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Au cours de ma thése, je me suis intéressé a la résistance aux antibiotiques chez Escherichia
coli particulierement a la résistance aux carbapénémes dans la séquence type 38 (ST38) d’E.
coli. Les carbapénémes sont des B-lactamines de derni¢re génération, utilisés dans le traitement
des infections a bactéries Gram négatives multirésistantes aux antibiotiques. Ce phénoméne de

résistance constitue un probléme majeur de santé publique au niveau mondial.

Le terme antibiotique a été initialement défini par Waksman en ces termes : « An antibiotic is
a chemical substance, produced by micro-organisms, which has the capacity to inhibit the
growth of and even to destroy bacteria and other micro-organisms ». Littéralement, un
antibiotique est une substance chimique produite par des micro-organismes, qui a la capacité
d’inhiber la croissance et méme d’entrainer la destruction des bactéries et d’autres micro-
organismes (Waksman 1947). C’est a Alexander Fleming que 1’on attribue la découverte du
premier antibiotique, la pénicilline, en 1928 (Fleming, 1929). Mais des molécules a activité
antibactérienne ont été utilisées bien avant. C’est le cas, par exemple, du salvarsan
(arsphénamine) utilisé contre Treponema pallidum, 1’agent causal de la syphilis, synthétisé
chimiquement par le scientifique allemand Paul Ehrlich au début du vingtiéme si¢cle (Ehrlich
et Hata 1910). L’analyse de squelettes venant d’individus de la civilisation nubienne (Actuel
Soudan), une ancienne civilisation africaine entre 350 et 550, a méme révélé une exposition a
la tétracycline, posant la question d’une ingestion accidentelle ou a visée thérapeutique des
micro-organismes producteurs d’antibiotiques tels que les espéces du genre Streptomyces

(Bassett et al. 1980; Nelson et al. 2010).

Dans le passé, les maladies infectieuses d’origine bactérienne ont provoqué des pandémies et
des épidémies mortelles a travers le monde. Au début du moyen age la premiére pandémie de
peste provoquée par la bactérie & Gram négatif Yersinia pestis a causé plus de 100 millions de
morts dans I’empire romain. La deuxiéme pandémie de peste qui a duré en Europe jusqu’au
début du XIX°™ siécle a causé la mort d’environ 200 millions de personnes (Piret et Boivin
2021). Vibrio cholerae a causé jusqu’a ce jour sept pandémies différentes a 1’origine d’une forte
mortalité dans les zones affectées (Piret et Boivin 2021). La gravité de ces pandémies est
directement liée a 1I’absence de traitement efficace durant ces périodes. Ainsi, ’avénement des

antibiotiques va largement contribuer a contrdler et surtout a soigner les infections causées par
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ces bactéries pathogenes. La découverte de la pénicilline va définitivement révolutionner la
lutte contre les maladies infectieuses en plus de contribuer au développement de la médecine
moderne. Entre 1940 et 1960, avec la caractérisation d’une panoplie de nouveaux antibiotiques
de différentes classes, efficaces contre les bactéries pathogenes, I’humanité vivait « 1’dge d’or »
des antibiotiques (Hutchings, Truman, et Wilkinson 2019; Stadler et Dersch 2016). Mais au-
dela des années 1970, trés peu de nouvelles molécules sont découvertes. A cela s’ajoute
I’apparition et la propagation de la résistance aux antibiotiques qui rend difficile les traitements
de certaines infections bactériennes (Figure. 1). (Aminov 2010; Hutchings, Truman, et

Wilkinson 2019)
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Figure 1 : Introduction des antibiotiques au niveau clinique et chronologie de

I’émergence de la résistance. Figure réalisée avec Biorender.

Les antibiotiques sont généralement classés en antibiotiques bactériostatiques ou bactéricides.
Les antibiotiques bactéricides tuent la bactérie a la concentration utilisée et les antibiotiques
bactériostatiques provoquent I’arrét de la croissance bactérienne sans pour autant causer la mort
(Figure. 2). Les antibiotiques bactériostatiques ciblent généralement les sous-unités du

complexe ribosomal nécessaires a la synthése protéique. Les tétracyclines, les macrolides, la
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clindamycine, la combinaison triméthoprime/sulfaméthoxazole, le linézolide et Ile
chloramphénicol sont généralement des classes d’antibiotiques bactériostatiques. Les modes
d’actions de ces molécules varient en fonction de leur classe : les tétracyclines inhibent la sous-
unité 30S du ribosome, les macrolides, la clindamycine, le linézolide et le chloramphénicol
inhibent la sous-unité 50S au niveau de différents sites (M. Patil et Patel 2021). Contrairement
aux classes précédentes qui inhibent la synthése protéique, la combinaison
triméthoprime/sulfaméthoxazole inhibe la synthése de 1’acide folique, un cofacteur nécessaire
a la synthése des thymidines, des purines et de ’ADN (Masters et al. 2003). Les antibiotiques
bactéricides sont caractérisés par leur capacité a provoquer la mort bactérienne (Figure. 2). Ils
appartiennent a la classe des B-lactamines, des aminoglycosides, des fluoroquinolones, des
polymixines et la fosfomycine. Ils ciblent différentes fonctions essentielles de la bactérie : la
synthése du peptidoglycane essentielle au maintien de la structure cellulaire pour les B-
lactamines et la fosfomycine, la réplication de ’ADN pour les fluoroquinolones, la synthése
protéique pour les aminoglycosides. Les polymixines perturbent 1’intégrit¢ de la membrane

externe (M. Patil et Patel 2021).

Ajout
antibiotique Controle sans antibiotique

Bactériostatique
Chloramphénicol

Bactéricide
B-lactamine

Nombre de
cellules viables

Temps (Heures)

Figure 2 : Les effets des antibiotiques bactériostatiques et bactéricides. Figure créée a

partir de Biorender.

La résistance survient lorsqu’une bactérie susceptible a un antibiotique acquiert des mutations
ou des genes de résistance (ARG) provoquant une baisse de 1’efficacité de 1’antibiotique. Une
concentration plus élevée est alors requise pour produire le méme effet (Brauner et al. 2016).
La susceptibilité & un antibiotique est évaluée en mesurant la concentration minimale inhibitrice
(CMI) suivant les recommandations du « Clinical and Laboratory Standards Institute » (CLSI)!
aux Etats Unis ou de PEUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) en Europe. La concentration active de 1’antibiotique dans un organisme étant limitée

par différents paramétres, notamment pharmacodynamiques, ’EUCAST a défini des seuils
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pour les CMI, au-dela desquels le traitement risque d’étre inefficace. Ces seuils (breakpoints)
permettent de classer les bactéries testées comme susceptibles, intermédiaires (aujourd’hui
remplacé par « Zones d’Incertitude Technique ») ou résistantes a I’antibiotique?. Au-dessus de
ce seuil, une autre alternative thérapeutique doit étre mise en place en utilisant une autre
molécule antibiotique a laquelle la bactérie est susceptible. Chaque antibiotique exerce une
pression de sélection différente pouvant conduire a I’accumulation de mutations et/ou
I’acquisition d’ARG rendant la bactérie multirésistante (Figure. 3). Une bactérie est
multirésistante lorsqu’elle est non-susceptible a au moins un antibiotique dans au moins trois
classes différentes d’agents antimicrobiens (Magiorakos et al. 2012). Ce sont les bactéries

multirésistantes qui constituent la plus grande menace clinique.

Pressions antibiotiques B> Accumulation de mutations et
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Mutation 1 Mutation 2
Résistance a A Résistance a B
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Figure 3 : Processus de sélection des bactéries multirésistantes. Figure créée a partir de

Biorender.

Parmi les pathogénes multirésistants aux antibiotiques ceux du groupe ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp) sont particulierement redoutés (De Oliveira et
al. 2020). K. pneumoniae est une espeéce opportuniste a I’origine de nombreuses infections

nosocomiales ainsi que, en dehors du milieu hospitalier, de pneumonies et méningites, (Wyres,

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for 16

interpretation of MICs and zone diameters. Version 14.0, 2024. http://www.eucast.org.
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Lam, et Holt 2020). K. pneumoniae appartient a la famille des Enterobacteriaceae, comportant
d’autres especes trés connues en médecine humaine et vétérinaire, notamment E. coli, K.

pneumoniae, Enterobacter spp, Salmonella spp et Shigella spp (Adeolu et al. 2016).

Les Enterobacteriaceae pathogeénes ou opportunistes posent de sérieux problémes au niveau
clinique a cause de I’émergence de la mutirésistance aux antibiotiques y compris aux B-
lactamines de derniére génération que sont les carbapénemes (Partridge 2015). On considere
qu’elles sont responsables d’environ 30% des infection nosocomiales (Satlin et al. 2017). Le
groupe des Enterobacteriaceae résistants aux carbapénémes (ERC) a été classée par
I’organisation mondiale de la Santé (OMS) de priorité critique pour le développement de
nouveaux antibiotiques ou de nouvelles alternatives thérapeutiques (Tacconelli et al. 2018). Le
mécanisme principal de la résistance aux antibiotiques chez les Enterobacteriaceae est
I’acquisition des ARGs par transfert horizontal, particuliérement a travers la mobilité¢ des
plasmides portant ces genes (Partridge 2015). K. pneumoniae et E. coli sont fréquemment
retrouvés dans les données épidémiologiques et contiennent généralement des plasmides

porteurs de différents ARGs a I’origine de la multirésistance (Satlin et al. 2017).
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1. Les B-lactamines : structure et propriétés physico-chimiques

Les B-lactamines sont les antibiotiques les plus prescrits au monde a cause de leur faible
toxicité, leur efficacité et leur spectre d’action trés large. Aux Etats-Unis, elles représentent
65% des prescriptions des antibiotiques injectables (Karen Bush et Bradford 2016). La
pénicilline produite par Penicillium notatum fit la premiere B-lactamine découverte par
Alexander Fleming en 1928 (Fleming, 1929). Sa structure a été résolue en 1949 par Dorothy
Hogdkin (Hodgkin 1949). Par la suite, les recherches de molécules antibiotiques produites par
les micro-organismes ont permis la découverte d’autres molécules de B-lactamines regroupées
en quatre familles : d’une part, les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénémes qui
sont des molécules bicycliques et d’autre part, les monobactames qui sont monocycliques
(Figure. 4a). Ces molécules se différencient entre elles par leur structure, leur spectre d’activité
et leurs cibles (Karen Bush et Bradford 2016). Leur point commun au niveau de la structure
est le noyau B-lactame qui est essentiel a leur activité antibiotique (Figure. 4a). La découverte
de la structure des B-lactamines a été a ’origine du développement par hémisynthése de
nouvelles molécules dérivées de B-lactamines naturelles, plus efficaces avec un large spectre
d’activité (Tooke et al. 2019). Elle a aussi permis la découverte du mode d’action des B-

lactamines par Tipper et Strominger en 1965 (Tipper et Strominger 1965).

Les B-lactamines inhibent la synthése du peptidoglycane. Le peptidoglycane est une structure
cellulaire essentielle de I’enveloppe cellulaire des bactéries. Il est localisé dans le périplasme
des bactéries a Gram négatif entre la membrane interne et la membrane externe. Le
peptidoglycane est constitué de polyméres de N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-
acétylmuramique (NAM) reliés entre eux par des ponts peptidiques. L’assemblage des
polymeéres polysaccharidiques se fait par un processus de transglycosylation. Chez les bactéries
Gram négatives un pentapeptide L-Ala-D-Glu-m-DAP-D-Ala-D-Ala li¢ de fagon covalente au
NAM par la L-Ala est essentiel a la formation des ponts peptidiques par transpeptidation
(Figure. 4b). Le m-DAP (méso-diaminopimelate) du NAM du nouvel hétérodimere NAM-
NAG a incorporer dans le polymeére forme un pont peptidique par transpeptidation en se liant

au quatrieme acide aminé D-Ala du pentapeptide du peptidoglycane naissant (Figure. 4b). La
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synthése du peptidoglycane est catalysée par les protéines liant les pénicillines (PLPs) dont
’activité transglycosylase catalyse la transglycosylation entre le NAG et le NAM pour former
les polysaccharides et D’activité transpeptidase forme des ponts peptidiques entre les
polysaccharides. Certaines PLPs possédent une activité carboxypeptidase qui clive le dernier
D-Ala du pentapeptide du peptidoglycane naissant apres la transpeptidation. La rigidité du
peptidoglycane renforce la structure de I’enveloppe cellulaire permettant ainsi de maintenir la
structure de la bactérie (Lima et al. 2020; Macheboeuf et al. 2006). Les B-lactamines ont une
structure similaire au dipeptide D-Ala-D-Ala du pentapeptide (Figure. 4c). De ce fait, elles se
lient avec une affinité variable aux PLPs catalysant la transpeptidation (Figure. 4b). Dans une
bactérie, on trouve au moins quatre PLPs différentes qui interviennent a différentes étapes de
la division cellulaire et une B-lactamine peut cibler une ou plusieurs PLPs causant des
dommages divers lors de la croissance bactérienne (Sauvage et al. 2008). Bri¢vement, la sérine
du site actif des transpeptidases effectue une attaque nucléophile sur le noyau B-lactame formant
par acylation un complexe dont I’hydrolyse est trés lente par rapport au temps de génération de
la bactérie. Ceci entraine un arrét de la synthése du peptidoglycane fragilisant ainsi la structure
de I’enveloppe cellulaire et ultimement conduisant a la mort de la bactérie (Tipper et Strominger
1965; Tooke et al. 2019). Les B-lactamines peuvent également induire une activité lytique des
transglycosylases entrainant une destruction du peptidoglycane (H. Cho, Uehara, et Bernhardt
2014). L’effet bactéricide des B-lactamines dépend de la concentration de I’antibiotique qui doit
étre supérieure a la CMI et du temps d’action. Le probléme majeur liée a 1’utilisation de ces
molécules est le développement de la résistance particulicrement la dégradation par les B3-

lactamases (Karen Bush et Bradford 2016).
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Similarité de structure entre le D-Ala-D-Ala et le noyau B-lactame de la pénicilline’.

2. Mécanismes de résistance aux B-lactamines

Pour survivre a I’activité bactéricide des B-lactamines, les bactéries ont développé différents
mécanismes de résistance a ces molécules. Quatre mécanismes de résistance ont été
particulierement étudiés : 1) la réduction de la perméabilité de la membrane externe (pour les
bactéries a Gram négatif) par la modification de la structure des porines ou la délétion des génes
codant pour ces protéines ; 2) la modification des PLPs et la production de PLPs alternatives ;
3) la surexpression des pompes d’efflux et surtout 4) la dégradation de ces molécules par les B-
lactamases. Ce dernier est le principal mécanisme de résistance aux B-lactamines chez les
bactéries Gram négatives. Il est a noter qu’il est rare qu’un seul mécanisme puisse induire une
forte résistance, c’est la combinaison de ces différents mécanismes qui est a ’origine d’une

résistance élevée aux B-lactamines rencontrée chez les Enterobacteriaceae.

*https://nhsjs.com/2021/beta-lactam-antibiotics-the-past-present-and-future/ 20
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2.1.La réduction de la perméabilité de la membrane externe (ME)

La ME localisée a la surface des bactéries Gram négatives est une bicouche asymétrique
constituée d’un feuillet externe majoritairement composé de lipopolysaccharides et d’un feuillet
interne majoritairement composé de phospholipides. Les lipopolysaccharides du feuillet
externe forment une barriére imperméable aux molécules toxiques hydrophobes faisant ainsi de
la ME une barriére naturelle contre le passage des molécules comme les antibiotiques chez les
bactéries Gram négatives. Les porines, des protéines transmembranaires de la ME permettent
le passage des nutriments et des antibiotiques vers le périplasme (Nikaido 2003). Il existe deux
porines majeures chez les Enterobacteriaceae, nommées OmpF et OmpC chez E. coli. Ce sont
des protéines trimériques constituées de seize feuillets B et formant des canaux cylindriques
(Nikaido 2003). Le systéme a deux composants OmpR-EnvZ est le régulateur principal de
I’expression des génes ompC et ompF codant pour ces porines (Kenney et Anand 2020; Nikaido
2003). Les inactivations complétes des génes de porines contribuent a la résistance aux B-
lactamines (Figure. 5)(Darby et al. 2023; J. F. Fisher, Meroueh, et Mobashery 2005). Par
exemple chez P. aeruginosa la perte de la porine OprD est le mécanisme prédominant de la
résistance aux carbapénémes (Cavallo et al. 2004). Certaines mutations réduisent la taille du
canal des porines entrainant une réduction de la perméabilité aux B-lactamines. C’est le cas de
I’insertion GD dans la boucle L3 de OmpK36 associée a la délétion d’OmpK35 chez K.
pneumoniae (les homologues de OmpC et OmpF respectivement chez K. pneumoniae) qui
entraine une augmentation de la CMI au méropéneme de huit fois (Wong et al. 2019). Les
mutations entrainant une sous-expression des porines comme la mutation G63S chez OmpR

contribuent également a la résistance aux B-lactamines (Figure. 5) (Kong et al. 2018).
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2.2.La surexpression des pompes d’efflux

Les pompes d’efflux sont des protéines transmembranaires faisant la liaison entre le cytoplasme
bactérien et 1’espace extracellulaire. Elles permettent d’exporter les composés toxiques y
compris les antibiotiques accumulés dans la bactérie ou pour certaine dans le périplasme. Par
exemple, la pompe d’efflux AcrAB-TolC prédominante chez les Entérobactéries peut expulser
des antibiotiques comme le chloramphénicol, les tétracyclines, les quinolones, les macrolides
et les B-lactamines (Figure. 5) (Alav et al. 2021). De fagon générale, chez les bactéries Gram
négatives, la surexpression des pompes d’efflux est un mécanisme important de la résistance
aux antibiotiques. L association de ce mécanisme avec la diminution de la perméabilité de la

membrane externe est a 1’origine de I’apparition de bactéries multirésistantes a différents
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antibiotiques (Darby et al. 2023; J. F. Fisher, Meroueh, et Mobashery 2005). L’expression des
pompes d’efflux est régulée par des répresseurs dont 1’inactivation entraine la surexpression
des geénes codant pour ces pompes d’efflux. Cette surexpression permet d’expulser le plus
efficacement possible les molécules antibiotiques toxiques pour les bactéries (Salehi et al.
2021). La famille RND (resistance-nodulation-division) de pompes d’efflux confére les
phénotypes de résistance les plus importants au niveau clinique lorsqu’elles sont surexprimées
(Alav et al. 2021). Par exemple chez P. aeruginosa, I’inactivation du répresseur mexR entraine
une augmentation de la synthése de la pompe MexAB-OprM capable d’exporter des
antibiotiques de différentes classes y compris les B-lactamines (Masuda et al. 2000; Zahedi
Bialvaei et al. 2021). Chez les Enterobacteriaceae, I’inactivation de marR entraine une
hyperproduction de I’activateur transcriptionnel MarA (multiple antibiotic resistance) qui
entraine a la fois une surproduction de la pompe AcrAB-TolC et une réduction de la quantité

de la porine majeure OmpF (Chubiz et Rao 2011; Nikaido 1998)

2.3.La modification des PLPs et la production de PLPs alternatives

Les B-lactamines en se liant aux PLPs inhibent la synthése du peptidoglycane indispensable a
la formation de la paroi cellulaire. La modification des PLPs réduit I’affinité des B-lactamines
a ces enzymes sans affecter de manicre significative leur activité enzymatique nécessaire a la
syntheése du peptidoglycane (Figure. 5). Par exemple, la mutation de PLP2 chez un isolat E. coli
producteur de la carbapénémase NDM-1 entraine une réduction de la susceptibilité aux
carbapénémes (Ranjitkar et al. 2019; Sethuvel et al. 2023). La modification de PLP3 contribue
a la résistance aux céphalosporines chez E. coli (Freire et al. 2024; Patifio-Navarrete et al.
2020). La synthése de PLPs alternatives est un mécanisme treés répandu chez les bactéries a
Gram positif dans la résistance aux B-lactamines, comme la PLP2a alternative MecA chez S.
aureus (Darby et al. 2023). Cependant, quelques systémes similaires ont été généré au
laboratoire chez les bactéries Gram négatives notamment chez E. coli. En effet, la
transpeptidation lors de la synthése du peptidoglycane est classiquement catalysée par les PLPs
a activité D-D-transpeptidase ciblées par les B-lactamines. Cependant la surproduction de YcbB
a activité L-D-transpeptidase catalyse, a la place des PLPs D-D-transpeptidase, ces réactions de
transpeptidation sans étre inhibée par les B-lactamines a I’exception des carbapénemes (Figure.

5) (Caveney et al. 2019; Hugonnet et al. 2016).
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2.4.La production de B-lactamases

La dégradation des B-lactamines par les B-lactamases par hydrolyse du noyau B-lactame est le
mécanisme principal de la résistance aux B-lactamines chez les bactéries Gram négatives.
L’affinité pour les molécules de B-lactamines varie selon les B-lactamases. Il existe deux
classifications différentes des 3-lactamases. La classification moléculaire de Ambler, basée sur
la séquence protéique, organise les B-lactamases en quatre classes moléculaires (A, B, C et D)
(Ambler, 1980). La classification fonctionnelle de Bush-Jacoby-Medeiros groupe les B-
lactamases selon la similarité d’hydrolyse des substrats et la réponse aux différents inhibiteurs
de B-lactamase (K Bush, Jacoby, et Medeiros 1995; Karen Bush et Jacoby 2010). Dans la
classification de Ambler, les B-lactamases des classes A, C et D sont des sérine--lactamases et
la classe B correspond aux métallo-B-lactamases (Ambler, 1980). Les sérine-B-lactamases sont
trés diverses au niveau de leurs séquences protéiques, cependant elles partagent une propriété
commune d’inactivation des B-lactamines par acylation-déacylation du résidu sérine de la 8-
lactamase (Figure. 6a). Les sérine-B-lactamases, partageant des similarités structurelles avec les
PLPs dériveraient de ces protéines (Kelly et al. 1986). Les métallo-B-lactamases (classe B) se
caractérisent par une hydrolyse zinc-dépendante du noyau -lactame (Figure. 6b) (Karen Bush
et Bradford 2019). La classe B est subdivisée en 3 sous-groupes (B1-B3) sur la base des acides
aminés formant 1’architecture du centre métal (Tooke et al. 2019). Selon la derniére mise a jour
de la base de données des B-lactamases (http://bldb.eu/, 23/06/2024), il existe 8208 B-
lactamases différentes enregistrées : 1972 de classe A, 606 de classe B1, 24 de classe B2, 309
de classe B3, 3824 de classe C et 1276 de classe D (Naas et al. 2017).
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2.4.1. B-lactamases de classe A

La classe A des sérine-B-lactamases est la plus répandue et comprend des enzymes comme PC1,
SHV, TEM, CTX-M et KPC (Tooke et al. 2019). TEM-1 est la premiere B-lactamase codée par
un plasmide découverte chez les bactéries Gram négatives. Elle est active contre les pénicillines
et les céphalosporines de premiére génération (Datta et Kontomichalou 1965). L’introduction
des oxyiminocéphalosporines non ciblées par TEM-1 va entrainer une sélection d’une série de
mutants de TEM a spectre ¢élargi capables d’hydrolyser ces molécules. Il existe plus de 200
variants de TEM a ce jour (Palzkill 2018). SHV (sulhydryl variant) a une activité similaire a
TEM mais est codée sur le chromosome de K. pneumoniae puis a ét¢ ensuite mobilisée sur des
plasmides (Chaves et al. 2001). Plusieurs variants de SHV capables d’hydrolyser les
oxyiminocéphalosporines ont été sélectionnés (Tooke et al. 2019). CTX-M abrégé de
cefotaximase-Miinchen est une enzyme capable d’hydrolyser les oxyiminocéphalosporines.

Initialement décrite dans les années 1990 (Bauernfeind, Schweighart, et Grimm 1990),
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I’accumulation des mutations par CTX-M va générer des variants qui ont des activités a spectre
¢largi (Palzkill 2018). Les KPC (K. pneumoniae carbapenemase) sont des carbapénémases
décrites pour la premiére fois chez K. pneumoniae (Rapp et Urban 2012). Les KPC sont
diversifiées suite a des substitutions et hydrolysent a la fois les pénicillines, les céphalosporines
et les carbapéneémes (Palzkill 2018). Certains variants de SHV, TEM, CTX-M et KPC sont des
B-lactamases a spectre ¢élargi communément appelées BLSEs qui posent de sérieux problémes
au niveau clinique par leur capacité a dégrader différentes B-lactamines. Le succes de ces
enzymes est particuliecrement 1ié¢ a leur mobilisation sur les plasmides qui favorisent leur

dissémination particulierement chez les Enterobacteriaceae (Palzkill 2018; Tooke et al. 2019).

2.4.2. B-lactamases de classe B

Les métallo-B-lactamases les plus répandues sont VIM, NDM, IMP et leurs variants. Leur
capacité a hydrolyser presque toutes les B-lactamines sauf les monobactames posent de sérieux
problémes au niveau clinique(Karen Bush et Bradford 2019). Elles sont toutes capables de
dégrader les carbapéneémes. Certaines de ces enzymes sont codées par des plasmides contenant
déja des genes de résistance a d’autres antibiotiques, ce qui a facilité leur dissémination globale
et surtout le développement d’une multirésistance aux antibiotiques (Karen Bush et Bradford
2019). IMP-1 a été caractérisée en 1988 (M. Watanabe et al. 1991). De nos jours plus de 100
variants d’IMP-1 ont été décrits, constituant la principale cause de résistance aux carbapénémes
dans les pays d’Asie du Sud-Est (Naas et al. 2017; Pongchaikul et Mongkolsuk 2022). VIM-1
a été décrite en 1999 (Lauretti et al. 1999). Plus de 86 variants ont été recensés de nos jours,
VIM-1 étant le plus répandu (Naas et al. 2017). Les enzymes type VIM sont généralement
présentes sur les intégrons de classe 1 avec d’autres ARGs (Villa et al. 2014). NDM-1 a été
initialement découverts en 2007 chez K. pneumoniae (Yong et al. 2009) et compte plus de 60
variants a ce jour (Naas et al. 2017). Les métallo-B-lactamases sont produites chez les bactéries
pathogénes Gram négatives cliniquement importantes tels que les Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa et les especes Acinetobacter (Zakhour, El Ayoubi, et Kanj 2024). On trouve
¢galement dans cette classe des enzymes moins répandues et localisées dans certaines zones du
monde telles que les SPM (Sao Paulo metallo-B-lactamase) et GIM (german iminepenmase)

trouvées chez P. aeruginosa au Brésil et en Allemagne (Karen Bush et Bradford 2019).
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2.4.3. B-lactamases de classe C

La classe C des B-lactamases comprend les enzymes AmpC et ses différents variants. Ces
enzymes confeérent une résistance a presque toutes les céphalosporines y compris les
céphalosporines a spectre ¢largi comme la ceftazidime, la cefotaxime et la ceftriaxone, ainsi
que les céphamycines comme la céfoxitine (Jacoby 2009). Ce sont des B-lactamases
chromosomiques trés souvent retrouvées dans les bactéries Gram négatives cliniquement
importantes comme Citrobacter freundii, Enterobacter aerogens, Enterobacter cloacae,
Serratia marcesens et P. aeruginosa. L’expression basale des AmpC chromosomiques est
faible, cependant I’ajout de B-lactamines entraine une induction de I’expression de ces enzymes
(Jacoby 2009). Elles peuvent également étre constitutivement exprimées suite a des mutations
dans le géne de I’amidase ampD (Schmidtke et Hanson 2006) ou du régulateur ampR (Kaneko
et al. 2005). Il existe également des variants de AmpC codés sur des plasmides comme CMY -
1, MIR, ACT et DHA qui sont globalement disséminés (Karen Bush et Bradford 2019). Selon
une ¢tude européenne récente, les bactéries du groupe ESCPM (E. aerogenes, Serratia spp., C.
freundii complex, Providencia spp. et Morganella morganii) surproduisant les AmpC sont les
plus répandues en Europe avec une prévalence de 15,8% devant les BLSEs (6,4%) et les

carbapénémases (3,1%) (Boattini et al. 2024).

2.4.4. B-lactamases de classe D

Les B-lactamases de classe D sont aussi appelées oxacillinases a cause de leur capacité a mieux
hydrolyser les oxacillines que les pénicillines (Karen Bush et Bradford 2019). Les enzymes de
cette classe sont treés diverses par leurs cibles et leurs séquences protéiques. On y trouve de
nombreuses BLSEs suite a différentes mutations apparues dans le géne blaoxa-10 (Evans et
Amyes 2014). Les génes codant ces enzymes peuvent étre présents sur les chromosomes des
bactéries et les plasmides qui facilitent leur dissémination (Evans et Amyes 2014; J. D. D. Pitout
et al. 2019). En plus des BLSEs, cette classe comprend aussi des carbapénémases cliniquement
importantes que sont OXA-48 et OXA-23 et leurs dérivés qui ont la capacité de dégrader les
carbapénémes (Evans et Amyes 2014; J. D. D. Pitout et al. 2019). OXA-48 et son géne seront
discutés en détail dans le chapitre 3 de cette introduction « Les plasmides pOXA-48 et

I’émergence des clones E. coli ST38 producteurs de carbapénémase OXA-48 »
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2.4.5. Les inhibiteurs de B-lactamases

L’action thérapeutique des B-lactamines est menacée par I’émergence et la dissémination des
B-lactamases. Ce qui limite le choix des B-lactamines utilisables dans I’antibiothérapie des
bactéries exprimant des B-lactamases, notamment des BLSEs. Dans certains cas, le
développement d’inhibiteurs de B-lactamases a permis une réutilisation du répertoire bien
fourni des B-lactamines (Tableau. 1). Les premiers inhibiteurs utilisés sont des molécules
structurellement proches des B-lactamines avec la capacité de se lier aux B-lactamases par
acylation sur la sérine provoquant un intermédiaire inactif. L’acide clavulanique est le premier
inhibiteur de B-lactamase découvert ciblant les 3-lactamases TEM-1 et PC1 (Reading et Cole
1977). La découverte du mécanisme d’action de 1’acide clavulanique a permis la synthése de
dérivés sulfone de B-lactamines dont le sulbactame et le tazobactame (K Bush et al. 1993; J.
Fisher et al. 1981). L’amoxicilline-acide clavulanique est plus utilisé dans les traitements des
infections communautaires et I’ampicilline-sulbactame et la pipéracilline-tazobactame dans les
infections nosocomiales les moins sévéres (Karen Bush et Bradford 2019). L’avibactame est
un nouvel inhibiteur synthétique qui n’est pas un B-lactame et qui cible les B-lactamases classes
A et C et quelques B-lactamases de la classe D. 11 est utilisé en combinaison avec la ceftazidime
pour le traitement des infections causées par les Enterobacteriaceae produisant des 3-lactamases
et des carbapénémases comme KPC (Zhanel et al. 2013). Malgr¢ la recherche intensive dans ce
domaine, aucun inhibiteur des métallo-B-lactamases n’est encore disponible au niveau clinique

(Zakhour, El Ayoubi, et Kanj 2024).
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Nom Structure Partenaire B-lactamine Cibles

H_ COOH
Acide clavulanique NN H Amoxicilline B-lactamase

I:‘\O CHyOH classe A
q

Sulbactame Ampicilline B-lactamase
classe A
Tazobactame Piperacilline B-lactamase
Ceftolozane classe A
Avibactame Ceftazidime B-lactamase
classe Aet C

Tableau 1: Inhibiteurs de B-lactamases : structure, combinaisons et cibles.

2.4.6. Zoom sur les carbapénémases

Les carbapénémes sont utilisés comme antibiotiques de dernier recours dans le traitement des
infections graves a bactéries Gram négatives multirésistantes et productrices de BLSE.
L’utilisation thérapeutique de ces antibiotiques a conduit a I’émergence et la dissémination de
nouvelles familles ou de variants de B-lactamases : les carbapénémases. Ces derniéres sont
capables d’hydrolyser les carbapénémes affaiblissant leur efficacité thérapeutique. On les
trouve dans les classes A, B et D de B-lactamases de la classification de Ambler comme décrit
dans la section précédente (3.4). Dans la classe A sont retrouvées les KPC présentes dans de
nombreuses espéces de bactéries Gram négatives mais aussi les imipénémases (IMI), les Guiana
extended-spectrum (GES) et des non-métallo-carbapénémases (NMC) (Noster, Thelen, et
Hamprecht 2021). Les GES et les IMI/NMC sont d’origine chromosomiques respectivement de
P. aeruginosa et E. cloacae conférant une résistance intrinséque. Suite a la capture des ARGs
codant pour ces enzymes par des plasmides, elles sont désormais répandues chez les bactéries
Gram négatives suite a la dissémination horizontale de ces plasmides (Walther-Rasmussen et
Hoiby 2007). Les carbapénemase KPC et IMI sont capables de dégrader toutes les B-lactamines
(Rapp et Urban 2012), par conséquent leur dissémination pose de sérieux problémes au niveau
clinique. Les carbapénémases de la classe B comprennent NDM, VIM, IMP et leurs différents

variants (section 3.4.2). La classe D des carbapénémases est divisée phylogénétiquement en
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deux groupes : le groupe I des OXA-23 et leurs variants principalement retrouvé chez A.
baumannii et le groupe I des OXA-48 et leurs variants. Les carbapénémases du groupe II sont
phylogénétiquement ¢loignées des autres B-lactamases de classe D avec moins de 50%

d’identité de séquence protéique (J. D. D. Pitout et al. 2019).

3. Role de la pression antibiotique sur I’apparition et la dissémination de la

résistance

L’utilisation des antibiotiques en thérapeutique a conduit a 1’émergence rapide de bactéries
moins sensibles a ces antibiotiques suite a des mutations chromosomiques, notamment des
cibles de ces antibiotiques ou par I’acquisition d’ARG par transfert horizontal. Les traitements
antibiotiques (B-lactamines et inhibiteurs de B-lactamase) sont aussi a l’origine de la
diversification des 3-lactamases par I’accumulation de mutations permettant d’élargir le spectre
d’activité de I’enzyme ou les rendant insensibles aux inhibiteurs. Ce phénomene a été 1’origine
de I’émergence des B-lactamases a spectre élargi (BLSE) (Husna et al. 2023; Palzkill 2018). Un
phénoméne accéléré par le développement par hémisyntheése de nouvelles molécules de B3-
lactamines moins sensibles aux B-lactamases existantes. Ce phénoméne naturel de sélection de
nouveaux variants de B-lactamases constitue une menace pour 1’introduction de nouvelles
molécules de B-lactamines. Par exemple, les souches résistantes a la combinaison
avibactame/ceftazidime sont de plus en plus reportés comme la souche K. pneumoniae ST307
produisant une KPC-39 un variant de de KPC-3 (A172T) conférant la résistance a cette
combinaison (Jousset et al. 2021). La crise sanitaire que nous connaissons aujourd’hui en lien
avec la résistance aux antibiotiques est due a I’utilisation massive et souvent mal-adaptée des
antibiotiques par I’homme qui a accéléré I’accumulation des mécanismes de résistance au sein
de la population bactérienne et I’émergence de bactéries multirésistantes.

Les facteurs anthropiques responsables de I’émergence des bactéries résistantes sont :

-Les prescriptions abusives des antibiotiques au niveau clinique. Certaines mauvaises pratiques
telles que la prescription d’antibiotiques aux patients souffrant d’infections virales, les ventes
sans prescriptions dans les pays a bas et moyens niveaux de revenu, les interruptions de
traitement apres la disparition des symptomes de I’infection sont différents facteurs parmi tant
d’autres qui contribuent a 1’émergence des bactéries résistantes. (Aslam et al. 2018; Michael,
Dominey-Howes, et Labbate 2014; Ventola 2015).

-L’utilisation des antibiotiques dans 1’¢levage et 1’agriculture : ’utilisation des antibiotiques

comme promoteurs de croissance a été longtemps une pratique courante dans 1’élevage partout
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dans le monde et pourrait avoir contribué a la sélection de bactéries résistantes chez les animaux
transmissibles a ’homme (Ventola 2015). Par ailleurs, certains antibiotiques comme les
tétracyclines sont stables et peuvent étre libérés dans I’environnement a travers les déjections
et les urines des animaux qui sont généralement utilisées dans ’agriculture comme du
fertilisant. Ces antibiotiques exercent ensuite une pression de sélection sur les bactéries
environnementales favorisant la sélection de bactéries résistantes dans 1’environnement qui
peuvent aussi potentiellement étre transmises a I’homme (Ventola 2015). En 2006, les pays de
I’union européenne adoptent une loi sur l’interdiction de 1’usage des antibiotiques dans
I’élevage comme promoteur de croissance?, une loi similaire pour les antibiotique d’importance
médicale a été adoptée aux Etats-Unis en 2017°, cependant la bacitracine et le carbadox classés
comme antibiotiques médicalement importants par I’OMS sont toujours utilisés comme
promoteurs de croissance dans ce pays (Rahman, Fliss, et Biron 2022). L’émergence et la
dissémination du geéne mcr! de résistance a la colistine en Chine a amené les autorités a interdire
en 2016 1'utilisation de cet antibiotique comme promoteur de croissance (Walsh et Wu 2016).
Cependant, cette pratique est toujours courante dans certains pays comme 1’Inde et
I’interdiction n’est pas toujours respectée par les éleveurs dans certains pays ou une
réglementation a été établie. Les antibiotiques sont utilisés aussi pour traiter ou prévenir
directement les infections bactériennes des récoltes afin d’augmenter la productivité et les
bénéfices, contribuant aussi a la sélection de bactéries résistantes (Michael, Dominey-Howes,

et Labbate 2014; Ventola 2015).

-D’autres facteurs anthropiques, non reliés directement a la prise d’antibiotiques, ont aussi
probablement contribu¢ a la crise actuelle. Citons par exemple, I’augmentation des voyages
internationaux qui a favorisé la dissémination des ERCs dans le monde. Aprés son apparition
aux Etats-Unis (Yigit et al. 2001) et les nombreuses épidémies causées (Nordmann, Naas, et
Poirel 2011) a travers tout le pays, une souche clinique de K. pneumoniae productrice de KPC
a été détectée pour la premiére fois en France chez un patient de retour des Etats-Unis (Naas et
al. 2005). Les transmissions de personne a personne dans la communauté ou de patient a patient
dans les hdpitaux favorisent aussi la dissémination des ERCs (Khatri et al. 2015; Leo6n-

Sampedro et al. 2021)
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4. Impact de la résistance aux antibiotiques sur la santé publique

Les bactéries multirésistantes constituent une menace importante pour la santé publique et
pourraient devenir la premicre cause de mortalité au monde. On estimait déja en 2006 a un peu
plus de 17 millions le nombre de morts li¢ aux infections par des bactéries multirésistantes au
niveau mondial (Butler et Buss 2006). Environ deux millions de personnes sont infectées
chaque année par des bactéries résistantes aux antibiotiques aux Etats Unis et environ 23000
meurent suite a ces infections (Martens et Demain 2017). En Europe, en 2007, on estimait a
environ 25000 morts suite a une infection bactérienne impliquant des bactéries
multirésistantes®. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la résistance aux
antibiotiques entrainerait la mort d’environ 10 millions de personnes par an a partir de 2050
(O’Neill, J., 2014 ). Une étude récente a estimé qu’en 2019, 4,95 millions de morts étaient
associés a la résistance aux antibiotiques dont 1,27 millions attribués a la résistance aux
antibiotiques. L’Afrique Sub-saharienne détenait le taux le plus élevé de nombre de morts
attribués a la résistance aux antibiotiques avec 27,3 morts pour 100000 habitants et 1’ Australie

le taux le plus faible taux avec 6,5 morts pour 100000 habitants (Murray et al. 2022).

La résistance aux antibiotiques est aussi a 1’origine d’impacts socio-économiques importants
dans le monde. Le traitement des infections causées par les bactéries résistantes aux
antibiotiques est a [’origine d’énormes surcolits pour la sant¢ publique. En -effet,
I’antibiothérapie des bactéries résistantes entraine un allongement des séjours a I’hdpital
compris entre 6,4 et 12,7 jours (Ventola 2015). Le colt de traitement par patient dii a une
bactérie résistante varie entre 18588 et 29069 dollars aux Etats Unis (Ventola 2015). Aux Etats-
Unis, on estime a entre 21 et 34 milliards de dollars par an le colt li¢ aux traitements des
infections causées par les bactéries résistantes au systéme de santé américain (Golkar, Bagasra,
et Pace 2014). Le rapport O’Neill de 2014 estime qu’il pourrait y avoir une chute de 2% a 3,5%
du produit intérieur brut pouvant entrainer une perte d’environ 100000 milliards de dollars au
monde en 2050 (O’Neill, J., 2014). Au-dela de I’'impact économique, I’indisponibilité¢ des
patients vis-a-vis de leurs entreprises est a 1’origine d’un colt social important, notamment,
suite aux pertes salariales que doivent gérer les familles des malades en plus du colt des

traitements (Ventola 2015).
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5. Deux exemples d’évolution de la résistance aux carbapénémes chez E. coli

Avec une prévalence de plus de 90% des personnes porteuses dans leur microbiote intestinal,
E. coli est la bactérie anaérobie facultative la plus abondante du microbiote. Sa capacité a
survivre dans 1’environnement fait d’elle un biomarqueur de la contamination fécale des eaux
(Tenaillon et al. 2010). Dans le microbiote intestinal, E. coli contribue a la protection de 1’hote
vis-a-vis de la colonisation par les bactéries pathogenes en sécrétant des toxines (Hudault 2001).
Cependant, certaines souches d’E. coli sont des pathogenes importants pour I’homme qui
provoquent des infections intestinales et extra-intestinales a 1’origine de la mort de plus de 2
millions de personnes par an (Allocati et al. 2013; Tenaillon et al. 2010). E. coli est aussi la
cause principale des infections urinaires. Ces infections urinaires surviennent lorsqu’il y a une
forte colonisation de I’intestin conduisant a une migration des bactéries dans le tractus urinaire.
La colonisation et I’infection du tractus urinaire peut s’aggraver en bactériémie lorsque la
bactérie passe dans le sang. Chaque année, le taux d’incidence des bactériémies liées a E. coli
est de 48 pour 100000 personnes pour les adultes dans les pays a haut revenu (Bonten et al.
2021). Elle est également la cause majeure d’infections chez les animaux, notamment de la
mortalité élevée dans les élevages de volaille (Swelum et al. 2021). La dissémination des génes
de résistance est a l’origine de I’émergence de certains clones E. coli a haut risque

multirésistants.

