gélose,
mesure de CMI en microdilution, croissance en présence de sels biliaires et ont été séquencés (Illumina) pour
détermination du séquence-type (ST), identification des génes de résistance, annotation compléte des

génomes et mesure de 1’évolution la distance génomique des isolats au cours du temps.

Résultats

Les sept isolats appartenaient au ST1563 et ne différaient entre eux de deux nucléotides au maximum,
indiquant la persistance d’un méme clone tout au long de I’hospitalisation. Deux isolats obtenus aprés six
semaines d’hospitalisation (ESSO7 et ESSOS8) présentaient une diminution de sensibilité au
chloramphénicol, aux quinolones et aux cyclines ainsi qu’une tolérance accrue aux sels biliaires forte
concentration sans acquisition apparente de génes de résistance (Tableau 1). Ce phénotype a pu étre associé
a une mutation génomique unique (T454G) située dans le régulateur transcriptionnel ramR et se traduisant
par une modification de la séquence protéique (D152Y).

Cette substitution d’acide aminé pourrait modifier les propriétés physico-chimiques du site liaison au substrat
de RamR entrainant un changement de comportement du régulateur et la surexpression de pompes d’efflux
de type RND. Confirmant cette hypothése, la détermination de CMI aux antibiotiques en présence de PABN,
un inhibiteur spécifique des pompes RND, a montré une restauration des sensibilités aux antibiotiques et aux
sels biliaires, tout comme la complémentation des souches ESSO7 et ESSOS par le géne ramR non muté

(Tableau 1).

Conclusion

Cette étude démontre qu’une simple mutation de I’opéron RamAR confére une tolérance accrue a
différents stress par surexpression de pompes d’efflux RND. L’impact observé in vitro de cet opéron
sur I’adaptation de Kv a un environnement riche en biocides n’est-il que la partie immergée de

P’iceberg ?
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Tableau 1 : Caractéristiques génomiques et CMI en microdilution des souches de K. variicola présentant un géne ramR sauvage (ESSO2 a 6), ramR muté
(ESSO7 et 8) avec et sans PABN et de K.variicola complémentées avec le géne ramR fonctionnel (Q ramR).

CMI (mg/L)
Souches ST Résistome
Chloramphénicol Ciprofloxacine Tigécycline
+PABN QramR +PABN QramR +PABN QramR

ESSO2 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 8 - - 0.03 - - 0.5 - -
ESSO3 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 8 - - 0.03 - - 0.5 - -
ESSO4 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 8 - - 0.03 - - 0.5 - -
ESSO5 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 8 - - 0.03 - - 0.5 - -
ESSO6 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 8 - - 0.03 - - 0.5 - -
ESSO7 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 64 0.5 2 1.125 0.03 0.03 4 0.5 0.25
ESSO8 ST1563 bla LEN17, bla SHV1 64 0.5 2 0.125 0.03 0.015 2 0.25 0.25
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Titre : Génomique des bactéries multirésistantes aux antibiotiques en Normandie : investigations épidémiques,

études populationnelles, mécanismes de résistance aux antibiotiques

Résumé : La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur de santé publique responsable du décés de plus
d’un million de personnes par an a travers le monde. Ce travail de theése avait pour but de développer un systéme
de surveillance de la circulation des entérobactérales multi-résistantes basé sur une caractérisation phénotypique
et génomique. Différentes épidémies ont été investiguées pour lesquelles I’apport des analyses de génomiques
comparatives s’est révélé crucial. Il a été démontré le role de I’opéron ramAR dans 1’adaptation au long cours
d’une souche d’Enterobacter hormaechei. Cet opéron été trés fréquemment muté au sein des souches
d’enterobactérales productrices de BLSE (E-BLSE) soumises a une forte pression de sélection. Enfin, les
dynamiques de circulation et de transmission des E-BLSE étaient propres a I’espéce considérée mais aussi liées a
la nature du service clinique. Escherichia coli avait une origine communautaire et était rarement responsable
d’épidémies. A I’inverse, plus de 80% des souches de Klebsiella pneumoniae et de Enterobacter cloacae complexe
étaient d’origine nosocomiales et trés fréquemment associées a des phénomenes de transmissions croisées. La
pandémie de covid-19 a profondément modifié la circulation et les populations de K. pneumoniae, tandis que les
meémes clones endémiques de Ecc persistaient toujours a I’hopital. Le séquencage du génome complet a acquis
une place centrale dans la surveillance de la circulation des entérobactérales multi-résistantes a 1’échelle du CHU
de Caen et de la région Normandie. Associées aux approches phénotypiques, ces données permettent de mieux

comprendre 1’adaptation bactérienne au long cours.

Title: Genomics of multi-resistant bacteria in Normandy: epidemic investigations, population studies, mechanisms
of antibiotic resistance

Abstract: Antibiotic resistance is a major public health burden responsible for the death of over one million people
per year worldwide. The aim of this thesis was to develop a surveillance system for the circulation of multidrug-
resistant enterobacterales based on phenotypic and genomic characterization. Different epidemics were
investigated for which the contribution of comparative genomic analyses was crucial. The role of the ramAR
operon in the long-term adaptation of an Enterobacter hormaechei strain was demonstrated. This operon was very
frequently mutated among ESBL-producing enterobacterales (ESBL-E) subject to strong selection pressure.
Finally, the dynamics of ESBL-E circulation and transmission were specific to the species but also related to the
nature of the clinical department. Escherichia coli had a community origin and were rarely responsible for
outbreaks. In contrast, more than 80% of Klebsiella pneumoniae and Enterobacter cloacae complex strains had a
nosocomial origin and were frequently associated with cross-transmission. The covid-19 pandemic profoundly
altered the circulation and populations of K. pneumoniae, while the same endemic clones of Ecc still persisted in
hospitals. Whole genome sequencing has acquired a central place in the surveillance of the circulation of
multidrug-resistant enterobacterales in the Teaching Hospital of Caen and in Normandy. Combined with

phenotypic approaches, these data provide a better understanding of long-term bacterial adaptation.
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