5.1.E. coli ST410

Les souches E. coli ST410 appartenant au phylogroupe A sont des pathogeénes extra-intestinaux
responsables de méningites chez les nouveaux nés, d’infections urinaires et de bactériémies
chez ’homme. ST410 est également retrouvé chez les animaux sauvages et domestiques et dans
différents types d’environnements faisant de ce ST, un vrai pathogéne One-Health (Une seule
santé). (J. D. D. Pitout et al. 2024). Il a été divisé, par analyse phylogénétique, en deux clades
par Roer et al. sur la base de 1’antigéne fimH : le clade A/H53 susceptible aux antibiotiques et
le clade B/H24 contenant des bactéries résistantes. Le clade B/H24 est divisé en quatre sous-
clades dont B1/H24 susceptibles aux antibiotiques, B2/H24R résistants aux fluoroquinolones,
B3/H24Rx résistants aux fluoroquinolones et associés parfois a des 3-lactamases comme CMY -
2 et CTX-M-15 et B4/H24RxC résistants aux fluoroquinolones associés parfois a la présence
des B-lactamases CMY-42, CTX-M-15 et aux carbapénémases OXA-181 et plus rarement
NDM-5 (Roer et al. 2018). Leur classification a été actualisée par Chen et al. en 2022 également
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en deux clades ST410-A et ST410-B et ce dernier en ST410-B1 (B1/H24), ST410-B2
(B2/H24R et B3/H24Rx) et ST410-B3 (B4/H24RxC) (Chen et al. 2022). La classification des
souches ST410 en différents clades retracent I’évolution de la résistance aux antibiotiques dans
ce ST, des bactéries sensibles des clades ST410-A et ST410-B1 aux clades multirésistants aux
fluoroquinolones et aux B-lactamines ST410-B2 et ST410-B3 (Figure. 7). En effet, le clade
ST410-B2 a émergé dans les années 1980 a la suite de recombinaisons dans les geénes parC,
parE et gyrA conférant la résistance aux fluoroquinolones. Il a ensuite acquis des plasmides
IncF portant blactx-m-15 ou blacmy-2 dans les années 1990 conférant la résistance aux
céphalosporines de troisieme génération. L’acquisition des plasmides IncX3 portant blaoxa-1s1
en début 2000 conférant la résistance aux carbapénémes (Roer et al. 2018), ’intégration
chromosomique de blacmy-2, ’'insertion YRIN dans le géne fis/ codant pour la PLP3, une
mutation dans la boite OmpR du géne ompF et I’acquisition du gene ompC-ST38 conférant une
diminution de susceptibilit¢ a 1’ertapénéme (Patifo-Navarrete et al. 2020) a conduit a
I’émergence du clade ST410-B3 (J. D. D. Pitout et al. 2024). Deux plasmides différents IncF,
F36:31:A4:B1 et FI1:A1:B49 contiennent blactx-m1s chez ST410-B2 et ST410-B3
respectivement. Le plasmide F36:31:A4:B1 a donc été remplacé par F1:A1:B49 lors de
I’émergence ST410-B3 a partir de ST410-B2 faisant de ce dernier plasmide le plus
fréquemment rencontré dans les souches ST410 portant blactx-m-15. C’est dans ce plasmide
F1:A1:B49 que s’est inséré le gene blanpm-s conférant la résistance aux carbapénemes (Chen et
al. 2022). Dans les études épidémiologiques, la carbapénémase OXA-181 est prédominante
chez ST410, cependant on retrouve de plus en plus de souches ST410 productrices de NDM-5
suggérant la dissémination et I’adaptation des plasmides porteurs de blanpm-s dans ce ST (Chen
etal. 2022; J. D. D. Pitout et al. 2024; Roer et al. 2018). Récemment, un nouveau clone ST410
nommé B5/H24RxC portant uniquement blanpm-s du plasmide F1:A1:B49 a émergé de
B4/24RxC (ST410-B3) et contient un ilot de pathogénicité et un nouveau cluster d’antigénes
O. Ce nouveau clone a un gain de fitness comparé a B4/24RxC et apparait comme hypervirulent
dans un modele d’infection de larves de vers de cire. Ce clone a provoqué plusieurs épidémies
en Chine (Ba et al. 2024). Les souches ST410 sont réparties dans le monde en fonction des
clades, a ’exemple du clade ST410-B2 rencontré fréquemment en Amérique latine et le clade
ST410-B3 en Amérique du Nord (J. D. D. Pitout et al. 2024). Cependant, I’évolution rapide de
ce ST par acquisition de nouveaux génes par THG dont certains conférent la résistance aux
carbapénemes et les épidémies provoquées par ces bactéries pathogénes dans les hopitaux est
un signal d’alarme du risque de I’émergence des clones a haut-risque multirésistants ST410 au

niveau international.

34



[ 1980 1990 2000 2010 2020 ]

++++

5 ] .
QRDR mutations | IncX3 plasmid blaoxs: | >
gyrAS83L
parcssol IncC plasmid Chromosomal
gyrADS7N blacyy., integration blayy.,

ftsl YRIN insertion
ompC/ompF mutations

v +++
e - (e2) - @

F36:31:A4:B1 plasmid |
blacry .15, aac(6’)-Ib-cr |

v

++++

v

| laows |

Figure 7 : Chronologie de I’évolution de la résistance aux antibiotiques chez les souches
ST410 d’apres (J. D. D. Pitout et al. 2024).

5.2.E. coli ST131

Les souches ST131 appartenant au phylogroupe B2 sont des pathogenes extra-intestinaux
responsables de millions d’infections par an et sont les plus répandues des souches d’E. coli
productrice de BLSE responsable d’infections chez I’homme (J. D. D. Pitout et DeVinney
2017). Sur le plan phylogénétique, ST131 peut étre divisé en trois clades, A, B et C qui se
différencient par des antigénes O et fimH et des variants des genes gyrA4 et parC. Le clade A est
le plus divergent portant fimH41 a partir duquel ont émergé les clades B portant fimH22/27 et
le clade C le plus répandu de type fimH30 (Petty et al. 2014). Ce dernier est divisé en trois sous-
clades C1, C1_M27 et C2. Sur la base des génomes séquencés, C1 et C2 représentent 80% des
isolats ST131 de facon globale (J. D. Pitout, Peirano, et DeVinney 2023). Les clades C1 et C2
de ST131 sont des clones a haut risque et le clade C2 est connu pour son rdle dans la
dissémination globale de blactx-mi1s. Le clade C2 constitue 30 a 80% des E. coli pathogenes
extra-intestinaux producteurs de BLSE (J. D. Pitout, Peirano, et DeVinney 2023). Le succes du
clone multirésistant ST131 mondialement disséminé est li¢ a une succession d’événements
évolutifs débutant par ’acquisition par le clade B de prophages puis d’ilots génomiques
contenant de nombreux genes codant pour des facteurs de virulence offrant un vaste répertoire

d’hétes. S’en est suivi, 1’acquisition de fimH3(0 par recombinaison et des mutations dans les
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genes parC et gyrA conférant une résistance €élevée aux fluoroquinolones (Ben Zakour et al.
2016; J. D. D. Pitout et DeVinney 2017). En effet, 40% a 90% des souches résistantes aux
fluoroquinolones chez les E. coli pathogenes extra-intestinaux sont du ST131. L’ARG aac(6’)-
Ib-cr) d’origine plasmidique conférant la résistance aux fluoroquinolones est retrouvé dans 60%
a 80% des souches du clade C2 (J. D. Pitout, Peirano, et DeVinney 2023). En plus des facteurs
de résistance aux fluoroquinolones, 1’acquisition de plasmides IncF portant blactx-mis
principalement dans le clade C2 a contribué au succes de ST131 (Figure. 8) (J. D. D. Pitout et
DeVinney 2017). Méme si le ST131 est connu pour étre généralement associ¢ aux BLSEs, dans
certaines études, plus de 10% des souches productrices de carbapénémases appartiennent au
ST131 majoritairement aux clades C1 et C2. On trouve dans ce ST principalement des
carbapénémases KPC, associées au clade C1, et NDM, associées au clade C2, et rarement des
carbapénémase de types OXA-48. Une association entre carbapénémase et clade suggere une
adaptation plus ou moins spécifique des plasmides exprimant ces carbapénémases aux

différents clades ST131 (J. D. Pitout, Peirano, et DeVinney 2023).
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Les bactéries sont des procaryotes capables d’échanger de fragments d’ADN via le transfert
horizontal des génes (THG) ou de subir des réarrangements intra-génomiques conduisant a
I’acquisition de nouvelles fonctions (Arnold, Huang, et Hanage 2022). Cette plasticité¢ du
génome bactérien influence grandement I’évolution bactérienne. Elle est essentielle a
I’adaptation des bactéries aux changements de leur environnement. Le THG est un facteur
important dans la dissémination des ARGs chez les bactéries. C’est un processus qui permet la
mobilité intracellulaire et intercellulaire des fragments d’ADN bactérien. La mobilité
intracellulaire médiée par les éléments génétiques mobiles (EGMs) tels que les séquences
d’insertions (ISs), les transposons, les éléments conjugatifs et intégratifs (ICEs) et les phages
permettent de déplacer un fragment d’ADN d’un site a un autre dans la méme cellule. La
mobilité intercellulaire médiée par les plasmides mais aussi les ICEs et les phages permettent
de transférer des fragments d’ADN d’une bactérie a une autre. Les principaux mécanismes de
THG sont la conjugaison propre aux plasmides et aux ICEs, la transformation via la capture
d’ADN libre dans I’environnement et la transduction médiée par les bactériophages (Laura S.

Frost et al. 2005).

1. Mobilité des génes de résistance

1.1. Transposons et role dans la dissémination et mobilité des ARGs

D’aprées (Roberts et al. 2008), les transposons sont des segments définis d’ADN pourvus d’une
capacité a s’intégrer de fagon répétitive dans un ou plusieurs sites d’un ou de plusieurs génomes.
Ces EGMs ont ét¢ décrits pour la premicre fois par Barbara McClintock dans les années 1940
au cours de ses recherches sur la cytogénétique du mais (McClintock 1950). Les transposons
sont des EGMs qui participent a I’évolution des organismes vivants. Ils sont présents dans les
trois domaines du vivant, chez les eucaryotes, les bactéries et les archées. Ce chapitre ne traite
que des transposons chez les bactéries. Selon le mécanisme de transposition, les transposons
sont regroupés en deux classes: la classe I des rétrotransposons (RTns) nécessitant un
intermédiaire ARN pour la transposition et la classe II des éléments transposables (Tns a ADN).

Ils différent par leur organisation génétique, les génes codant les transposases et les geénes
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accessoires (Babakhani et Oloomi 2018). Les Tns bactériens sont divisés en quatre catégories :
les séquences d’insertion (IS), les transposons composites, les transposons non-composites et

les phages MU transposables (Babakhani et Oloomi 2018; Dziewit et al. 2012).
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Figure 9 : Structures des transposons. issue de (K. Ross et al. 2021)

-Les ISs sont les EGMs les plus petits et les plus simples de taille inférieure a 2500 pb pouvant
sauter de fagon autonome d’un site a I’autre (Figure. 9A) (Mabhillon et Chandler 1998). Elles
sont constituées d’un géne codant pour la transposase (tnpA) flanqué de répétitions inversées
(IR) aux deux extrémités. Généralement, I’insertion de I’'IS crée des répétitions directes (DR
pour Direct Repeats) de séquence au niveau du site d’insertion. Les IRs contiennent deux
domaines : le domaine I qui inclut les deux ou trois dernicres paires de bases a 1’extrémité de
I’IR proche du DR. Ce domaine est impliqué dans le clivage par la transposase. Le domaine II
localisé a I’intérieur de I’IR est impliqué dans la reconnaissance spécifique de la transposase et
sa liaison a I’ADN. Généralement, dans la transposase, le domaine de liaison a ’ADN est
localisée du coté N-terminal et le domaine catalytique en C-terminal (Mahillon et Chandler
1998). La transposition peut étre conservative par un mécanisme de couper-coller qui consiste
en I’excision de I’IS de son site d’origine et en son insertion dans un nouveau site, c’est le cas
pour I’'IS/0 (Hallet et Sherratt 2006). La transposition est réplicative lorsqu’elle est effectuée

par un mécanisme de copier-coller. Elle implique la formation d’un co-intégrat entre le site
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donneur et le site receveur suivi d’une résolution, c’est le cas de I’IS/ (Mahillon et Chandler
1998). Un autre mécanisme de transposition réplicative implique la formation d’un
intermédiaire double brin circulaire, c’est le cas de I’'[S9// (Chandler et al. 2015). Il existe
différentes familles d’IS telles que IS1, IS4 et IS6 classées selon les similarités génétiques, le
type de transposase (Sites catalytiques DDE, DEDD ou HUH) et les IRs (Partridge et al. 2018)
(isfinder)’. Les tIS (transporter IS) retrouvées dans les familles des IS7595 et IS66 ressemblent
aux IS mais contiennent des geénes passagers qui ne sont pas impliqués dans la transposition.
Les tIS ont une structure simple comparé aux transposons composites et sont légérement plus
grand que les ISs (Figure. 9B) (Siguier, Gourbeyre, et Chandler 2014). Les mouvements des
ISs dans le chromosome causent des mutations pouvant contribuer a la résistance aux
antibiotiques (Harmer, Moran, et Hall 2014). Par exemple, I’insertion de I’ISPa133 dans le
geéne oprD entraine une résistance a I’imipenéme chez P. aeruginosa (Ruiz-Martinez et Lopez-
Jiménez 2011). Les ISs peuvent entrainer une surexpression des ARGs en s’insérant en amont
de ces derniers en créant un promoteur fort. L’insertion d’ISBf1 en amont de cepA entraine une
surproduction de la céphalosporinase a I’origine de la résistance aux céphalosporines chez B.
fragilis CS30 (Rogers et al. 1994). Les ISs participent aussi a la mobilité des ARGs, notamment
a leur capture permettant leur transfert dans un nouveau support. C’est le cas par exemple de
blactwm capturée par une ISEcpl a partir des especes Kluyvera spp. (Figure. 10) (Lartigue et al.
2006).

Hierarchical function

Clone (ecovar) Spread

Plasmid Spread
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Transposon [ ) Spread
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\ ~

N, N, N
Insertion sequence and CTX-M gene [l Mobilization, expression

Figure 10 : Capture de blactx-m par ’'ISEcpl. issue de (Canton, Gonzalez-Alba, et Galan
2012)
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-Les transposons composites : ces transposons sont caractérisés par la présence de deux ISs a
leurs extrémités qui permettent la transposition de la structure enti¢re. Des génes passagers sont
localisés entre les deux ISs dont les ARGs. La transposition est médiée par les deux ISs qui
contiennent les génes codant pour la transposase (Figure. 9C) (Babakhani et Oloomi 2018).
L’insertion du transposon entraine une duplication du site d’insertion formant les DR utilisés
pour I’identification des transposons (Hickman et Dyda 2016). Ces transposons sont tres
diversifiés, les plus importants dans la résistance aux antibiotiques sont Tn5, 7n9, Tnl0 et
Tn903 (Babakhani et Oloomi 2018; Partridge et al. 2018). Le tableau 2 contient des exemples

de transposons composites impliqués dans la dissémination des ARGs.

-Les transposons non-composites : ces transposons ne contiennent pas d’IS mais disposent de
sites IRs a leurs extrémités comme les ISs. Ils contiennent un site res (site de recombinaison)
ou la résolution est effectué¢e (Figure. 9D) (Maekawa, Yanagihara, et Ohtsubo 1996). La
transposition des transposons non-composites est une transposition réplicative par un
mécanisme de copier-coller. Le géne tnpA4 code pour une transposase qui reconnait les sites IRs
et catalyse la premicre étape de la transposition consistant a la formation d’un co-intégrat entre
le réplicon donneur et le réplicon cible. Le géne tnpR code pour une résolvase qui permet la
résolution du co-intégrat en deux molécules, chacune portant une copie du transposon. La
résolvase contrdle la fréquence de transposition en inhibant I’activité de la transposase.
L’insertion du transposon non-composite crée des DRs de chaque c6té du site d’insertion. Les
transposons non-composites contiennent aussi des génes passagers dont des ARGs (Tableau. 2)
(Maekawa, Yanagihara, et Ohtsubo 1996). Ces transposons sont trés diversifiés avec des sous-
familles telles que Tn3, Tn2/, Tn501, Tn5393, Tn7, Tn5403, and Tn/721 (Babakhani et
Oloomi 2018).

- Les Tns peuvent contenir des intégrons qui sont des plateformes de capture d’ARGs
permettant d’accumuler plusieurs ARGs a la fois conduisant a I’émergence de phénotypes
multirésistants (Partridge et al. 2018). Les intégrons contiennent le géne int/ codant pour une
intégrase. Les intégrations de nouvelles cassettes d’ARG se font au niveau du site att/ reconnu
par I'intégrase (Escudero* et al. 2015). Les cassettes sont des ARG sans promoteur (Escudero*
et al. 2015). Par exemple, les transposons 7n7 et leurs variants contiennent des intégrons de

classe 2 (Ramirez, Pifieiro, et Centrén 2010).
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- Les bactériophages MU transposables : ils contiennent un géne tmpA codant pour la

transposase et des sites attL et attR auxquels se lie la transposase lors de la transposition. Ils

peuvent médier la dissémination des ARGs lors de la formation de nouvelles particules durant

la phase lytique en les encapsidant accidentellement. Lors de la prochaine infection, les ARGs

sont transférés dans le chromosome de leur nouvel hote (Harshey 2012).

L’activité des transposons n’est pas constitutive, elle est régulée par différents mécanismes

notamment par des ARN antisens, des protéines bactériennes telles que Hfq et H-NS (Ellis et

Haniford 2016; Nagy et Chandler 2004). Par exemple, la protéine de liaison au nucléoide H-

NS un régulateur positif de 7n/0/1S10. Elle se lie au complexe Tnl0/IS10-transposase puis le

maintient dans un état dépli¢ favorable a la transposition intermoléculaire (Wardle et al. 2005).

H-NS est régulée négativement au niveau post-transcriptionnel par DrsA, un ARN Hfg-

dépendant. La délétion de Afq entraine une augmentation de 80 fois de la transposition de I’'IS 70

(J. A. Ross, Wardle, et Haniford 2010).

Catégories de Caractéristiques ARGs Références
transposons
Tn/ tnpA, tmpR, 1S26 blarem-2 (Babakhani et Oloomi 2018)
Tn3 tnpA, 1S50 kan®, ble® | strf (Babakhani et Oloomi 2018)
Tn9 tnpA, 1S1 cat (Sukchawalit et al. 1999)
Tnl0 tnpA, 1S10 tetARCB (Partridge 2011)
Tn903 tnpA, 15903 aph-3’ (Grindley et Joyce 1981)
Tn6237 tnpA, IS1 blaoxa-48 (Turton et al. 2016)
Tn3 tnpA, tnpR, site res blatem- (Babakhani et Oloomi 2018)
Tn7 tmABCDE, site aadA, dhfR (McKown et al. 1987)
spécifique attTn7
Tn21 tnpA, tnpR Sull, aadAl, mer (Liebert, Hall, et Summers
1999)
Tn5393 tnpA, tnpR, site res strB, strA (Chiou et Jones 1993)

Tableau 2 : Exemples de transposons composites et non-composites portant des ARGs.
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1.2.Autres EGM impliqués dans la résistance : ICE, phages, plasmides

En plus des transposons, d’autres EGM tels que les ICEs, les bacteriophages et les plasmides
sont impliqués dans la résistance aux antibiotiques chez les bactéries. La partie sur les plasmides

sera plus particulierement traitée dans les sections 2 et 3 de ce chapitre.
1.2.1. Les ICEs

Les ICEs sont des EGMs qui peuvent exister sous deux états : un état intégré dans lequel I’'ICE
est inséré dans le chromosome bactérien et un état conjugatif dans lequel I’ICE est excisé du
chromosome et peut étre transféré de fagon autonome d’une cellule a I’autre par conjugaison
(Figure. 11). Les intégrations médiées par 1’intégrase se font par recombinaison site spécifique
entre les répétitions directes (DR) du site d’attachement attB sur le chromosome et celles de
I’ICE circulaire attl (ou attP) (Delavat et al. 2017). Les IMEs (integrative and mobilizable
elements) et les CIMEs (cis-mobilizable elements) sont des variants des ICEs qui ont perdu
I’appareil de conjugaison ou ’appareil de conjugaison et la recombinase site spécifique
respectivement. La mobilisation des IMEs se fait par subversion de 1’appareil de conjugaison
des plasmides présents dans 1’hote (Guédon et al. 2017). Les CIMEs sont mobilisés en cis par
les ICEs sous-forme CIME-ICE (Puymege et al. 2013). Les ilots génomiques sont aussi souvent
catégorisés comme des ICEs parce qu’ils sont flanqués de sites DRs et contiennent un site a#tP.
C’est le cas pour SXT/R391 contenant des ARGs, souvent associé a Vibrio spp et qui est aussi
retrouvé chez E. coli (Partridge et al. 2018). Chez les bactéries Gram négatifs, les ICEs
contribuent a la dissémination de la résistance aux antibiotiques. Certains ICEs contiennent des
intégrons parfois localisés dans des transposons (Kung, Ozer, et Hauser 2010). En Corée du
Sud, on a observé une dissémination clonale du pathogéne P. aeruginosa portant un ICE PAG-
2-like contenant une cassette blacges-s codant pour une carbapénémase dans un intégron de

classe 1 localisé dans un transposon (Hong et al. 2016; Martinez et al. 2012).
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Figure 11 : Mécanisme de transfert d’un ICE. Adapté de (Delavat et al. 2017)

1.2.2. Les bactériophages

Les phages sont des virus qui infectent les bactéries et se répliquent a I'intérieur de ces
dernieres. Ce sont les entités biologiques les plus abondantes sur la terre (Comeau et al. 2008).
Des fragments d’ADN peuvent étre échangés entre les bactéries et les phages lors de la synthése
des particules phagiques ou des fragments d’ADN bactériens y compris des ARGs peuvent étre
encapsidés et transférés au prochain hote. La transduction médiée par les phages peut permettre
la dissémination des ARGs présents dans les phages (Balcazar 2018).

La capacité des bactériophages a mobiliser les ARGs, notamment lorsqu’ils sont portés sur des
petits plasmides multicopies, a ét¢ démontrée au laboratoire avec la mobilisation du géne armA,
conférant la résistance aux aminoglycosides (Rodriguez-Rubio et al. 2020). Plusieurs études
ont rapporté la détection d’ARGs dans des fractions de phages d’origine environnementale ou
a partir du microbiote intestinal. Par exemple, les ARGs blacrxum, sull, sul2, aac-(6")-1b-
cr, ermF and aph(3')-1lla ont été détectés dans des préparations d’ADN de phages a partir
d’échantillons d’une riviére (Yang et al. 2018). Une étude de ’ADN encapsidé dans des
particules phagiques issu de 150 échantillons de féces humains montre que plus de 72% des
¢chantillons étaient positifs pour au moins un des ARGs suivants : blarem, blactx-m-1, blacTx-
M9, blaoxa-ag, gnrA, qnrS, mecA, sull and armA, avec une prévalence et une abondance

¢levées de blatem et blactx-m-9 (Brown-Jaque et al. 2018).
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2. Les plasmides : écologie et diversification

Les plasmides sont des fragments d’ADN extrachromosomiques co-existant avec le
chromosome bactérien et qui sont dotés de leur propre systéme de réplication indépendant du
chromosome. Le terme plasmide a ét¢ formulé en 1952 par Lederberg pour désigner tout
fragment d’ADN extrachromosomique pouvant étre hérité par la descendance (Lederberg
1952). Lors de la division cellulaire, les cellules filles héritent des copies de plasmides, c’est le
transfert vertical. Cependant, le THG des plasmides par conjugaison est un facteur majeur a
I’origine de leur dissémination (Laura S. Frost et al. 2005). Les plasmides sont tres diversifiés
par leur taille (de 1 kb a 400 kb) (Gogarten, Gogarten, et Olendzenski 2009), leur nombre de
copies (haut ou bas nombre de copies), leur contenu en GC, leur mode de réplication et de
transmission, leur topologie soit circulaire soit linéaire, leurs génes accessoires (ARGs, geénes
de virulence, génes de résistance aux métaux lourds, etc), leur spectre d’hotes soit restreint soit
¢largi (Partridge 2015; Rodriguez-Beltran et al. 2021). Selon le mode de transmission, on
distingue deux grandes classes de plasmides : les plasmides conjugatifs qui possédent leurs
propres systémes de transfert par conjugaison et les plasmides non conjugatifs regroupant les
plasmides mobilisables dont une partie du systéme de conjugaison est absente et les plasmides
non mobilisables (Rodriguez-Beltran et al. 2021; Rozwandowicz et al. 2018). Les plasmides
mobilisables dépendent d’une partie du systeme de conjugaison des plasmides conjugatifs pour
pouvoir se transférer. Les plasmides non-mobilisables peuvent étre transférés d’une bactérie a
’autre via d’autres mécanismes canoniques de THG comme la transformation et la transduction
ou d’autres mécanismes comme la conduction, la vésiduction, les nanotubes ou les agents de
transfert de genes (GTAs) (Figure. 12) (Clark et Warren 1979; Liu, Thomsen, et Olsen 2022;
Soler et Forterre 2020). La conduction consiste en une mobilisation d’un plasmide non-
mobilisable grace a son intégration dans un plasmide conjugatif transféré ensuite par
conjugaison. A la fin de la conjugaison, le plasmide non-mobilisable se dissocie du plasmide
conjugatif (Clark et Warren 1979). Une étude récente a identifié¢ que 90% des plasmides non
mobilisables disposaient de 1’origine de transfert typique des plasmides conjugatifs (pOriT)
capable de subvertir les relaxases des plasmides conjugatifs ou mobilisables pour se faire
transférer par conjugaison suggérant que la conjugaison reste néanmoins le mécanisme

principal de transfert des plasmides (Ares-Arroyo, Coluzzi, et Rocha 2023).
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a. La transformation qui consiste a la capture par des bactéries compétentes des fragments
d’ADN simple ou double brin libérés a la suite de la lyse d’une bactérie.

b. La conjugaison qui consiste au transfert de plasmides d’une cellule a I’autre, nécessitant
un contact physique entre les cellules via le pilus conjugatif médié par le systeme de
sécrétion de type 4, TASS (Type 4 secretion system).

c. Conjugaison des ICEs qui consiste a I’excision de I’ICE du chromosome de la donneuse
au niveau des sites attL et attR, suivi d’une circularisation sous-forme de plasmide,
reconstituant un site a#¢P sur la forme circulaire. L’ICE est transféré de la méme maniere
que les plasmides.

d. La transduction qui consiste au transfert d’ADN d’une bactérie a une autre médiée par

les phages.

46



e. Les GTAs (Gene Transfer Agents) sont des séquences dérivées de bactériophages
insérées dans le chromosome bactérien. A la différence des prophages, I’activation des
GTAs n’induit pas une mobilisation de leurs génes. Ces génes codent pour la capside
des bactériophages capable d’encapsider des fragments d’ADN de moins de 15 kb et
permettant un transfert de type transduction (Garcia-Aljaro, Ballesté, et Muniesa 2017).

f. Les OMVs sont des vésicules produites a partir de la membrane externe, capables
d’encapsuler de I'ADN et de le transférer apres fusion a une autre bactérie. Ce mécanisme
de transfert est la vésiduction.

g. Les nanotubes consistent a la formation d’un pore reliant deux bactéries et permettant le

transfert de plasmides non-conjugatifs.
2.1.Ecologie des plasmides

Les plasmides sont retrouvés dans toutes les branches des domaines des eubactéries et des
archées (Norman, Hansen, et Sgrensen 2009). Leur abondance dans la nature est étroitement
liée aux fonctions adaptatives codées par leurs geénes accessoires permettant d’élargir
I’environnement de survie de I’hdte. De ce fait, les associations plasmide-hote sont
généralement dépendantes de 1’environnement de I’hote et des fonctions adaptatives apportées
par le plasmide. Par exemple, le cluster de génes opérant la photosynthése anoxygénique des
Rhodobacteraceae est porté par un plasmide (Brinkmann et al. 2018). Buchnera aphidicola
porte des plasmides métaboliques responsables de la synthese d’acides aminés et de vitamines
indispensables a la relation symbiotique avec son hote puceron (Manzano-Marin et al. 2020).
Dans les hopitaux, on trouve différents plasmides a large spectre d’hotes porteurs de geénes de
résistance aux antibiotiques ou de geénes de virulence a 1’origine des infections séveres. La
capacité a conjuguer de la majorité de ces plasmides, la pression antibiotique élevée dans les
environnements hospitaliers et les transmissions entre patients les rendent parfois endémiques
(Leon-Sampedro et al. 2021). La dissémination des ARGs est favorisée par la circulation des
plasmides de résistance. La circulation de ces plasmides est médiée par leur transfert entre
bactéries au sein du microbiome et par le passage des bactéries porteuses de ces plasmides entre
différents habitats, entrainant ainsi la dissémination de ces plasmides dans la communauté

(Figure. 13) (Castaneda-Barba, Top, et Stalder 2024).
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Figure 13 : Mobilité des plasmides de résistance a travers différents habitats. Adapté de
(Castafieda-Barba, Top, et Stalder 2024)

2.2.Diversification des plasmides

Les mutations et les transpositions sont deux mécanismes qui contribuent a la diversification
des plasmides. Les ISs présentes dans différents plasmides peuvent permettre leur
réarrangement et la fusion des plasmides. Elles permettent aussi la capture des ARGs sur les
plasmides en provenance du chromosome ou d’autres plasmides. Une étude basée sur 2420
plasmides cliniquement importants dont 70,2% portaient des ARGs (8229 ARGs) a montré que
87% des ARGs sont potentiellement transférés entre différents plasmides grace aux ISs , 63,1%
des transferts étant médiés par les [S26s (Xiaolong Wang et al. 2024). Ces transferts favorisent
I’accumulation des ARGs sur le méme plasmide conduisant a I’émergence de plasmides
multirésistants. Plus de 40% des plasmides déposés dans la base de données de 1’US National
Center for Biotechnology Information (NCBI) sont des plasmides hybrides résultant de la
fusion de deux plasmides médiée par les ISs (Pesesky, Tilley, et Beck 2019). Par exemple, la
fusion par recombinaison homologue médiée par IS26 du plasmide IncN1-F33 :A- :B- porteur
de blactx-m-s5 avec le plasmide non-conjugatif porteur de mcr-1 est a I’origine de 1’apparition
d’un nouveau plasmide hybride multirésistant (D. He et al. 2019). La recombinaison homologue
médiée par IS26 du plasmide IncFII de blaxpc2 et du plasmide IncR porteur de blanpm.1 a
permis la formation d’un plasmide hybride IncF/IncR multirésistant provoquant une
augmentation de 4000 fois de la CMI au méropénéme chez K. pneumoniae ST11 (Huo et al.

2024). La fusion des plasmides peut aussi permettre la formation de plasmides hybrides porteurs
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d’ARGs et de génes codant pour des facteurs de virulence. C’est le cas du plasmide pS130-4
porteur de genes codant pour I’aérobactine (rmpA/rmpA2 et iucABCD) et des ARGs tels que
acc6-lb (résistance aux quinolones), blasuv-2, blactx-u blatem.1 et blaxpc-> (B-lactamases)
et cml-el (résistance au chloramphénicol) (Sun et al. 2024). Les plasmides multicopies sont
plus susceptibles aux mutations par rapport au chromosome, favorisant parfois la sélection de
mutants apportant de nouvelles fonctions adaptatives a I’hote en fonction des conditions
environnementales. San Millan et al. ont réalis¢é une évolution in vitro en présence de
concentrations croissantes de ceftazidime d’une souche E. coli MG1655 portant une copie
chromosomique du geéne blarem-1 ou un plasmide multicopie portant le méme gene. Alors
qu’aucune mutation de blatem-1 n’a été sélectionnée quand I’ARG était chromosomique, des
mutations dans blatem-1 conférant une forte résistance au ceftazidime, ainsi que des mutations
entralnant une augmentation du nombre de copies ont été sélectionnées dans le cas du plasmide
multicopie, résultant au final en une augmentation de 128 fois de la CMI (San Millan et al.

2016).

3. Zoom sur les plasmides conjugatifs

Les plasmides conjugatifs sont généralement des plasmides de grande taille d’une dizaine a
plusieurs centaines de Kb, présents en faible nombre de copies par cellule (Rozwandowicz et
al. 2018). Ils sont constitués d’une machinerie de réplication qui assure leur transmission
verticale lors de la division cellulaire, d’un module de transfert assurant leur propagation par
conjugaison, d’un module constitué¢ de systémes de partition et de systémes d’addiction qui
assure leur maintien dans I’héte et de génes accessoires qui codent pour des fonctions diverses

dont certaines sont bénéfiques pour I’hote (Figure. 14).

Stabilité

Réplication

Figure 14 : Structure d’un plasmide conjugatif. Figure réalisée avec Biorender.
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3.1.Groupes d’incompatibilité

Les plasmides disposant du méme systéme de réplication ne peuvent pas co-exister dans le
méme hodte, c’est le phénomeéne d’incompatibilité découvert par Tsutomu Watanabe (T.
Watanabe et al. 1964). Datta et Hedges proposent la premicre classification des plasmides, la
plus utilisée jusqu’a présent, en cinq groupes d’incompatibilité (groupe Inc) : IncW, Incl, IncF,
IncN et IncP basée sur ce phénomene d’incompatibilité (Datta et Hedges 1971). Depuis d’autres
groupes Inc ont été décrits pour les plasmides conjugatifs porteurs d’ARG chez les
Enterobacteriaceae. Les principaux groupes sont IncF, Incl, IncK/B/O/Z, IncA/C, IncH, IncP,
IncN, IncW, IncT, IncU et IncL/M. Ils regroupent généralement des plasmides a large spectre
d’hotes permettant une dissémination des ARGs chez différentes espéces bactériennes
(Rozwandowicz et al. 2018). En plus de la machinerie de réplication, d’autres facteurs comme
les systémes de partition, les systémes d’exclusion de surface, les systémes d’exclusion d’entrée
et les relaxases peuvent affecter la compatibilité des plasmides (Novick 1987). En pratique, la
détermination des groupes d’incompatibilité est basée essentiellement sur la classification des
réplicons, I’analyse de leur séquence ayant été facilitée par I’arrivée des techniques de PCR,
puis de séquengage des génomes entiers. Néanmoins, une séparation de certains groupes
d’incompatibilité en différents sous-groupes peut se baser sur d’autres séquences (Carattoli et
al. 2005, 2014). Par exemple, le groupe IncL et IncM porteurs d’ARGs cliniquement importants
¢tait fusionné en un seul groupe IncL/M avant d’étre séparé en IncL, IncM1 et IncM2 sur la
base des différences de séquences dans le petit ARN antisens inc contrélant 1’expression de
repA et des génes traX, traY et excA, ces deux derniers génes étant impliqués dans le systéme
d’exclusion (Carattoli et al. 2015). La compatibilité entre plasmides de groupes Inc différents
permet a certaines bactéries pathogeénes d’accumuler différents plasmides de différents groupes
d’incompatibilité porteurs d’ARGs et de genes de virulence conduisant a 1’émergence de
souches hypervirulentes et multirésistantes. C’est le cas de 1’émergence de la souche
hypervirulente et multirésistante d’E. coli contenant le plasmide p2-Hu106 de 250 kb du groupe
IncHI1/IncHI2A  portant  blanpyg et mer-1 et le plasmide pl-Hul06 du groupe
IncFIB/IncFIC(IncFII) portant des clusters de génes codant pour des facteurs de virulence tels

que 1’aérobactine (iutA-iucABCD) et la salmocheline (iroBCDEN) (Wu et al. 2024).
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3.2.Réplication, controle de la réplication et régulation du nombre de

copies

La réplication des plasmides lors de la division cellulaire est essentielle pour le maintien dans
plasmides dans les cellules filles. Il existe trois mécanismes généraux de réplication des
plasmides circulaires : la réplication de type theta, la réplication par déplacement du brin
complémentaire de la séquence matrice et la réplication en cercle-roulant (RCR : rolling-circle
replication). Les mécanismes de type theta sont sous-divisés en quatre types selon I’initiation
de la réplication : la réplication theta de type A est initiée sur un site ori} similaire a oriC du
chromosome de facon DnaA dépendante ; I’initiation des réplications theta de types B, C et D
est dépendante de I’hélicase PriA (J. W. Kim et al. 2020). La région du plasmide contenant les
genes et s€quences nécessaires a la réplication et a son contrdle est le réplicon. La réplication
des plasmides dépend également des protéines de 1’hote telles que la primase (DnaG), I’hélicase
(DnaB) et les ADN polymérases (III et I) (Del Solar et al. 1998; J. W. Kim et al. 2020).
Bri¢vement, lors de la réplication theta de type A (Figure. 15), les protéines DnaA de 1’hote se
lient aux sites DnaA d’oriV sous-forme de monomere. Les itérons, des séquences d’ADN
retrouvés dans oril sont saturés par des monomeres de la protéine Rep. Ceci entraine des forces
de torsion au niveau de I’ADN permettant une ouverture du double brin d’ADN au niveau d’une
région DUE riche en AT et le recrutement de 1’hélicase DnaB par Rep avec 1’aide de DnaA.
Aprées ’ouverture de I’ADN double brin, les protéines SSBP (Single strand binding protein)
viennent se lier aux ADN simples brins. Sur le brin direct est recrutée la primase DnaG de 1’hote
qui ajoute un primer pour initier la polymérisation par I’holoenzyme polymérase III de 1’hote.
Sur le brin retardé¢ a lieu I’assemblage du complexe primosome avec I’hélicase DnaB pour
former une fourche de réplication permettant la réplication couplée des deux brins (J. W. Kim
et al. 2020). La différence entre la réplication theta et la réplication par déplacement du brin est
I’absence de site d’assemblage du primosome dans ce dernier mécanisme entrainant un
déplacement du brin lors de la réplication. Pour la réplication par déplacement du brin, la
synthése du brin retardé est faite a la fin de la synthése du brin direct. Ce mécanisme est

caractéristique des plasmides IncQ (Del Solar et al. 1998).
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Figure 15 : Réplication theta de type A des plasmides. Les différents facteurs impliqués sont
indiqués. Issue de (J. W. Kim et al. 2020).

La réplication RCR s’effectue de manic¢re asymétrique, caractérisée par la séparation de la
synthése du brin direct et du brin retardé qui sont initiées a des origines de réplication
différentes. La synthése du brin direct se fait suite a la liaison de la protéine Rep (RepC pour le
plasmide pT181) au site dso (double-strand origin). Ce site dso est constitué¢ de deux séquences,
le site bind et le site nick. La protéine Rep contient deux tyrosines catalytiques importantes (Y 1
et Y2). Rep se lie d’abord au site bind puis clive le site nick via I’activité catalytique de Y1
libérant une extrémité 3’-OH. Cette extrémité sert de primer pour la synthése du brin direct.
Rep reste attachée a I’extrémité 5’ du brin clivé jusqu’a la fin de la synthése du brin direct. Le
complexe Rep-ADN simple brin clivé est libéré a la fin de la synthése du brin direct et la
tyrosine Y2 catalyse une réaction de transestérification avec 1’extrémité 3’-OH libre conduisant
a la formation d’un ADN simple brin circulaire avec un site sso (Single-strand origin) au niveau
du site de transestérification. Cet ADN simple brin circulaire sert ensuite de matrice pour la
synthése du brin retardé catalysée cette fois-ci uniquement par des protéines de 1’hote sans
implication de Rep qui est inactivée. Un complexe primase de 1’hote est recruté au site sso et
synthétise un primer utilis¢ pour la synthése du brin retardé (Figure. 16) (Wawrzyniak,
Phlucienniczak, et Bartosik 2017). La réplication RCR est employé par les plasmides et les ICEs

pour la conjugaison (Llosa et al. 2002).
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pointillé, I’ADN naissant et cercle vert le site sso Adapté de (Wawrzyniak, Phucienniczak, et

Bartosik 2017).

La réplication des plasmides est un processus extrémement régulé¢ qui conditionne le nombre
de copies de plasmides par cellule bactérienne. Une augmentation non-contrdlée du nombre de
copies de plasmides entraine une augmentation du niveau d’expression des génes plasmidiques
(San Millan et MacLean 2017). L’initiation de la réplication est donc soumise a une forte
régulation qui peut faire intervenir différents mécanismes : ARN antisens, autoinhibition de la
transcription de la protéine Rep par liaison a son propre promoteur, interactions entre protéines
Rep liées a différents plasmides ou « Handcuffing » provoquant un blocage de la réplication
(Del Solar et al. 1998; J. W. Kim et al. 2020). Par exemple, chez les plasmides IncP,
I’augmentation de la synthése de Rep associée a une augmentation du nombre de copies favorise
la formation de dimeéres qui inhibent I’initiation de la réplication de ces plasmides (Konieczny
et al. 2015). Un nombre de copies élevé de plasmides IncP peut aussi déclencher le mécanisme
de « Handcuffing » (Konieczny et al. 2015). Chez les plasmides IncL/M, le géne repB code
pour un petit peptide leader dont le codon stop est superposé avec le codon start du géne repA
codant pour I’initiateur de la réplication Rep. La traduction de RepB et la terminaison correcte
de celle-ci facilite la formation d’un pseudonceud entre deux petites séquences complémentaires

(8 nt) au niveau de la séquence ADN du leader nécessaire a la synthése de Rep. Un promoteur
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en sens inverse dirige la synthése d’un petit ARN antisens, ARNinc qui bloque la traduction de
RepB par appariement a la séquence Shine Dalgarno. Ce qui inhibe I’expression de repA et par
conséquent la réplication (Athanasopoulos, Praszkier, et Pittard 1995, 1999). Certains
plasmides disposent de systémes particuliers pour la régulation de la réplication. Par exemple,
le plasmide conjugatif pMBL6842 de Pseudoalteromonas rubra contient un systéme toxine-
antitoxine PrpT (toxine) / PrpA (antitoxine) impliqué dans la régulation du nombre de copies
de ce plasmide. Dans ce mécanisme, 1’antitoxine PrpA se fixe aux itérons de 1’origine de
réplication inhibant la fixation des protéines Rep. L’inactivation de PrpA entraine une

dérépression de la réplication (Ni et al. 2021).

A la fin de la réplication, le maintien des plasmides dans les cellules est assuré par la fidélité de
la ségrégation des plasmides. Pour les plasmides a haut nombre de copies comme ColEl,
Summers a proposé le modele d’une ségrégation basée sur le hasard par diffusion des plasmides
dans le cytoplasme. Dans ce modéle, le nombre de copies élevé augmente la probabilité que
chaque cellule fille puisse hériter d’un moins une copie du plasmide (D Summers 1991). Selon
Summers, ce modele est facilité par les systemes de résolution des multimeres qui utilisent un
site de recombinaison spécifique de I’ADN pour dissocier les multimeres de plasmides en
monomeres (David Summers 1998). Un autre modele proposé est le modéle de 1’exclusion du
nucléoide selon lequel les plasmides multicopies sont séparés sous-forme de clusters (Pogliano
et al. 2001; Yao, Helinski, et Toukdarian 2007). Cependant, ces deux modéles sont remis en
cause en faveur d’une ségrégation active impliquant I’origine de réplication des plasmides et
des protéines chromosomiques (Million-Weaver et Camps 2014). Contrairement aux plasmides
a haut nombre de copies, les larges plasmides conjugatifs a faible nombre de copies doivent
disposer de systémes de partition qui lors de la division cellulaire, assurent une répartition des
molécules de plasmides entre les cellules filles. Ces systémes sont composés généralement de
trois facteurs, un site de type centromére en position cis, une protéine de liaison a I’ADN et une
protéine motrice qui utilise I’énergie fournie par I’hydrolyse des NTP pour déplacer le plasmide
vers les cellules filles. Les systémes de partition sont regroupés en trois classes selon les
propriété des NTPases : le systéme de type I (ParABS) utilise des ATPases de type Walker au
niveau du site de liaison de I’ATP, le systéme de type II (ParRMC) utilise une protéine de type
actine et le systeme de type III (TubZRC) utilise des GTPases qui ressemblent aux tubulines
(Baxter et Funnell 2014; Guynet et De La Cruz 2011). Les mécanismes de ségrégation différent
selon le type de systéme de partition (Figure. 17). Le mécanisme de « pushing » est utilis¢ par

le systéme ParRMC : les protéines ParM se lient au site parC de chaque copie du plasmide et
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recrutent les protéines motrices ParR dotées d’une activité ATPase qui se polymérisent de fagon
ATP dépendante. La polymérisation est initiée au centre de la cellule et se poursuit jusqu’aux
deux poles de la cellule mere en division, poussant le plasmide vers les poles. Le mécanisme
de type « pulling » utilisé par le systéme TubZRC consiste a une liaison des protéines TubR au
site tubC de chaque copie du plasmide suivie du recrutement de la protéine motrice TubZ dotée
d’une activit¢ GTPase. TubZ forme des filaments dynamiques et orientés, se polymérisant a
une extrémité et se désassemblant de ’autre, tirant le complexe tubR/tubC vers le pole. ParABS
utilise le mécanisme de « Brownian ratchet » qui consiste a la liaison des protéines ParB au site
parS de chaque copie du plasmide suivi du recrutement de la protéine motrice ParA dotée d’une
activit¢ ATPase. ParA se lierait de maniére non spécifique et ATP-dépendante a I’ADN du
nucléoide. Le complexe ParB /parS se lierait au nucléoide par I'intermédiaire de ParA,
stimulant sa dissociation du nucléoide. La répartition asymétrique des molécules de ParA liées
au nucléoide dirigerait le mouvement du complexe (Guynet et De La Cruz 2011; Siguier et al.
2023). Un systeme de partition de type [V a été proposé et concerne les systemes des plasmides
pSK1 (Par) et R388 (StbA) qui ne disposent que d’une seule protéine impliquée dans la partition
sans protéine motrice. Chez R388 la protéine StbA se lie au site stbS (centromére) du plasmide
et forme un complexe StbA/sthS qui se lie au chromosome bactérien via des protéines
partenaires de I’hote. La partition du chromosome bactérien entraine parallelement les
plasmides dans les cellules filles. Ce mécanisme de partition est appelé le modéle « pilot fish »

(Quebre et al. 2022; Siguier et al. 2023).
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Figure 17 : Différents mécanismes de systémes de partition. Issue de (Siguier et al. 2023).
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3.3.Conjugaison et régulation de la conjugaison

La conjugaison est un mécanisme de THG spécifique aux plasmides et aux ICEs (Figure. 18).
Chez les plasmides conjugatifs, les éléments essentiels a la conjugaison sont I’origine de
transfert (oriT), un module Dtr (DNA transfer and replication) et un module Mpf (Mating pair
formation) (Fraikin, Couturier, et Lesterlin 2024; Laura S. Frost et al. 2005; Wawrzyniak,
Phucienniczak, et Bartosik 2017). Le module Dtr contient les génes de transfert et de réplication.
Le module Mpf contient les génes codant pour les protéines du systéme de sécrétion de type 4
(T4SS) et des genes de biogénese des pili. L’origine de transfert oriT est similaire au site dso
des plasmides a réplication RCR et contient un site bind et un site nick. Briévement, la
conjugaison commence par un contact physique entre la cellule donneuse et la receveuse via le
pilus conjugatif, puis le clivage de I’ADN au niveau de oriT par la relaxase et finalement le
transfert du complexe relaxase/ADN a travers le pilus. Plus précisément, la conjugaison est
initiée par la synthése du T4SS, une structure trans-enveloppe constituée de pilines TraA qui
¢tablit le contact entre la cellule donneuse et la cellule receveuse, c’est le pilus conjugatif
(Fraikin, Couturier, et Lesterlin 2024). La rétraction du pilus conjugatif permet de stabiliser le
contact entre la donneuse et la receveuse. Elle est faite par le biais de I’interaction entre les
protéines TraN de la donneuse et certaines protéines membranaires de la receveuse (comme
OmpA dans le cas des plasmides IncF) entrainant un contact membrane-membrane entre la
donneuse et la receveuse (Fraikin, Couturier, et Lesterlin 2024). En visualisant par microscopie
a fluorescence en temps réel la conjugaison du plasmide F et de pED208 similaire au plasmide
F, Glodlust et al. ont montré que la conjugaison pouvait aussi se faire sans la rétraction du pilus
entre deux cellules physiquement distantes a travers le pilus conjugatif en extension (Goldlust
et al. 2023). L’établissement du contact entre la donneuse et la receveuse via le pilus induit la
formation du relaxosome par I’expression des génes du module Dtr. Le relaxosome est un
complexe protéique incluant la relaxase qui clive ’ADN plasmidique circulaire au site oriT.
Pour cela, le plasmide est recruté par TraD la protéine de couplage du T4SS (T4CP) pour former
un complexe de pré-initiation. Comme dans la réplication RCR, la relaxase Tral se lie au site
bind d’oriT et clive le plasmide au niveau du site nick. Apres le clivage elle reste attachée a
I’extrémité 5’-phosphate du brin a transférer formant un complexe ADN simple brin-Tral. C’est
ce complexe qui est transféré a travers le pilus. Dans la receveuse, la relaxase permet d’initier
la synthése du deuxiéme brin de I’ADN (Couturier et al. 2023; Fraikin, Couturier, et Lesterlin
2024; Wawrzyniak, Plucienniczak, et Bartosik 2017). La synthése de I’ADN double brin

nécessite une activité primase qui est apportée par certaines relaxases (Henderson et Meyer
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1999) ou transférée de la donneuse vers la receveuse via le T4SS (Wilkins et Thomas 2000).
Le primosome de 1’hote peut étre également recruté dans certains cas (Masai et Arai 1997) et
certains plasmides codent pour leur primase (Yakobson et al. 1990). La protéine UvrD de la
receveuse, une hélicase impliquée dans la réparation de I’ADN aide a la conversion de ’ADN
simple brin en ADN double brin (Shen et al. 2023). L’acquisition de I’ADN simple brin par la
receveuse peut déclencher un certain nombre de systémes de défense de 1’hote tels que le
systtme SOS sensible a I’accumulation d’ADN simple brin, les systémes de restriction
modification et les systetmes CRISPR qui peuvent dégrader ’ADN (Baharoglu, Bikard, et
Mazel 2010; Westra et al. 2013). Pour neutraliser ces systémes, le plasmide dispose de génes
spécifiques dans la région transférée en premier plan (« leading region »), le premier segment
a rentrer dans la receveuse. Ces genes sont transcrits directement une fois dans la receveuse a
partir de ’ADN simple brin (Fraikin, Couturier, et Lesterlin 2024; L S Frost, Ippen-Ihler, et
Skurray 1994). Les protéines codées par la « leading region » peuvent étre aussi transloquées
via le T4SS de la donneuse vers la receveuse (Al Mamun et al. 2022). Ces geénes incluent le
geéne ssb codant pour les protéines SSBP (Single-strand binding proteins) qui protégent I’ADN
simple brin, le géne psiB qui inhibe RecA et empéche 1’activation du systéeme SOS (Al Mamun,
Kishida, et Christie 2021; Jones, Barth, et Wilkins 1992). Les plasmides peuvent aussi coder
pour des systemes dirigés contre la défense de I’hdte bloquant par exemple les systémes de
restriction modification de I’hote (Fomenkov et al. 2020) et des systemes anti-CRISPR
(Mahendra et al. 2020). Une fois la conjugaison terminée avec la synthése de ’ADN double
brin dans la receveuse, le plasmide emploie différents mécanismes pour persister dans 1’hote
pour contrebalancer le colit de fitness 1i¢ & son acquisition. La section 4 de ce chapitre discute
en partie ces mécanismes.

La mobilité des plasmides est soumise a différentes régulations. La régulation par les groupes
d’incompatibilité¢ mentionnés précédemment empéche 1’acquisition par la méme receveuse de
deux plasmides différents du méme groupe (Laura S Frost et Koraimann 2010). Les systémes
de défense de I’hdte (CRISPR, restriction/modification, protéines argonautes) discutés dans la
section 5 régulent également la mobilité des plasmides. La conjugaison est régulée en fonction
des conditions de I’environnement. Les génes fra des plasmides conjugatifs sont en général
réprimés dans les cellules hétes. Leur transcription dépend de différentes conditions : les
conditions liées a I’environnement (par exemple les nutriments, 1’oxygene et la température),
le sensing de certaines molécules indiquant la présence de receveuses, la densit¢ de la
population de bactéries (Laura S Frost et Koraimann 2010). Par exemple, la cellule receveuse

Enterococcus faecalis produit deux phéromones inductibles cAD1 et cCF10. Ces phéromones
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sont pergues par la donneuse et sont activement transportées dans le cytoplasme de la donneuse
ou elles inhibent les peptides iAD1 et iCF10 entrainant une activation du répresseur TraA/PrgX.
Ceci entraine I’activation de la transcription des génes Dtr et du T4SS (Dunny et Johnson 2011).
Méme en conditions optimales, seulement une fraction de la population acquiert la compétence
nécessaire pour la conjugaison, suggérant une spécialisation et une coopération entre les
cellules (Koraimann et Wagner 2014). La régulation de la conjugaison peut aussi faire
intervenir un mécanisme d’exclusion d’entrée. Certains plasmides codent pour des protéines
d’exclusion d’entrée (Eex) et des protéines d’exclusion de surface (Sfx). Lors de la conjugaison,
la protéine Eex de la donneuse reconnait la protéine Sfx de la receveuse, et lorsque la protéine
Stx de la receveuse est similaire a celle produite par le plasmide de la donneuse, Eex bloque la
conjugaison entre deux cellules donneuses (L S Frost, Ippen-Ihler, et Skurray 1994; Marrero et
Waldor 2007). La régulation par I’inhibition de la fertilité¢ des plasmides F a été tres étudiée. En
effet, les plasmides F contiennent un géne codant pour une protéine chaperone appelée FinO
qui protége I’ARN antisense FinP de I’activité de I’ARNase E. Cet ARN antisense FinP est
responsable de 1’inhibition de la traduction de TralJ, 1’activateur transcriptionnel de I’opéron

tra (Virolle et al. 2020).
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4. Persistance des plasmides dans les populations bactériennes

Bien que les plasmides conférent souvent un avantage a I’hdte dans certaines conditions
environnementales telles que la présence d’antibiotiques, leur persistance et leur diffusion
peuvent étre limitées par différents facteurs tels que le colit de fitness imposé a leur hote, un
ciblage par les systemes de défense de I’hdte, I’interaction avec d’autres EGM, notamment avec

d’autres plasmides déja présents ou un fonctionnement non optimal des systémes de partition.
4.1.Coiit de fitness imposé par les plasmides

Différents mécanismes pourraient étre a I’origine d’un coit de fitness imposé par les plasmides

(Figure. 19) (San Millan et MacLean 2017) :

-Le cot de la conjugaison. A la fin des années 1990, Turner et al. avaient montré qu’un taux
de conjugaison ¢levé était associé a un colt de fitness plus important pour 1’hote et que la
sélection de plasmides a faible taux de conjugaison améliorait le fitness de la souche ancestrale
(Turner, Cooper, et Lenski 1998). De méme, Porse et a/. ont montré dans une étude d’évolution
expérimentale, que le colt de fitness imposé par le plasmide de multirésistance conjugatif IncN
pKP33 de 73 kb était di a la conjugaison. Dans cette étude, I’évolution expérimentale a conduit
a la sélection de souches délétées d’une région de 25 kb comprenant les geénes codant pour le
pilus de transfert (T4SS) abolissant le colt imposé par la plasmide (Porse et al. 2016). Ce cofit
de fitness imposé par la conjugaison pourrait étre li¢ a une forte demande en ATP (San Millan

et MacLean 2017).

-Les colts énergétiques liés a la réplication du plasmide, la transcription et la traduction des
genes plasmidiques via la séquestration des protéines de la machinerie de réplication de 1’hote
telles que les ribosomes, les polymérases et les hélicases conduisant a une altération de la
division cellulaire (San Millan et MacLean 2017). Par exemple il a ét¢é montré que le coit de
fitness induit par le plasmide RP4 chez Pseudomonas sp. pouvait étre réduit par I’augmentation

de I’expression de I’hélicase UvrD (Loftie-Eaton et al. 2017).
-Le cott liée aux interactions entre les EGMs : I’acquisition du plasmide pNUK?73 provoque un

cout de fitness important chez Pseudomonas aeruginosa PAO1 (San Millan et al., 2014). Le

cout de fitness provoqué par pNUK73 est di a des interactions entre le plasmide et des génes
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chromosomiques récemment acquis de la souche PAO1. Le colt se manifeste par une altération
de P’expression d’environ 13% génes chromosomiques, dont une surexpression des génes
impliqués dans la traduction des protéines, la synthése des ribosomes et la biogénese. Dix des
15 geénes du systéme SOS régulé par LexA y compris recA et lexA sont aussi surexprimés. Le
gene rep du plasmide pNUK?73 est également surexprimé. Les mutations chromosomiques dans
trois genes différents dont 1’un code pour une hélicase et les deux autres contigus codent pour
des kinases ont conduit a une réduction du cott de fitness, une baisse de 1’expression de rep et
un retour a une expression normale des génes chromosomiques. Les trois genes codant
I’hélicase et les kinases sont localisés sur des ilots génomiques récemment acquis dans la souche

PAOI1 (San Millan et al. 2015).
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Figure 19 : Les différents facteurs contribuant au coiit de fitness du plasmide. Issue de

(San Millan et MacLean 2017).

4.2.Le « plasmid paradox »

Pour persister dans une population bactérienne, les plasmides doivent étre transmis de
génération en génération de la cellule mére aux cellules filles et leur maintien dépend de la
fidélit¢ de la ségrégation. Une ségrégation imparfaite conduit a I’apparition d’une sous-
population sans plasmide. C’est la raison pour laquelle de nombreux plasmides a faible nombre
de copies codent pour des systemes d’addiction qui favorisent 1’élimination des bactéries filles
qui n’ont pas recu de plasmide. En absence de pression de sélection, cette sous-population sans
plasmide pourra éventuellement se répliquer plus vite que les bactéries porteuses du plasmide,

notamment si le colt 1ié¢ au portage du plasmide est important. Les bactéries porteuses du
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plasmide seront alors ¢éliminées de la population. Sur cette base, Bergstrom et al., dans les
années 2000, ont propos¢ un modele mathématique qui prédit que 1) en absence d’une pression
de sélection pour le maintien des traits bénéfiques a I’hote, les plasmides seront éliminés de la
population ; 2) en présence de la pression de sélection les génes plasmidiques codant pour des
traits bénéfiques a 1’hdte finiront par s’intégrer dans le chromosome associé, conduisant 1a aussi
finalement a une perte du plasmide. Ce modele suggere donc que les plasmides ne peuvent pas

persister en tant qu’éléments génétiques parasites.

Néanmoins depuis les années 2000 de nombreuses exceptions a cette prédiction ont été
observées. Le phénoméne de persistance a long terme de certains plasmides dans les
populations bactériennes en absence de pression de sélection est qualifié de paradoxe des
plasmides (« plasmid paradox ») (Brockhurst et Harrison 2022). Différentes explications a ce
paradoxe ont été proposées, basées sur des expériences d’évolution expérimentale et des

modélisations mathématiques (Figure. 20) :

-Une adaptation rapide du plasmide a son hote favorisée par la sélection de mutations
compensatoires permettant notamment de réduire le colt du plasmide. Ces mutations peuvent
avoir lieu dans le chromosome ou dans le plasmide. La diminution du coiit du plasmide entraine

sa stabilisation dans 1’hote (Section précédente).

-Le « piggybacking » sur I’adaptation des niches contribue a la persistance dans plasmides. Ce
mécanisme consiste a la sélection de mutations chromosomiques permettant 1’adaptation des
bactéries dans une niche. Parallélement, ces mutations réduisent le colit de fitness imposé par
les plasmides acquis dans cette niche. Kloos et al. ont réalisé des expériences d’évolution
impliquant un pathogéne extraintestinal E. coli ST537 et deux plasmides de multirésistance
dont I’un est un plasmide non-conjugatif et I’autre un plasmide conjugatif. Dans cette étude, ils
ont caractérisé des mutations bénéfiques survenues sur les régulateurs globaux du métabolisme
bactérien, CCR (carbon catabolite repression) et ArcAB (aerobic respiration control). Ces
mutations survenues a la fois dans les souches parentales sans plasmide évoluées et dans les
souches porteuses évoluées permettent une adaptation de 1’hote dans la niche tout en réduisant

le cotit de fitness 1i¢ au portage du plasmide. (Kloos et al. 2021).

-Les plasmides peuvent persister dans les populations bactériennes grace a un taux élevé de

transfert horizontal. C’est ce qu’ont montré Lopatkin et al. en utilisant des expériences
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d’évolution impliquant neuf plasmides de résistance de six groupes d’incompatibilité différents
dans des populations bactériennes d’E. coli en absence de pression antibiotique. Dans cette
étude, ils ont montré que lorsque le taux de conjugaison est supérieur au taux de perte liée aux
erreurs de ségrégation, les plasmides recolonisent rapidement les souches ayant perdu le

plasmide permettant leur persistance dans la population a long terme (Lopatkin et al. 2017).

-La variabilit¢ du colt de fitness en fonction des différents hdtes colonisés favorise la
persistance des plasmides. Cette hypothése soutient que les fonds génétiques dans lesquels la
présence du plasmide impose un faible cofit de fitness ou entraine un gain de fitness pour I’hdte
permettent le maintien des plasmides dans la population bactérienne. Elle s’appuie notamment
sur les études de Alonso-del Valle et al. sur le plasmide de résistance pOXA-48 dans des
souches cliniques E. coli et Klebsiella ssp. Dans ces deux especes, ils ont montré que le méme
plasmide pOXA-48 peut, en fonction de la souche utilisée, induire des colits négatifs plus ou
moins importants ou avoir des effets positifs sur le fitness de certaines souches. En combinant
la variabilité du fitness avec un modéle mathématique, ils ont montré que 1’introduction d’un
cott de fitness variable dans leur modéle permettait une stabilisation des plasmides a 1’échelle
de la population globale. Cette stabilité¢ due a la variabilité du fitness est renforcée lorsque la

communauté bactérienne est diversifiée (Alonso-del Valle et al. 2021).

-Les interactions entre différents plasmides dans le méme hote peuvent résulter en une épistasie
positive. Ceci consiste en une réduction du colit de fitness imposé par chaque plasmide
lorsqu’ils sont coinfectés dans le méme hote. Cette hypothése a été vérifiée par San Millan et
al., qui ont observé dans une de leurs études que cinqg des six plasmides utilisés induisaient un
cout de fitness moins important en présence d’un autre plasmide que lorsqu’ils étaient seuls

dans leur héte (San Millan, Heilbron, et MacLean 2014).

-La transmission "source-sink spillover". Ce mécanisme est observé a [’échelle des
communautés bactériennes et implique des especes "sink" qui sont incapables de maintenir le
plasmide a long terme et des espéces "sources" qui sont des réservoirs de plasmides. Cette
hypothése soutient que dans les communautés bactériennes composées de plusieurs especes
possédant une capacité variable a acquérir, maintenir et transférer des plasmides, ces derniers
peuvent persister dans les especes "sink", grace au flux de transfert des plasmides des espéces
"sources" vers les especes "sink". Cette hypothese a été vérifiée par Hall et al. dans une étude

impliquant deux espéces de Pseudomonas trouvées dans le sol et le plasmide de résistance au
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mercure pQBRS57. Dans cette étude, le plasmide pQBRS57 qui est rapidement perdu dans le fond
génétique de Pseudomonas putida, est relativement stabilis¢é dans ce dernier lorsque
Pseudomonas putida est co-cultivé avec Pseudomonas fluorescens dans lequel le plasmide est
stable. La persistance de pQBRS57 est due a la conjugaison inter-espece de la souche "source"

(Pseudomonas fluorescens) vers la souche "sink" (Pseudomonas putida) (Hall et al. 2016).
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Figure 20 : Solutions évolutives et écologiques au « plasmid paradox ». Issue de (Brockhurst

et Harrison 2022).
5. Systemes de I’hote limitant la diffusion des plasmides :

Les bactéries ont développé une panoplie de systemes de défense pour lutter contre 1’invasion
des EGMs notamment des phages (Millman et al. 2022; Ryazansky, Kulbachinskiy, et Aravin
2018). Ces systemes de défense sont majoritairement retrouvés sur des ilots génomiques
suggérant qu’ils ont été acquis par THG (Millman et al. 2022). Puigbo et a/. ont montré qu’en
moyenne les génes codant pour les systemes de défense ont un flux d’environ 1,4 fois supérieur
aux autres genes du génome et constituent ainsi les genes qui sont les plus rapidement acquis
ou perdus (Puigbo et al. 2017). A ce jour, 152 systémes de défense différents ont été recensés
dans les bases de données de DefenseFinder, un programme de recherche bioinformatique de

systtmes de défense (F. Tesson et al. 2024; Florian Tesson et al. 2022). Ces systémes
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interviennent a différentes étapes pour empécher I’infection par les phages ou en limiter la
persistance dans la cellule. Bien que les plasmides puissent apporter un avantage sélectif a
I’hote (cas des ARGs en présence d’antibiotique), ils peuvent étre aussi considérés comme des
¢léments parasites ne partageant pas forcément les mémes intéréts évolutifs que le chromosome
bactérien. Certains facteurs sélectionnés naturellement peuvent conduire a une augmentation
de la transmission des plasmides au détriment de 1’hdte ou des autres EGMs, ce qui crée des
conflits génétiques pouvant étre défavorables a 1’hote (Werren 2011). Parmi les systémes de
défense décrits certains seulement ont été montrés avoir un effet sur la diffusion ou la

persistance des plasmides.

5.1.Les systéemes de restriction modification de I’hote

Les systémes de restriction modification (RM) sont trés répandues chez les bactéries et
constituent une barriere pour la propagation des plasmides (Shaw, Rocha, et MacLean 2023).
Ils constituent en quelque sorte le systtme immunitaire inné des bactéries. Par exemple,
I’expression du RM de type I EcoKI chez E. coli MG1655 entraine une réduction de 85% de la
fréquence de conjugaison du plasmide pOLAS52 (Roer, Aarestrup, et Hasman 2015). Les
systtmes de restriction modification sont constitués typiquement de deux activités
antagonistes : 1) une activité endonucléase faisant intervenir une reconnaissance et un clivage
de I’ADN au niveau de motifs spécifiques et 2) une activité de modification qui protége les sites
cibles dans la cellule hdte. Un ADN étranger entrant dans la cellule est dénué de ces
modifications et est donc susceptible a la dégradation par I’endonucléase (Figure. 21). Les
systémes de restriction modification sont regroupés en quatre classes selon la composition des
sous-unités et leurs caractéristiques biochimiques (Structure des protéines, reconnaissance des
sites de restriction, co-facteurs, spécificité des substrats). Les RM de classes 1 a III sont
composées d’une méthyltransférase qui méthyle I’ADN endogéne et d’une endonucléase
(REase) qui dégrade I’ADN étranger non méthylé ; les RM de classe IV fonctionnent
différemment, ils sont constituées uniquement d’une endonucléase qui cette fois-ci ne dégrade
que I’ADN étranger méthylé (Loenen et Raleigh 2014). Outre la méthylation, d’autres
modifications ont été décrites. Par exemple I’insertion dans le chromosome de la 7-déazapurine
par des enzymes paralogues aux ARNt transglycosylases (zgzAS5) inhibe la transformation de
I’hote par les plasmides non modifiés (Thiaville et al. 2016). Le systeme SspABCD-SspE PT
utilise un autre type de réaction de modification, par lequelle I’oxygéne non-pontant du groupe

phosphate 1i¢ aux désoxyriboses dans I’ADN est remplacé par un souffre, formant un
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groupement phosphorothioate. La reconnaissance de ces marqueurs €pigénétiques protege le
génome de I’hote de la dégradation par la nucléase SspE (Xiong et al. 2020). Certains plasmides
codent eux-mémes pour un RM qui les protége de la dégradation par les systémes de I’hte en
méthylant ’ADN plasmidique favorisant ainsi leur maintenance dans I’hote (Wein et Dagan

2020).
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Figure 21 : Mécanismes d’action des systémes de défense Restriction/Modification,

CRISPR/Cas et pAgo sur les EGMs. Issue de (Mayo-Muioz et al. 2023).

5.2.Systéme CRISPR/Cas de I’hote

Les systémes CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats /
CRISPR associated protein) sont décrits comme le systéme immunitaire adaptatif des bactéries.
Ils sont trés divers et se différencient par 1’architecture des modules effecteurs, leurs structures
et leurs fonctions (Koonin, Makarova, et Zhang 2017). Un locus CRISPR-Cas contient des
motifs CRISPR et des geénes cas. Les motifs CRISPR sont constitués de répétitions
palindromiques entre lesquelles s’insérent des motifs appelés spacers. Ces spacers sont
complémentaires a des séquences présentes dans les EGMs, appelées protospacers. Les génes
cas constituent deux modules fonctionnels : un module codant pour le systeme d’adaptation
responsable de 1’acquisition des séquences spacers a partir de I’ADN étranger et un module
codant pour le systéme d’interférence impliqué dans la génération des ARN-CRISPR (ARNcr),
le ciblage des protospacers et la dégradation de ’ADN étranger. Le fonctionnement de
CRISPR-Cas est divisé en trois étapes : 1) ’adaptation (acquisition de spacers), 2) la synthése
des ARNcr et 3) D’interférence. Brievement, des petits fragments d’ADN étranger provenant

des EGMs (spacers) sont générés et insérés entre les répétitions palindromiques formant les

65



motifs CRISPR, les motifs CRISPR sont ensuite transcrits en ARNcr précurseur (pre-ARNcr).
Les pre-ARNcr sont maturés en ARNecr, constitués d’un spacer flanqué par des séquences issues
des répétitions palindromiques. Enfin, I’ARNcr associé aux protéines Cas forme le complexe
d’interférence qui cible ’ADN étranger en se liant par complémentarité aux protospacers
provoquant leur dégradation pour les protéines Cas (Figure. 21) (Mayo-Mufioz et al. 2023).

Les systtmes CRISPR peuvent étre impliqués dans la défense contre les plasmides. Par
exemple, Garneau et a/. ont montré que le systétme CRISPR1/Cas de S. thermophilus est capable
de générer et capturer des spacers d’un plasmide conjugatif contenant le géne cat conférant la
résistance au chloramphénicol. L’acquisition du spacer aprés un premier contact avec le
plasmide empéche 1’acquisition ultérieure de ce plasmide (Garneau et al. 2010). Une étude
analysant la fréquence du systéeme CRISPR de type I-E dans une collection de 459 souches K.
pneumoniae du groupe clonal (CG258) (clone mondialement disséminé associé aux plasmides
IncF-blaxpec) a révélé que seulement 12 des 247 souches portant IncF-blakpc possédent ce
systetme. Les analyses phénotypiques ont montré que ce systeme réduit la fréquence de
conjugaison du plasmide IncF de deux fois et entraine la perte du plasmide dans 50% de la
population apres 10 jours de passages sans antibiotique. La rareté de ce systeme CRISPR de
dans les souches du groupe clonal 258 pourrait expliquer la diffusion des IncF-blaxpc dans ce

complexe clonal (Zhou et al. 2020).

5.3.Les protéines argonautes

Les protéines argonautes ont d’abord été découvertes chez les eucaryotes (eAgos) ou elles
interviennent dans le systéme d’interférence par I’ARN (ARNi) (Waterhouse, Wang, et Lough
2001). Les ARNi sont regroupés en trois classes: les ARNmi qui sont des micro-ARN
endogénes codés dans le génome eucaryote pour réguler 1’expression des génes en dégradant
les ARNm ou en bloquant leur traduction ; les ARNsi issus de la dégradation des virus 8 ARN
et conduisant a une dégradation de ces derniers; les ARNpi (PIWI-interacting RNA)
essentiellement exprimés dans les cellules germinales. Trois protéines sont généralement
impliquées dans I’ARNi : une protéine Argonaute (Ago-Piwi), une protéine de type Dicer
contenant un domaine ARNase III et un domaine hélicase et une ARN polymérase ARN
dépendant (RdRP) (Shabalina et Koonin 2008). Les protéines Argonautes utilisent les ARNi
comme guides pour reconnaitre et dégrader les ARN ciblés ou diminuer leur expression.

Les protéines Argonautes sont également présentes chez les procaryotes (pAgos) (bactéries et

archées) ou elles jouent un réle dans 'immunité innée (Figure. 21). Les pAgos sont tres
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diversifiées du point de vue de leur structure et de leur activité puisqu’elles sont capables
d’utiliser des séquences guides soit de type ADN, soit de type ARN. De méme elles sont
capables de cibler soit des ADNs, soit des ARNs. Du point de vue de leur structure elles sont
divisées en trois groupes selon I’architecture des différents domaines : les Argonautes longues
de type A (Long-A pAgo), les Argonautes longues de type B (Long-B pAgo) et Argonautes
courtes (short pAgos)(Ryazansky, Kulbachinskiy, et Aravin 2018). Les pAgos Long-A et
Long-B sont similaires aux eAgos avec une structure bilobée composée du domaine "middle"
(MID) et du domaine N-terminal dun co6té, du domaine "P-element-induced
wimpy testis" (PIWI) et du domaine PIWI-Ago-Zwille (PAZ) de I’autre. Dans les pAgos Long-
A et les Argonautes eucaryotes, le domaine PIWI est responsable de I’activité endonucléase de
la protéine et contient les acides aminés DEDX impliqués dans la catalyse. Les domaine MID
et PAZ sont responsables de la fixation des extrémités 5’ et 3°, respectivement, des séquences
guides. Les pAgos Long-B présentent la méme structure mais le domaine PIWI est dénué
d’activité nucléase. Les pAgos courtes contiennent les domaines MID et PIWI, mais les
domaines PAZ et N-terminal sont absents. Certaines pAgos courtes ont perdu aussi le domaine
MID et d’autres contiennent un domaine APAZ (analogue de PAZ mais sans similarité de
séquence) (Ryazansky, Kulbachinskiy, et Aravin 2018). Le domaine MID permet la liaison a
I’extrémité 5 prime des séquences guides. Dans les Argonautes Long-B les acides aminés
responsables de cette liaison sont trés conservés formant un motif consensus YKQxxK. C’est
le cas par exemple pour RsAgo de Rhodobacter sphaeroides (Y463, K467, Q478 et K506)
(Figure .22).

Figure 22 : Structure de RsAgo de
Rhodobacter sphaeroides et TtAgo
de Thermus thermophilus. Les
acides aminés conservés sont
indiqués, RsAgo contient un guide 5
prime ARN et 7tAgo un guide 5
prime ADN. Issue de (Ryazansky et
al. 2018).

Un exemple d’Argonaute de type Long-A impliqué dans la défense contre les plasmides est

I’argonaute de Thermus thermophilus (TtAgo). TtAgo est chargée par des guides ADN
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phosphorylés a I’extrémité 5 prime d’environ 13-25 pb majoritairement d’origine plasmidique.
TtAgo et ces guides ADN forment un complexe qui se lie sur les plasmides par complémentarité
grace au guide ADN suivi de sa dégradation par I’activité nucléase de TtAgo. Cette argonaute
empéche ainsi I’acquisition et la dissémination des plasmides (Swarts, Jore, et al. 2014).
L’argonaute CbAgo de C. difficile élimine également des plasmides de différents groupes
d’incompatibilit¢ empéchant leur diffusion. Chez ChAgo, les ADN guides sont générés
majoritairement a partir de séquences multicopies suggérant que cette argonaute se base sur la
nature multicopie des EGMs dont les plasmides pour les cibler et les éliminer (Kuzmenko et al.
2020).

Les génes codant pour les pAgos long-B et les pAgos courtes qui, a la différence des pAgos
long-A ne possedent pas d’activité nucléase, sont fréquemment trouvés au niveau du génome a
proximité de geénes codant pour des nucléases, des protéines a domaine SIR2 impliquées dans
le métabolisme du NAD, protéines a domaines membranaires (Ryazansky, Kulbachinskiy, et
Aravin 2018; Song et al. 2023; Swarts, Makarova, et al. 2014; Xiaoshen Wang et al. 2023). 1l
a été récemment montré dans différents systemes que ces protéines sont utilisées comme
protéines effectrices dans des complexes avec les pAgos, ’activité de ces complexes conférant
une immunité contre des phages ou des plasmides (Lu et al. 2024; Song et al. 2023; Swarts,
Makarova, et al. 2014). Dans ces différents systémes, 1’interaction entre la protéine Argonaute
et ’acide nucléique ciblé fait intervenir un appariement avec la séquence guide et conduit a

I’activation de la protéine effectrice.

5.4.Autres systémes anti-plasmides de ’hote

-Le systeme Wadjet est un systeme antiplasmide qui empéche la transformation des plasmides
dans I’hdte grace a la reconnaissance de la topologie de I’ADN plasmidique. 11 est constitué de
quatre sous-unités différentes JetABCD : JetC est une protéine de type SMC (structural
maintenance of chromosome), JetA est une kléisine, un partenaire des protéines SMC, JetB est
une protéine KITE (kleisin interacting tandem winged-helix elements of SMC complexes) et
JetD contient un domaine nucléase. Le complexe JetABC est similaire au complexe condensine
MukEBF bactérien impliqué dans la ségrégation de I’ADN lors de la division cellulaire, se lie
au plasmide. Seul I’ADN circulaire est ciblé par ce systéme (Deep et al. 2022). Selon Pradhan
et al., un dimére du complexe JetA1B2C utilise une activité d’extrusion de boucle dépendante
de I’ATP pour reconnaitre les molécules circulaires de plasmide qui sont ensuite clivées par

un dimeére de JetD (Pradhan et al. 2024). Des systémes similaires sont retrouvés a la fois chez
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les bactéries Gram positives telles que Bacillus cereus et Corynebacterium glutamicum et les

bactéries Gram négatives telles que P. aeruginosa (Deep et al. 2022; Weil} et al. 2023).

-Le systéme antiphage BREX (Bacteriophage exclusion) de type I d’E. coli est aussi impliqué
dans I’¢élimination de plasmides de groupe IncF majoritairement porteurs de blaxpc et blanpm
chez E. coli. 1l est constitué de six sous-unités différentes BREX-ABCXZL : BREX-A et B
sont des protéines de fonction inconnues, BREX-C contient le domaine ATPase, BREX-X le
domaine méthylase, BREX-Z le domaine phosphatase alcaline et BREX-L le domaine protéase.
Le mécanisme d’action du systtme BREX dépend de la méthylation du génome bactérien sur
des sites spécifiques pour le distinguer de I’ADN étranger comme pour les systémes RM de
type [ a III. Cependant, BREX est dépourvu de nucléase donc n’induit pas la dégradation directe
de I’ADN. L’infection d’une bactérie possédant un syst¢tme BREX par des phages dépourvus
des méthylations caractéristiques de BREX est inhibée (Gordeeva et al. 2019). Chez les
plasmides, I’absence de méthylation du site spécifique de reconnaissance de BREX 5'-
CANCATC-3 conduit a une réduction de I’efficacité de conjugaison et une abolition compléte
de la transformation. Seules 5,4% (23/424) des souches cliniques d’E. coli dans I’é¢tude Jiang

et al. contiennent BREX (Jiang et al. 2024).

-Les systémes DdmABC et DAmDE (Ddm pour DNA-defense modules) de Vibrio. Récemment
ont été¢ découverts par (Jaskolska, Adams, et Blokesch 2022; O’Hara, Alam, et Ng 2022) deux
systemes de défense antiplasmide et antiphage, DdmABC et DdmDE, dans la souche Vibrio
cholerae El Tor responsable de la septiéme pandémie du choléra (Figure. 23). Le systéme
DdmDE cible uniquement les petits plasmides (moins de 10 kb) et provoquent leur élimination
apres 10 générations de croissance. DAmE est une protéine similaire a une argonaute mais est
dépourvue des domaines caractéristiques des argonautes comme le domaine PIWI. DdmD
contient un domaine hélicase en N-terminal qui contient des acides aminés conservés impliqués
dans la liaison des nucléotides et I’hydrolyse de I’ATP et un domaine nucléase en C-terminal.
La substitution des acides aminés conservés dans le site de liaison aux nucléotides (K55A) ou
I’hydrolyse de ’ATP (E273A) du domaine hélicase abolit complétement 1’activité de DdmDE.
Par contre la substitution d’acide aminé conservé du domaine nucléase (K1102A) abolit
partiellement I’activité du systéme. Selon le modele proposé, DdmE est une protéine senseur
de type argonaute inactif qui se lie au plasmide et recrute DmdD doté d’une activité nucléase
qui dégrade les plasmides. DdAmABC ne provoque pas 1’élimination compléte des plasmides

mais la présence d’un plasmide induit un défaut de croissance suggérant un mécanisme
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d’infection abortive. DdmA posséde un domaine nucléase, DdmB contient un site de liaison a
I’ATP et DmdC est une protéine SMC similaire a JetC dans le systtme Wadjet. DdmABC
provoque une dégradation partielle des grands plasmides comme le plasmide de résistance
pVCR94 retrouvés dans les souches de V. cholerae et interfére avec 1’acquisition de ces
plasmides lors de la conjugaison. En présence d’une concentration ¢levée du phage P1,
DdmABC provoque un arrét de croissance suivi d’une lyse de I’hote suggérant que ce systéme

fonctionne comme un systéme Abi (Abortive infection).
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Figure 23 : Mode d’action des systémes de défense DdmABC et DdmDE. Issue de
(Jaskolska, Adams, et Blokesch 2022).
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1. Découverte et origine du plasmide pOXA-48

1.1.Découverte des pOXA-48

Le geéne blaoxa-as a été initialement découvert dans une souche K. pneumoniae isolée en
Turquie en 2001. Dans cette souche, ce gene était localisé a proximité d’une IS7999 au sein
d’un plasmide conjugatif d’environ 70 kb nommé pA-1 (Poirel et al. 2004). Rapidement, des
plasmides possédant des caractéristiques similaires c’est a dire approximativement la méme
taille, une capacité a conjuguer élevée et portant uniquement le géne blaoxa-4s comme ARG,
ont été détectés dans d’autres souches d’Enterobacteriaceae isolées dans d’autres pays comme
la France et la Tunisie suggérant une dissémination de ce plasmide (Carrér et al. 2010; Cuzon
et al. 2011). Le séquencage complet du plasmide révele un plasmide du groupe
d’incompatibilité IncL/M d’approximativement 62 kb nommé pOXA-48a contenant le géne
blaoxa-as inséré dans un transposon composite Tn/999. Ce plasmide partage 97% d’identité de
séquence avec le plasmide IncL/M pCTX-M-3 qui a été utilisé comme référence pour son
annotation (Poirel, Bonnin, et Nordmann 2012).

Les plasmides des groupes d’incompatibilité¢ L et M forment un groupe de plasmides proches,
mais compatibles qui peuvent coexister dans le méme hote. Ils ne peuvent pas étre différenciés
par la méthode de typage basée sur la PCR des geénes du réplicon (Carattoli et al. 2005).
Cependant, une analyse des séquences de différents plasmides IncL/M, pOXA-48 inclus, par
Carattoli et al., a permis de séparer le groupe IncL/M en groupes IncL et groupe IncM (Figure.
24). Les deux groupes partagent un core génome de 38 kb comprenant le module de transfert,
le module de réplication, le systeme de partition parAB et un certain nombre de geénes codant
pour des protéines hypothétiques. Ils différent au niveau de la séquence des trois protéines
ExcA, TraY et TraX (35%, 59% et 75% d’identité de séquence protéique respectivement) et de
la séquence de I’ARN antisens, ARNinc impliqué dans la régulation de la réplication des
plasmides IncL/M. Sur la base de I’ARN antisense ARNinc le groupe M peut étre redivisé en
sous-groupes M1 et M2 non compatibles en raison de la quasi-identité (99% d’identité) des
protéines ExcA et TraY. Les protéines ExcA de la bactérie receveuse et TraY de la donneuse

sont impliquées dans un systéme d’exclusion d’entrée. Lors de la conjugaison, ExcA de la
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receveuse reconnait TraY de la donneuse et si cette derniére est similaire a TraY de la receveuse
la conjugaison est inhibée (Carattoli et al. 2015).

Les plasmides IncL sont principalement retrouvés chez les Enterobacteriaceae telles que K.
pneumoniae, Enterobacter cloacae et E. coli. lls jouent un role essentiel dans la dissémination
des genes de résistance chez ces bactéries Gram négatives. Le groupe IncL comprend les
plasmides pOXA-48 portant blaoxa-4s et d’autres plasmides porteurs d’ARGs comme blactx-m
codant pour une B-lactamase, rm¢E4 codant pour une méthyltransférase de I’ARN 16S conférant
une pan-résistance aux aminoglycosides ou blavim-1 codant pour une carbapénémase localisée
dans un intégron contenant d’autres ARGs conférant une multirésistance (Cabanel et al. 2021;
Canada-Garcia et al. 2023; Carattoli et al. 2015; Delgado-Blas et al. 2023). Le plasmide pOXA-
48 a ’origine de la dissémination de blaoxa-as est fréquemment retrouvé en Europe. En France
il est le plus prévalent des plasmides porteurs d’ARGs codant pour les carbapénémases. 11 est
retrouvé dans des entérobactéries isolées chez ’homme, les animaux et dans 1’environnement
(Haenni et al. 2022; Hendrickx et al. 2021; Patifio-Navarrete et al. 2022; Skalova et al. 2017).
Les plasmides pOXA-48 sont prévalents dans certaines souches épidémiques notamment de K.
pneumoniae et E. coli décrites dans différentes régions du monde indiquant leur dissémination

rapide (Carrér et al. 2008, 2010; Cuzon et al. 2011; L. Wang et al. 2021).
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Figure 24 : Structure des plasmides IncL et IncM. pKPN-EI-Nr.7 est un variant de pOXA-

48 et pEL60 un plasmide sans ARG, I’ancétre probable des plasmides IncL et IncM. Le core

génome des plasmides est souligné en bleu. Les geénes traX, traY et excA qui différencient le

groupe IncL du groupe IncM sont colorés en bleu (IncL) et en violet (IncM). Issue de (Carattoli

etal. 2015).

1.2.0rigine des pOXA-48

Au sein de pOXA-48, blaoxa-4s ainsi qu’un gene /ysR codant pour un régulateur transcriptionnel

et une portion du géne acc codant pour une acétyl coenzyme A carboxylase se trouvent encadrés

par deux séquences IS7999 formant un transposon composite Tn/999.

OXA-48 partage 92% d’identité en acides aminés avec OXA-54, une carbapénémase codée par

le core génome de Shewanella oneidensis. De méme le géne lysR de Tn/999 partage 88%

d’identité¢ de séquence nucléotidique avec le géne lysR situé a proximité de blaoxa-s4+ chez

Shewanella oneidensis (Poirel, Héritier, et Nordmann 2004). Cependant, les IS7999 entourant

blaoxa-as dans le plasmide pOXA-48 ne sont pas retrouvées a proximité de blaoxa-s4. De fagon

similaire, le géne chromosomique blaoxa-199 de Shewanella xiamenensis isolé en Chine code
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pour une carbapénémase similaire a OXA-48 et partage 99,4% d’identit¢ de séquence
nucléotidique avec blaoxa-as. On trouve aussi en aval de blaoxa-199 deux genes contigus /ysR-
acc partagent 99% et 100% d’identité de séquence nucléotidique respectivement avec les
séquences de Tn/999. Les [S71999 en amont et en aval de blaoxa-4g du plasmide pOXA-48 ne
sont pas retrouvées a proximité de ce géne comme chez blaoxa-ss. La conservation de la
synténie des trois génes et leur similarité de séquence suggerent fortement que blaoxa-4g a été
capturé a la suite de I’insertion des IS/999 dans le chromosome des Shewanella spp, formant
le transposon composite Tn/999 qui a été ensuite capturé par un plasmide IncL conjugatif
(Figure. 25) (Zong 2012).

Le plasmide IncL./M pEL60 d’ Erwinia amylovora d’environ 60 kb et dépourvu d’ ARG possede
une structure similaire a celle des plasmides pOXA-48 avec deux grandes différences : 1)
I’absence de I’insertion de Tn/999 dans le gene tir de pOXA-48 et ii) la différence des
séquences traX, traY et excA. Cette similarité¢ de séquence et la conservation de la synténie des
genes suggere que pEL60 pourrait étre le plasmide ancestral des plasmides IncL et IncM ou un

plasmide proche de cet ancétre (Figure. 24) (Bonnin et al. 2013).

Peptidase C15 orf bla ox -8 variant lysR acc

Shewanella spp ST —— ) ——d-m)>

pOXA-48 SV 1S7999 1S1999 ¥ o

Atir bla oxa-as lysR Aacc ' Atir
Tn1999

Figure 25 : Capture du gene blaoxa-4s a partir du chromosome de Shewanella spp. En vert
les génes chromosomiques de Shewanella spp., en cyan le géne tir du plasmide pOXA-48 dans
lequel s’est inséré Tn/999, en jaune les duplications du site d’insertion. Figure créée avec

Biorender.

2. Caractéristiques majeures de pOXA-48

2.1.Nombre de copies et role du systémes ParAB-nuc et PemIK

Les plasmides pOXA-48 sont des plasmides conjugatifs a faible nombre de copies, variant entre

une et quatre copies par cellules (Alonso-del Valle et al. 2023; DelaFuente et al. 2022).
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Certaines mutations dans le gene repA de pOXA-48 peuvent entrainer une augmentation de ce
nombre de copies. L’insertion d’un nucléotide en amont de repA4, le géne codant pour la protéine
RepA responsable de I’initiation de la réplication du plasmide conduit & une augmentation du
nombre de copies passant de quatre a plus de huit copies par cellule bactérienne (DelaFuente et
al. 2022). Les plasmides pOXA-48 contiennent un systeme de partition ParAB impliqué dans
la ségrégation des plasmides lors la division cellulaire. L’inactivation de ParAB du plasmide
IncM2 pCTX-M-3 identique a celui de pOXA-48 entraine une perte tres rapide des plasmides
pCTX-M-3. La mutation dans la séquence nuc codant pour une nucléase putative et localisée
en aval des génes parAB déstabilise aussi le plasmide, indiquant un role potentiel de nuc dans
la partition du plasmide (Mierzejewska, Kulinska, et Jagura-Burdzy 2007).

Les plasmides pOXA-48 contiennent également un systéme toxine-antitoxine PemIK similaire
a 97% avec celui du plasmide R100 qui est impliqué dans la persistance de ce plasmide
(Tsuchimoto, Ohtsubo, et Ohtsubo 1988). PemIK de pOXA-48 et du plasmide IncM2 pCTX-
M-3 sont identiques, cependant la délétion de la région codant pour PemIK dans pCTX-M-3
n’affecte pas la stabilit¢ du plasmide (Mierzejewska, Kulinska, et Jagura-Burdzy 2007).
Cependant, il a ét¢ montré que la toxine PemK de pOXA-48 induit la dormance de K.
pneumoniae empéchant I’infection de la bactérie en présence de phages lytiques. En inhibant
I’infection par des phages lytiques, PemIK joue un rdle dans la survie de 1’hdte et permet ainsi
le maintien de pOXA-48 dans I’hdte et sa transmission dans la population bactérienne apres le

retrait des phages (Bleriot et al. 2022)

2.2.Les transposons composites Tn7999 et Tn6237

La position de I’insertion du transposon composite Tn/999 contenant blaoxa-4s dans le
plasmide pOXA-48 est une caractéristique majeure du plasmide. Tn/999 est inséré a la méme
position dans le géne fir du plasmide IncL. dans tous les plasmides pOXA-48 (Carrér et al.
2010), suggérant un événement unique d’intégration et une diss€émination et une diversification
subséquente du plasmide. 7n/999 peut s’inverser dans le plasmide pOXA-48 probablement par
un mécanisme de recombinaison homologue entre les deux IS7/999 inversées répétées
changeant 1’orientation du geéne blaoxa-4s dans le plasmide. Huit variants de Tn/999 ont été
décrits a ce jour (Figure. 26) suite a divers événements génomiques : insertions d’ISs (IS/R,
ISKpn19), de transposons (Tn2015, Tn7442), inversions et délétions (Figure. 26) (Beyrouthy
et al. 2014a; Carrér et al. 2008; Giani et al. 2012; Kumwenda et al. 2021; A Potron et al. 2013;
Sattler et al. 2022). Le variant Tn/999.2 (Figure. 26) est le plus fréquent avec une prévalence
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de 78,5% (84/107) dans 1’étude épidémiologique réalisée par Potron et al. (A Potron et al.
2013).
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Figure 26 : Variants des différents Tn7999 retrouvés dans les plasmides pOXA-48. En vert
le géne tir, en noir les IS71999, en rouge le géne blaoxa-4s, en bleu, le géne lysR, en orange le

gene acc tronqué. Les différents événements génomiques sont indiqués en gris, Issue de (Sattler

et al. 2022)
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Certains plasmides pOXA-48 contiennent une IS/R supplémentaire située a environ 18 kb de
Tn1999-2 en aval du géne korC. Lorsque le Tn/999.2 est inversé par rapport a I’IS/ inséré dans
I’IS7999 en amont de blaoxa-4s, un transposon composite Tn6237 d’environ 21,9 kb encadré
par les deux IS/ est constitué (Figure. 27)(Beyrouthy et al. 2014a). On trouve dans d’autres
pOXA-48 les deux IS/ présentes sans 1’inversion de Tn/999.2. Ce transposon Tn6237 a été
observé dans le chromosome bactérien suggérant une transposition du geéne blaoxa-4s dans le
chromosome a partir de plasmides pOXA-48 (Figure. 27) (Beyrouthy et al. 2014a; Patifio-
Navarrete et al. 2022; Skalova et al. 2017; Turton et al. 2016). Ces insertions chromosomiques
sont observées surtout chez E. coli ST38 mais aussi de fagon rare chez E. coli ST227, ST131,
ST127, ST88 et K. pneumoniae (Beyrouthy et al. 2014a; Hendrickx et al. 2021; Mataseje et al.
2018).
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Figure 27 : Environnements génétiques de Tn7999 et ses variants dans différents variants
de pOXA-48 et ’insertion de Tn6237 dans le chromosome. En vert le géne chromosomique
au site d’insertion, en bleu les génes plasmidiques et en jaune les duplications du site

d’insertion. Adapté de (J. D. D. Pitout et al. 2019).
2.3.Inactivation du gene zir et son role dans la conjugaison des pOXA-48

Dans les plasmides pOXA-48, le géne tir est interrompu par Tn/999 (Poirel, Bonnin, et
Nordmann 2012). Initialement le géne zir a été décrit dans le plasmide R100 comme ayant une
fonction homologue au géne F'3 du plasmide IncP-1 RP4. Ce géne est a I’origine de 1’inhibition
de la conjugaison de ce dernier plasmide par interférence avec le module de transfert (Tanimoto
et al. 1985). La séquence de fir dans pCTX-M-3, la référence utilisée pour I’annotation de

pOXA-48a, et dans R100 est identique a 100% avec celle dans les plasmides pOXA-48
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(Mierzejewska, Kulinska, et Jagura-Burdzy 2007). Le promoteur du géne tir de pOXA-48a est
un promoteur fort a la suite d’une mutation dans la boite -35 (TCGGCA) par rapport a celui du
plasmide IncL/M pNDM-OM (-35: TCGGTA) portant un gene tir intact. La mesure de
I’expression de tir par RT-qPCR révele qu’il est 11 fois plus exprimé chez pOXA-48a comparé
a pNDM-OM. Cependant la protéine Tir produite est tronquée dans le cas de pOXA-48. La
complémentation de pOXA-48a avec un geéne fir sauvage entraine une diminution de la
fréquence de conjugaison entre 50 et 100 fois, montrant que 1’inactivation de la protéine codée
par tir 1¢ve I’inhibition de la conjugaison de pOXA-48a (Poirel, Bonnin, et Nordmann 2012).
En effet, les fréquences de conjugaison des plasmides pOXA-48 sont élevées de fagon générale,
variant entre 107! et 10 transconjugants par donneuses ou receveuses selon les conditions
expérimentales (Hamprecht et al. 2019; Ledn-Sampedro et al. 2021; Poirel, Bonnin, et
Nordmann 2012; Sattler et al. 2022). Cette caractéristique des pOXA-48 a probablement

contribu¢ a leur dissémination rapide dans le monde.
2.4.Diversification des pOXA-48

Depuis leur apparition en clinique, on observe une diversification des plasmides pOXA-48,
incluant I’introduction de SNPs et des modifications de la structure et de la taille. Cette
diversification a été observée dans un contexte hospitalier entre plasmides isolés d’un méme
patient, impliquant des mutations ponctuelles, des délétions ou des insertions provoquant des
effets phénotypiques divers sur le fitness, la résistance aux carbapénémes et le nombre de copies
de plasmides. (DelaFuente et al. 2022). A cela s’ajoutent la diversification liée a ’insertion de
Tn7999 et les réarrangements des différents variants de Tn/999 affectant ainsi la structure
méme du plasmide-(Section 2.2.). Différents plasmides IncL pOXA-48 portant I’ARG blaoxa-
4g dans le Tn7999.2 et issus de souches d’Enterobacteriaceae isolées dans des hopitaux en Chine
ont été décrits récemment (L. Wang et al. 2021). Certains de ces plasmides contiennent parfois
jusqu’a cinqg ARGs en plus de blaoxa-4s dont blactx-m-14 codant pour une BLSE, blarem.1,
différents variants d’aph codant pour aminoglycoside phosphotransférase conférant la
résistance aux aminoglycosides et erm(B) a I’origine de la résistance a 1’érythromycine insérés
a différentes positions dans le plasmide en dehors de 717999.2. Cela montre une diversification
de pOXA-48 qui, a ’origine ne porte que blaoxa-as, s’est ensuite transformé en un plasmide
conférant une multirésistance. Les insertions et les délétions dans les plasmides pOXA-48 sont
a I’origine de la diversité de taille retrouvée chez ces plasmides, allant de 57 kb a plus de 109

kb (J. D. D. Pitout et al. 2019; Sattler et al. 2022; L. Wang et al. 2021). Cette diversification
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des plasmides pOXA-48 pourrait entrainer des variations dans le cotit de fitness imposé par ces

plasmides a I’hote et dans leur persistance dans les populations.

2.5.Coiit de fitness de pOXA-48 et stabilité

L’analyse du colt de fitness li¢ a I’acquisition des plasmides pOXA-48 dans la souche de
laboratoire J53 donne des résultats contradictoires dans la littérature. Dans certains cas, on
n’observe pas de colt de fitness provoqué par les pOXA-48 (Hamprecht et al. 2019), dans
d’autres cas on observe une baisse de fitness dépassant les 30% (DelaFuente et al. 2022).
Cependant, une étude portant sur 25 souches E. coli et 25 souches Klebiella spp., dont 20
K. pneumoniae a montré que I’acquisition du méme plasmide pOXA-48 par ces 50 souches
cliniques donnait des phénotypes divers. En effet, on a observé une variabilité de fitness allant
d’une baisse de 30% a un gain d’environ 20% de fitness des transconjugants par rapport aux
souches non porteuses a la fois chez les E. coli et les Klebsiella spp. (Figure. 28) (Alonso-del
Valle et al. 2021). Ceci montre que le colt de fitness li¢ a I’acquisition de pOXA-48 est
dépendant du fond génétique de 1’hote.

Par ailleurs, dans I’étude de De la Fuente et al., le variant pOXA-48 muté dans en amont de
repA et caractérisé par un nombre de copies plus élevé, induit un coit de fitness plus important
en absence d’antibiotique dans son hdte, et une résistance accrue a I’ertapénéme. Dans cette
méme étude, un variant pOXA-48 identifi¢ chez un autre patient et présentant une délétion
partielle de hlaoxa-4s qui abolit la résistance a I’ertapénéme, induit un cotit de fitness plus faible
que le variant avec le géne blaoxa-4s complet (DelaFuente et al. 2022). Cela suggére que le coit
de fitness dépend du variant plasmidique utilisé et au moins partiellement de I’expression de
blaoxa-ss.

Globalement, les plasmides pOXA-48 ont été décrits comme des plasmides stables en absence
de pression de sélection par des études différentes avec une certaine variabilité, allant de 80%
de souches porteuses apres sept jours de passage a 100% de souches porteuses apres deux jours
de passage (Alonso-del Valle et al. 2021; Hamprecht et al. 2019; Sattler et al. 2022). Cependant,
I’insertion du Tn7442 portant le systeme de restriction de type III dans le Tn/999.7 d’un variant
de pOXA-48 entraine une augmentation de la stabilité apreés quatorze jours de passage sans
antibiotique comparé au plasmide pOXA-48 portant Tn/999.2 dépourvu de ce systéme de
restriction (Sattler et al. 2022).
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Figure 28 : Variations de fitness liée a I’acquisition du méme plasmide pOXA-48 dans

différents fonds génétiques E. coli et Klebsiella spp.. (Alonso-del Valle et al. 2021)

Les plasmides pOXA-48 portant blaoxa4s retrouvés chez les Enterobacteriaceae sont
principalement associé¢s a K. pneumoniae et sporadiquement a certains ST d’E. coli en
circulation tels que ST10 (Ledn-Sampedro et al. 2021). E. coli ST38 porteur de blaoxa-4s ou
son variant blaoxa-244 est le plus prédominant des STs d’E. coli porteur de blaoxa-4g ou son
variant dans les données épidémiologiques (Hendrickx et al. 2021; Patifio-Navarrete et al. 2022;
A Potron et al. 2013). Dans la majorité des cas, le géne blaoxa-as est intégré dans le chromosome
et les souches dans lesquelles on trouve ces intégrations sont phylogénétiquement proches

(Hendrickx et al. 2021; Patifio-Navarrete et al. 2022; Turton et al. 2016) .

3. Emergence des clones E. coli ST38 producteurs de carbapénémase OXA-

48

3.1.Description des souches E. coli ST38

Les souches E. coli ST38 sont des pathogenes extra-intestinaux appartenant au phylogroupe D

avec un large spectre d’hotes et de réservoirs. Elles sont retrouvées chez I’homme, les animaux
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sauvages (oiseaux) et domestiques (chiens, volaille), dans 1’environnement (Air, sol et eau),
dans les produits laitiers et la viande de bétail. Les transmissions entre hotes et environnements
sont fréquentes comme 1’atteste le nombre peu élevé de SNPs (< 35 SNPs) entre des isolats de
différents hotes et environnements (Guenther et al. 2017; Roy Chowdhury et al. 2023). Les
souches ST38 ont été isolées sur tous les continents et majoritairement dans certaines régions
du monde comme 1’Australie, I’Amérique du Nord, la Chine, I’ Allemagne, I’ Angleterre et la
France (Figure. 29). Chez ’homme, elles sont fréquemment rencontrées dans les infections
urinaires et des bactériémies. En effet, le complexe clonal ST38 représente 4,8% des infections
urinaires et 6,2% des bactériémies aux Etats-Unis (Mendes et al. 2019). L’analyse de souches
résistantes au ceftriaxone provenant majoritairement d’échantillons urinaires @ New York a
révélé que E. coli ST38 était le deuxieme ST le plus prédominant (15,7%) apreés ST131 (46%)
(Mostafa et al. 2020). En Corée, E. coli ST38 est class¢ quatrieme dans les souches
responsables d’infections urinaires (9%) aprés ST131, ST393 et ST1193 (28,7%, 14,7% et
13,1% respectivement) (B. Kim et al. 2020). En Arabie Saoudite, E. coli ST38 est le troisiéme
responsable des infections urinaires (7,4%) apres ST131 (17,3%) et ST73 (11,4%) (Alghoribi
et al. 2015). En France ST38 est le deuxieme ST responsable des infections urinaires fébriles
chez les enfants avec une prévalence de 10,6% aprés ST131 (42,7%) (Birgy et al. 2019).
L’analyse phylogénétique par Fonseca et al. de 376 souches ST38 provenant de 72 pays de tous
les continents a montré que ces souches sont divisées en deux clades sans distinction de la
source. Un clade 1 minoritaire et un clade 2 majoritaire dans les bases de données dominé par
des souches d’origine humaine dans lequel on trouve des sous-clades contenant des souches
provenant uniquement de ’homme (Fonseca et al. 2022). Une autre analyse phylogénétique
plus récente de 925 souches provenant de 38 pays de tous les continents a montré également
que les souches ST38 sont regroupées en deux clades comme dans 1’analyse précédente, un
clade A majoritaire constitué principalement de 91% (538 sur 593) de souches d’origine
humaine tandis que le clade B minoritaire est constitué principalement de 56,6% (188 sur 332)
de souches qui ne sont pas d’origine humaine. Des 925 souches, les sérogroupes complets
(antigénes O et H) de 483 ont été générés. Trois sérogroupes prédominants sont retrouvés,
provenant majoritairement du clade A issus de différentes sources : O86 :H18, O1 :H15 et
050/02 :H30 constitués respectivement de 203, 71 et 56 souches (Roy Chowdhury et al. 2023).
Toutes les souches analysées contiennent au moins deux facteurs de virulence caractéristiques
des pathogenes extra-intestinaux. Le nombre de ces genes varie entre 2 a 35 selon la souche et
certains de ces geénes sont généralement retrouvés dans des plasmides IncF. L’ilot de

pathogénicité de Yersinia spp. codant pour un sidérophore, la yersiniabactine jouant un role
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important dans la capture du fer est retrouvé dans plus de 800 souches. Des facteurs de virulence
codant pour des transporteurs de fer comme shud, shuT et shuX ou le régulateur des genes de
virulence aggR caractéristiques des souches E. coli entéroaggrégatives ont été détectés dans
certains isolats ST38. Parmi les 99 souches portant aggR, 93 appartiennent au clade A et sont

associées a des infections humaines. 918 des 925 souches ST38 étudiées contiennent shuAd and
shuT (Roy Chowdhury et al. 2023). Les souches ST38 portent généralement plusieurs ARGs

conférant la résistance aux antibiotiques cliniquement importants tels que les aminoglycosides,
les B-lactamines et les fluoroquinolones (Fonseca et al. 2022; Turton et al. 2016). Le clade A
de I’étude Roy Chowdhury et al. est divisé en trois sous-clades Al a A3 de plus 50 souches
chacun, caractérisés par la présence des variants du geéne blactx-m, bla ctx-m-14, bla cTx-M-15
et bla ctx-m27 étant les plus fréquents. Les souches de ces sous-clades proviennent de

différentes sources notamment des infections chez ’homme (Roy Chowdhury et al. 2023).

Figure 29 : Carte de distribution épidémiologique des souches ST38. Issue de (Fonseca et
al. 2022)

3.2.Les souches ST38 productrices de CTX-M

Les souches E. coli ST131 sont numéro 1 dans les données épidémiologiques des souches
responsables d’infections extra-intestinales chez ’homme. Elles sont connues pour leur role
dans la dissémination mondiale du géne blactx-m-15 généralement porté par des plasmides IncF.
Les différents variants de blactx-.m codent pour des BLSEs conférant une résistance a différentes
B-lactamines (Alghoribi et al. 2015; S.-T. Cho et al. 2023; Coque et al. 2008; Nicolas-Chanoine,
Bertrand, et Madec 2014; J. D. D. Pitout et DeVinney 2017). Différents variants de blactx-m
localisés sur des plasmides types IncF et Incl sont de plus en plus détectés dans les souches E.
coli ST38 dans différentes études épidémiologiques a travers le monde (Cameron et al. 2021;
Roy Chowdhury et al. 2023). Pour donner quelques exemples, 1’étude épidémiologique de

souches productrices de CTX-M isolées dans I’urine en Corée a révélé une prévalence de 27,5%
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(22/80) de souches ST38 productrices de CTX-M, majoritairement de CTX-M14. Pour
comparaison, les souches ST131 ont une prévalence de 42,5% (34/80) dans cette étude. Ces
souches ST38 productrices de la BLSE CTX-M sont a I’origine d’infections urinaires dans les
hopitaux et dans la communauté en Corée (S. Kim et al. 2016). En Arabie Saoudite, le géne
blactx-m-15 est fréquemment retrouvé dans les souches E. coli ST38 issues d’infections urinaires
(5/6 des ST38) comparé¢ aux autres BLSEs (Alghoribi et al. 2015). Ces exemples montrent que
les geénes blactx-m sont fréquemment détectés dans les souches ST38 avec des différences de
variant prédominant selon la région et les études. En plus des formes plasmidiques de blacrtx-
M, on retrouve parfois des geénes blactx-m a proximité de I’'ISEcp insérés a différentes positions
dans le chromosome des souches ST38, suggérant une transposition de ces génes des plasmides
vers le chromosome (Falgenhauer et al. 2020; Guenther et al. 2017; Hendrickx et al. 2021;
Shawa et al. 2021). La prévalence élevée de CTX-M dans les souches ST38 suggere qu’elles
pourraient contribuer comme ST131 a la dissémination des geénes blactx-m quand ils sont dans
un plasmide ou contribuer a 1’émergence de clones multirésistants ST38 de trés haut risque

quand blactx-m est inséré dans le chromosome avec d’autres ARGs.

3.3.Emergence des clones E. coli ST38 producteurs de carbapénémase

0OXA-48

En plus des genes producteurs de BLSEs comme blactx-m, différents ARGs codant pour des
carbapénémases sont retrouvés chez les ST38, notamment blaoxa-4s et son variant blaoxa-244,
blaxrc, blaxobwm, blavim et blawp. Le gene blaoxa-as et son variant blaoxa-244 sont les génes de
carbapénémase les plus fréquemment rencontrés (Fonseca et al. 2022). En 2013, Potron et al.
rapportaient une dissémination intercontinentale de souches productrices d’OXA-48,
notamment de souches appartenant au ST38. Parmi ces souches ST38, approximativement 86%
(6/7) avaient le géne blaoxa-4s intégré dans le chromosome (A Potron et al. 2013). En Europe,
les souches ST38 productrices d’OXA-48 sont trés répandues (J. D. D. Pitout et al. 2019). Une
¢tude réalisée au Royaume Uni en 2016 a révélé une dissémination clonale des souches ST38
produisant une OXA-48 chromosomique dans différents hopitaux (Turton et al. 2016). Aux
Pays-Bas, I’étude des souches productrices d’OXA-48 a révélé une prédominance de souches
ST38 produisant une OXA-48 dans lesquelles le géne baoxa-4s est inséré dans le chromosome
(Hendrickx et al. 2021). Skalova et al. ont aussi signalé la présence d’une souche ST38 avec
une baoxa-a4s chromosomique en République Tchéque (Skalova et al. 2017). En 2011, Poirel et

al. informait I’émergence de souches ST38 productrices d’OXA-48 en France (Poirel et al.
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2011). Une étude épidémiologique portant sur 140 souches E. coli productrices de
carbapénémase en France a révélé que 71% des souches produisaient des carbapénémases de
type OXA-48. Les souches ST38 produisant OXA-48 étaient prédominantes avec 81% (17/21)
des souches portant un blaoxa-4s chromosomique (Gauthier et al. 2018). La forme
chromosomique de blaoxa-as est toujours caractérisée par la présence de Tn6237 ou de variants
plus courts (de 2,5 a 21,9 kb) dans lesquels les séquences plasmidiques en aval de blaoxa-as ont
¢été plus ou moins délétées (Hendrickx et al. 2021; J. D. D. Pitout et al. 2019; Turton et al. 2016).
Différentes souches sont caractérisées par le méme site d’intégration de blaoxa-ss dans le
chromosome suggérant une dissémination clonale aprés 1’événement d’intégration. Par
exemple, des souches dans lesquelles Tn6237 est intégré dans le géne yjiK sont retrouvées dans
différents pays comme 1’ Angleterre (Turton et al. 2016) et les Pays Bas (Hendrickx et al. 2021).
De facon générale, la carbapénémase OXA-48 a une activité hydrolytique faible vis-a-vis des
carbapénémes par rapport 3 OXA-181 (Oueslati, Nordmann, et Poirel 2015). Cependant, dans
certaines lignées ST38, OXA-48 est associée avec des porines majeures OmpC-ST38 qui
contiennent des mutations réduisant la perméabilité aux carbapénémes (Patifio-Navarrete et al.
2020), des geénes blactx-m codant pour des BLSE ainsi que d’autres ARGs (Falgenhauer et al.
2020; Hendrickx et al. 2021; Turton et al. 2016). Ainsi, la combinaison de ces différents facteurs
de résistance fait des souches ST38 des souches multirésistantes aux antibiotiques y compris
aux carbapénémes. Et I’intégration chromosomique de blaoxa-as ou son variant blaoxa-244
permet de transférer verticalement ce géne dans la descendance conservant ainsi le caractere
multirésistant et probablement un cotit de fitness plus faible que celui imposé par le plasmide
pOXA-48.

Le variant d’OXA-48, OXA-244, différant par une seule substitution (Arg-222-Gly) est aussi
trés répandu en Europe. Au Danemark, la surveillance des souches E. coli productrices d’OXA-
244 provenant d’urine ou de feces a révélé que 54,1% (13/24) des souches étaient des ST38
(Hammerum et al. 2020). Une étude conjointe réalisée par deux réseaux de surveillance au
niveau de la région frontaliére entre Allemagne et Suisse entre 2017 et 2019 sur les E. coli
productrices de carbapénémases a montré une émergence de souches porteuses de blaoxa-244.
Ces souches représentaient jusqu’a 27,5 % des souches totales du co6té allemand et 7% du coté
suisse. Parmi ces souches, les souches du ST38 représentaient 75,6% du total. Le géne blaoxa-
244 inséré dans le chromosome est localisé dans des variants délétés du transposon composite
Tn57098 similaire a Tn6237 sauf qu’il contient le géne blaoxa-244 (Falgenhauer et al. 2020).
En Norvege, des souches ST38 OXA-244 phylogénétiquement proches ont été a 1’origine de

différentes épidémies dans différents hopitaux (Lindemann et al. 2023). En France, la
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prévalence des souches ST38 productrices d’OXA-244 est passée de 12% en 2016 a 49% en
2019. Dans ces souches, le géne blaoxa-244 est inséré dans le chromosome et localisé dans le
transposon composite Tn57098 ou ses variants tronqués avec des tailles variant entre 3 et 21,9
Kb (Cecile Emeraud et al. 2021). La carbapénémase OXA-244 a une plus faible activité
hydrolytique qu’OXA-48 vis-a-vis de I’imipénéme, ce qui rend difficile sa détection au niveau
clinique (Falgenhauer et al. 2020). Ceci suggere que le nombre de souches ST38 OXA-244
dans les études épidémiologiques pourrait étre sous-estimé. Récemment, 42 souches ST38
porteuses de blanpm-s inséré dans le chromosome et responsables d une épidémie ont été isolées
lors d’une surveillance épidémiologique en République Tcheque. Les analyses phylogénétiques
ont révélé que ces souches sont regroupées dans un seul clade avec des souches provenant
d’Australie (n = 4), de Vietnam (n = 2) et de la Norvége (n = 1) portant elles aussi le géne
blanpm-s. Une région de 27 kb entourée par deux IS26 contiennent le géne blanpm-s et les ARGs
aadA2, mphA, sull, dfrA12 et ermB conférant la résistance aux aminoglycosides, aux
macrolides, aux sulfonamides et au triméthoprime. La région de 27 kb partage une forte
similarit¢ avec les plasmide IncF (F90:A2:B33) de 161,700-bp (pNDM p30 L1, numéro
d’accession CP085061.1) isolée dans une souche humaine d’E. coli au Royaume Uni en 2021
et IncF (F90:A2:B20) de 148,746-bp (plsolateD A, numéro d’accession CP135489.1) isolée
dans une souche humaine d’E. coli au Canada en 2023, suggérant une transposition de cette
région des plasmides dans le chromosome (Chudejova et al. 2024). A ce jour, les facteurs

impliqués dans I’intégration chromosomique des ARGs chez les bactéries restent inconnus.
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L’émergence et la dissémination de la résistance aux carbapénémes chez les Enterobacteriaceae
sont liées aux transferts horizontaux des plasmides conjugatifs porteurs de génes codant pour
des carbapénémases. Les isolats E. coli ST38 producteurs de carbapénémases sont tres répandus
en France et en Europe de facon générale, notamment ceux exprimant OXA-48. Chez ces isolats
le géne blaoxa-as est le plus souvent intégré dans le chromosome contrairement a la situation la
plus fréquemment rencontrée chez les Enterobacteriaceae ou blaoxa-4s est porté par un plasmide
de la famille des pOXA-48 du groupe d’incompatibilité IncL qui a favorisé sa dissémination
par conjugaison. Plusieurs sites d’intégration chromosomique du gene blaoxa-as ont été
identifiés suggérant qu’il y a eu plusieurs événements d’intégration suivis chacun d’une
dissémination clonale. Les facteurs impliqués dans la sélection et I’émergence de ces clones
ST38 portant un blaoxa-48 chromosomique ne sont pas connus.

Bien que l’intégration d’ARGs dans le chromosome bactérien, probablement suite a un
événement de transposition a partir d’un plasmide, soit un phénomene fréquemment rapporté
dans différents lignages bactériens, a ce jour, aucune étude, a ma connaissance, portant sur les
facteurs favorisant la sélection de ces événements de transposition n’a été réalisée. Etant donné
la fréquence des évenements d’intégration dans le lignage ST38 et le succes de la dissémination
des clones ayant intégré blaoxa-as dans le chromosome, ce lignage paraissait étre un modele
particulierement pertinent pour comprendre les facteurs favorisant la mobilité¢ des genes de

résistance des plasmides vers le chromosome.

L’objectif principal de ma thése consistait ainsi a caractériser les facteurs génétiques et
environnementaux impliqués dans I’intégration chromosomique du géne blaoxa-as chez E. coli
ST38 et a déterminer les avantages sélectifs liés a 1’intégation.

Pour pouvoir aborder ce probléme j’ai d’abord cherché a reproduire cette intégration au
laboratoire au cours d’expériences d’évolution. Pour ceci j’ai choisi différentes souches ST38
non porteuses de blaoxa-as dans lesquelles j’ai introduit le plasmide pOXA-48 par conjugaison.
Ces souches ont été choisies sur la base d’une étude des isolats résistants aux carbapénémes,
notamment des isolats ST38, récoltés par le Centre National de Référence dans la période 2012-
2016 (Chapitre 1). Au cours de cette étude nous avons réalisé une phylogénie des isolats ST38
francais en les remettant dans un contexte phylogénique plus large. Ceci nous a permis de

montrer qu’au moins quatre lignages ST38 étaient en cours de dissémination, ces quatre
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lignages étant caractérisés par l’intégration chromosomique de blaoxa-4s. Des isolats non
porteurs de génes de carbapénémase ont été positionnés sur cette phylogénie et nous en avons
choisi trois réflétant la diversité phylogénétique des ST38 pour la suite des expériences.

J’ai choisi aussi trois plasmides pOXA-48 différant par leur structure, pour tester I’hypothése
que la présence de blaoxa-4s dans un élément génétique mobile comme Tn6237 était un facteur
important pour observer une intégration chromosomique. J’ai d’abord analysé le cotlit de fitness
induit par les plasmides pOXA-48 dans les différentes souches, ainsi que la stabilité¢ des
plasmides en absence d’antibiotique. J’ai ensuite réalisé¢ différentes expériences d’évolution
pour tester le role de la souche et de la structure du plasmide dans 1’obtention de bactéries
porteuses d’un geéne blaoxa-as intégré (chapitre 2). Ceci nous a permis de montrer que
I’obtention de ces bactéries était dépendante de la présence de Tn6237, d’un cott de fitness
important et de 1’¢élimination du plasmide par un nouveau systéme anti-plasmide que nous avons
caractérisé. Enfin je me suis intéressé a 1’origine du colt de fitness induit par le plasmide
notamment dans la souche ST38 1. Les résultats encore préliminaires de ce travail seront

présentés dans le chapitre 3.
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Résultats

Chapitre 1: Caractérisation des isolats Escherichia coli
producteurs de carbapénémases en France entre 2012 et

2015

Les souches E. coli productrices de carbapénémases (Ec-CP) constituent une menace pour la
santé publique et sont dorénavant isolées dans différentes régions du monde. Depuis 2012, le
centre national de référence (CNR) de la résistance aux antibiotiques en France a pour mission
de surveiller ’émergence de souches résistantes afin d’actualiser 1’épidémiologie de la
résistance aux antibiotiques en France, de discerner les phénomeénes épidémiques par rapport
aux cas sporadiques afin de prévenir la dissémination des bactéries résistantes. Ainsi sont
collectées les bactéries isolées chez les patients infectés par des Ec-CP ou des patients porteurs
d’Ec-CP (Longue hospitalisation, ré-hospitalisation, personnes agées vivant dans les EHPADs
ayant été en contact avec une personne porteuse de bactérie productrice de carbapénémase).
L’identification d’une ERC se fait par la recherche d’une carbapénémase dans la souche isolée.
Ainsi, une bactérie est suspectée comme productrice de carbapénémase lorsqu’il y a une
diminution de la sensibilité a une molécule de carbapénémes. En France, le CNR conseille
’utilisation de I’ertapénéme qui offre une meilleure sensibilit¢é pour la détection de ces
bactéries. Certains laboratoires privés et publics disposent d’outils pour détecter les bactéries
productrices de carbapénémase, notamment des méthodes colorimétriques, des MALDI-TOF,
des outils de PCR, des antibiogrammes parmi tant d’autres. Et lorsqu’une bactérie productrice
de carbapénémase est suspectée, elle peut étre envoyée au CNR qui est chargée d’évaluer le cas
épidémique ou sporadique de la souche aujourd’hui par le séquengage de son génome. Ceci
permet de conserver une vision globale et actualisée de 1I’épidémiologie en France. Un
algorithme décrivant les différentes étapes pour I’identification de ces bactéries est mis en place
dans les laboratoires du CNR pour une recherche routiniére (Figure. 30). Dans le but de
caractériser les populations Ec-CP circulant en France, en collaborant avec le CNR, nous avons
séquencé 691 souches collectées par le CNR entre 2012 et 2015 et 22 souches collectées avant

2012 pour des analyses génomiques approfondies.
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Figure 30 : Algorithme de recherches des ERCs producteurs de carbapénémases. Issue du

site officiel du CNR de la résistance aux antibiotiques en France.

Les souches collectées proviennent majoritairement des €couvillons rectaux de patients
suspectés de porter une Ec-CP et représentent 66,5% (474/713) des souches (patients rapatriés
des hopitaux étrangers, patients ayant visité un pays étranger au cours des six derniers mois,
patients ayant ét¢ contact avec un patient porteur et patients anciens porteurs). Les souches
responsables d’infection représentent 24% (172/713). Pour le reste des souches, ’origine n’a
pas été rapportée. Entre 2012 et 2015, le nombre d’Ec-CP lié aux infections a augmenté mais
lentement comparativement aux souches issues de criblage d’écouvillons rectaux ou d’origines
inconnues. Les 713 souches séquencées sont réparties dans les huit phylogroupes avec trois
clades prédominants qui sont CC10 (phylogroupe A ; incluant ST10, ST167 et ST617), CC23
(phylogroupe C ; incluant ST410, ST88 et ST90) et ST38 (phylogroupe D) avec 161, 97 et 98
isolats respectivement, soit 49,9% des souches Ec-CP du CNR. Les souches sont classées en
168 ST différents. Les souches les plus abondantes appartiennent au ST38 (n=92, 12,9%), au
ST10 (n=67, 9,4%), au ST410 (n= 64, 9%) et au ST167 (n=34, 4,8%). Dans la phylogénie,

les souches isolées des infections et celles issues de criblage sont mixées.
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La recherche des ARGs montre une variabilité de leur nombre entre les isolats, avec des isolats
multirésistants portant jusqu’a 26 ARGs et des isolats dans lesquels le seul ARG caractérisé est
le géne codant pour la carbapénémase. Un ARG codant pour une BLSE de la famille blactx-m
est présent dans 40,7% des souches isolées. On retrouve des mutations dans les régions QRDRs
(Quinolone resistance-determining regions) dans 59,6% des souches. 19 souches ont plus de
cing mutations dans QRDRs et 250 autres ont 4 mutations différentes dans cette région,
indiquant une évolution a long terme de ces souches en présence de fluoroquinolones. Les
souches avec un nombre élevé de mutations dans les régions QRDRs sont généralement les
souches avec le plus grand nombre d’ARG a I’exception des souches ST38. La recherche de
génes de carbapénémases révele que blaoxa-as et blaoxa-1s1 sont prédominants et sont détectés
dans 464 souches (65%) et 101 souches (14,1%) respectivement, suivi par blanpm détecté dans
106 souches (14,9%) et blaviv détectés dans 18 souches. Seulement cing souches sont porteuses
de blaxrc et 12 souches portent deux genes différents de carbapénémases. Particulierement, le
gene blaoxa-as est fréquemment associé aux souches moins résistantes (moins de mutations dans
QRDRs et moins d’ARG) et 117 souches ne portent que cet ARG y compris des souches issues
d’infection. Nous avons observé une association entre les genes de carbapénémase et les STs.
Parmi les 22 STs contenant au moins sept souches, blaoxa-4s est prédominant dans 14 d’entre
eux. A I’exception du ST38, blaoxa-s est associé a la présence de plasmides IncL pOXA-48
indiquant la circulation de ces plasmides en France. Le géne blaoxa-1s1 est prédominant chez
ST410, ST940 et ST1284, ces trois STs représentant 74% des souches porteuses de ce géne
dont 50,5% sont constituées de ST410.

Des mutations dans le géne fis/ codant pour la PLP3 conférant une résistance aux B-lactamines
ont ét¢ détectées dans 131 souches (18,4%) appartenant essentiellement aux ST101, ST167,
ST410 et ST1284. Des variants de la porine OmpC proches de la porine codée dans les souches
ST38 et moins susceptibles aux B-lactamines ont été détectés dans certains STs comme le
ST410. Lors d’une étude précédente du laboratoire concernant le ST410 il a été montré que la
présence de ces variants résulte d’événements de recombinaison. Ce travail avait aussi abouti a
proposer un modele d’évolution des lignages E. coli résistants aux carbapénemes faisant
intervenir plusieurs étapes incluant des mutations ponctuelles, des recombinaisons,
I’acquisition de genes de résistance et la sélection par des beta-lactamines différentes (Patifio-
Navarrete et al. 2020). Parmi les exceptions a ce mod¢le, les lignages issus du ST131 et les
lignages ST38 porteurs de blaoxa-4s semblaient suivre des trajectoires évolutives différentes

(Patifio-Navarrete et al. 2020).
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Afin de comprendre les relations phylogénétiques entre les souches Ec-CP du CNR et celles
isolées au niveau international, un arbre phylogénétique des 14 STs contenant plus de 10 Ec-
CP isolées par le CNR a été réalisé en incorporant des génomes issus de bases de données
publiques. L’analyse de ces arbres paralléelement a 1’analyse des mutations dans QRDRs, fis/
codant pour la PLP3 et des variants de OmpC a confirmé que 51 (80%) des ST410, 17 (49%)
des ST167, 3 (33%) des ST405 et 8 (62%) des ST101 des Ec-CP du CNR appartenaient a des
clones multirésistantes mondialement disséminés enrichis en géne de carbapénémase. Les
clades caractérisés par les mutations fis/ et des OmpC-ST38 expriment principalement blaoxa-

181 (ST410) ou blanpm dans d’autres lignées.

Les souches ST38 étant prédominantes dont cette étude (n = 92) nous avons construit un arbre
phylogénétique incluant les 92 souches ST38 du CNR, 314 Ec-CP ST38 provenant de la base
de données Enterobase et 150 ST38 non productrices de carbapénémase provenant de la base
de données NCBI. En analysant cette phylogénie, nous avons constaté qu’environ 80% des
souches ST38 du CNR porteuses d’un géne de carbapénémase sont regroupés en quatre clades
différents. Les clades G1 (n=35), G2 (n=25) et G4 (n =4) contiennent uniquement blaoxa-48
. G3 (n=7) contient blaoxa-4g ou son variant blaoxa-244. Parmi les 25 isolats du clade G2, seuls
quatre ont été isolés hors de France, aux Pays-Bas. Cette analyse montre une dissémination
globale de G1, G3 et G4 et une dissémination régionale de G2. Dans les souches des quatre
clades, le plasmide IncL porteur de blaoxa4s est absent suggérant une intégration
chromosomique qui a été¢ confirmée par un séquencage long reads combiné a 1’analyse des
séquences illumina pour certains des isolats, et pour les différents isolats du CNR par PCR. Le
gene blaoxa-as est localisé a I’intérieur du transposon composite Tn6237 ou ses variants de
tailles différentes suggérant une transposition de Tn6237 des plasmides pOXA-48 sur le

chromosome.

En conclusion, nous avons montré qu’il y a une circulation des Ec-CP en France
majoritairement des souches porteuses de blaoxa-4s et blaoxa-1s1 avec des associations
spécifiques entre les STs et ces geénes de carbapénémase. Le ST38 qui est le plus représenté
dans cette étude est caractérisé par I’intégration chromosomique de blaoxa-as et des porines
OmpC-ST38 moins perméables aux B-lactamines. La dissémination globale des clones ST38
G1, G3 et G4 porteurs de blaoxa-as chromosomique suggere que les souches appartenant a ces

clones ont un avantage évolutif par rapport aux souches porteuses de blaoxa-4g plasmidique des
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autres ST. Ce travail a fait I’objet d’une publication dans le journal ASM mSystems (Patifio-

Navarrete et al. 2022).

Toutes les données supplémentaires de cette étude regroupées dans deux feuilles Excel (Table
S1 et S2) sont accessibles dans la version en ligne de I’article dans la section « supplemental

material ».

Dans cette étude, j’ai participé a I’analyse des séquences génomiques des souches E. coli ST38
qui sont prédominantes (n = 92). Nous avons construit I'arbre phylogénétique des souches ST38
en incluant en plus des souches du CNR, des séquences génomiques issues des bases de données
Enterobase et NCBI. Ce qui nous a permis de montrer la dissémination internationale et

régionale des clones ayant intégré le gene blaoxa-as dans le chromosome (G1 a G4).
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ABSTRACT Carbapenemase-producing Escherichia coli (CP-Ec) represents a major
public health threat with a risk of dissemination in the community as has occurred for
lineages producing extended-spectrum B-lactamases. To characterize the extent of
CP-Ec spread in France, isolates from screening and infection samples received at the
French National Reference Center (F-NRC) laboratory for carbapenemase-producing
Enterobacterales were investigated. A total of 691 CP-Ec isolates collected between
2012 and 2015 and 22 isolates collected before 2012 were fully sequenced. Analysis
of their genome sequences revealed some disseminating multidrug-resistant (MDR)
lineages frequently acquiring diverse carbapenemase genes mainly belonging to
clonal complex 23 (CC23) (sequence type 410 [ST410]) and CC10 (ST10 and ST167)
and sporadic isolates, including rare ST131 isolates (n = 17). However, the most
represented sequence type (ST) was ST38 (n = 92) with four disseminated lineages
carrying blaoya.ss.ie geNES inserted in the chromosome. Globally, the most frequent
carbapenemase gene (n = 457) was blagyas. It was also less frequently associated
with MDR isolates being the only resistance gene in 119 isolates. Thus, outside the
ST38 clades, its acquisition was frequently sporadic with no sign of dissemination,
reflecting the circulation of the IncL plasmid pOXA-48 in France and its high frequency
of conjugation. In contrast, blagys1s; and blaypy genes were often associated with the
evolution of MDR E. coli lineages characterized by mutations in fts/l and ompC.

IMPORTANCE Carbapenemase-producing Escherichia coli (CP-Ec) might be difficult to
detect, as MICs can be very low. However, their absolute number and their propor-
tion among carbapenem-resistant Enterobacterales have been increasing, as reported
by WHO and national surveillance programs. This suggests a still largely uncharacter-
ized community spread of these isolates. Here, we have characterized the diversity
and evolution of CP-Ec isolated in France before 2016. We show that carbapenemase
genes are associated with a wide variety of E. coli genomic backgrounds and a small
number of dominant phylogenetic lineages. In a significant proportion of CP-Ec, the
most frequent carbapenemase gene blagy, s, Was detected in isolates lacking any
other resistance gene, reflecting the dissemination of pOXA-48 plasmids, likely in the
absence of any antibiotic pressure. In contrast, carbapenemase gene transfer may
also occur in multidrug-resistant E. coli, ultimately giving rise to at-risk lineages
encoding carbapenemases with a high potential of dissemination.
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scherichia coli is one of the first causes of diverse bacterial infections in the commu-

nity and in the hospital. In particular, it is the most frequent cause of urinary tract
infection (UTI), and 50 to 60% of women will suffer at least one UTI during her life (1).
Therefore, multidrug resistance (MDR) in E. coli is a major public health issue making
E. coli infections more difficult to treat. In addition, as carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE) are increasingly detected (2, 3) and E. coli is a ubiquitous mem-
ber of the human gut microbiome, carbapenemase-producing E. coli (CP-Ec) is also
becoming a major actor for the global dissemination of carbapenemase genes (4).

The emergence and spread of carbapenem-resistant Gram-negative bacteria are
mainly linked to the widespread dissemination through horizontal gene transfer (HGT)
of mobile genetic elements (MGEs) encoding carbapenemases. These carbapenemases
belong to Ambler class A (mainly KPC type), class B (metallo-B-lactamases IMP, VIM,
and NDM types) or class D (OXA-48-like enzymes) of B-lactamases (5). The global epi-
demiology of extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing E. coli has been char-
acterized through multiple studies, revealing in Western countries the major contribu-
tion of the sequence type 131 (ST131) lineage in the high prevalence of blacy.y family
ESBL genes (6). Much less is known with respect to CP-Ec.

Since 2012, the French National Reference Center (F-NRC) laboratory for carbapene-
mase-producing Enterobacterales has experienced a steady increase in the number of
CP-Ec isolates received each year (2). A multilocus sequence typing (MLST) analysis of
isolates received in 2012 and 2013 revealed a broad diversity of sequence types (STs),
as the 140 analyzed isolates belonged to 50 different STs. However, a few STs were
overrepresented (7), such as the ST38 (24 isolates) and ST410 (10 isolates). In that
study, only one isolate belonged to ST131, contrasting with the situation in the United
Kingdom where ST131 isolates represented 10% of the CP-Ec isolates received
between 2014 and 2016 by Public Health England (8). On the other hand, a genome-
based survey of CPE in the Netherlands between 2014 and 2018 revealed that the 264
analyzed E. coli isolates belonged to 87 different STs, with three dominant lineages,
ST38 (n = 46), ST167 (n = 22), and ST405 (n = 16) representing 32% of the isolates (9).
F-NRC isolates also showed a predominance of isolates producing OXA-48-like carba-
penemases, followed by NDM-producing isolates and suggested clonally related iso-
lates among ST38 OXA-48-producing isolates and ST410 OXA-181-producing isolates,
respectively (7).

Whole-genome sequencing (WGS) significantly increases our ability to infer phyloge-
netic relationships between isolates. By sequencing 50 ST410 CP-£Ec isolates received by
the F-NRC between 2011 and 2015 (10), we showed that 36 (72%) belonged to a newly
described ST410 lineage producing OXA-181 (11). We showed that this clade is character-
ized by mutations in the two porin genes ompC and ompF leading to a decreased outer
membrane permeability to certain B-lactams and by a four-codon duplication (YRIN) in
the ftsl gene encoding the penicillin binding protein 3 (PBP3) leading to a decreased sus-
ceptibility to B-lactams targeting this PBP (10). After a thorough analysis of CP-Ec genome
sequences from public databases for mutations in these three genes, we proposed that
CP-Ec followed three different evolutionary trajectories. In some lineages which are
enriched in CP-Ec isolates and have disseminated globally, acquisition of carbapenem re-
sistance genes might have been facilitated by the mutations in porin genes and in fts/. In
ST38, the genetic background and in particular a specific ompC allele with reduced per-
meability to some B-lactams may have similarly facilitated the acquisition of carbapene-
mase genes. In contrast, other CP-Ec isolates, including isolates from ST131, might have
occurred sporadically following the acquisition of plasmids encoding carbapenemase and
with no clue of dissemination (10).

Here, we thoroughly characterized the diversity of CP-Ec circulating in France by
sequencing the genomes of almost all isolates received by the F-NRC from its creation
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FIG 1 Origin of the isolates received by the F-NRC during the 2012-2015 period. (A) Absolute number of
isolates per year from infection, screening, or unknown origins, differentiating between isolates that have or
have not been sequenced. (B) Proportions of isolates from infection or from screening or unknown origins
showing that isolates from infection origin represent the same proportions among total isolates that have been
received by the F-NRC and isolates that have been sequenced.

in 2012 until 2015 (see Table S1 in the supplemental material). By combining whole-ge-
nome phylogeny with the addition of E. coli genome sequences publicly available
(Table S2) and tracking mutations in candidate genes, we show that three different sit-
uations are encountered. The high transmission potency of the IncL pOXA-48 plasmids
has led to a high frequency of OXA-48-producing isolates, often characterized by sus-
ceptibility to most non-B-lactam antibiotics. On the other hand, an increasing number
of CP-Ec lineages, mainly producing OXA-181 and NDM carbapenemases, are observed
in France as in other European countries. These lineages are multidrug-resistant (MDR)
or extensively drug-resistant (XRD) lineages, they show several mutations in quinolone
resistance-determining regions (QRDRs) and are often mutated in fts/ and porin genes.
Finally, the rapid dissemination of four OXA-48/0OXA-244 ST38 lineages might have
been favored by the chromosomal integration of the carbapenemase gene.

RESULTS

CP-Ec isolates collected until 2015 by the French National Reference Center.
Isolates analyzed in this work were sent to the F-NRC laboratory on a voluntary basis
from private and public clinical laboratories from different parts of France mainly
between the years 2012 and 2015. During this period, we encountered a regular
increase in the number of isolates received each year (Fig. 1A) corresponding to an
increasing number of isolated strains and an increasing frequency of isolates sent to
the F-NRC. A total of 713 CP-Ec isolates, including 22 isolates collected from 2001 to
2011 were submitted to WGS. The 691 sequenced isolates of the 2012-2015 period
represented 87.5% of the 790 CP-Ec isolates received by the F-NRC during this period.

The majority of the sequenced isolates (66.5%, 474/713) were from rectal swab
screening of patients suspected of carrying CPE (patients repatriated from a hospital
abroad, patients who have visited a foreign country within the last 6 months, contact
patients of a former carrier, or a previously known carrier), 24% (172/713) were consid-
ered to be responsible for infection (isolated from clinical samples), and the source was
unknown for 67 isolates (Fig. 1A; see Table S1 in the supplemental material). During
the 4-year period, the number of infection-related isolates was found to increase more
slowly than the number of screening or of unknown source isolates. A nearly twofold
decrease in the proportion of clinical versus total isolates was observed between 2013
and 2014 (Fig. 1B). Of the 172 isolates associated with disease, 122 were isolated from
urine (71%), 15 from blood samples, 8 from deep site samples, 8 from wound samples,
9 from the respiratory tract, 3 from vaginal samples, 3 from pus, 3 from bile, and 1
from the skin of a newborn. All these isolates were previously identified as carbapene-
mase producers by PCR.

Diversity of CP-Ec isolates as assessed by whole-genome sequencing. The ge-
nome sequences of the 713 CP-Ec isolates were first analyzed following de novo assem-
bly. For each isolate, we determined its MLST type (Achtman scheme), phylogroup
(ClermonTyping), and antibiotic resistance gene (ARG) content. We also searched for
mutations in the QRDRs of gyrA, parC, and parE and for mutations in ftsl, ompC, and
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FIG 2 Core genome phylogeny of CP-Ec isolates received by the F-NRC. ML phylogeny of the 713 CP-Ec isolates was built with RAXML (45) from 372,238
core SNPs after sequence alignment on MG1655-K12 (NC_000913.3) selected as the best reference. The genome sequence of Escherichia fergusonii strain
ATCC 35469 (NC_011740.1) was used as an outgroup for the phylogenetic analysis. Genomes from Touchon et al. (40) were also incorporated into the
analysis. Genomic features are indicated as in the figure key (left) from the inside to the outside circles: carbapenemases of the OXA, NDM, and other
types, CTX-M ESBL, mutations in gyrA and parC QRDR region (FQ resistance), origin, main ST, phylogroups. Reference genomes from Touchon et al. (40) are
indicated as Touchon. NA, not available.

ompF we previously identified as associated with CP-Ec disseminated lineages (10)
(Table S1). F-NRC CP-Ec bacteria were assigned to 168 different STs, including six new
allelic combinations. ST38 was the most prevalent ST (n = 92, 12.9%), followed by ST10
(n = 67, 9.4%), ST410 (n = 64, 9%), and ST167 (n = 34, 4.8%). Ten additional STs were
represented by at least 10 isolates (see Fig. STA and Table S1 in the supplemental ma-
terial), and 154 STs were represented by less than 10 isolates, including 102 STs with a
single isolate.

We next performed a core genome phylogeny following read mapping using strain
E. coli MG1655 (NCBI reference sequence NC_000913.3) as the reference genome
sequence. The phylogenetic tree, estimated from 372,238 core single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) was consistent with the results of phylogroup determination by
using in silico ClermonTyping (12) except for a few isolates (Fig. 2). In agreement with
the MLST-based analysis, this tree showed a broad diversity of CP-Ec isolates belonging
to the eight phylogroups and three dominant clades corresponding to CC10 (phy-
logroup A; including ST10, ST167, and ST617), CC23 (phylogroup C; including ST410,
ST88, and ST90) and ST38 (phylogroup D) with 161, 97, and 98 isolates, respectively,
accounting for 49.9% of the F-NRC CP-Ec isolates analyzed (Fig. 2). Phylogroup B2
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FIG 3 Resistance gene content of the F-NRC CP-Ec isolates. (A) Box plot representation of the ARG content
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the maximum value. (B) Relationships between the number of ARGs and the number of mutations in QRDRs. In
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isolates represented 11% of the total isolates (n = 80), and only 17 CP-ST131 isolates
were identified. Fluctuations in the proportions of the main STs could be observed dur-
ing the 4 years of the analysis, but no clear tendency could be identified (Fig. S1A).

Infection-related and screening isolates were intermixed throughout the phylogeny
(Fig. 2). However, an enrichment in infection-related isolates was observed in phy-
logroup C (Pearson’s chi-squared test, P < 0.02, degrees of freedom [df] = 1) and phy-
logroup B2 (Pearson’s chi-squared test, P < 0.0005, df = 1) (Fig. S1B). In phylogroup B2,
5 out of 9 ST127 isolates, 5 out of 17 ST131 isolates, and 7 out of 8 ST636 isolates were
responsible for UTIs (Table S1).

Diversity of antibiotic resistance genes carried by CP-Ec isolates. The number of
acquired ARGs was found to vary from 1 to 26 among the 713 CP-Ec isolates. The me-
dian was higher in phylogroup C isolates (median, 16) and lower in isolates from phy-
logroup B2 (median, 2) compared to other phylogroups (medians for phylogroup A,
B1, and D were 9, 8, and 8, respectively) (Fig. 3A). An ESBL of the CTX-M family was
present in 40.7% (n = 290) of the isolates, with a predominance of blacry .15 gene
(n = 205) (Table S1). Mutations in gyrA, parC and/or parE potentially leading to fluoro-
quinolone (FQ) resistance occurred in 425 CP-Ec isolates (59.6%), with mutations in
gyrA, parC, and parE identified in 412, 309, and 261 isolates, respectively (Table S1). Up
to five mutations in QRDRs were identified in 19 isolates, and 250 isolates had four
mutations in QRDRs, suggesting they have been subjected to long-term evolution
under antibiotic pressure, including FQ (Table S1). Globally, a higher number of muta-
tions in QRDRs was associated with a higher number of resistance genes (Fig. 3B), fur-
thering the link between the number of QRDR mutations and a likely evolution under
antibiotic selective pressure for CP-Ec isolates.

Four isolates from 2015, two ST648 isolates collected in the same hospital at 1-
week interval, one ST216 isolate and one ST744 isolate, carried a mcr-9 gene confer-
ring resistance to colistin (Table S1). Although not associated with infection, the four
isolates were MDR, carrying 13 to 20 acquired ARGs in addition to mcr-9 and carbape-
nemase genes (blay,,., for three of the isolates, blaypy.; and blagya.ss for one isolate).
Determination of the MIC for colistin for these four isolates were at the resistance
breakpoint (MIC = 2 mg/L).

Diversity of carbapenemase genes. Carbapenemase genes identified by WGS
(Table S1) were in agreement with molecular data collected by the F-NRC laboratory. The
blaoyass and blagya 15, genes were the most frequent carbapenemase genes detected in
464 (65%) and 101 (14.1%) E. coli isolates, respectively. Twenty-nine other isolates carried
minor blaoys sg.iie genes (Table S1). blayoy family genes were detected in 14.9% (106/713)
of the CP-Ec isolates (blaypy.s in 49 isolates and blaypy.; in 41 isolates). Three additional
blaypy alleles were identified: blaypy.; (1 = 10) including a variant coding for a NDM7-like
carbapenemase with a S24G mutation, bldypy. (0 = 5), and blaypwe (n = 1). Four different
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bla,,, alleles were detected in 18 isolates: blay,., (n = 8), blayy.4 (n = 8), blayy, (n = 1),
and blay,,.. (n = 1). Only five E. coli isolates expressed blaypc., (n = 2) or blayecs (n = 3) al-
leles. In 12 isolates, two different carbapenemase genes were found; bldgys 4s/blayom. 1
was the most frequent cooccurrence (n = 5) (Table S1).

The analysis of the number of additional ARGs and of mutations in QRDR regions
showed that, compared with other carbapenemase genes, the presence of blagya.us
was frequently associated with less resistant isolates (Fig. 4A and B). In particular, it
was the only ARG in 117 isolates of the 457 (24.5%) encoding this carbapenemase,
including 23 infection-related isolates. Of those isolates, only five showed mutations in
QRDRs. Conversely, only two blaysy., gene-carrying isolates of 42 isolates and one
blaypm.s gene-carrying isolates of 49 isolates carried no other ARG.

A temporal analysis of the proportion of isolates displaying blagy, 45 did not reveal
significant variations (Pearson’s chi-squared test, P = 0.05, df = 3) during the 2012-
2015 period (Fig. 4C). In contrast, the frequency of blagy,.qs;, relative to other alleles
was found to significantly increase from 0% in 2012 to 18.9% in 2015 (Pearson’s chi-
squared test, P < 0.0002, df = 3) (Fig. 4C).

We observed some association between the carbapenemase gene and the ST. Of the
22 STs with at least seven F-NRC CP-Ec isolates, 14 predominantly displayed blagya.ss
(Fig. 5A); blagya4s Was also predominant in STs represented by six or less isolates. In three
lineages, ST410, ST940, and ST1284, blagya .5, Was the predominant allele. These three STs
grouped 74% of the blagy, s, gene carrying E. coli isolates from the F-NRC, and ST410
accounted for 50.5% of them. Finally, bldgya 504 Was the most prevalent allele in ST90, and
blaypm.s was the predominant allele in ST636.

Characteristics of the STs preferentially associated with F-NRC CP-Ec isolates.
Eight of the 14 STs with more than 10 CP-Ec isolates (ST410, ST167, ST940, ST405,
ST617, ST90, ST1284, and ST101) were characterized by a larger number of ARGs
(median = 10) and a larger number of mutations in QRDRs compared to ST38, ST10,
ST131, ST69, ST88, and ST represented by less than seven isolates (Fig. 5B and C).
ST648 isolates have an intermediate position, being highly mutated in QRDRs but less
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mutations in ompC: R195L, G138D or acquisition of an ST38-like ompC allele by recombination (10).

rich in ARGs. Analysis of CP-Ec isolates from the F-NRC for polymorphisms in fts/
revealed that 131 (18.4%) had a 4-amino-acid (aa) insertion between positions 333 and
334 of PBP3, the insertion being particularly prevalent in ST101, ST167, ST410, and
ST1284 (Table S1 and Fig. 5D). Similarly, ompC alleles we previously characterized as
modifying susceptibility to antibiotics were more prevalent in some STs: an ST38-like
ompC allele resulting from a recombination event or a G138D mutation was present in
33 and 26 isolates belonging to six different STs, whereas the R195L mutation was
observed in 50 isolates all from ST410 (Table S1 and Fig. 5E). In addition, 144 isolates
belonging to phylogroups D and F possessed the ST38-like allele inherited vertically.
On the other hand, the ompF gene was pseudogeneized in 47 isolates (Table S1).

To analyze the phylogenetic relationships between F-NRC Cp-Ec and other Cp-Ec
isolates collected worldwide, we built ST-based maximum likelihood trees for the 14
STs with more than 10 isolates and included to this analysis genome sequences pub-
licly available (Table S2). Together with the analysis of QRDR mutations and mutations
in ftsl and ompC, this showed that 51 (80%) of the ST410 (Fig. S2A), 17 (49%) of the
ST167 (Fig. S2B), 3 (33%) of the ST405 (Fig. S2C), and 8 (62%) of the ST101 (Fig. S2D) F-
NRC CP-Ec isolates belonged to internationally disseminating MDR subclades enriched
in CP we previously identified (10). Subclades characterized by mutations in fts/ and
ompC mainly expressed blagya..s; (ST410) or blayyy (other lineages). Other isolates
belonging to these STs were dispersed on their respective phylogenies and with no
sign of clonal dissemination for most of them.
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FIG 6 Core genome phylogeny of ST38 isolates. ML Phylogeny was based on genome sequences of 92 CP-Ec from the F-NRC and 464 genome sequences
retrieved from EnteroBase and from the NCBI database, including 331 carrying a carbapenemase gene. A core genome (2,900,000-nt) alignment of the de
novo assemblies on the sequence of GCA_005886035.1 used as a reference was performed by using Parsnp (47); ML phylogeny was built with RAXML (45)
from 6,170 core SNPs after removing recombined regions with Gubbins (48). The genome sequence of CNRC6047 (ST963) was used as an outgroup for the
phylogenetic analysis. F-NRC isolates are indicated by red triangles (inner circle). Other genomic features are indicated as indicated in the figure key (left)
from the inside to the outside circles: carbapenemases of the OXA, NDM, and other types; absence of any plasmid of any Inc type as identified by using
PlasmidFinder (14); ESBL of the CTX-M types; number of mutations in gyrA and parC QRDRs (FQ resistance); number of ARGs; mutations in ftsl, ompC, and
ompF; and geographical origin. The four OXA-48-like clades (G1, G2, G3, and G4) clustering most French isolates are colored in blue, red, violet, and green.
A fifth clade (G5) corresponding to a possible outbreak of VIM-4 isolates in east of Paris is colored in brown.

ST38 corresponded to the most represented ST (n = 92) among the studied CP-Ec.
The phylogenetic reconstruction together with 314 additional nonredundant CP-Ec ge-
nome sequences retrieved from EnteroBase (http://enterobase.warwick.ac.uk/) and 150
non-CP isolates from NCBI provided evidence that 80.4% (n = 67) of the French isolates
clustered into four clades (Fig. 6). Three of the clades, G1 (n = 35), G2 (n = 25), and G4
(n = 4) only contained isolates encoding blagya4s, While G3 (n = 7) included isolates
expressing blagya.sg OF its single nucleotide derivative bldgys ,44. All but one isolate in
G1 expressed blacry...s While isolates of G3 expressed bldcry.14.- The phylogenetic
analysis provided evidence of worldwide dissemination of G1, G3, and G4 clades and
multiple introduction in France. Strikingly, among the 28 isolates of the G2 clade, 24
were collected in France and four in the Netherlands, suggesting at this time a more
regional dissemination. In none of the isolates of the four clades could an IncL plasmid,
that generally carries blagya.ss (13), be identified by PlasmidFinder (14). It suggests a
chromosomal integration as previously shown among ST38 isolates collected in the
United Kingdom (15). Analysis of representative isolates of the G1 and G3 cluster (GT,
GCA_005886035.1; G3, GCA_004759025.1), whose genome sequences were completely
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sequence of GCA_001900295.1 (CP010116.1), an ST38 isolate that does not carry a carbapenemase gene and whose genome sequence was complete. Gene
annotations were derived from strain MG1655 (NC_000913.3). The regions surrounding the blagy, ., insertion sites in each clade were more precisely
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assembled, confirmed that blagys.ss and blagya.-44 in these two isolates, respectively,
were chromosomally integrated. To assess the genetic support of bldgya.4s in the two
other clades, we have determined the complete genome sequence of two isolates
belonging to G2 (CNR65D6) and G4 (G4:CNR8518) by combining long-read Pacbio and
lllumina sequencing and found that both possess a chromosomally inserted blagy 4s
gene. pOXA-48 plasmid sequences of various lengths were cointegrated with blagya 4s,
the whole sequence being surrounded by IS insertion sequences with different inser-
tion sites for the four clades (Fig. 7). BlastN analyses on the assembled lllumina sequen-
ces of other isolates of each clade showed that isolates of the same clade share the
same insertion sites (see Materials and Methods). A fifth clade, composed of seven
closely related French isolates corresponded to a possible outbreak east of Paris,
France, between December 2014 and December 2015. These isolates are predicted to
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be highly resistant, as they are carrying in addition to blay,.,, blacry.qs as well as 15
to 18 additional ARGs and five mutations in QRDRs.

ST10 E. coli isolates are commensals of a variety of mammals and bird species (16),
and studies in different contexts have shown that this ST is also associated with ARG
carriage (17, 18). The 67 F-NRC ST10 CP-£Ec isolates were distributed throughout the
ST10 phylogeny. Nonetheless, 31 isolates belonged to a clade enriched with carbape-
nemase producers (Fig. S3A, in green) that mainly expressed blagya.ss With the excep-
tion of three isolates expressing blagya.qg:, three expressing blaypu.s, and one express-
ing blayy... Two of the blagya.1g:-expressing isolates and the three blayyy.s-expressing
isolates were closely related, shared a CTX-M-27 ESBL, four mutations in QRDRs, and a
ftsl allele with a 4-aa YRIN insertion (Fig. S3A, in red).

ST131 isolates are major contributors for extraintestinal infections and the main fac-
tor responsible for the dissemination of CTX-M-15 ESBL (19, 20). ST131 evolution has
been thoroughly analyzed, and four main lineages A, B, C1, and C2 have been
described (21). We identified only 17 ST131 CP-Ec isolates received by the F-NRC
(Fig. 2), 10 belonged to lineage A, while the others were scattered in the three other
lineages (Fig. S3B). The main carbapenemase associated with these isolates was OXA-
48 (n = 10). We also did not observe any association with the carriage of blay., genes,
as only four ST131 CP-Ec isolates carried a blacry..15s gene. These results are in accord-
ance with the United Kingdom survey (8) and our previous observations from sequen-
ces retrieved from public databases (10).

ST940 (phylogroup B1) and ST1284 (phylogroup A) represented 2.4% (n = 17) and
1.9% (n = 14) of the sequenced isolates, while they were poorly represented in
sequence databases. For instance, in May 2021, only 83 and 103 genome sequences
could be retrieved from EnteroBase for these STs, respectively, but with 43% (n = 36)
and 22% (n = 22) carrying a carbapenemase gene, respectively. This suggested that
ST940 and ST1284 were associated with the dissemination of carbapenemase genes.
Phylogenetic trees were drawn by adding the nonredundant sequences from
EnteroBase to those of the F-NRC and NCBI. For ST940 (Fig. S4A), this revealed a well-
differentiated subclade of 18 isolates from Asia, Australia, and Europe carrrying blayppm.s
and sharing mutations in fts/ and ompC. Isolates from the F-NRC were distributed on
the tree, showing that the overrepresentation of ST940 in France did not result from
local outbreaks. Three F-NRC isolates belonged to a second smaller subclade of blaypy-
expressing isolates, also mutated in ftsl and ompC. In contrast, in ST1284, 13 isolates
carrying blagya..s; Were found to be closely related (Fig. S4B). Metadata analysis
showed that 12 of them were recovered from the same health facility in the Paris sub-
urb during a 1-month period in 2015, demonstrating a local outbreak origin. A four-
teenth unrelated isolate expressed blayow.s. The F-NRC isolates belonged to a clade
characterized by four mutations in QRDR determinants, a YRIN duplication in PBP3, a
G137D mutation in OmpC and containing additional OXA-181- or NDM-producing
isolates.

Of the 15 ST90 CP-Ec isolates, 9 encoding the blagy,.,04 allele were isolated in hospi-
tals east of Paris between August 2012 to April 2013 and suspected to be associated
with the use of a contaminated endoscope (22). Isolates closely related to this outbreak
reappeared in 2014 (three times) and in 2015 (twice), also in hospitals located east of
Paris. They belonged to a MDR clade characterized by four mutations in QRDRs
(Fig. S5A). Finally, in the four last STs with more than 10 CP-Ec isolates (ST69, ST88,
ST617, and ST648), French CP-Ec isolates were distributed throughout their respective
phylogenetic trees (Fig. S5B and S5C and Fig. S6A and S6B) with no sign of clonal dis-
semination, except for a small cluster of five ST69 isolates from two geographical
regions and expressing bldgya_ s

In addition to potential outbreaks detected in ST38 (blay.4), STI0 (blagya.204), and
ST1284 (blagya.qs1), We also found evidence for another potential outbreak among iso-
lates belonging to ST359. The five isolates carried blagys 45 and blacry.w.s> and had three
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mutations in QRDRs. They were isolated during January 2014, four of them in the
southeastern part of France and one in the Parisian suburbs.

DISCUSSION

The prevalence of CP-Ec is increasing worldwide. However, whether this reveals
conjugation event in E. coli isolates by circulating CP-encoding plasmids or the emer-
gence and dissemination of at-risk clones is still largely unknown. Here, we have ana-
lyzed, by using WGS, 691 (87.8%) of the CP-Ec isolates received by the F-NRC during
the2012-2015 period and 22 isolates from the Bicétre hospital strain collection (2001 to
2011) to characterize both the diversity of carbapenemase genes and of CP-Ec isolates in
France. Altogether, 713 CP-Ec isolates were sequenced, representing to our knowledge
the most extended collection of CP-Ec isolates sequenced published to date.

The number of CP-Ec isolates sent to the F-NRC was found to strongly increase dur-
ing the 4-year period of analysis, which might be a consequence of an increased circu-
lation of CP-Ec in France but also of an increased screening of potential CPE carriers at
their admission to the hospital. Indeed, while the number of infection-related CP-Ec
isolates was regularly increasing, their proportion compared to the total number of
received and sequenced isolates decreased by twofold, with a clear change observed
between 2013 and 2014 (Fig. 1). This is likely a consequence of the implementation of
the recommendations on MDR screening of the French Public Health Advisory Board
2013 (23). However, as CP-Ec isolates were sent on a voluntary basis by clinical labora-
tories, we cannot exclude some sampling bias.

The most predominant carbapenemase allele was blagy.s (65%), followed by
blagyaqs1 (14.1%) which detection constantly increased from no cases in 2012 to 73 in
2015. Next was blaypy.s that was found to progressively substitute to the blaypy,., gene
in the frequency of detection (Fig. 4). The predominance of blagy 4s.ie 9eN€es and par-
ticularly of blagya..s, among CP-Ec was also noted in other studies (9, 24, 25) although
in lower proportions. The small number of blac genes detected in these studies is in
contrast with the situation reported in Klebsiella pneumoniae for many European coun-
tries (26). However, blagy,.4s Was found to be the most prevalent allele in K. pneumo-
niae in France (2) and in the Netherlands (9). This difference might result from a lower
capacity for blayc-carrying plasmids to conjugate to E. coli compared to pOXA-48 or to
a higher fitness cost. It might also be linked to sampling differences, as different
thresholds of carbapenem susceptibility might have been used to collect CRE isolates
among studies. Indeed, OXA-48-like carbapenemases are generally associated with
lower levels of carbapenem resistance than KPC. This analysis was performed on iso-
lates collected between 2012 and 2015 and revealed early trends in the evolution of
CP-Ec isolated in France. It will be essential in the characterization of the genomic evo-
lution of CP-Ec in more recent years, which remains to be performed.

The number of ARGs identified in the CP-Ec isolates from the F-NRC varied from 1
(the carbapenemase gene only) to 26, showing that carbapenemase genes were
acquired not only in MDR isolates but also in an E. coli population that can be consid-
ered “naive” relative to evolution under antibiotic selective pressure and resident of
the intestinal microbiota. This was particularly true for isolates producing blaoy, 45 that
were generally associated with a lower number of resistance genes than isolates pro-
ducing other carbapenemases, irrespective of their clinical status (Fig. 4A). In particular,
118 out of the 121 (97.5%) isolates with no other ARG than the carbapenemase gene
carried blagyasg. Therefore, the predominance of blagy, s among the carbapenemase
genes identified in the F-NRC collection might mainly rely on the higher conjugative
transfer rate of pOXA-48-related plasmids compared to the rates of plasmids carrying
genes encoding other carbapenemases (27). pOXA-48 has indeed been shown to rap-
idly conjugate among Enterobacterales in hospitalized patients (28). This could also
explain the high frequency of blagya.g-carrying isolates belonging to ST10, ST69, ST88,
ST127, ST12, and ST58 (Fig. 5) that carried a small number of resistance genes and
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QRDR mutations and among which four were previously identified among the most
frequent E. coli STs characterized from fecal samples (29).

On the other hand, MDR CP-Ec isolates may result from the transfer of carbapenem
resistance genes into isolates already selected through multiple exposures to antibiotic
treatments that have already acquired multiresistance plasmids or chromosomal muta-
tions increasing their intrinsic drug resistance, such as mutations in QRDRs, in fts/ and/
or porin genes. Alternatively, the circulation of carbapenem-resistant lineages, such as
the OXA-181-producing ST410 E. coli lineage, showing a stable association between
the lineage and the resistance gene, may also occur and significantly contribute to the
number of CP-Ec isolates collected. Discriminating between both alternatives would
require a more extended comparison of plasmids carried in these lineages after long-
read sequencing similarly to what been done in K. pneumoniae (30). Strikingly, the anal-
ysis of ftsl alleles coding for a PBP3 with the 4-amino-acid duplication revealed a con-
trasted situation among CP-Ec isolates collected in France, with the duplication in fts/
found in 72.3%, 77.8%, and 67% of the isolates carrying blayp.s (34/47), blayowm., (7/9), and
blagya g1 (68/101) genes but in only 0.7% (4/458) of the isolates carrying bldgy, 5. We pre-
viously proposed that the fixation of mutations reducing the intrinsic susceptibility to car-
bapenems might have favored the efficient conjugative transfer of plasmids carrying the
carbapenemase genes from other CPE species in the gut (10). Transconjugants would be
selected in the context of low biliary excretion of carbapenems or other B-lactams after
parenteral administration. Increasing the proportion of the donor and recipient bacteria
would therefore be less necessary for plasmids with high conjugative rates, such as pOXA-
48 (27). Alternatively, these mutations might also have favored plasmid maintenance by
increasing the resistance level and selection of the isolates during B-lactam or carbape-
nem treatment. Of particular concern in France are the OXA-181-producing ST410 and the
NDM (NDM-1, -5, and -7) ST167 lineages that significantly contribute to the circulation of
carbapenem resistance. However, our study also reveals smaller lineages, that although
less frequently encountered in international studies, are nevertheless circulating. In con-
trast, we did not obtain evidence for clonal dissemination of CP-Ec ST131 lineages derived
from the B2 clade responsible for blary .15 gene dissemination (19, 20).

Despite their high frequency among the F-NRC collection, the ST38 isolates do not
fall into one of the two previous categories. Indeed, while these isolates mainly express
blagya.sg OF its single point mutant derivative blagya.4. (31), our phylogenetic analysis
revealed that a majority of them belong to four different lineages, including one
mostly associated with rapid dissemination in France. In contrast with OXA-181- and
NDM-producing lineages previously described, these lineages are associated with a
moderate number of ARGs and QRDR mutations. None of the ST38 isolates is mutated
in ftsl; however, we previously demonstrated that all are characterized by an ompC al-
lele that encodes a porin with a reduced permeability to certain B-lactams and has dis-
seminated into unrelated lineages by homologous recombination (10). A common fea-
ture of the four lineages is the integration of part of the pOXA-48 plasmid carrying
blaoya.as- This could have reduced a fitness cost of this plasmid and facilitated the clo-
nal expansion of these lineages. However, ST38 isolates were identified as a infrequent
colonizer of the gastrointestinal (GI) tract (29, 32). Therefore, additional features of
these CP-Ec ST38 lineages might have contributed to their dissemination.

In conclusion, by analyzing genome sequences of CP-Ec isolates collected by the F-
NRC, we showed that MDR lineages, enriched in carbapenemase-producing isolates
are circulating in France, and that some of them, such as ST1284 isolates, are associ-
ated with outbreaks. The results of our study also suggest that the evolutionary trajec-
tory may depend on the carbapenemase gene, bldoya 15, O blaypy genes being more
frequently associated with the evolution of MDR E. coli lineages characterized by muta-
tions in ftsl and ompC. Surveillance of these mutations may be an important parameter
in controlling the circulation of MDR lineages. On the other hand, carbapenemase
genes are also frequently acquired through plasmid dissemination from other bacterial
species. Depending on the resistance background of the receiver E. coli, this may lead
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to XDR or to isolates sensitive to a broad range of antibiotics. Finally, we also observed
a strong and rapid dissemination of ST38 isolates that might have been favored by a
reduced susceptibility to carbapenems linked to the ST38 ompC allele and by the chro-
mosomal integration of the carbapenemase gene. These results strengthen our model
of different evolutionary trajectories associated with the gain of carbapenemase genes
(10). They also show that systematic genome sequencing of CP-Ec and on a larger
scale, CPE isolates, irrespective of their clinical or resistance status, is able to provide
useful information not only on the circulation of MDR lineages but also on the propa-
gation of resistance genes through horizontal gene transfer.

MATERIALS AND METHODS

Isolate collection and sequencing. CP-£c isolates analyzed in this study were collected by the F-
NRC, mainly between the years 2012 and 2015. Twenty-two additional isolates we received before the
creation of the F-NRC in 2012 were included in the analysis. Information on these isolates such as the
year of isolation, region and department in France, and summary of their genomic features are reported
in Table S1 in the supplemental material.

Whole-genome sequencing and analyses. DNA was extracted by using the Qiagen Blood and
Tissue DNA easy kit. Sequencing libraries were constructed by using the Nextera XT kit (Illumina) follow-
ing the manufacturer’s instructions and sequenced with the Illumina HiSeq2500 or NextSeq500. FastQ
files were trimmed for adaptors and low-quality bases (setting the minimum base quality threshold to
25) with the Cutadapt fork Atropos (33). De novo assemblies were generated from the trimmed reads
with SPAdes v3.12.0 (34), using k-mer sizes of 51, 71, 81, and 91, the coverage cutoff option was set to
“auto” and the “careful” option was activated. QUAST v2.2 (35) was used to assess the assembly quality,
and contigs shorter than 500 bp were filtered out for phylogenetic analyses. The ST38 isolates CNR65D6
and CNR85I8 were sequenced to completion by using the long-read Pacbio technology. PacBio reads
were assembled with the RS_HGAP_Assembly.3 protocol from the SMRT analysis toolkit v2.3 (36) and
with Canu (37), polished with Quiver (36), and manually corrected by mapping Illlumina reads using
Breseq (38). Assembled genomes were annotated with Prokka v1.9 (39). To analyze the F-NRC CP-Ec iso-
lates belonging to the main ST recovered during the analysis in a more global context, their genome
sequences were combined to the assembled genome sequences from the same ST retrieved from the
NCBI database (July 2019) and in some STs from EnteroBase (http://enterobase.warwick.ac.uk/, April
2021). Retrieved genomes were annotated in the same way as the genome sequences of the F-NRC iso-
lates (Table S2).

To generate a core genome phylogeny tree of all isolates, the best reference genome was first
selected among a set of 18 genomes analyzed by Touchon et al. (40) using the software refRank (41)
and three subsets of 100 randomly selected sequences from our study as input. This led to the selection
of the genome sequence of strain MG1655-K12 (NC_000913.3) as the reference for read mapping and
SNP identification. Sequence reads for the 17 reference genomes (40) as well as for the genome
sequence of Escherichia fergusonii strain ATCC 35469 (NC_011740.1), used as an outgroup, were simu-
lated with ART (42). Trimmed sequencing reads were mapped against the MG1655-K12 genome with
BWA-MEM algorithm of the BWA v0.7.4 package (43). For SNP calling, the Genome Analysis Toolkit
(GATK) v3.6.0 (44) was used with the following criteria, a minimum depth coverage (DP) of 10, a quality
by depth (QD) bigger than 2, a fisher strain bias (FS) below 60, a root mean square of the mapping qual-
ity (MQ) above 40, and the mapping quality rank sum test (MQRankSum) and the read position rank
sum test (ReadPosRankSum) greater than —12.5 and —8, respectively. A maximum likelihood tree was
estimated with RAXML v8.28 (45) using core genome SNPs after removing positions in the accessory ge-
nome identified with the filter_BSR_variome.py script from the LS-BSR pipeline (46).

For STs with more than 10 CP-Ec isolates from the F-NRC, a core genome alignment was generated
with Parsnp (47), by using a finished genome sequence as reference. A closely related isolate outside the
ST lineage was selected from the global phylogenetic tree, including all F-NRC isolates and used as an
outgroup to root the ST phylogenetic trees. Maximum likelihood (ML) trees were generated with RAXML
v8.28 (45) after removing regions of recombination with Gubbins (48). All graphic representations were
performed by using ITOL (49).

MLST type, phylogroup, resistance gene, and plasmid replicon identification. Sequence type
was assigned to each assembly through a python script that relies on BLAST (10). Antibiotic resistance
genes (ARGs) and mutations in gyrA, parC, and parE quinolone resistance determining regions (QRDRs)
were identified with Resfinder 4.0 and PointFinder (50) run locally, respectively. The scripts and database
(retrieved 4 January 2021) were downloaded from the repositories of the Centre for Genomic Epidemiology
(https://bitbucket.org/genomicepidemiology/). The identified ARGs were manually reviewed to eliminate
potential redundant ARGs predicted at the same genomic position. mdf(A) that is present in E. coli core ge-
nome was not taken into account. Phylogroups were assigned by using EzClermont (51) run locally.
Plasmid replicons were identified with plasmidfinder run on each assembly (14). ftsl, ompC, and ompF cod-
ing sequences (CDS) and ompF promoter sequences were identified by using BlastN. Translated or nucleo-
tide sequences were clustered by cd-hit (cd-hit-v4.8.1) with an amino acid (Ftsl, OmpC, OmpF) or nucleotide
sequence (ompF promoter) identity threshold of 1. Sequences of each cluster were aligned to detect muta-
tions in regions of interest: 4-amino-acid insertions between P333 and Y334 and E349K and 1532L mutations
(Ftsl), mutation modifying charge in L3 constriction loop, R195L mutation, nonsense or frameshift mutations
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or OmpC sequence clustering with ST-38 OmpC sequences (OmpC), nonsense mutations (OmpF) or muta-
tions affecting one of the OmpR boxes: mutation —46T/C in OmpR-F3 box and mutation —75AT in OmpR-
F2 box (ompF promoter).

Determination of bla,,, ., insertion site in ST38 clades 1, 2, 3, and 4. The genome sequences of
GCA_005886035.1 (CP040390.1), CNR65D6, GCA_004759025.1 (CP038505.1), and CNR85I8 were chosen
as representative genomes of clusters 1, 3, 2, and 4, respectively, and aligned, by using BlastN, against
the sequence of GCA_001900295.1 (CP010116.1), an ST38 isolate that does not express a carbapene-
mase and whose genome sequence was complete. The regions surrounding the blagy, 5 insertion sites
in each clade were more precisely aligned against the corresponding sequences of other representative
genomes by using Easyfig (Easyfig_mac_2.1) (52) (see Fig. S3 in the supplemental material). To perform
a BLAST analysis of insertion sites by using contigs generated from lllumina sequences, smaller sequen-
ces were chosen as queries as following: nucleotides (nt) 1240133 to 1240934, nt 964173 to 965072, nt
419599 to 421606, nt 4206783 to 4207690 from GCA_001900295.1 to screen for native sequences corre-
sponding to the four blagy, . insertion sites in G1, G2, G3, and G4 clades and sequences nt 4460332 to
4460759 from CP040390.1, nt 4763987 to 4764506 from CNR65D6, nt 100784 to 102087 from CP038505.1,
and nt 1206426 to 1206985 from CNR85I8 to screen for the integration site plus IS7 insertion as occurring
in G1, G2, G3, and G4 clades, respectively.

Statistical analysis. Pearson’s chi-squared tests were performed by using standard libraries con-
tained within the R statistics package (http://www.R-project.org).

Availability of data. All sequence data have been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank (BioProject
PRJEB46636) and BioSample identifiers for the Illumina sequence data are listed in Table S1. Complete
genome sequences of CNR65D6 and CNR8518 and the long-read sequencing data have been deposited
at DDBJ/EMBL/GenBank with the accession numbers OU701452.1 (PacBio reads, ERR6414227) and
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0U701449.1 (PacBio reads, ERR6414228), respectively.
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Figure S1. Per-year analysis of the origin of the isolates received by the F-NRC.
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Chapitre 2: FEtudes des facteurs impliqués dans
I’émergence des lignées Escherichia coli ST38 productrices

de la carbapénémase OXA-48

Les souches E. coli ST38 sont des pathogenes extra-intestinaux majoritairement retrouvés dans
les infections urinaires: Différents lignages caractérisés par la présence de génes codant pour
une B-lactamase a spectre étendu de type CTX-M ou pour une carbapénémase, notamment
OXA-48 ou OXA-244 ont émergé et ont une dissémination mondiale. En étudiant la phylogénie
de ce ST, nous avons montré la dissémination d’au moins quatre clones caractérisés par des
intégrations de blaoxa-4s a des positions différentes du chromosome, trois (G1, G2 et G3) de
ces clones étant proches phylogénétiquement. De plus 1’analyse des réplicons présents dans les
isolats appartenant a ces clones a suggéré qu’un certain nombre d’entre eux, bien que
multirésistants ne possédaient aucun plasmide, indiquant que les ARGs étaient insérés dans le
chromosome. Ceci a été confirmé par le séquencage génomique PacBio de certains de ces

1solats.

Les facteurs impliqués dans I’intégration chromosomique des ARGs demeurent inconnus. Pour
¢tudier ces facteurs, notamment ceux impliqués dans 1’intégration de blaoxa-as, 1es E. coli
appartenant au ST38 semblaient constituer un modele particulierement propice. Nous avons
obtenu de 'UMR AgroEcologie, INRAe a Dijon, et séquencé 16 souches ne portant pas blaoxa-
48. Parmi celles-cinous en avons choisi trois pour leur position dans 1’arbre phylogénétique des
ST38. En particulier, I’'une des souches, renommée ST38 1 semblait particulicrement
intéressante, parce que positionnée dans un groupe de souches proches du lignage G1. Des trois
souches, ST38 1 et ST38 2 étaient caractérisées par I’intégration chromosomique de tous les
genes de résistance et ST38 3 contenait a la fois des ARGs chromosomiques et un plasmide

IncF portant également des ARGs.

Nous avons fait I’hypothése que la présence de blaoxa-4g au sein d’un transposon, Tn6237
pouvait €tre un facteur favorisant son intégration dans le chromosome. J’ai sélectionné
différentes souches de K. pneumoniae présentes dans notre collection, séquencées et porteuses
du géne blaoxa-as et analysé par PCR la structure des plasmides pOXA-48 présents dans ces

souches. Cela m’a permis d’identifier trois souches porteuses de plasmides pOXA-48 différant
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par leur structure que nous avons nommeés pOXA-48 1, pPOXA-48 2 et pPOXA-48 3. pOXA-
48 1 contient le transposon composite Tn6237 portant le géne blaoxa-as. Ce transposon est
absent dans pOXA-48 2 a la suite d’une délétion d’une des IS/ de Tn6237. 11 est absent aussi
dans pOXA-48 3 ou une inversion de Tn7999.2 est nécessaire pour le constituer. J’ai transféré
par conjugaison ces trois plasmides dans les trois souches ST38 1, ST38 2 et ST38 3. Nous
avons observé que ’acquisition de ces plasmides provoquait un colt de fitness pour 1’hote
ST38 1 en milieu riche et pour les deux hdotes ST38 2 et ST38 3 en milieu minimum. Nous
avons constaté qu’aucun des trois plasmides n’était stable aprés 10 jours de passage sans
pression de sélection antibiotique peu importe la souche hdte. J’ai ensuite réalisé¢ des
expériences d’évolution de différentes combinaisons ST38/pOXA-48 pendant 28 jours (220
générations) en présence de méropénéme. En analysant le fitness de la population durant ces
expériences, nous avons observé une amélioration de fitness de la combinaison ST38 1/pOXA-
48 1 en milieu riche et similairement de ST38 2/pOXA-48 1 en milieu minimum. Nous avons
¢galement constaté une amélioration tardive du fitness de la combinaison ST38 1/pOXA-48 3.

Cependant il n’y a pas eu d’amélioration de fitness en présence de pOXA-48 2.

A partir des populations évoluées, nous avons isol¢ des colonies en présence de méropéneme.
Par PCR, en ciblant les génes blaoxa-as et repA (origine de réplication du plasmide) nous avons
montré que dans le cas de la combinaison ST38 1/pOXA-48 1 il était possible d’identifier, a
la fin de I’expérience d’évolution deux populations de colonies porteuses du gene blaoxa-ss,
I’une qui avait perdu le plasmide, I’autre qui I’avait conservé. Le séquengage génomique des
deux types de colonies nous a permis de constater deux trajectoires évolutives convergentes.
Premierement une intégration du 776237 dans un nouveau réplicon (chromosome ou plasmide
endogéne IncF) pour les colonies blaoxa-4s™ qui avaient perdu le plasmide. Et deuxiémement
des mutations récurrentes dans un opéron codant pour des protéines de fonction inconnue pour
les colonies qui avaient conservé le plasmide.

Quelques rares intégrations ont été observées aussi pour les transconjugants ST38 1/pOXA-
48 3 évolués en milieu riche et ST38 2/pOXA-48 1 en milieu minimum. Les souches avec
I’intégration sont dominantes au jour 28 chez ST38 1/pOXA-48 1. Nous avons montré que
I’intégration de blaoxa-as entraine une réduction du colit de fitness lié¢ a la présence du plasmide
ce qui explique leur sélection rapide. Dans le cas des transconjugants ST38 2/pOXA-48 1, le
gain de fitness étant moins important, les lignages avec I’intégration sont sélectionnés de fagon

moins efficace.
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Des mutations récurrentes dans 1’opéron de fonction inconnue ont été observées aussi pour les
transconjugants ST38 2/pOXA-48 1 en milieu riche et en milieu minimum et pour les
transconjugants ST38 1/ pOXA-48 2 et ST38 1/ pOXA-48 3. Dans les transconjugants
présentant une mutation dans 1’opéron, nous avons observé une stabilisation des plasmides et
un gain partial ou complet de fitness. Dans la souche ST38 2 la mutation de 1’opéron entraine
une abolition compléte du cofit de fitness li¢ au plasmide. Nous avons montré que I’opéron code
pour un systéme de défense antiplasmide que nous avons nommé ApsAB (AntiPlasmid System
AB). Ce systéme cible a la fois des plasmides a haut et bas nombre de copies utilisés au
laboratoire : pACYt (p15A ori, 10 copies), pPBbE8c (ColE1 ori, 20-30 copies) et pUC19 (pMBI1
ori, >100 copies). Les prédictions structurales des protéines ApsA/B montrent que ApsA est
une protéine possédant un domaine hélicase et un domaine nucléase et ApsB une protéine
similaire a une protéine argonaute possédant un domaine MID mais dépourvue des domaines
PIWI et PAZ caractéristiques des argonautes. La mutation des acides aminés prédits comme
impliqués dans 1’activité hélicase et nucléase d’ApsA abolit complétement ou partiellement
I’activité d’ ApsAB. Et I’inactivation d’un acide aminé d’ApsB impliqué dans la liaison de la
séquence guide chez les protéines Argonautes abolit complétement 1’activité d’ ApsAB. En plus,
ApsAB interfere avec I’acquisition de I’ADN étranger par conjugaison avec une diminution
d’environ 2-log de la fréquence de conjugaison des plasmides pOXA-48.

Par une expérience d’évolution apreés délétion de 1’opéron apsAB dans le fond génétique
ST38 1, nous avons montré que la déstabilisation du plasmide pOXA-48 1 par ApsAB est
essentielle a la sélection et I’émergence des clones porteurs de la forme intégrée de blaoxa-ss,
aucune intégration n’ayant été observée chez les souches délétées évoluées.

Chez E. coli, il existe au moins deux autres systémes apparentés a ApsAB partageant 92/92 %
et 28/25 % d’identité protéique avec ApsAB. Nous avons cloné deux opérons représentatifs de
ces systémes et montré que les protéines codées étaient elles aussi capables de dégrader les
plasmides. Ce systéme est retrouvé dans de nombreuses familles bactériennes allant des
Enterobacteriaceae aux cyanobactéries et pourrait avoir un impact écologique important sur la

circulation des plasmides.

En conclusion, ces données nous ont permis de montrer que 1’intégration chromosomique de
blaoxa-as chez ST38 est un processus multifactoriel impliquant a la fois : un colit de fitness
¢levé lié au portage du plasmide, I’intégration du géne blaoxa-4g dans une structure mobile

comme le transposon Tn6237 et le systéme de défense antiplasmide ApsAB de I’hdte qui
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déstabilise le plasmide pOXA-48. Ce travail a fait I’objet d’une publication dans le journal

Nature Communications (Zongo et al. 2024).
Toutes les données supplémentaires de cette étude regroupées dans 10 feuilles Excel

(Supplementary Data 1a 10) sont accessibles dans la version en ligne de I’article dans la section

« supplementary information ».
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% Check for updates Plasmids carrying antibiotic resistance genes (ARG) are the main mechanism of

resistance dissemination in Enterobacterales. However, the fitness-resistance
trade-off may result in their elimination. Chromosomal integration of ARGs
preserves resistance advantage while relieving the selective pressure for
keeping costly plasmids. In some bacterial lineages, such as carbapenemase
producing sequence type ST38 Escherichia coli, most ARGs are chromosomally
integrated. Here we reproduce by experimental evolution the mobilisation of
the carbapenemase blapxa-4s gene from the pOXA-48 plasmid into the chro-
mosome. We demonstrate that this integration depends on a plasmid-induced
fitness cost, a mobile genetic structure embedding the ARG and a novel anti-
plasmid system ApsAB actively involved in pOXA-48 destabilization. We show
that ApsAB targets high and low-copy number plasmids. ApsAB combines a
nuclease/helicase protein and a novel type of Argonaute-like protein. It
belongs to a family of defense systems broadly distributed among bacteria,
which might have a strong ecological impact on plasmid diffusion.

Antibiotic resistance is of major public health concern, having been
responsible for more than 1.2 million deaths in 2019". Mobile genetic
elements, particularly plasmids carrying antibiotic resistance genes
(ARG), are key contributors to antibiotic resistance spread within and
between species®. While often carrying features beneficial under spe-
cific adverse environments, plasmids frequently confer a fitness cost to
their bacterial host>*. This is expected to lead to their loss over time
and, under positive selection, to the integration of beneficial traits into
the host chromosome as predicted by Bergstrom et al.” mathematical

model of plasmid persistence’. However, some plasmids may persist
over a long period even in the absence of selective pressure, a phe-
nomenon known as the plasmid paradox®’. Solutions to this paradox
include compensatory mutations improving the fitness of plasmid-
carrying bacteria®'® and high conjugation rates". On the other hand,
bacteria have developed defense mechanisms to counteract invasion
by parasitic DNAs, some of them able to limit plasmid diffusion’*™.
Carbapenemases are enzymes responsible for the hydrolysis of
carbapenems, broad-spectrum antibiotics of major clinical importance.
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In Western Europe, the class D enzyme OXA-48 is the most frequent
carbapenemase in Enterobacterales™ . This is generally attributed to
the high conjugation rate of the IncL group pOXA-48 plasmids'®. These
56-76 kb-long plasmids induce variable fitness costs to their hosts'. In
addition, OXA-48 is also encoded on the chromosome™***, mainly in E.
coli isolates of sequence type ST38, a major cause of extra-intestinal
infections?. These ST38 isolates belong to disseminated clones with the
blaoxa4s gene embedded in a complete or partial composite transpo-
son, Tn6237, that likely derives from a pOXA-48 plasmid.

The factors driving ARG integration into the chromosome are
largely unknown. Here, to identify such factors and to decipher the
biological mechanisms leading to the selection of ARG integration, we
experimentally characterize the move of the carbapenemase blagxa-4s
gene from a pOXA-48 plasmid into the chromosome. We followed the
integration of blapxa.4s through experimental evolution and show that
the emergence of ST38 lineages with integrated blaoxa-4s depends on
the fitness cost imposed by pOXA-48 and on its elimination by a novel
antiplasmid system.

Results

pOXA-48 plasmids induce a fitness cost and are unstable in ST38
E. coli

To set up an experimental model to study blapxa.4s integration we
used E. coli ST38 because of its evolutionary history characterized by
pervasive ARG integrations™*® in addition to its clinical relevance. We
chose three ST38 isolates from water or sewage that did not carry
blaoxa-4s (Supplementary Data 1) and transferred into these isolates
three variants of the IncL pOXA-48 plasmid (pOXA-48_1, pOXA-48_2
and pOXA-48_3) by conjugation. The three isolates differed by their
position in ST38 phylogenetic tree (Supplementary Information Sup-
plementary Fig. 1). In particular, ST38-1 belonged to a branch of the
tree also encompassing three sub-clades characterized by different
blapxa4s chromosomal integrations® (Supplementary Information
Supplementary Fig. 1). It is closely related to one of these sub-clades,
colored in blue on the tree, sharing the same H-and O-antigens (O2-
H30). Plasmids were scarce in the three selected isolates. ST38_1 and
ST38 3 contained only an IncFIl and an IncFIC(FII) plasmid, respec-
tively, whereas ST38 2 had no plasmid. Their complete genome
sequence showed that, in ST38_1 and ST38 2, all ARGs were chromo-
somally inserted. In contrast, in ST38_3 most ARGs were carried by the
IncFIC(FII) plasmid (Supplementary Data 1). We used as donor strains
of the three pOXA-48 plasmids three clinical Klebsiella pneumoniae
isolates. K. pneumoniae is the most common pOXA-48 plasmid-bearing
species found in hospitals?. The three plasmids mainly differed by the
presence and position of IS7 generating or not a composite transpo-
son, Tn6237 (Fig. 1a). This 21.5kb transposon consists of two IS1
bracketing blaoxa-4s and other plasmid genes. While this structure was
present in pOXA-48 1, it was inactivated in pOXA48-2 by a 6.8 kb-long
deletion, including the blapxa.4s-distant ISI. In pOXA-48_3, the 4.5kb
region including blapxa.4s and the blapya-4s-proximal ISI was inverted,
leaving blaoxa-4s outside the composite transposon (Fig. 1a). We first
showed that the plasmid structure did not influence the meropenem
minimum inhibitory concentration (MIC) of the transconjugant unlike
the genetic background of the recipient strain with a higher MIC for
ST38-1 transconjugants, 0.5ug ml-1, compared to 0.25pugml-1 and
0.38ugml-1 for ST382 and ST38.3 transconjugants respectively
(Supplementary Information Supplementary Table 1).

To assess the fitness cost induced by pOXA-48 plasmids we
compared the maximum growth rate of the transconjugants and iso-
genic plasmid-free strains. We estimated the relative fitness as the ratio
of doubling time of transconjugants over plasmid-free strain. At least
15% doubling time increase was induced in lysogeny broth (LB) med-
ium by pOXA-48 plasmids in ST38 1 (Fig. 1b). In contrast, in this
medium, the three plasmids induced a lower (<5%) fitness cost in
ST38 2 and ST38_3 (Fig. 1b). Fitness cost was dependent on the growth

medium as in M9 glucose minimal medium it rose up to 12% for ST38 2
transconjugants, while decreasing to 7-11% in ST38_1 transconjugants.

As pOXA-48 plasmids often conferred a fitness cost to their host,
we quantified their stability in the three ST38 strains, following ten-day
serial passages of the transconjugants (ca. 80 generations) in LB in the
absence of antibiotic. The three pOXA-48 plasmids were gradually lost
and at day 10, more than 95% of the population in ST38_1 and 40-80%
in ST38_2 and ST38_3 had lost pOXA-48, irrespective of the plasmid
variant (Fig. 1c).

Twenty-eight days of in vitro evolution led to frequent blapxa.4s
chromosomal integration in ST38_1

To determine whether the fitness of pOXA-48 transconjugants could
be improved by plasmid-host coevolution, we first performed 28-day
experimental evolutions of ST38 1/pOXA-481 transconjugants
(Table 1). We hypothesized that this strain/plasmid combination might
lead to chromosomal integration of blagxs.4s and pOXA-48.1 loss.
Indeed, ST38 1 was phylogenetically close to sub-clades with chro-
mosomal blaoxa4s (Supplementary Information Supplementary
Fig. 1), the Tn6237 structure in pOXA-48_1 had the characteristics of a
mobile composite transposon and pOXA-48 1 induced a high fitness
cost in ST38_1. Given the instability of pOXA-48 1, the growth medium
was supplemented with subinhibitory concentration (0.1pg.ml?) of
meropenem every passage or every third passage (Table 1 and Sup-
plementary Information Supplementary Table 2). The ST38_1 plasmid-
free strain was evolved as control. Five independent lineages were
derived for each condition. Experimental evolution led to a rapid
growth rate improvement for all transconjugant lineages under both
meropenem conditions (Fig. 2a). To characterize the populations, we
first performed pool-sequencing after 7, 14, 21 and 28 days of evolu-
tion. We observed a progressive decrease in read coverage of the
pOXA-481 DNA-region outside Tn6237 (Fig. 2b, Supplementary
Information Supplementary Fig. 2), suggesting the enrichment of
bacteria having lost pOXA-48_1 but keeping blaoxa-as.

To further characterize putative transposition events of Tn6237, we
PCR-screened meropenem-resistant colonies isolated at 28-day evolu-
tion for blapxa-4s and plasmid origin of replication (repA). We identified
blaoxa4s" repA colonies in all ST38_1/pOXA-48 1 lineages (Supplemen-
tary Data 2). Two to three of these colonies per lineage were whole-
genome-sequenced (WGS). Variant analysis revealed ISI new junctions in
the chromosome or in the ST38 1 IncFllI plasmid. We verified by PCR and
Sanger sequencing that these new junctions corresponded to Tn6237
transposition. In total, ten integrations at different positions in the
chromosome and three in the IncFll plasmid were identified (Supple-
mentary Data 3 and Fig. 2¢). Analysis of pool sequencing reads revealed
44 additional new junctions, considering a threshold of 5% of the reads
(Supplementary Data 4). Twenty were chosen for PCR analysis among
which 16 were confirmed as Tné6237 integration. Integrations were
detected already at seven days of evolution and multiple integrations at
multiple positions on the chromosome and the IncFIl plasmid were
selected in each lineage after 28 days (Supplementary Data 4 and Fig. 2c).

To determine whether blaoxa-4g integration was associated with a
fitness improvement, we selected three colonies, one in the chromo-
some and two in the IncFIl plasmid. The growth rate of the three clones
was increased with a 10-15% reduction in doubling time compared to
the original transconjugant (Fig. 2d) and the meropenem MIC
decreased by 50% (0.25 vs 0.5pug ml-1) (Supplementary Information
Supplementary Table 1). Therefore, in ST38 1, blaoxa-4s integration
appears as a major mechanism to relieve the fitness cost associated
with pOXA-48_1 carriage.

blaoxa-4s integration depends on pOXA-48 structure and on
recipient strain

To determine whether blaoxa.4s integration during experimental
evolution was dependent on the presence of Tn6237, we then evolved
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Fig. 1| pOXA-48 plasmids induce variable fitness costs and are unstable in three
ST38 strains. Three different variants of pOXA-48 were introduced from three K.
pneumoniae isolates into three ST38 E. coli strains. a Alignment of the three pOXA-
48 plasmids used in the study and displayed with Easyfig®. ISIs are indicated in red
and the blapxa.4s gene is in pink. The two composite transposons are indicated by
double headed arrows. Tn6237 carrying blaoxa.ss is only present in the pOXA-48_1
variant. Percentages of nucleotide identities are indicated by a gray gradient as
indicated in the Figure key. b Comparison of the relative doubling time of plasmid-
free strains and transconjugants calculated at exponential phase in the absence of
meropenem in LB or M9 glucose minimum media. For each strain/plasmid com-
bination, three to five transconjugants were tested. For each transconjugant, three
independent experiments were performed. The relative doubling time is the ratio
to the doubling time of the plasmid-free strain. ¢ Plasmid loss during serial passages
in the absence of meropenem. The ratio of plasmid-carrying colonies over the
whole population at days 0, 5 and 10 was quantified by using the number of
colonies growing on meropenem containing plates as a proxy for the number of
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plasmid-carrying colonies. The results are from three biologically independent
experiments. For boxplots in (b) and (c), the median is indicated by the line, the box
bounds the 25 and 75™ quartiles and whiskers bound the minimum and maximum
values excluding outliers. Outliers are values > 1.5 x interquartile range. For (b),
normal distribution of data was assessed with Shapiro-Wilk normality test. Statis-
tical analysis was performed with pairwise two sample two-sided t-test and p-values
were FDR-adjusted. Upper panel: Plasmid-free strains: n=3; ST38_1 transconju-
gants: for pOXA-48_1: n=12; for pOXA-48 2 and pOXA-48 3 n=15; ***p <0.0001,
p=158e-22,3.71e-39, 2.35e-22 (from left to right); ST38_2 transconjugants n =15 for
each plasmid, ns: no significant difference; ST38_3 transconjugants: n =9 for each
plasmid; *p < 0.05, *p < 0.01, p =9.97e-3, 2.9¢e-2 (from left to right). Lower panel:
Plasmid-free strains: n = 3; for each strain/plasmid combination: n=9; *p < 0.05,
**p < 0.0, **p <0.001, ***p < 0.0001, p =1.02e-5,1.05e-11, 4.72e-7,1.85€e-12, 2.34¢e-4,
9.27e-6, 2.9¢e-2, 8.67e-3, 4.12e-6 (from left to right).Source data are provided as a
Source Data File.

ST38 1 transconjugants carrying plasmids pOXA-48_1, pOXA-48 2 or
pOXA-48_3 in LB with meropenem added every third passage (Table 1).
In contrast to pOXA-48_1, no fitness improvement throughout time
was observed for pOXA-48 2, while the fitness of the population was
slightly improved for pOXA-48_3 transconjugants at 28-day evolution
(Fig. 3a). Bulk DNA sequencing of the whole populations at day 21 and
at day 28 revealed after 28-day evolution only a relative decrease in
read-coverage of the pOXA-48_3 region equivalent to the one lost in
pOXA-48 1 (Supplementary Information Supplementary Fig. 3a, b) and
a few new ISI junctions. Two Tn6237 integrations in the chromosome
were confirmed by PCR, suggesting the reconstitution of Tn6237 in
pOXA-48 3 (Supplementary Data 4). This showed that blapxa.4s inte-
gration was dependent on its inclusion in Tn6237.

To determine whether the result of the experimental evolution
was dependent on the ST38_1/pOXA-48_1 combination, we performed
similar experimental evolution of ST38 2/pOXA-48.1 and ST38 3/
pOXA-48 1 transconjugants (Table 1). For both experiments, we added

meropenem every third passage in LB. For ST38_2/pOXA-48_1 we also
checked that a daily addition had no influence on the final result. In all
cases, no evolution of the fitness was observed (Fig. 3b) while PCR-
screening of meropenem-resistant colonies at 28-day did not identify
any blaogxa-4s” repA colonies (Supplementary Data 2). This suggested
that in the absence of a sufficient fitness cost, blapxa-4g integrations
were not enriched enough to be detected. To test this hypothesis, we
performed a similar experiment in minimal medium in which pOXA-
481 induced a higher fitness cost to the ST38_2 transconjugants
(Fig. 1b). A rapid improvement of growth rate was observed (Fig. 3c).
We detected a few blapxa-4s’ repA colonies, associated with a Tn6237
chromosomal integration, in only two of the five evolved lineages by
PCR screening (Supplementary Data 2 and Supplementary Data 3).
These colonies showed a full fitness recovery (Supplementary Infor-
mation Supplementary Fig. 3c). Pool sequencing did not reveal any
integration site at a frequency superior to 5%, nor a significant plasmid
loss (Supplementary Information Supplementary Fig. 3d). Therefore,
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Table 1 | Experimental scheme of the different evolution
experiments

ST38 E. coli recipient *Plasmid Medium MEM addition

strain

Experimental evolution 1 (Fig. 2):
Evolution with high fitness cost induced by pOXA-48 and blaOXA-48 in
Tn6237

ST381 LB medium No MEM
ST381 pOXA-48_1 LB medium MEM / day
ST38_1 pOXA-481 LB medium MEM / 3 days
Experimental evolution 2 (Fig. 3):
Role of plasmid structure
ST38_1 LB medium No MEM
ST381 pOXA-48_1 LB medium MEM / 3 days
ST381 pOXA-48_2 LB medium MEM / 3 days
ST38_1 pOXA-48_3 LB medium MEM / 3 days
Experimental evolution 3 (Fig. 3):
Evolution with low pOXA-48 induced fitness cost
ST38 2 LB medium No MEM
ST38. 2 pOXA-48_1 LB medium MEM / day
ST38.2 pOXA-48_1 LB medium MEM / 3 days
ST38 3 LB medium No MEM
ST38_3 pOXA-48_1 LB medium MEM / 3 days
Experimental evolution 4 (Fig. 3):
Evolution with intermediate pOXA-48 induced fitness cost
ST38_2 M9 medium No MEM
ST38_ 2 pOXA-48_1 M9 medium MEM / 3 days

Experimental evolution 5 (Fig. 6):
Evolution in the absence of pOXA-48 destabilization by ApsAB

ST38_1 No MEM
ST38_1AapsAB MEM / 3 days

LB medium

pOXA-48_1 LB medium

“Maps of the three pOXA-48 plasmids are shown in Fig. 1a.
®pOXA-48 plasmid were introduced by conjugation. A dash indicated the recipient strain with no
POXA-48 plasmid.

chromosomal integration and plasmid loss were not the main con-
tributors to the fitness recovery observed in ST38 2 transconjugants,
in contrast to ST38_1 transconjugants.

pOXA-48 plasmids are stabilized by inactivation or mutation of
a novel antiplasmid system

In all evolved lineages, including those where Tn6237 transposition was
selected, bacteria still retaining the plasmid could be found after 28-
day evolution. To identify other possible paths for plasmid-host coa-
daptation, we performed WGS of three to five blapxa-4s' repA* colonies
of each evolved lineage. We identified sporadic mutations occurring in
the three ST38 evolved transconjugants and control plasmid-free
strains, including only nine in different loci of pOXA-48 (eight in pOXA-
481 and one in pOXA-48 2) (Supplementary Data 5). Mutations
potentially decreasing susceptibility to carbapenems (in ompC or envZ
for instance) were encountered. Large chromosomal deletions ranging
from 15 to 40 kb and encompassing mutS and rpoS were also observed
in evolved ST38_1 lineages. They were independent on pOXA-48 pre-
sence and meropenem addition, as they also occurred in control
experiments. mutS loss led to a large number of mutations (n=13 to
38) likely resulting from an hypermutator phenotype. On the other
hand, in 62% (86/138) of evolved transconjugants, we observed con-
vergent evolution with mutations in two adjacent genes, F3141 or
F3140, located in a ST38_1 genomic island (Fig. 4a) or its ortholog in
ST38 2 (Supplementary Data 6). The most frequent mutations were IS1
insertions (n =67 with 37 different insertion sites). We also detected
insertions of other IS (n=3), non-synonymous (n=3, two different),
non-sense (n=2), or frameshift (n=7, four different) mutations and

complete or partial deletions (n=4) of these genes (Supplementary
Data 6). All (15/15) sequenced blaoxa.4s” repA* colonies from the M9-
evolved ST38 2/pOXA-48.1 transconjugants carried mutations in
orthologs of F3141 or F3140 and all (n=30) from the five LB-evolved
lineages shared the same ISI insertion in F3140 suggesting that it was
present but not detectable in sequencing reads of the initial culture
(Supplementary Data 6). No mutation in F3141-F3140 orthologs was
detected in ST38_3/pOXA-48_1 transconjugants evolved in LB.

In ST38_1, six out of the ten tested mutations led to a fitness
improvement compared to the original transconjugant, which was
variable and always lower than following blapxa.4s integration and
pOXA-48 1 loss (Fig. 4b). In ST38 2 the six tested mutations in F3141-
F3140 orthologs led, in M9, to a full fitness recovery (Fig. 4b). Three
ST38_1and three ST38_2 evolved transconjugants mutated in F3140 or
in F3141 were tested for pOXA-48_1 plasmid stability by 10-day serial
passages in the absence of meropenem (Fig. 4c). In all tested trans-
conjugants an increase in plasmid persistence was observed compared
to the original transconjugant (Fig. 4c). pOXA-48_1 was kept in more
than 90% of ST38-2 mutated transconjugants. In ST38-1 the stability
was more variable with 50 to 100% bacteria keeping pOXA-48_1.

Conjugation of the pOXA-48 plasmids to genetically modified
derivatives of ST38 1 and ST38 3 deleted for F3141-F3140 confirmed
the stabilization of the plasmid in the absence of F3141-F3140 (Fig. 4d).
Of note, ST38_2 was not amenable to genetic manipulation under the
conditions we used. Furthermore, complementation in ST38_1AF3141-
F3140 strain with a pHV7-derivative plasmid expressing F3141-F3140
under the control of the arabinose inducible promoter led to more
than 80% loss of any of the three pOXA-48 plasmids at 48 h following
induction (Fig. 4e). Induced expression of the operon with a non-sense
mutation in either F3141 or in F3140 did not destabilize pOXA-48_1
confirming that the two proteins were needed for plasmid loss (Fig. 4f).

To determine whether F3141-F3140 might be involved in a more
global antiplasmid activity, we compared the stability of five plasmids
with different replication origins and copy numbers. In addition to the
IncL pOXA-48 plasmids, F3141-F3140 deletion increased the stability of
p15A, ColEl and pMBI-type plasmids, but had no effect on pSC101 and
IncFll/IncFIB plasmid stability (Fig. 5a). This confirmed that F3141-
F3140 corresponds to a novel antiplasmid defense system that we
renamed apsAB for antiplasmid system AB.

We found that ApsAB also reduces the conjugation frequency of
the three pOXA-48 plasmids while comparing the transfer frequency
with ST38 1 wild type or ST38_1 AapsAB as recipient strains (Fig. 5b).
This suggests that ApsAB interferes with foreign DNA acquisition.
However, ApsAB did not affect the transformation frequency of p15A
and ColE1 plasmids (Fig. 5c). As some antiplasmid systems are also
involved in antiphage defense, we tested the activity of ApsAB chro-
mosomally expressed in MG1655 against eight different phages from £.
coli (lambda, T4, P1, 186clts, CLB_P2, LF82_P8, T5 and T7)* and did not
observe any antiphage activity (Supplementary Information Supple-
mentary Fig. 4).

Finally, to determine whether ApsAB actively eliminates plasmids,
we quantified the persistence of a ColEl plasmid over time following
the induction of apsAB expression from a chromosomally integrated
copy. Plasmid elimination was observed from between 2h30 and 3 h of
arabinose induction and was almost complete (>95%) by a six-hour
induction, whether or not chloramphenicol was added at 2h30 to stop
cell division. These results indicate that ApsAB actively eliminates the
plasmid, likely by promoting its degradation (Fig. 5d).

ApsAB defense system is necessary for the selection of blaoxa-4s
integration

We hypothesized that the elimination of pOXA-48 plasmids by ApsAB
could contribute to the emergence of lineages with blagxa-4s inserted
in the chromosome. To test this hypothesis, we deleted the apsAB
operon in the original ST38_1/pOXA-48_1 transconjugant, which has
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Fig. 2 | Experimental evolution of pOXA-48_1 transconjugants selects Tn6237
transposition and pOXA-48 loss in ST38_1. Experimental evolution was per-
formed by 28-day passages of ST38_1/pOXA-48_1 transconjugants or of the ST38 1
parental strain in LB. For transconjugants, meropenem was added every day (MEM/
day) or every three days (MEM/3 days) in cultures at subinhibitory concentration.
For each condition five lineages were evolved in parallel. a Evolution of the relative
doubling time of ST38_1/pOXA-48 1 transconjugant population and of the parental
strain as control. b Quantification of plasmid loss by WGS of whole populations for
the evolved lineages in the two experimental conditions. Plasmid loss was esti-
mated by calculating the ratio of the number of reads on three pOXA-48 regions of
same size, two outside Tn6237 and one inside (see also Supplementary Fig. 2).

¢ Tn6237-insertion-sites identified in the evolved lineages. d Comparison of the
relative doubling time of the original transconjugant and three blaoxa.4s integrants
(Tn6237 integrated in the chromosome at gadW and at two positions in the IncFIl
endogenous plasmid. The integrant at gadW had an additional mutation in malT

frequently present in transconjugant and control evolved colonies. Chr: chromo-
some). In (a), (b) and (d), boxplots show median, box bounds 25" and 75" quartiles,
whisker bounds minimum and maximum excluding outliers and outliers are
values > 1.5 x interquartile range. For (a) and (b), the results are from five inde-
pendent evolved lineages, for (d) they are from three biologically independent
experiments. Doubling times were determined during exponential growth phase in
the absence of meropenem. The relative doubling time was calculated as the ratio
of the doubling time to one of the evolved plasmid-free lineages collected on the
same day in (a) or to the plasmid-free strain in (d). Normal distribution of data was
assessed with Shapiro-Wilk normality test. Statistical analysis was performed with
pairwise two sample two-sided t-test and p-values (Source Data) were FDR-
adjusted. ns: no significant difference; ***p < 0.000L. a: p = 9.28e-22 and 3.5e-20; d:
p=14e-08,3.5e-06, 6.4e-07 and 2e-07 (from left to right). Source data are provided
as a Source Data File.

the capacity to rapidly evolve towards Tn6237 integration. No sig-
nificant difference in fitness was detected between the deleted strain
and the original transconjugant (Fig. 6a). As expected, apsAB deletion
led to pOXA-48 1 stabilization (Fig. 6b). We then performed experi-
mental evolution in LB medium of five lineages of ST38_1AapsAB/
pOXA-481 (Table 1). Contrary to the original ST38 1/pOXA-48_1
(Fig. 2a), no fitness recovery was detected after 28 days of evolution
of ST38 1AapsAB/pOXA-48_1 (Fig. 6¢). No blaoxa.4s” repA’ colonies out
of 120 tested colonies at day 28 was detected by PCR screening.
Similarly, pool sequencing of the whole population at days 7, 14, 21,
and 28 showed no loss of pOXA-48_1 plasmid by analyzing plasmid
read-coverage and no Tn6237 transposition based on the PCR testing
of the few new ISI junctions (n=4) (Fig. 6d). Our results, therefore,
show that plasmid destabilization through the activity of ApsAB
is a key factor in the emergence of lineages with chromosomally
integrated blaoxa.as.

ApsAB is the first characterized member of a broad family of
Argonaute-like systems

Sequence similarity search against the NCBI nr public database by
BLASTP revealed positive matches of ApsA and ApsB only with pro-
teins of unknown function. Nevertheless, using similarity search based
on structure predictions, we predicted in ApsA a central helicase
domain with conserved residues characteristic of superfamily 2
helicase” and a C-terminal domain containing a PD-(D/E)XK- super-
family nuclease motif*° (Fig. 7a). Directed mutagenesis showed that
substitutions predicted to impair ATP hydrolysis (E533A) and helicase
activity (K221A) completely abolished pOXA-48 plasmids destabiliza-
tion while a mutation in the predicted nuclease active site (K1435A) had
a partial effect (Fig. 7b and Supplementary Information Supplementary
Fig. 5). On the other hand, structural modeling of ApsB revealed aloose
structural similarity with prokaryotic Argonaute proteins (pAgos)
acting as nucleic acid-guided endonucleases. However, ApsB lacked

Nature Communications | (2024)15:4093



Article

https://doi.org/10.1038/s41467-024-48219-y

a
(o]
ST38_1 ST38 2
LB medium 15 M9 medium
<128 ns Days 3 Days
~ ° [} *kk <
[] ?? [)]
< 115 e ° ’.m Ed oo £ B3 oo
2 & o7 £ B B3 o7
5 2 105+
3 ‘ ' KX D14 3 —ns KX p14
o 105 ns @ H W %
] ] Letel
E x & Box? | Spege T | om
s st BEosg I 028
95 . . . . T T
. POXA-48_1 pOXA-48_2  pOXA-48_3 _ )
Plasmid free \1en1 /3 days MEM /3 days MEM /3 days Plasmid free EAOE)&A/‘;BEQYS
b
. L5 mesium < ST38_3
e < LB medium Days
0125 2125
£ E
= * @ Do
o (=]
£ - £ 1154
) 1 ns ns s ns ' b7
> 3 ns
3 ns 8 KA p14
sl T e el g [ 25 >=s%a | gy o
g %.&@»— 5 DS S
[]] ® [3)
e 95— T T T & 95 T T . D28
Plasmid free POXA-48_1 POXA-48_1 _ pOXA-48_1
MEM / day MEM / 3 days Plasmid free  \1en /3 days

Fig. 3 | Experimental evolution of pOXA-48_transconjugants depends on
plasmid structure and plasmid-induced fitness cost. Experimental evolution was
performed by 28-day passages of transconjugants from the three ST38 E. coli
strains in LB or in M9 minimal medium. For evolution of the transconjugants,
meropenem was added every day (MEM/day) or every three days (MEM/3 days) in
cultures at subinhibitory concentration. For each condition five lineages were
evolved in parallel. a Evolution of the relative doubling time of ST38_1 pOXA-48_1,
pOXA-48_2 or pOXA-48_3 transconjugant populations in the presence of mer-
openem at subinhibitory concentration and of the parental strain. b Evolution of
the relative doubling time from ST38_2 and ST38_3 pOXA-48_1 transconjugants in
the presence of meropenem at subinhibitory concentration. ¢ Evolution of the
relative doubling time of ST38_2 pOXA-48 1 transconjugants in M9 medium in the

presence of meropenem at subinhibitory concentration. For (a), (b) and (c), dou-
bling times were determined during exponential growth phase in the absence of
meropenem. The relative doubling time was calculated as the ratio of the doubling
time to one of the evolved plasmid-free lineages collected on the same day. Box-
plots show median, box bounds 25™ and 75™ quartiles, whisker bounds minimum
and maximum excluding outliers and outliers are values > 1.5 x interquartile range.
For a, b and c, the results are from five independent evolved lineages. Normal
distribution of data was assessed with Shapiro-Wilk normality test. Statistical ana-
lysis was performed with pairwise two sample two-sided t-test and p-values (Source
Data) were FDR-adjusted. ns: no significant difference; ***p < 0.001, ***p < 0.0001.
a: p=3.51e-19, p=1.7e-04 (from left to right); c: p=8.17e-10. Source data are pro-
vided as a Source Data File.

typical PIWI and PAZ domains characteristic of Argonautes and was not
identified among pAgos® (Fig. 7c). Sequence alignment of ApsB
homologs retrieved from the NCBI database identified a conserved
Y[X1:K[X1,.QGI[X].K motif (Fig. 7d, Supplementary Information Sup-
plementary Fig. 6 and Supplementary Data 7), reminiscent of the
conserved residues Y[X];K[X],Q[X],K characteristic of the MID
domain of long-B pAgos that interacts with the 5-end of guide nucleic
acids®. The K413A substitution in this motif completely abolished
pOXA-48 plasmid destabilization, supporting the requirement of this
motif for ApsAB antiplasmid activity (Fig. 7b).

The association of an Argonaute-like protein and a protein with
helicase and nuclease domains was reminiscent of the DdmDE
plasmid defense system recently characterized in Vibrio cholerae®.
No sequence similarity could be found between ApsB and DdmeE.
Their predicted 3D structures were different (Root-Mean-Square
Deviation of atomic positions (RMSD)=30.6) and DdmE did
not contain the MID-like motif. However, searching for ApsA
homologs by PSI-BLAST in databases unveiled a wide family of
proteins ranging from ApsA-like to DdmD-like proteins. (Fig. 8a,
Supplementary Data 8).

We identified ApsAB-like systems mainly among Enterobacterales
but also in other gamma-proteobacteria and some beta-proteobacteria

and cyanobacteria (Fig. 8a and Supplementary Data 7, 8). In E. coli,
complete or partially deleted apsAB homologs were located in at least
three different families of genomic islands, some of them encoding
other defense systems like Shango systems (Fig. 8b). We evaluated the
antiplasmid activity of two representatives of E. coli ApsAB-like sys-
tems, showing 92/92 % or 28/25 % protein sequence identity with
ST38_ 1 ApsA/ApsB respectively. Both systems were found to destabi-
lize a ColE1 multicopy plasmid (Fig. 8c), indicating that the antiplasmid
activity is not restricted to ApsAB from ST38 strains.

Discussion

Mathematical modeling predicts that selective pressures, such as
those exerted on bacteria during antibiotic treatment, will promote
the integration of beneficial plasmid genes into the chromosome’. In
this study, by investigating chromosomal integrations of blaoxa-4s, We
demonstrate that, in addition to the selective advantage and a genetic
structure promoting the mobility of the ARG, integration also depends
upon a bacterial host antiplasmid system (ApsAB), here discovered.
ApsAB influences plasmid-induced fitness cost and plasmid persis-
tence. It belongs to a large family widespread across bacterial species
ranging from cyanobacteria to Enterobacterales (Fig. 8a, Supplemen-
tary Data 7, 8).
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Fig. 4 | Mutations in the F3141-F3140 operon led to pOXA-48 stabilization.

a Organization of the genomic island containing the F3141-F3140 operon. The
organization of the genomic island and its insertion at tRNA-leu is identical for the
three ST38 strains. Positions of the mutations of the analyzed mutants named by
letters are indicated by vertical dash. In black, ISI insertion, in green, a deletion of
F3141 and in red, SNPs (strain J, L1444* and strain N, V1425W). b Doubling time
comparison of ten F3141-F3140 mutant strains as indicated in (a) and of the original
transconjugant. Doubling times were determined during exponential growth phase
in the absence of meropenem in LB medium for ST38 1 strain and in M9 medium for
ST38_2. The relative doubling time is calculated as the ratio to the doubling time of
the plasmid-free strain. ¢, d, e and f. pOXA-48 stability in F3141-F3140 mutants after
10-day passages in LB medium in the absence of meropenem. ¢ pOXA-48 1 stability
in three ST38_1 and three ST38 2 mutants. Letters define the mutant strain as in (a)
and (b). d Quantification of the carriage of the three pOXA-48 plasmids in ST38 1
and ST38_3 transconjugants deleted for the F3141-F3140 operon. and f. Quantifi-
cation of pOXA-48 plasmids carriage following complementation of F3141-F3140

-F3140

operon deletion. A plasmid copy of the complete F3141-F3140 operon (e) or of the
operon inactivated for F3141 or F3140 (f) was expressed under the control of the
peap inducible promotor in ST38_1AF3141-F3140 transconjugant. tO refers to the
value obtained following one 24-h passage in LB glucose (0.4%) and t1 to the value
determined after two additional passages in LB arabinose (0.02%). pHV7-empty is
used as negative control. For a, b, ¢ and d, boxplots show median, box bounds 25"
and 75" quartiles, whiskers bound minimum and maximum values excluding out-
liers and outliers are values > 1.5 x interquartile range. For a, b, ¢ and d, the results
are from three biologically independent experiments. For b, normal distribution of
data was assessed with Shapiro-Wilk normality test. Statistical analysis was per-
formed with pairwise two sample two-sided t-test and p-values (Source Data) were
FDR-adjusted. ns no significant difference; *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001,

***p < 0.0001. b: LB medium: p =3.12-18, 2.03e-09, 1.5e-6, 3.2e-6, 2.10e-5, 3.73e-5,
1.86e-3, 3.19¢-2 (from left to right); M9 medium: p = 2.95e-4,1.43e-03, 3.24e-4,1.19%-
3,1.58e-3, 1.35e-3, 3.59e-4 (from left to right). Source data are provided as a Source
Data File.

To investigate the factors involved in blaogxa.4s gene integration
into another replicon, we performed experimental evolutions of
pOXA-48s transconjugants of three E. coli ST38 strains. Sub-
inhibitory concentration of carbapenem was added every passage or

every three passages, leading to alternate selection for growth and
for resistance (Table 1). Rapidly, for one of the five strain/plasmid
pairs tested (ST38_1/pOXA48.1), blaoxa.4s integrated lineages
emerged and became dominant at day 28 (Fig. 2b). Tn6237
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Fig. 5 | F3141-F3140 (ApsAB) acts as an antiplasmid system active against low
and high copy number plasmids. a Activity of F3141-F3140 against non-IncL plas-
mids with different replicons and copy numbers: pACYt: p15A ori, ca. 10 copies;
pBbES8c: ColEl ori, ca. 20-30 copies; pUC19: pMB1 ori, >100 copies; pBbS8c: pSC101
ori, ca. 5 copies. CNR146C9-pKCP: incFIl/IncFIB, ca. 1-2 copies b Comparison of
pOXA-48 conjugation frequency between ST38_1 WT (wild type) and ST38 1AF3141-
F3140. ¢ Comparison of transformation efficiency into ST38 1 WT and ST38_1AF3141-
F3140 by using electroporation of pACYt and pBbE8c d Quantification of the ColE1
derivative pBbESc following induction of the F3141-F3140 operon cloned under the
pBAD promoter and inserted into MG1655 E. coli chromosome (TnF3141-F3140).
TnzeoR used as control, corresponds to the empty transposon and only carries the
zeocin resistance gene. The plasmid copy number was determined on DNA

preparations by qPCR by using the ACt method with primers in pBbE8c replication
origin and rps/ (chromosomal gene) as reference gene (Supplementary Data 9). For
a, b, c and d, boxplots show median, box bounds 25™ and 75" quartiles, whisker
bounds minimum and maximum excluding outliers and outliers are values > 1.5 x
interquartile range. For a, b, ¢, and d, the results are from three biologically inde-
pendent experiments. For b, ¢ and d, normal distribution of data was assessed with
Shapiro-Wilk normality test. Statistical analysis was performed with Logl0-
transformed data by using a pairwise two-sample two-sided t-test and p-values
(Source Data) were FDR-adjusted. ns no significant difference; **p < 0.001,
**p<0.0001. b: p=0.0000198, 0.000648, 0.0000556 (from left to right). d:
p=4.15e- 9, 4.96e-17, 8.47e-15 (from left to right). Source data are provided as a
Source Data File.

transposition from pOXA-48_1 appears as particularly efficient to
move blapxa-4s into the chromosome or the resident F-plasmid, as in
each evolved lineage multiple integration events were selected.
blaoxa-4s chromosomal integration was also observed with pOXA-
48 3, but at late time points. These integration events were also due
to Tn6237 transposition. We hypothesize that the Tn6237 structure
has been reconstituted following homologous recombination
between the two IS1999 copies surrounding blaoxa-ss and the
blaoxa-4s proximal ISI (Fig. 1a). Altogether the experimental evolu-
tion successfully reproduced blapxa-4s integrations observed in
worldwide disseminated ST38 clinical lineages**.. Our results show
that low doses of carbapenem, such as those encountered in the gut
during parenteral administration of carbapenems®, might have
contributed to the emergence of blapxass chromosomally inte-
grated lineages.

In addition to blapxa-4s integration by transposition, we observed
during experimental evolution convergent mutations (mainly inacti-
vation) of the apsAB operon. ApsAB increases the fitness cost of pOXA-
48 plasmids in ST38 transconjugants and destabilizes these plasmids
(Fig. 4b, c). In experiments with ST38 1, the fitness gain linked to
blaoxa-4s integration and plasmid loss was high and lineages with
blaoxa.4s integration emerged rapidly. This was not the case with
ST38 2 where both events led to equivalent fitness gain. This probably
explains why apsAB inactivation events were generally selected at the
expense of blapxa.4s chromosomal integration in this strain. More
specifically, we showed that pOXA-48 plasmids destabilization was
needed for the selection of blapxa4s integration (Fig. 6d). apsAB
location, embedded in a genomic island, and its distribution among
ST38 isolates (Supplementary Information Supplementary Fig. 1) sug-
gested that it has been horizontally acquired. This represents a typical
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Fig. 6 | blaoxa.4s integration and pOXA-48_1 loss require the apsAB operon.

a Comparison of the relative doubling time between the original transconjugant
and ST38_1AapsB transconjugant b Quantification of plasmid carrying strains after
apsAB deletion in the original transconjugant. ¢ Evolution of the relative doubling
time of ST38_1AapsAB transconjugant whole population and of the parental strain.
d Quantification of plasmid loss by whole genome sequencing of whole popula-
tions (also see Supplementary Fig. 2). Plasmid loss was estimated by calculating the
ratio of the number of reads on two pOXA-48 regions of same size, one outside
Tn6237 and one inside. Doubling times in (a) and (c) were determined during the
exponential growth phase in the absence of meropenem. The relative doubling
time is calculated as the ratio to the doubling time of one of the evolved plasmid-

free lineages from the same day for (c) or to the plasmid-free strain in (a). For

a, b, c and d, boxplots show median, box bounds 25" and 75" quartiles, whisker
bounds minimum and maximum excluding outliers and outliers are values > 1.5 x
interquartile range. The results are from three biologically independent experi-
ments (a and b) and five independent evolved lineages (¢ and d). Normal dis-
tribution of data was assessed with Shapiro-Wilk normality test. Statistical analysis
was performed with LoglO-transformed data by using a pairwise two-sample two-
sided t-test and p-values (Source data) were FDR-adjusted. ns no significant dif-
ference. ***p < 0.0001. a: p = 0.00000584, 0.00000584 (from left to right). Source
data are provided as a Source Data File.

case of MGE negative interactions between a genomic island and
plasmids®**. apsAB was present in the three strains of the study and
was associated to a low stability of the three pOXA-48 plasmids.
However, while apsAB was frequently inactivated in colonies that
retained pOXA-48 in ST38 1and ST38 2, we did not detect inactivation
events in ST38_3, suggesting that conservation of apsAB might be
positively selected for an unknown reason in this genetic background.
Nevertheless, apsAB deletion in this strain led to a stabilization of
pOXA-48 plasmids (Fig. 4d). In addition to ApsAB, nine to eleven other
defense systems were predicted in the three strains (Supplementary
Data 1). None was specific to ST38_1 and we did not detect any muta-
tion in these systems during experimental evolutions. Therefore, they
probably did not influence the evolution results. apsAB is present in
the four ST38 clinical lineages in which blagxa.4s is integrated in the
chromosome (Supplementary Information Supplementary Fig. 1)* and
has likely driven the integration event leading to their dissemination.
However, as ARGs integrated in the genome are frequently being
reported in resistant E. coli and apsAB homologs only found in a subset
of strains, other plasmid destabilizing systems are probably to be
involved. Alternatively, in the absence of an active antiplasmid system,
the mobilization to the chromosome might be much less frequently
selected.

In recent years, a plethora of bacterial defense systems have been
discovered. But, only a few of them, such as CRISPR, restriction-
modification, pAgos, DdmDE and Wadjet were described to have
antiplasmid activity****’. By combining different in silico search stra-
tegies, we uncovered a broad family of ApsA homologs that combine
helicase and nuclease domains. Strikingly, this family was subdivided
into two classes associated with two families of argonaute-like pro-
teins, whose prototypes were ApsB and the recently described DdmE®.
We therefore connected DdmDE- to ApsAB-like systems. However,
unique to ApsB-like proteins is the conservation of a MID-like domain
of long pAgos, which we showed to be essential for its activity. This
suggests that ApsB is involved in a guide-dependent recognition of the
target, ApsA bringing the nuclease activity, similarly to what has
recently been described for a group of catalytically inactive long true
pAgos®™. While these Argonaute systems confer immunity also via

abortive infection®, we do not have evidence that ApsAB kills plasmid
invaded cells. Despite the absence of similarity between DdmE and
ApsB, both DdMDE and ApsAB share an antiplasmid activity, like a
second E. coli system, only 28/25% similar to ST38 ApsAB (Fig. 8c). This
suggests that the compendium of systems we brought out represents a
new diverse family of defense systems acting on plasmids. Their pre-
cise functional mechanisms, in particular the nature and specificity of
the guides, remain to be characterized. These systems might also
provide new tools for genomic engineering and plasmid curing,
including those carrying ARGs.

To our knowledge, we provide the first evidence of an antiplasmid
defense system influencing the evolutionary fate of an antibiotic
resistance gene. Conversely, during our analysis of apsAB homologs,
we retrieved many partially deleted systems, which might reflect the
counter-selection of these systems in a context of antibiotic pressure
that favors the stabilization and dissemination of ARG carrying
plasmids.

Methods

Bacterial strains, growth conditions, and plasmids
Characteristics of the strains used in this work are summarized in
Supplementary Data 1. All strains were submitted to Illumina sequen-
cing and for some of them to long-read sequencing. Donor strains in
conjugation experiments were three clinical K. pneumoniae isolates
carrying either pOXA-48_1, pOXA-48 2 or pOXA-48_3. The organization
of ISI sequences in the three plasmids was confirmed by PCR. Reci-
pient strains were three E. coli ST38 environmental isolates char-
acterized by different O-types/H-types. Their position in the ST38
phylogeny is given in (Supplementary Information Supplementary
Fig. 1a). ST38 1 carried an endogenous IncFll, 70.8 kb-long plasmid
deprived of any ARG while ST38_3 contained a 161 kb-long IncFIC(FII)
plasmid. ST38 2 has no plasmid (Supplementary Data 1). E. coli strains
CNR36C9 (ST219) and CNR8ID1O (ST10) encoding closely related
(91%/92% amino acid (a.a.) identity) or distantly related (28%/25% a.a.
identity) apsAB-like systems respectively were used for PCR-cloning of
apsAB homologs. E. coli K-12 strain MG1655 was used for apsAB
expression experiments from a mini-Tn7 inserted downstream glms. E.
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Fig. 7 | ApsAB associates a protein with helicase and nuclease domains and a
novel Argonaute-like protein. a Predicted structure of ApsA as determined with
Alphafold2. The conserved PD-(D/E)XK nuclease domain with active site residues
(*2°D...*3pV*¥K) in red and the four motifs of the helicase domain in cyan
BGFGKS?2, blue *2DELH, gray $2SAT®® and purple *°QAVGRVER™ are indi-
cated. b Effect of mutations replacing key residues of the putative helicase (K221A,
E533A) or nuclease (K1435A) domains of ApsA and of the putative 5" end guide
binding motif (K413A) of ApsB on pOXA-48_1 maintenance. Effect on pOXA-48 2
and _3 are shown in Supplementary Fig. 5. apsAB and variants were expressed under
the control of the pgap inducible promotor in ST38_1AF3141-F3140 transconjugants.
tO refers to the value obtained following one 24-h passage in LB glucose 0.4%, and t1
to the value determined after two additional passages in LB arabinose 0.02%. pHV7-
empty (pHV7) is a negative control. Results are from three biologically independent

409YTQL413K. A -431Q- L4899, 743y

experiments. Boxplots show median, box bounds 25™ and 75™ quartiles, whisker
bounds minimum and maximum excluding outliers, and outliers are values > 1.5 x
interquartile range. Source data are provided as a Source Data File. ¢ Predicted
structure of ApsB as determined with Alphafold2. The conserved motif acting as 5
end guide binding motif in the MID domain of pAgos, *®Y,*3K,*'Q, **K, is indicated
as red balls; the RNAse H fold of the PIWI domain and the PAZ domain of pAgos are
not conserved in ApsB. d Sequence logo generated by WebLogo from the align-
ment of ApsB homologs (shown in Supplementary Fig. 6) in the region corre-
sponding to the MID domain, highlighting the conserved residues. A zoom on the
ApsB MID domain structure at the *®Y,*?K,?'Q, *°K residues is provided in the
lower panel. The C-terminal 7N residue possibly interacting with the putative
guide nucleic acid in the binding pocket is also indicated.

coli strains DH5a and XL1 blue were used for cloning and MFD pir* for
propagation of plasmids with RK6 origin of replication and for bac-
terial mating.

Bacterial growths were performed at 37 °C. Liquid cultures were
performed in LB Miller or in M9 medium supplemented with glucose

0.4%, MgS0O, 1mM and CaCl, 0.1 mM with shaking. Where appro-
priate, antibiotics were added: meropenem (0.1 ug ml-1), apramycin
(40 ug ml-1), zeocin (30 uyg ml-1) and chloramphenicol (10 ug ml-1).
Growth and mating experiments with MFDpir derivatives were per-
formed in LB or LB agar complemented with 0.3 mM diaminopimelic
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Fig. 8 | ApsAB belongs to a broad family of putative antiplasmid systems.

a Distance tree of ApsA related sequences retrieved from the NCBI database. Pro-
tein sequences were retrieved by using PSI-BLAST and the distance tree was
obtained by the Neighbour-joining method. The distance tree separates proteins
more related to ApsA (in blue) or to DdmD (in red), or intermediate (in gray). Circles
are annotated as the figure key. From inside to outside: the type of associated
Argonaute-like protein (ApsB or DdmE), the taxonomic origin of the sequence, and
for 19 ApsB-like or DdmE-like proteins with a predicted 3-D structure in Uniprot or
NCBI databases, a measure of their structural similarity with ApsB by using the root-
mean-square deviation of atomic positions (RMSD)(See also Supplementary

Data 8). b Alignment of different families of genomic islands containing a complete
or a truncated apsAB-like operon. Other defense systems, such as the SngABC
Shango system and the AbiEIAbIEIl systems, encoded in some of these genomic
islands are indicated. The sequence type (ST) and the strain ID are indicated, and
the E. coli phylogroup is given between brackets. When it could be identified, the
tRNA in which the genomic island is inserted is also indicated. apsAB variants from
CNR36C9 and CNRSIDIO tested in (c) have been included. ¢ Quantification of the
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ColEl1 derivative pBbE8c following induction of two homologs of the apsAB operon
encoding proteins with 92/92% and 28/25% aa sequence identity with ApsA/B,
respectively. Operon was cloned in Tn7 following PCR amplification from the ST219
CNR36C9 and ST10 CNR81D10 isolates under the pgap promotor and inserted in
MG1655 E. coli chromosome. TnZeoR used as control, corresponds to the empty
transposon and only carries the zeocin resistance gene. The plasmid copy number
was determined by qPCR by using the ACt method with primers in pBbE8c repli-
cation origin and rps/ (chromosomal gene) as the reference gene. The results are
from three biologically independent experiments. Boxplots show median, box
bounds 25" and 75" quartiles, whisker bounds minimum and maximum excluding
outliers and outliers are values > 1.5 x interquartile range. The normal distribution
of data was assessed with Shapiro-Wilk normality test. Statistical analysis was per-
formed with Logl0-transformed data by using a pairwise two-sample two-sided
t-test and p-values (Source Data) were FDR-adjusted. ***p < 0.001, **p < 0.0001.b:
p =4.69¢e-04, 1.32e-09, 1.77e-11, 8.71e-05 (from left to right). Source data are pro-
vided as a Source Data File.
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acid (DAP, ThermoScientific). Induction from pgap promoter was
performed in LB Miller supplemented with L-arabinose to a final
concentration of 0.02 or 0.2% as indicated. E-test were performed on
Mueller Hinton agar (MHA) medium. A list of plasmids used in the
study and their main characteristics is provided in (Supplementary
Data 9). All inserted fragments were verified by Sanger sequencing
(Eurofins Genomics), and expression plasmids carrying apsAB were
WGS (PlasmidSaurus or Eurofins Genomics).

Conjugation assay

Overnight precultures in LB of donors and recipient strains were
diluted 1:100 into fresh LB and grown to an optical density at 600 nm
(OD¢oo) of 0.6. After mixing at 1:1 ratio, 200 ul were spread on a filter
(MILLIPORE type HAEP 0.45uM) placed on LB agar and incubated at
37 °C overnight or for one hour. Bacteria were harvested in physiolo-
gical water followed by serial dilutions and plated on LB agar con-
taining two antibiotics: meropenem (MEM) 0.1 pg ml-1and tetracycline
(TET) 10 pg ml-1 to select transconjugants. Transconjugants were WGS
and those devoid of mutations were selected for further analysis.
Conjugation frequency was calculated as the ratio of transconjugants
over donor after a 1h-mating followed by selection of transconjugants,
donors, and recipients (MEM O.1pgml-1 and TET 10 ug ml-1; MEM
0.1pg ml-1, TET 10 pg ml-1 respectively).

Growth curves and relative fitness assessments

Overnight precultures in LB or M9 of the three ST38 E. coli plasmid-
free isolates and their isogenic transconjugants were inoculated
without and with antibiotic (MEM 0.1pug ml-1) respectively. 96-well
plates were inoculated with 100 uL of precultures diluted to 5*10°
colony forming unit (CFU) per milliliter in LB or M9 medium and
incubated at 37 °C with shaking for 6 (LB) or 16 h (M9) in an automatic
plate reader (Tecan infinite M Nano under i-control 2.0.10). Three
independent experiments were carried out for each strain. For each
independent biological replicate, the doubling time was obtained by
calculating the mean from three to five technical replicates. The
doubling time was calculated using the formula: G = In (2)/umnax. Mmax IS
the maximum growth rate, corresponding to the slope of the curve at
exponential phase. The relative doubling time was calculated using
the formula: W . Gtransconjugam/GpIasmid»free.

Experimental evolution

Overnight precultures in LB or in M9 of transconjugants and plasmid-
free strains were diluted 1:200 into 10 ml fresh LB medium or into
complemented M9 medium with and without MEM 0.1ugml-1
respectively and incubated at 37 °C with shaking (220 r.p.m, INFORS
HT Minitron). For each experiment, five independent biological repli-
cate cultures were evolved. Serial transfers were achieved for 28 days
using 1:200 dilutions every day into 10 ml of fresh medium (ca. 8
generations per day). For the evolution of transconjugant lineages,
MEM was added every day or every three days at 0.1 ug ml-1 as indi-
cated. Each seven days, whole populations were collected and frozen
at —80 °C, and bacterial pellets for DNA sequencing were obtained by
centrifuging 1ml of culture. Relative fitness of whole population
through experimental evolution was monitored by growth curves. PCR
using primers (Sigma-Aldrich) targeting blaoxa.4s and repA (Supple-
mentary Data 9) were performed on isolated colonies selected on MEM
0.1ug.ml” to identify potential integration of blagxa.4s (Tn6237) and
pOXA-48 loss at day 7, day 14, day 21 and day 28.

Plasmid stability assay

Overnight precultures of pOXA-48 transconjugants in LB with MEM
0.1pg ml-1 were set as day 0. Plasmid stability was assessed by serial
passages using 1:200 dilutions into 10 ml fresh LB without MEM for ten
days. Bacteria were collected and frozen at -80 °C at days O, 5 and 10
and CFU were determined by plating 100 ul diluted cultures on LB agar

with and without MEM 0.05 pg ml-1. Colonies growing on MEM were
used as a proxy for plasmid-carrying bacteria as Tn6237 integration
was estimated as a rare event under these conditions. Automatic
bacterial colony counting was done with scan4000 (INTERSCIENCE)
and plasmid stability was calculated as the ratio of plasmid-carrying
bacteria over total population. Due to dilution and plating biaises this
might occasionally result in ratios slightly superior to 100%. The sta-
bility of other plasmids was similarly tested after introduction by
electroporation (pBbS8c, pBbE8c, pACYt, pUCI9) or conjugation
(pKPC, using CNR146C9 as donor) with adequate antibiotic selection
(Supplementary Data 9).

Plasmid constructions for expression of wild-type and mutated
copies of apsAB

F3141-F3140 operon, F3140 (apsB) and F3141 (apsA) were cloned under
the control of a pgap inducible promotor in a pHV7 vector coding for
apramycin resistance. All growing steps of pHV7-F3141-F3140 trans-
formants were performed in the presence of glucose 0.2 % to repress
apsAB induction. Two mutated versions of this operon where a stop
codon was introduced in F3141 or F3140 sequence were generated
during this cloning and the corresponding plasmids were used for
activity testing. For site-directed mutagenesis, selected codons were
modified in the pHV7-F3141-F3140 plasmid by using the Q5 Site-
Directed Mutagenesis kit (New England Biolabs) according to manu-
facturer's recommendations. pHV7 plasmid mutants were WGS
(Eurofins). For chromosomal expression of apsAB (F3141-F3140) in
MG1655, apsAB or apsAB homologs were cloned under the control of a
Peap Promoter in a miniTn7 transposon (miniTnapsAB) using primers
described in Supplementary Data 9. miniTnapsAB was integrated
downstream glmsS, a neutral chromosomal position of E. coli K12
MG1655 strain following triparental mating as previously described*’.
Antiplasmid activity of these constructs was analyzed by electro-
porating the ColEl plasmid pBbES8c. An MG1655 strain harboring an
empty miniTn7 (miniTnzeoR) integrated at glmS was used as control.
When stated, chloramphenicol was added at 10 pg.ml” to arrest bac-
terial growth 2.5 h after addition of arabinose 0.2%.

F3140-3141 (apsAB) chromosomal deletion and
complementation

Complete deletion of the F3140-3141 (apsAB) operon was obtained by A
Red recombination* by using an in-lab p15red vector carrying the
lambda recombinase under the control of an inducible pBAD pro-
motor (Supplementary Data 9). Primers (Sigma-Aldrich) used for PCR
amplification of the ZeoR cassette between F3141-F3140 homology
sequences are shown in Supplementary Data 9. zeoR marker was
eliminated by using an in-lab p15Flip plasmid encoding the Flippase.
SacB counterselection was used to eliminate recombineering plas-
mids. F3141-F3140 (apsAB) operon deletion were confirmed by PCR.
The absence of mutation in the ST38 1AapsAB clone used for experi-
mental evolution was determined by WGS. For complementation,
recipient cells were electroporated with the plasmids pHV7-empty,
pHV7-F3141, pHV7-F3140, pHV7-F3141-F3140 and pHV7-F3141-F3140-
mutants (Supplementary Data 9). pHV7-derivatives carrying strains
were incubated 24 h in LB, apramycin 50 uyg ml-1, 0.4% glucose to
repress ppap activity (to); two serial passages using 1:200 dilutions
were then performed in LB, apramycin 50 ug ml-1 and 0.02% arabinose
to induce F3141-F3140 transcription. Cultures were diluted and plated
on LB agar with or without MEM 0.05 pg ml-1 and pOXA-48 plasmids
stability assessed as the ratio of resistant colonies over whole
population.

Carbapenem susceptibility testing

MEM Minimal Inhibitory concentration (MIC) was determined by Etest
(Biomerieux). The plates were inoculated by flooding 2 ml of bacterial
culture (10° bacteria ml-1), spread by a gentle rocking motion, and
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excessive liquid was removed leaving 0.5 ml of culture (+/- 10%). The
flooding method was selected over swab streaking as it provides a
more accurate reading of the Etest result.

Bacteriophages plaque assays

Phage plaque assays have been performed as previously described and
by using the same phage collection®® (bacteriophages lambda, T4, P1,
186clts, CLB_P2, LF82_P8, AL505_P2, and T5, Supplementary Table 1).
Phages were obtained as active cultures. The preys, E. coli K12
MG1655 strain and its isogenic derivatives chromosomally encoding
the miniTnapsAB or the miniTnzeoR as control were grown overnight.
Overnight cultures were diluted to 1:20 in the presence of arabinose
0.2% in LB medium and incubated at 37 °C for 3 h to induce apsAB
expression. Bacterial lawns were prepared by mixing 200 pL of the
induced culture with 100 pL of CaCl, 1M and 20 ml of LB + 0.5% agar
and poured onto 12 x 12 cm square plates of LB containing 0.2% ara-
binose. High-titer (>10® pfu ml-1) stocks of phages lambda, T4, P1,
186c¢lts, CLB_P2, LF82 P8, AL505 P2, and T5 serially diluted were
spotted on each plate and incubated at 37 °C overnight except for
phage T7 incubated overnight at room temperature.

Whole genome sequencing and mutation identification

ST38 1, ST38 2 and ST38 3 strains were fully sequenced and used as
reference sequences by combining Illumina sequencing and PacBio
sequencing (ST38_1, ST38_2) or Oxford Nanopore technology (ST38_3).
DNA was extracted at the exponential phase with Qiagen Puregene
Yeast/Bact kit B. PacBio sequencing libraries were prepared with
NANOBIND CBB KIT RT PacBio. ST38_3 Nanopore sequencing library
was prepared by using Native Barcoding Kit 24 V14 (ref SQK-
NBD114.24), and sequencing was performed with flowcell R10.4.1 (ref
FLO-MIN114) on MinlON MKIC device with Guppy 5.0.14 as a base-
caller. Long-read PacBio sequences were assembled with hybrid-
SPAdes v 3.15.5 for hybrid assembly of short and long reads*>. Hybrid
assembly of short and long-read Nanopore sequences were performed
by using Canu 2.2* and Circlator 1.5.5**.

For Illumina sequencing, DNA was extracted from stationary
phase cultures by using the Qiagen Blood and Tissue DNeasy Kkit,
libraries were prepared with the NEBNext Ultra I FS DNA Library Prep
Kit and sequencing was performed with NovaSeq6000 or
NextSeq500 sequencing platforms. Short-read Illumina sequences
were assembled with SPAdes 3.15.5* or aligned to the reference
sequences by using Breseq 0.35.7*¢ to identify SNPs, deletions, inser-
tions and recombination events. IGV 2.11.9*” was used to visually con-
firm mutation events. Illumina-reads of the whole population of the
evolved lineages collected at day 7, day 14, day 21, and day 28 were
analyzed for new junction evidence and coverage distribution by using
Breseq 0.35.7*° with the -p option for pool sequencing, a polymorph-
ism frequency cutoff 2.5% option with at least 10 polymorphic reads.
Plasmid coverage inside and outside the Tn6237 sequence was deter-
mined as the number of reads on three 15 kb-long regions, one in
Tn6237, two outside, containing no IS, by using BAM files and the
GRanges function of the GenomicAlignments package 1.22.1 in RStudio
(R 3.6.3). The ratio was calculated as the ratio of the average of the
number of reads mapping on the two regions outside Tn6237 to the
number of reads mapping on Tn6237. ISI new junctions detected by
Breseq were tested as potential Tn6237 integration sites by PCR using a
primer located near the new ISI insertion site and a primer in blapxa.4s
(Supplementary Data 9). PCR products were Sanger-sequenced to
confirm the insertion site.

Phylogenetic analysis of E. coli ST38 and sequence annotation

To contextualize the three ST38 strains used in this work we per-
formed a phylogenetic analysis using 1907 sequences retrieved from
public databases (April 2020): 1248 assembled genome sequences
from Enterobase [https://enterobase.warwick.ac.uk/], 149 assembled

genomes from the NCBI and 510 sequences retrieved as reads and
assembled with SPAdes 3.12.0* (Supplementary Data 10). QUAST 2.2
was used to assess the assembly quality and contigs shorter than
500 bp were filtered out for the phylogenetic analysis. A core genome
alignment was generated with Parsnp 1.5.4*°, by using a finished gen-
ome sequence as reference. Maximum-Likelihood (ML) trees were
generated with RAXML 8.2.12°° using GTRGAMMA after removing
regions of recombination with Gubbins®. The ST38 single locus variant
ST963 strain CNRC6047 was used as outgroup to root the phyloge-
netic tree. Trees were visualized and annotated using ITOL* [https://
itol.embl.de/].

Genomes annotation was performed by using Prokka 1.14.5%.
Resistome and plasmidome were characterized by using ABRicate 1.0.1
on the ResFinder db* (minimum coverage 60%, minimum identity
95%) and PlasmidFinder 2.1.1 (minimum coverage 60%, minimum
identity 95%)>. Identification of defense systems was performed by
using DefenseFinder [https://defensefinder.mdmlab.fr/].

In silico characterization of ApsAB antiplasmid systems

Search for apsAB homologs were performed by using PSI-BLAST
with three iterations on the recently introduced NCBI clustered nr
database [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/]. This database is com-
posed of representative sequences of clusters, that groups NCBI nr
sequences sharing 90% identity and 90% length to other members of
the cluster. Only sequences longer than 1100 a.a. residues (ApsA)
and 500 a.a. residues (ApsB) were kept for PSI-BLAST iterations. CDS
located downstream of apsA homologs were retrieved by using
GCsnap 1.0.17°°. Protein sequences were aligned by using MuscleW
3.8.31 (default options) under Jalview 2.11.3* and a distance
tree was created by Neighbor-Joining method using a BLOSUM62
matrix. Remote homology detection was also performed with the
HHpred server [https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred]
using PDB_mmCIF70_18_jun, SCOPe70_2 08, CATH_S40_v4.3 and
UniProt-SwissProt-viral70_3 nov_2021 as target databases accessed
in September 2023. Structural modelling was performed with
Alphafold2* implemented in Neurosnap [https://neurosnap.ai/] and
the resulting models were used as templates for similarity searches
with Foldseek [https://search.foldseek.com/search]. Structure
annotation was performed with Pymol 2.5.5 (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.5.5 Schrodinger, LLC.). Alpha-fold or
icn3d pdb models of 20 ApsB-like or DdmE-like proteins (Supple-
mentary Data 8) were recovered from Uniprot [https://www.uniprot.
org/] or ncbi [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/] and
aligned to ApsB structure model under Pymol 2.5.5 and the Root-
mean-square deviation of atomic positions (RMSD) was used as a
proxy to estimate protein structure similarity. The genomic envir-
onment of apsAB homologs from 12 E. coli strains belonging to dif-
ferent STs was compared by using the web version of Clinker
[https://cagecat.bioinformatics.nl/tools/clinker].

Statistical tests

All graphs were generated with R (version 3.6.3) by using the R
packages (tidyverse, forcats, ggplot2, ggpubr, rstatix, broom). Nor-
mality of data were assessed by using the Shapiro test. All the statistical
analyzes were performed with a pairwise two sample t.test and p-value
were corrected following Benjamini-Hochberg correction (FDR).

Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature
Portfolio Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The data that support the findings of this study are provided within the
manuscript and the associated supplementary materials. Full details
and links to the publicly available databases [https://enterobase.
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warwick.ac.uk/],
uniprot.org/],

[https://defensefinder.mdmlab.fr/], [https://www.
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/icn3d/],

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/] used in bioinformatic analyzes are
provided in the methods and their associated references. Complete
genome sequences of ST38_1, ST38 2, and ST38 3 and of the three
pOXA-48 plasmids have been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank
(BioProject PRJEB71895). The corresponding Genome_ID are provided
in Supplementary Data 1 (for ST38 strains) and 9 (for pOXA-48s). Illu-
mina reads for the three K. pneumoniae used as donors of pOXA-48
have also been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank (BioProject
PRJEB71895), and their accession numbers are given in Supplementary
Data 1. Sequence data from individual colonies and pools are available
from the corresponding author upon request. Source data are pro-
vided in this paper.
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Supplementary Figure 1: Phylogeny of ST38 E. coli. Core genome phylogeny of a collection
of 1907 E. coli ST38 strains from the NCBI database and Enterobase and the three strains of
the study. The list of the strains and their characteristics are provided in Supplementary Data
10. The ST38 single locus variant ST963 strain CNRC6047 was used as outgroup to root the
maximum-Likelihood tree generated by RAXML>? after removing regions of recombination by
Gubbins®!. Genomic features are indicated as in the figure key from the inside to the outside
circles: carbapenemases OXA-48-like, H-type and O-type antigen, Numbers of ARGs as
determined by using ResFinder®, Number of plasmid replicon sequences (Rep) as determined
by using PlasmidFinder”® and presence of F3141-F3140 antiplasmid defence system.
Worldwide disseminated chromosomally integrated lineages are coloured in blue, red, brown
and light green. The recipient strains ST38 1, ST38 2 and ST38 3 are indicated with red solid
lines.
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Supplementary Figure 2: pOXA-48 1 plasmid is gradually lost during experimental
evolution of ST38 1 transconjugants. Evolution of pOXA-48 1 plasmid coverage during
experimental evolution from day 7 to day 28, as obtained by Breseq*® mapping of pool
sequencing of an evolved population on pOXA-48 1 reference sequence. X-axis shows read-
coverage depth and Y-axis pOXA48 1 coordinates. Tn6237 is shown by double headed arrows.
a. pOXA-48 1 coverage in ST38 1 (Lineage 3E). b. pOXA-48 1 coverage in ST38 1
Z103AapsAB (Lineage P1).
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Supplementary Figure 3: Tn6237 insertion is associated with pOXA-48 plasmid loss. a. b.
and d. Quantification of plasmid loss by population WGS. Plasmid loss was estimated by
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Supplementary Figure 5: Effect of mutations replacing key residues of the putative
helicase (K221A, E533A) or nuclease (K1435A) domains of ApsA and of the predicted 5’
nucleic acid binding domains (K413A) of ApsB on pOXA-48 2 and pOXA-48 3
maintenance. apsAB and variants were expressed under the control of the pgap inducible
promotor in ST38 1AF3141-F3140 transconjugants. t0 refers to the value obtained following
one 24h-passage in LB glucose (0.4%) and tl to the value determined after two additional
passages in LB arabinose (0.02%). pHV7-emty is a negative control. Figures show the results
from three biologically independent experiments. Boxplots show median, box bounds 25" and
75" quartiles, whisker bounds minimum and maximum excluding outliers and outliers are value
> 1.5 x interquartile range. Source data are provided as a Source Data File.
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Supplementary Figure 6: Conserved residues in ApsB MID-like domain. Multiple
alignment of ApsB-like proteins showed different conserved residues indicated in blue. The
parameters Conservation, Quality, Consensus and Occupancy of amino acids are indicated
below  the  alignment. @ The  sequence logo  generated by  WebLogo
[https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi | highlights the conserved residues. The list of ApsB-
like proteins is provided in Supplementary Data 7.



Supplementary Table 1 : Meropenem MIC of plasmid-free strains, transconjugants and

Tn6237 integrants

MIC:s of strains before experimental evolution

Strains &Plasmid Mic Ei;?#enem

ST38 1 - 0.023
ST38 1 transconjugant Z103 pOXA-48 1 0.5

ST38 1 transconjugant Z112 pOXA-48 2 0.5

ST38 1 transconjugant Z122 pOXA-48 3 0.5

ST38 2 - 0.032
ST38 2 transconjugant Z3 pOXA-48 1 0.25
ST38 2 transconjugant Z41 pOXA-48 2 0.25
ST38 2 transconjugant Z62 pOXA-48 3 0.25
ST38_3 - 0.047
ST38 3 transconjugant Z142 pOXA-48 1 0.38
ST38 3 transconjugant Z147 pOXA-48 2 0.38
ST38 3 transconjugant Z152 pOXA-48 3 0.38

&: a dash indicates the recipient strain not carrying a pOXA-48 plasmid

MIC:s of strains with Tn6237 chromosomal integration (after experimental evolution)

Strains | Exprimental MIC Complementary informations
evolution meropenem
pg/mL*

3E-pl12 | ST38 1/pOXA-48 1 0.25 Tn6237 integration in IncF plasmid in
FIEDEJGE 04811

5A-pl4 | ST38 1/pOXA-48 1 0.25 Tn6237 integration between FIEDEJGE 02264 and
gadW. One mutation in malT

5B-pl6 | ST38 1/pOXA-48 1 0.25 Tn6237 integration in IncF plasmid in yAicR

N2 p45 | ST38 2/pOXA-48 1 0.5% Tn6237 integration in kup + IS/ insertion in ompF
promotor (position -56)

N5 p48 | ST38 2/pOXA-48 1 0.5% Tn6237 integration in pelX + Mutation R78W in envZ

#: Determined by E-test. Three biologically independent experiments were performed for each strain with
reproducible results.
*: MIC of ST38 2 integrated strains is twice the one of the original transconjugant due to mutations in ompF and
envZ genes involved in bacterial outer membrane permeability.




Supplementary Table 2 : Summary of the different evolution experiments.

Recipient

Evolution experiment strain Plasmid & Strain # Medium | Condition * Lineages
Experimental evolution 1 (Fig. 2)
ST38_1/LB/No MEM ; ST38 1 LB NoMEM | 1A,1B,I1C,ID,1E
_ - medium
ST38 1/POXA- LB
48 L/LB/MEM/day . pOXA-48_1 7103 edium | MEM/day | 3A3B3C3D3E
ST38 1/POXA- - LB MEM/3
48 1/LB/MEM/3 days pOXA-48_I 2103 medium days >4,5B,3C,5D,5E
Experimental evolution 2 (Fig. 3)
ST38_1/LB/No MEM ] ST38 1 LB NoMEM | Al,A2,A3,A4,A5
medium
ST38 1/POXA- LB MEM/ 3
48 ILBMEMA days | (oo pOXA-43_I 2103 medium days B1,B2,B3,B4,85
ST38 1/POXA- - LB MEM/ 3
48 2/LB/MEM/3 days pOXA-48 2 2112 medium days CL.C2,C3,C4C5
ST38 1/POXA- LB MEM/ 3
48 3/LB/MEM/3 days POXA-48_3 2122 medium days D1,D2,D3,D4,D5
Experimental evolution 3 (Fig. 3)
ST38 2/LB/No MEM - ST38 2 LB No MEM 2A,2B,2C,2D,2E
_ - medium
ST38 2/POXA- LB
48 1/LE/MEM/day < 2 pOXA-48_1 z5 rodium | MEM/day | 4A4BACADAE
ST38 2/POXA- - LB MEM/ 3
48 1/LB/MEM/3 days POXA-48_1 & medium days 64,68,6C,6D,6E
ST38 3/LB/No MEM ; ST38 3 LB NoMEM | EI,E2,E3,E4,ES
_ - medium
ST38 3/POXA- ST38 3 LB MEM/3
48 1/LB/MEM/3 days pOXA-48_I 2142 medium days F1,F2,F3,F4.F5
Experimental evolution 4 (Fig. 3)
ST38 2/M9/No MEM - ST38 2 M9 NoMEM | MI1,M2,M3,M4,M5
medium
ST38 2/POXA- ST38 2 M9 MEM/3
48 1/MI/MEM/3 days POXA-48_1 23 medium days NI,N2,N3,N4,N5
Experimental evolution 5 (Fig. 6)
ST38 1/LB/No MEM - ST38 1 LB No MEM 01,02,03,04,05
_ - medium
ST38 1AapsAB/POXA- ST38 1 LB MEM/3
45 LBAMEM3 days POXA-48_I | Z103AapsdB | - days P1,P2.P3,P4.P5

&: a dash indicates the parental strain not carrying a pOXA-48 plasmid
#: Refers to the ancestor of evolved lineages. See Supplementary Data 1.
*: MEM: meropenem at 0.1 pg.ml,



Source data for Supplementary Figure 4



Chapitre 3 : Résultats préliminaires sur I’origine du cotit de

fitness lié a ’acquisition des plasmides pOXA-48

1. Introduction

L’existence d’un colt de fitness lié a ’acquisition de plasmides a été observée dans de
nombreuses études (Carroll et Wong 2018; Starikova et al. 2013). L’origine de ce cott de fitness
n’est pas totalement ¢€lucidée et diverses explications ont été proposées : déplétion des
ressources énergétiques ou des métabolites liée a la réplication du plasmide ou a la transcription
des genes plasmidiques, interférences avec 1’expression de génes chromosomiques (Carroll et
Wong 2018; San Millan et MacLean 2017). 11 a ét¢ montré que des mutations compensatoires
sur le plasmide ou le chromosome permettent fréquemment d’abolir le colt du plasmide (Hall
et al. 2020, 2021). Comme mentionnné précédemment, 1’acquisition des plasmides pOXA-48
provoque un cott de fitness pour 1’hdte (DelaFuente et al. 2022). L’impact sur le fitness de
1I’héte provoqué par les plasmides pOXA-48 est dépendant du fond génétique (Alonso-del Valle
etal. 2021).

Dans I’¢tude réalisée dans le chapitre 2, trois plasmides différents pOXA-48 ont été transférés
par conjugaison dans trois souches ST38 différentes pour évaluer le colt de fitness li¢ a
I’acquisition de ces plasmides. Nous avons observé que la présence de chacun des trois
plasmides provoquait un coiit de fitness dans les différents hotes, avec un coiit de fitness plus
important dans la souche ST38 1 par rapport a ST38 2 et ST38 3 dans lesquelles le cofit de
fitness n’était induit qu’en milieu minimum.

L’intensité du colt de fitness induit par pOXA-48 dans les transconjugants ST38-1 s’est réveélé
comme un paramétre majeur dans 1’émergence de lignées porteuses de blaoxa-ss dans le
chromosome. Dans le fond génétique ST38 1, I’acquisition de pOXA-48 1 entraine une
augmentation du temps de doublement d’environ 15% comparé a la souche sans plasmide. Ce
cout de fitness est considérablement réduit mais pas complétement aboli aprés intégration du
transposon Tn6237 dans le chromosome. Il est réduit aussi, mais dans des proportions
moindres, par I’inactivation du systéme antiplasmide ApsAB. Ceci suggere que le cott de
fitness dépend a la fois de fonctions portées par le chromosome et par le plasmide et m’a

conduit :
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- A chercher & identifier des mutations compensatoires. Par exemple, le systéme
ApsAB s’est révélé comme un des éléments impliqués dans le colt de fitness
observé dans ST38 1, ST38 2 et ST38 3. De manicre plus accidentelle 1’analyse
des cotits de fitness induits par pPOXA-48 dans les transconjugants ST38 1 de départ
m’a permis aussi d’identifier un transconjugant, muté dans envZ, dans lequel le cott
de fitness était quatre fois moins ¢élevé par rapport aux autres transconjugants.

- A analyser les conséquences sur le fitness de diverses délétions dans le plasmide
pOXA-48.

- A étudier le cott de fitness induit par des plasmides proches différant par leur

structure.

2. Role de la mutation EnvZ-I86L dans le fitness et la CMI au méropénéme

de ST38 1

Parmi les cinq transconjugants isogéniques ST38 1/pOXA-48 1 testés, un transconjugant avait
un cout de fitness quatre fois moins élevé comparé aux quatre autres transconjugants. Le
séquencage de ce transconjugant a permis d’identifier une seule mutation dans le géne codant
pour EnvZ induisant un changement d’acide aminé I vers L en position 186. La protéine EnvZ
est une protéine transmembranaire constituant avec le réponse-régulateur OmpR, le systéme a
deux composants EnvZ-OmpR impliqué dans la régulation I’expression des porines majeures
OmpC et OmpF (Figure. 31). EnvZ est la protéine senseur du systéme qui percoit les
changements d’osmolarité et de pH dans I’environnement activant une cascade de signalisation
conduisant a 1’activation par phosphorylation en N-terminal du régulateur OmpR doté d’un
domaine de liaison a I’ADN en C-terminal. Les sites de liaison d’OmpR sont localisés au niveau
des promoteurs des genes ompC et ompF (Kenney et Anand 2020). Les mutations dans envZ
perturbent I’expression des génes ompC et ompF (Trampari et al. 2022) ainsi que le fitness de

I’héte (Card, Jordan, et Lenski 2021).

La mutation I86L s’est produite dans une boucle d’EnvZ exposée dans le périplasme. Le role
de cette boucle périplasmique est assez mal compris. Il a été montré qu’elle interagit avec
MzrA, une protéine membranaire modulant 1’activité de EnvZ. L’augmentation d’expression
de MzrA notamment lors d’un stress d’enveloppe conduit a une augmentation de la
phosphorylation de OmpR aboutissant directement ou indirectement & une diminution de

I’expression des porines et a la réduction du stress d’enveloppe (Gerken et Misra 2010).
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RREERR 4—— Membrane externe
Sensor L\ DHp domain CA domain

0 Périplasme

Membrane interne

Figure 31 : Représentation schématique d’EnvZ dans I’enveloppe cellulaire. En vert foncé
les domaines transmembranaires (TM1-2), dans le périplasme entre les deux TM on a le
domaine senseur (boucles), en orange le domaine HAMP permettant la transduction du signal
aux domaines cytoplasmiques d’EnvZ, en vert claire le domaine DHp qui contient His-243
catalyse 1’autophosphorylation et en violet le domaine C-terminal (CA) qui contient le site
catalytique doté du site de liaison a I’ATP. La mutation I86L est indiquée. Adapté de (Trampari
et al. 2022).

J’ai montré que cette mutation entraine une augmentation de la CMI de deux fois, qui passe de
0,25 pg/ml chez le transconjugant isogénique sans la mutation a 0,5 pg/ml (Figure. 32a). De
facon inattendue, la mutation EnvZ-I86L entraine une baisse du colt de fitness li¢ a
I’acquisition de pOXA-48 1 passant de 15% a 4% soit une réduction d’environ quatre fois

(Figure. 32b).

Pour comprendre le réle de cette mutation dans I’augmentation de la CMI et la réduction du
cout de fitness, j’ai effectué une RT-qPCR des geénes ompF et ompC. Ceci m’a permis de
quantifier le niveau d’expression de ces génes chez la souche sauvage sans plasmide, le mutant
et le transconjugant isogénique sans la mutation. Cette quantification a révélé une diminution
de trois fois du niveau d’expression de ompF dans la souche mutée par rapport au
transconjugant sans mutation et a la souche sauvage sans plasmide. Cependant, 1’expression
d’ompC n’est pas affectée par cette mutation (Figure. 32¢). Aucune variation d’expression des
porines n'est observée dans le fond ST38 1 sauvage en fonction de la présence ou de I’absence
du plasmide.

En comparant le niveau d’expression d'ompC et ompF en milieu riche entre la souche sauvage

sans plasmide et le transconjugant sans mutation EnvZ-I86L, nous avons constaté que les
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valeurs Ct moyennes d ‘ompC sont de 10,99 et 11,29 pour la souche sauvage et le transconjugant
respectivement contre 16,49 et 16,19 pour ompF pour la souche sauvage et le transconjugant
respectivement. Cela indique que ompC est exprimé a un niveau beaucoup plus élevé que ompF
en milieu riche comme attendu (Kenney et Anand 2020). La variation de fitness et de MIC dans
ce mutant qui touche essentiellement I’expression de ompF est donc inattendue.
L’augmentation de la MIC tendrait a suggérer que 1’entrée du méropénéme se fait
essentiellement par OmpF, notamment dans les souches ST38 dans lesquelles le diameétre du
pore pour OmpC est réduit par rapport aux variants exprimés dans d’autres ST(Patifio-
Navarrete et al. 2022).

Nous avons observé également que malgré I’amélioration de fitness, le plasmide pOXA-48 1
est toujours instable chez ce mutant suggérant que le systéme ApsAB cible activement les
plasmides sans distinction du coit de fitness provoqué par ces derniers comme observé dans

les fonds génétiques ST38 2 et ST38 3 dans le chapitre 2 (Figure. 32d).

o

ST38_1

; ST38_1
—_ LB medium . —
130 pry— g EnvZ-186L
2 7] -
E PZ00000118_ =0,000183 g 1001 ==
[=]
2 — S g0+
g ] ; Days
3 £ 6071
£ —— > @ DO
2 5 40 - ¥ D5
£ = g &3 D10
[7] = 20
c 9% . . . g ===
2 -
e © o 0 T
S 7 o® ®
N .\_?“ N ?:b‘ N
{£:73) Q¢ QO Q,o.\_ ?:&b/
; g .
ST38_1 ST38_1 EnvZI86L <eO
POXA-48_1 POXA-48_1
c
- ompC ompF
o 1
s FLO’&W p=0,573 0,815 b =0,0000295
o p =0,
23 p=0,748 P 1 :
g §7 0 4 # i .S
2g
23S 1
T
3 —
2 ' Ll T T T T
N ] N
S S g,‘b\' o S \Q;b\’
& S ¥ AN & RS KN
3 A S o) 2 4 S o)
Q¢ $ R Q¢ ® R
s ol 0 5
% Q SV Q

Figure 32 : Mesure du coiit de fitness, de la CMI du mutant EnvZ186L ainsi que la
stabilité de pOXA-4_1. a. Mesure de la CMI au méropéneme du mutant EnvZ- I86L et du

transconjugant sans mutation par Etest, la fleche rouge indique I’intersection de lecture. b.
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Mesure du temps de doublement relatif de la souche parentale, du mutant et du transconjugant
sans mutation. Trois expériences indépendantes ont été réalisées et chaque point représente le
temps moyen des cing réplicas techniques. La normalité des données a été évaluée en utilisant
le test de Shapiro. Les p-values ont été calculées avec un test t de Student a deux échantillons
et deux extrémités et corrigées suivant la correction Benjamini-Hochberg (FDR). e¢. Mesure du
niveau d’expression des génes ompF/C chez la souche savage, le mutant et le transconjugant
sans mutation en utilisant la formule du AACt. La normalité des données a été évaluée en
utilisant le test de Shapiro. Les p-values ont été calculées avec un test t de Student & deux
¢chantillons et deux extrémités et corrigées suivant la correction Benjamini-Hochberg (FDR).
d. Mesure de la stabilit¢ de pOXA-48 1 chez le mutant EnvZ-I86L apres passage de 10 jours
sans pression de sélection avec une dilution au 1/200. Trois expériences indépendantes ont été

réalisées.

3. Coit de fitness des mutants pOXA-48 1 dans la souche ST38 1

Pour déterminer une origine plasmidique du cott de fitness li¢ 8 pOXA-48 1 dans la souche
ST38 1, nous avons délété différentes régions du plasmide dont le géne nuc, le systéme toxine-
antitoxine pemlK, la région pemIK-nuc, la région parAB-nuc, et les régions situées entre mob
et excA et entre nuc et excA (Figure. 33a). De fagon inattendue, aucune de ces délétions n’a
entrainé une abolition méme partielle du colit de fitness. Nous avons au contraire observé une
augmentation du colt de fitness (déterminé sur la base du temps de doublement) de 3%, 18%,
64% et 74% par rapport au transconjugant original ST38 1/pOXA-48 1 chez les mutants nuc,
parAB-nuc, nuc-excA et pemIK-nuc respectivement (Figure. 33b). Les délétions de mob-excA
et pemIK n’entrainent pas de changement de fitness comparé au transconjugant original
suggérant que le colit de fitness n’est pas li¢ a la fréquence de conjugaison élevée de pOXA-

48 1 ni au systéme toxine-antitoxine du plasmide (Figure. 33b).
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Figure 33 : Mesure du coiit de fitness des mutanst de délétion pOXA-4 1 dans ST38 1. a.
Carte de délétion du plasmide pOXA-48 1 b. Mesure du temps de doublement relatif de la
souche parentale, du transconjugant et des mutants délétés. Trois expériences indépendantes
ont été réalisées et chaque point représente le temps moyen des cinq réplicas techniques. La
normalité des données a été évaluée en utilisant le test de Shapiro. Les p-values ont été calculées
avec un test t de Student a deux échantillons et deux extrémités et corrigées suivant la correction

Benjamini-Hochberg (FDR).
4. Coit de fitness lié a ’acquisition du plasmide pKp1-3

Le plasmide pKpl-3 (N° d’accession CP023419.1) est un plasmide IncL. apparenté aux
plasmides pOXA-48. 1l differe du plasmide pOXA-48 1639 (N° d’accession LR025105.1) et
de pOXA-48 1 de notre étude par seulement sept SNPs. En plus des sept SNPs, pKpl-3
contient un intégron de classe 1 contenant le geéne blavim1 et six autres ARGs
(aacA4, dfrBl, antl, cat, emrE, and folP 4) et cinq ARGs localis¢ a proximité de cet
intégron (catAl, deux msrE I et deux mphE) (Cabanel et al. 2021). A la différence de pOXA-
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48 1 dans lequel le géne tir codant pour la protéine inhibitrice de la conjugaison est interrompu
par Tn/999, ce geéne est intact dans pKp1-3 (Figure. 34a). Afin de déterminer si I’interruption
de tir pourrait intervenir dans le colt de fitness élevé de pOXA-48 1 chez ST38 1, nous avons
introduit le plasmide pKp1-3 dans ST38 1 par conjugaison et mesuré le colt de fitness de ce
plasmide. L’analyse du fitness du transconjugant ST38 1/pKpl-3 a révélé que le plasmide
pKp1-3 induit peu de coit de fitness (environ 4%) dans ST38 1, soit un coft de fitness environ
quatre fois inférieur au colit provoqué par pPOXA-48 1 dans la méme souche. Ceci suggere que
le cout de fitness est principalement li¢ a la structure du plasmide IncL pOXA-48 1 (Figure.
34b) et suggere qu’il pourrait étre 1i€ a I’interruption de #ir. Nous avons néanmoins constaté que
pKpl-3 est aussi déstabilisé par le systétme ApsAB malgré un faible cott de fitness (Figure.
34c).
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Figure 34 : Mesure du coiit de fitness et de la stabilité de pKp1-3 dans ST38 1. a.
Alignement de séquence entre pKp1-3 et pOXA-1639 identique a pOXA-48 1. Les ARGs en
rouge sont numérotés. Adapté de (Cabanel et al. 2021). b. Mesure du temps de doublement
relatif de la souche parentale et du transconjugant. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées et chaque point représente le temps moyen des cinqg réplicas techniques. La normalité
des données a été évaluée en utilisant le test de Shapiro. La p-value a été calculée avec un test

t de Student a deux échantillons et deux extrémités et corrigée suivant la correction Benjamini-
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Hochberg (FDR). ¢. Mesure de la stabilité de pKp1-3 dans la souche ST38 1 aprées passage de
10 jours sans pression de sélection avec une dilution au 1/200. Trois expériences indépendantes

ont été réalisées.

5. Discussion et perspectives des résultats préliminaires

Dans nos expériences d’évolution, le colt de fitness important induit par les plasmides pOXA-
48 dans la souche ST38-1 a constitué un facteur important pour la sélection de souches
possédant une copie intégrée de blaoxa-4s. Ceci m’a conduit a chercher a comprendre 1’origine
de ce cott de fitness. Bien que ne permettant pas de conclure, les expériences rapportées ici
suggerent que ce colt de fitness fait intervenir des ¢léments liés au plasmide et des ¢léments
liés a la physiologie de la souche ST38 1. En effet le plasmide pKp1-3 qui est trés proche de
pOXA-48 n’induit qu’un colt de fitness réduit.

Parmi les cinq transconjugants ST38 1/pOXA-48 séquencés juste apreés la conjugaison, un
présentait un meilleur fitness. La seule mutation détectée dans ce transconjugant concernait le
gene envZ. Plus précisément cette mutation transforme une Isoleucine en Leucine dans le
domaine périplasmique de la protéine. Le role du domaine périplasmique de EnvZ n’est pas
encore totalement compris. Notamment il semble n’étre que peu impliqué dans le sensing de
I’osmolarité, I’osmorégulation constituant une des fonctions majeures de EnvZ. Par contre, il
interagirait avec MzrA une protéine qui module I’activité de EnvZ, notamment en réponse a un
stress de membrane (Gerken et Misra 2010). L’isoleucine 86 est proche du motif VVPPA
(Aminoacides 71 a 75) requis pour I’interaction avec MzrA (Motz et Jung 2018). Une hypothéese
est que sa mutation pourrait perturber I’interaction entre les deux protéines.

EnvZ est impliquée dans la régulation de I’expression des porines et il a ét¢é montré que des
mutations dans le domaine C-terminal de EnvZ entrainaient une diminution de I’expression de
ompF et une augmentation de I’expression de ompC associée a une augmentation de la
résistance au cefotaxime (Trampari et al. 2022). Une autre étude a montré que les mutations
dans EnvZ entrainaient un colt de fitness pour I’hdte (Card, Jordan, et Lenski 2021). Dans
notre ¢étude, bien que la mutation dans le senseur de EnvZ-I86L provoque une baisse de
I’expression de ompF qui pourrait expliquer 1’augmentation de la résistance au méropénéme,
on voit que I’expression de ompC n’est pas affectée comme dans le cas des mutations dans le

domaine C-terminal. Ce découplage entre les variations d’expression des deux porines est
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inhabituel et ne peut pas facilement s’expliquer par une variation du niveau de phosphorylation
de OmpR. Sauf si le niveau d’expression de ompC est déja maximum dans le milieu utilisé.

11 doit étre remarqué qu’aucune variation d’expression de ompF dans le transconjugant de la
souche sauvage par rapport a la souche sans plasmide n’est observée. De méme, aucune
mutation dans les génes ompF, envZ, ompR ou mzrA ou dans les régions adjacentes ne
différencie ST38 1 des souches ST38 2 et ST38 3. Ceci suggere qu’un niveau dérégulé de
ompF n’est pas directement responsable du colit de fitness dans la souche ST38 1 sauvage.
Néanmoins, cela devra étre vérifié en analysant I’expression au niveau de la protéine, dans des
préparations enrichies en protéines de I’enveloppe dans la souche ST38-1 sauvage porteuse ou
non de pOXA-48 et dans la souche mutée. Cela permettra de déterminer si la traduction de la
protéine ou son intégration dans la membrane externe ne sont pas perturbées en présence de
pOXA-48.

Outre les porines OmpC et OmpF, le systtme EnvZ/OmpR est impliqué dans la régulation de
nombreux autres genes (Oshima et al. 2002). La variation d’expression de ompF dans le mutant
EnvZ-I86L pourrait n’étre qu’un révélateur d’autres fonctions perturbées chez le transconjugant
ST38 1 et pour lesquelles une modification de ’activation du systéme EnvZ/ompR entrainerait
un effet bénéfique. Afin d’explorer cette hypothése, il serait intéressant d’effectuer des
expériences de RNAseq (séquencage du transcriptome entier) de la souche parentale ST38 1,
dumutant ST38 1-EnvZ-I86L en présence et en absence de pOXA-48 et de rechercher les voies
de régulation modifiées dans le transconjugant. Les génes régulateurs et certains de leurs génes
cibles, notamment ceux dont la séquence varie entre ST38 1 et les deux autres souches ST38
étudiées, pourraient ensuite étre ciblés par des mutations dirigées pour évaluer leur role dans le

cout de fitness.

Les plasmides pKpl-3 et pOXA-48 différent essentiellement par I’insertion des genes de
résistance a des positions différentes dans le squelette des plasmides. Contrairement a pOXA-
48, pKp1-3 induit peu de coiit de fitness dans ST38 1. Dans pOXA-48 I’insertion de Tn/999
interrompt le geéne fir. Cette inactivation de #ir conduirait a 1’augmentation de 1’efficacité de
conjugaison observée pour pOXA-48. Une protéine identique exprimée par le plasmide R100
est impliquée dans I’inhibition de transfert du plasmide RP4 (Tanimoto et al. 1985). Mais le
mécanisme de cette inhibition n’a pas été élucidé. Afin de déterminer si une modification
d’expression du module de conjugaison, entrainée par 1’inactivation de fir, pourrait expliquer
le cotit de fitness induit par pOXA-48, nous avons délété ce module dans le plasmide pOXA-

48. La délétion du module de conjugaison n’entraine pas d’amélioration de fitness dans les

105



transconjugants, contrairement a ce qui a été observé pour d’autres plasmides. De manicre
générale aucune des délétions introduites dans le plasmide pOXA-48 n’a permis d’améliorer le
cout de fitness. Au contraire nous avons observé que la délétion du systeéme de partition parAB-
nuc et toutes les délétions comprenant une partie de ce systéme entrainent une forte
augmentation du cott de fitness (Figure. 33b). Il serait intéressant de vérifier, par exemple par
RT-qPCR, que dans ST38-1, la diminution de fitness ne serait pas liée a une diminution de
I’expression de ce systéme.

Le gene fir code pour une protéine de 217 acides aminés possédant sept hélices
intramembranaires. Une analyse par Blastp suggere que la protéine Tir pourrait appartenir a la
famille des protéases CAAX, une famille d’endoprotéases intramembranaires. Sa surexpression
a été montrée toxique pour la croissance bactérienne, peut-étre au travers d’une perturbation de
la structure membranaire (Mierzejewska, Kulinska, et Jagura-Burdzy 2007). Dans pOXA-48
le geéne tir tronqué est placé sous le controle d’un promoteur fort (Anais Potron, Poirel, et
Nordmann 2014). Une autre hypothese serait que I’insertion de Tn/999 a peu pres aux deux
tiers de la séquence de tir génere une protéine tronquée a 4 hélices transmembranaires et que la
présence de cette protéine tronquée dans la membrane perturbe ’activité d’autres protéines a
domaines intramembranaires. Cela serait compatible avec la réduction du colit de fitness
observé apres intégration du Tn6237 dans le chromosome, entrainant la perte de la partie N-
terminale de Tir.

Pour vérifier si I’interruption de tir dans pOXA-48 1 est a I’origine du colt de fitness élevé
dans ST38 1, une expérience a envisager serait d’inactiver ce géne dans le plasmide pKp1-3
par recombinaison homologue et mesurer le fitness du mutant pKp1-3-Atir dans la souche

ST38 1.
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1. Stratégie expérimentale

Dans ce travail de thése j’ai choisi 1’évolution expérimentale pour étudier les facteurs qui
influencent I’intégration chromosomique du géne blaoxa-as chez les souches ST38 d’E. coli.
L’évolution expérimentale est un outil de recherche qui permet d’étudier les processus évolutifs
actifs dans une population donnée dans un environnement défini suivant des conditions
particulicres. Elle permet d’étudier 1’adaptation via un processus similaire a la sélection
naturelle, d’étudier les paramétres qui influencent 1’évolution mais aussi de tester des
hypothéses évolutives. En la combinant avec le séquencage génomique des colonies isolées
durant I’évolution ou de la population totale évoluée, il est possible de caractériser les
événements génomiques qui catalysent 1’évolution de la population (Barrick et Lenski 2013;
Kawecki et al. 2012). Nous avons fait évoluer différentes combinaisons ST38/pOXA-48
pendant 28 jours. Au début, nous avons appliqué deux conditions d’évolution, 1’ajout de
méropénéme tous les jours et tous les trois jours. L’absence de différence dans I’évolution du
fitness des populations totales évoluées entre les deux conditions nous a amené a choisir la
condition avec I’ajout du méropéneme tous les trois jours. Cela afin potentiellement de réduire
la pression antibiotique et de limiter la sélection de mutations de résistance, notamment dans
les genes de porines, qui peuvent influencer les résultats de 1’évolution en permettant la survie

des bactéries méme apres la perte du géne blaoxa-ss.

Il est connu que pOXA-48 induit un colt de fitness variable qui est dépendant du fond génétique
(Alonso-del Valle et al. 2021). Effectivement, nous avons observé une augmentation du temps
de génération d’environ 20% dans les transconjugants ST38 1 contre moins de 5% dans les
transconjugants des deux autres souches en milieu riche. En revanche, cet effet était aussi
dépendant du milieu puisqu’en milieu minimum 1’augmentation du temps de génération est
d’environ 10% dans les transconjugants ST38 1 et un peu plus de 5% dans les transconjugants
ST38 2 et ST38 3 portant pOXA-48. Par conséquent, le milieu de culture choisi pour
I’évolution expérimentale constitue en lui-méme un facteur susceptible d’influencer le résultat
de I’expérience d’évolution. Afin de conserver I’effet de ce facteur, nous avons pris soin
d’utiliser un méme lot de milieu durant chaque expérience d’évolution. L’évolution en milieu

riche de ST38 1/pOXA-48 1 a conduit a la sélection de lignées dans lesquels blaoxa-as était
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intégré et qui étaient majoritaires apres 28 jours d’évolution. Ces lignées présentaient un fitness
nettement amélioré par rapport aux transconjugants. Néanmoins il est possible qu’une évolution
des transconjugants ST38 1 en milieu pauvre, réduisant I’écart de fitness entre transconjugants
et intégrants aurait conduit a une sélection moins franche de ces lignées portant I’intégration.
Seuls les transconjugants ST38 2/pOXA-48 1 ont ét¢ évolués en milieu minimum, dans lequel
leur fitness était le plus affecté. Malgré cela, ceci n’a conduit a la sélection que de deux colonies
présentant I’intégration, a partir des cinq lignées évoluées parallelement. Il aurait ét¢ intéressant
de tester aussi I’évolution de la combinaison ST38 3/pOXA-48 1 en milieu minimum pour
déterminer si les mémes éveénements évolutifs étaient observables avec une fréquence
comparable. En effet cette combinaison se comporte de la méme maniére que ST38 2/pOXA-

48 1 en ce qui concerne le colt de fitness et la présence du systeme ApsAB.

Un autre point critique dans cette étude a été le choix des plasmides porteurs de blaoxa-4s et des
souches donneuses. Parmi les trois plasmides transférés pOXA-48 (1 a 3), pPOXA-48 1 est le
seul a disposer du transposon Tn6237 (retrouvé dans les cas d’intégration chromosomique de
blaoxa-as). Ces trois plasmides provenaient de trois isolats cliniques de K. pneumoniae. Le choix
de ces derniers comme souches donneuses a été motivé par le fait qu’en milieu hospitalier un
transfert de pOXA 48 de K. pneumoniae vers E. coli a été fréquemment observé (Leon-
Sampedro et al. 2021). Par ailleurs, cela nous a permis de facilement discriminer les
transconjugants E. coli ST38 qui sont colorés en rose des donneuses colorées en violet sur
milieu gélosé uriselect aprés la conjugaison. Rappelons que les plasmides pOXA-48 ont été
décrits comme étant stables dans différentes especes (Alonso-del Valle et al. 2021; Hamprecht
et al. 2019; Sattler et al. 2022). Pourtant, dans notre étude, les trois plasmides sont instables
dans nos receveuses ST38. Cette instabilit¢ a ét¢ un élément clé de notre stratégie
expérimentale. Elle a motivé le choix de I’ajout de méropéneme lors de I’évolution
expérimentale pour assurer le maintien du géne blaoxa-4s qu’il soit sur un nouveau support ou
sur pOXA-48. La présence de Tn6237 dans pOXA-48 1 avec lequel nous avons observé un
grand nombre d’intégrations, a permis de confirmer que 1’insertion dans un nouveau réplicon

se faisait par un mécanisme de transposition.

La pression antibiotique que nous avons utilisée lors de 1’évolution (0,1 ug/ml de méropéneme)
est un point important de notre étude. Nous avons choisi cette concentration en fonction de la
CMI des transconjugants (0,5ug/ml, 0,25pug/ml et 0,38ug/ml de méropénéme, respectivement
pour ST38 1, ST38 2 et ST38 3) sans anticiper la baisse de CMI des bactéries avec
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I’intégration qui est deux fois moins par rapport aux transconjugants ST38 1. Apres évolution,
nous avons isolé les colonies supposées avoir conserve le geéne blaoxa-as sur milieu solide en
présence de la méme concentration de méropénéme. A partir de ces colonies isolées nous avons
effectué un criblage par PCR pour déterminer celles qui avaient perdu le plasmide et pouvaient
correspondre a des cas d’intégration. De manicre surprenante le pourcentage de colonies qui
avaient conservé le plasmide s’est révélé trés supérieur lors de cette estimation a celui obtenu
par séquencage de la population entiere. Par exemple, lors de la premicre expérience
d’évolution destinée a déterminer la fréquence d’ajout du méropénéme avec la combinaison
ST38 1/pOXA-48 1, pour les dix lignés évoluées de transconjugants,14,75 a 93,75% des
colonies obtenues apres étalement avaient conservé le plasmide. En revanche, le séquencage de
I’ADN des populations totales a révélé qu’au jour 28, presque 100% des colonies avait perdu
pOXA-48 1 et conservé blaoxa-4s. Nous avons séquence a partir de chaque lignée évoluée trois
colonies qui avaient conservé blaoxa-s et perdu le plasmide. Dans la majorité des cas le
séquencage a révélé des sites d’intégration identiques pour les trois colonies, suggérant un
nombre restreint de sites d’intégration. Au contraire, le séquencage des populations enticres a
révélé une hétérogénéité importante des sites d’intégration, représentés de maniere variable
dans la population. Ceci suggere que la majorité des bactéries avec 1’intégration étaient
sensibles a la concentration appliquée lors de la sélection en milieu solide et que seules celles
avec la MIC la plus importante avaient été sélectionnées. Suivant I’emplacement des genes,
ceux a proximité de I’origine de réplication sont plus exprimés par rapport au reste du génome
(Lato et Golding 2020). Une hypothese pour expliquer nos résultats serait que, selon la position
dans le chromosome des sites d’intégration le géne blaoxa-4g pourrait étre plus ou moins
exprimé, conduisant a une hétérogénéité des susceptibilités au carbapénéme entre les bactéries
porteuses de ’intégration. De ce fait, le séquencage des populations a révélé une proportion
plus importante d’intégrations loin de dnaAd que le séquengage des colonies isolées, suggérant
que I’étalement des populations évoluées sur milieu avec antibiotique pouvait avoir modifié les
populations observées. Etant donné que la méme concentration de méropénéme a été utilisée
lors de I’évolution expérimentale et pour les étalements, ces résultats suggerent que la pression
antibiotique est différente selon que 1’on fait la sélection sur milieu liquide ou solide. Ceci
pourrait étre li¢ a des effets de protection collective en milieu liquide qui pourraient ne pas étre
observés lors des étalements de cultures trés diluées. Néanmoins, cette stratégie nous a permis
de révéler la portion minoritaire de souches porteuses du plasmide dans lesquelles pOXA-48 1
¢tait stabilisé. Le séquengage illumina de ces souches porteuses nous a permis de caractériser

le systéme antiplasmide ApsAB sujet a des mutations récurrentes
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Notre étude a été réalisée in vitro dans des conditions probablement trés éloignées de ce qui se
passe in vivo. Bien que les concentrations de méropéneme utilisées soient potentiellement
compatibles avec celles présentes dans le tube digestif, le milieu utilis¢, ’absence de
compétition avec la flore intestinale, I’absence de facteurs liés a I’hdte, ou d’interactions avec
les bactériophages sont autant de facteurs susceptibles d’influencer la sélection des lignées
apres I’intégration. Une possibilité pour complexifier notre modele serait par exemple de refaire
ces expériences d’évolution in vivo chez une souris avec la combinaison ST38 1/pOXA-48 1
en présence de pression antibiotique et de caractériser les colonies résistantes dans les féces en

utilisant le séquengage génomique.

2. Coiuit de fitness et persistance des plasmides de résistance aux

antibiotiques

Dans nos travaux, nous avons constaté que le cotit de fitness li¢ a 1’acquisition des plasmides
pOXA-48 dans les souches ST38 avait au moins deux origines différentes. Premi¢rement, une
origine liée a I’activité du systeme ApsAB observée dans les trois souches ST38. L’évolution
expérimentale a conduit a la sélection de mutants ApsAB permettant de restaurer complétement
le fitness des transconjugants ST38 2 et partiellement le fitness des transconjugants ST38 1.
apsAB est localisé¢ dans un ilot génomique donc acquis horizontalement par les souches ST38,
la sélection des mutants de cet opéron indique un conflit génétique entre aps4B et pOXA-48.
L’observation lors des expériences d’évolution expérimentale d’une interaction entre des génes
des ilots génomiques de I’hdte et des plasmides nouvellement acquis ne sont pas nouvelles :

e La mutation dans la séquence codante de I’hélicase Xpd/Rad3 et celle en amont de
I’hélicase uvrD augmentant son niveau d’expression, deux génes localisés dans un 1lot
génomique, sont sélectionnées lors de 1’évolution de la combinaison Pseudomonas
sp./plasmide de multirésistance RP4 conjugatif (60 kb) conduisant a une réduction du
cout de RP4 et a sa stabilisation (Loftie-Eaton et al. 2017).

e Les mutations du géne PA1372 codant pour une hélicase et des deux geénes contigus
PA4673.15-PA4673.16 codant pour des kinases, des geénes localisés dans des flots
génomiques, sont sélectionnées lors de I’évolution expérimentale de la combinaison
Pseudomonas aeruginosa/plasmide de résistance pNUK73 non transmissible (5,13 kb)

conduisant a une réduction du colit de pNUK?73 et sa stabilisation (Millan et al. 2014).
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e Les mutations dans le géne PFLU4242 codant pour une protéine hypothétique contenant
un domaine endonucléase, un géne acquis horizontalement, sont sélectionnées lors de
I’évolution de la combinaison Pseudomonas fluorescens/plasmides de résistance au
mercure pQBR conjugatifs (>150kb) conduisant a une réduction du coit des plasmides
pQBR et leur stabilisation (Hall et al. 2020, 2021).

Le point commun entre ces différents exemples est que les génes ciblés sont impliqués dans le
métabolisme de I’ADN, suggérant une interaction probablement directe entre les produits de
ces genes et les produits de génes plasmidiques voire avec le plasmide lui-méme générant des
conflits génétiques coliteux pour I’hote et provoquant I’instabilité des plasmides. Les mutations
compensatoires de ces génes, localisés dans des EGMs résidents, tendent donc a résoudre les
conflits génétiques entre ces derniers et les EGMs nouvellement acquis. Dans notre étude, la
sélection des mutants AspAB chez les ST38 suggere donc que son activité antiplasmide

perturbe la physiologie de 1’hdte en présence du plasmide ciblé.

11 a été montré que I’accumulation de I’ADN simple brin conduit a I’activation du systeme SOS
chez la bactérie associée a un ralentissement de la croissance (Maslowska, Makiela-Dzbenska,
et Fijalkowska 2019). On pourrait donc penser que la dégradation des plasmides pOXA-48 par
ApsAB conduirait a la génération et ’accumulation d’ADN simple brin induisant le systéme
SOS de I’hote. 11 est aussi possible que comme DdmABC qui cible le chromosome de 1’hote en
présence de larges plasmides provoquant un ralentissement de la croissance (Jaskolska, Adams,
et Blokesch 2022), ApsAB cible également le chromosome de I’hdte lorsqu’il est activé en
présence des plasmides, ce qui provoquerait des dommages de I’ADN que 1’hote doit réparer.
Ceci entrainerait aussi I’activation du systéme SOS de 1’hdte pour la réparation de I’ADN. Afin
de tester cette hypothése, il faudrait quantifier le niveau d’expression des génes du systeme SOS
par RT-qPCR chez la souche hote portant ApsAB en absence ou en présence de pOXA-48 pour

détecter s’il y a une induction de leur expression.

Les plasmides pOXA-48 induisent un cotit de fitness supplémentaire spécifiquement dans la
souche ST38 1. L’inactivation de aps4B n’est pas suffisante pour compenser ce colit de fitness
suggérant que ce ne sont pas uniquement les conflits génétiques entre aps4B et pOXA-48 qui
sont a I’origine du cott de fitness élevé dans cette souche. Seule I’intégration chromosomique
de blaoxa-4g associée a une perte du plasmide permet une résolution de la majorité du coit de
pOXA-48 chez ST38 1 mais cette résolution n’est pas totale. En fait, contrairement a ST38 2

ou Dl’intégration chromosomique de Tn6237 contenant blaoxa-ss entraine une résolution
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compléte du cott du plasmide, chez ST38 1 on a toujours un coit résiduel d’environs 5%
d’augmentation du temps de génération des souches intégrées que ’intégration soit sur le
plasmide endogene IncF ou le chromosome. Cela suggérerait que Tn6237 conserverait le
facteur plasmidique a I’origine du cott de fitness avec un effet réduit. En supposant que Tn6237
renferme le facteur plasmidique a 1’origine du cott, on pourrait donc réaliser des délétions des
genes présents dans Tn6237 dans les souches intégrées pour rechercher un événement qui
abolirait complétement le colt du plasmide. Il a également été montré qu’il y avait une
corrélation entre le niveau d’expression de blaoxa-4s et le colit de pOXA-48 (DelaFuente et al.
2022). Dans cette étude, I’inactivation de blaoxa-4s abolit le colit du plasmide. Dans notre étude,
I’intégration chromosomique de blaoxa-4s conduit a une réduction de deux fois de la CMI par
rapport au portage plasmidique, on pourrait donc penser qu’une expression plasmidique plus
¢levée de blaoxa-as génére un colit supplémentaire par la séquestration des protéines de 1’hote

(San Millan et MacLean 2017).

L’intégration chromosomique de Tn6237 et I'inactivation d’apsAB chez ST38 2 abolissent
completement le colit de pOXA-48. Les mutants aps4B ST38 2 sont majoritaires au jour 28.
Ceci indique qu’ils sont sélectionnés préférentiellement au détriment des intégrations. On
pourrait penser qu’un processus non spécifique des intégrations de Tn6237 pourrait générer un
cott pour 1’hdte lorsque I’intégration se fait dans un géne important pour la croissance de la
bactérie, ce qui entrainerait la contre-sélection de ces souches intégrées en faveur des mutations
dans apsAB. Cela expliquerait la sélection des lignées apsAB inactivées dominantes au jour 28.
Le fait que les souches intégrées soient majoritaires chez ST38 1 est dii au fait que I’intégration
entraine un gain de fitness plus important comparé aux mutants ApsAB. Ce qui fait que ces
souches intégrées au colt réduit sont sélectionnées positivement. L’analyse des données de
séquencage des populations montre que certaines intégrations apparues plus tot chez ST38 1
ont disparu au jour 28. Cela est peut-&tre dii a une compétition entre les souches intégrées
conduisant a la sélection de celles ayant un meilleur fitness. Il est également possible, que ce
résultat soit li¢ a un biais de transfert notamment par la concentration de méropénéme lors de
I’évolution expérimentale conduisant a I’introduction d’un goulot d’étranglement dans les

populations évoluées.
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3. Systemes de défense et évolution des bactéries résistantes aux antibiotiques

Les recherches récentes montrent que les interactions bactéries-EGMs sont trés complexes.
D’un c6té, les bactéries contiennent une panoplie de systémes de défense dont les systémes
CRISPR, RM et les pAgos tres étudiés, qui les protégent contre ’invasion de I’ADN étranger
tels que les phages, les plasmides et autres EGMs (Boyle et Hatoum-Aslan 2023; Doron et al.
2018; Lisitskaya et al. 2023; Mayo-Muioz et al. 2023; Millman et al. 2022; Rousset et al. 2022;
Ryazansky, Kulbachinskiy, et Aravin 2018). D’un autre c6té, les EGMs tels que les plasmides
et les phages ont acquis des systémes anti-défense dirigés contre les systémes de défense de
I’hote, tels que les systemes anti-CRISPR, des systemes anti-RM, des systémes antitoxines ou
des répresseurs du systeme SOS favorisant leur acquisition et leur persistance dans 1’hote (Duan
et al. 2024; Pinilla-Redondo et al. 2020; Samuel et Burstein 2023). Cette course aux
« armements » pour les systémes de défense entre 1’hdte et les EGMs joue probablement un
réle important dans la sélection des clones résistants. En effet, les plasmides de résistance bien
qu’ayant généralement un large spectre d’hotes ne s’associent avec succes qu’avec quelques
lignées cliniquement importantes, suggérant I’existence de facteurs impliqués dans le succes de
ces associations (Alonso-del Valle et al. 2023; MacLean et San Millan 2019). Par exemple les
plasmides blaxrc-IncF sont principalement associés au groupe clonal 258 de K. pneumoniae
dans lequel le syst¢tme CRISPR-Cas de type I susceptible de cibler ces plasmides est rarement
présent (Zhou et al. 2020). Ces plasmides portent, de plus, différents systémes anti-défense
comme des systémes anti-RM et plusieurs systémes toxines-antitoxines (Cécile Emeraud et al.
2020; Liang et al. 2017). L’abondance des systémes de défense chez I’hdte pourrait
potentiellement expliquer le nombre limité des associations a succeés entre plasmides de
résistance et pathogenes cliniquement importants (Georjon et Bernheim 2023; Makarova, Wolf,

et Koonin 2013; Rocha et Bikard 2022).

Dans nos travaux, nous avons montré que le systeme ApsAB est nécessaire pour la sélection et
I’émergence des lignées ST38 porteuses de blaoxa-as dans un nouveau réplicon. Les lignées
mondialement disséminées G1, G3 et G4 d’isolats ST38 porteurs de blaoxa-48 chromosomique
(Patifio-Navarrete et al. 2022) contiennent toutes le systéme ApsAB. Cela suggérerait que le
systeme ApsAB a participé a la sélection dans le cas des souches ST38 de clones résistants aux
carbapénémes en favorisant I’intégration de blaoxa-as dans leur chromosome. Ces intégrations

chromosomiques conférent un avantage évolutif en permettant une résistance aux antibiotiques
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tout en réduisant le colit li¢ au portage des plasmides de résistance. Les souches ST38 ont, d’une
part, un large spectre d’hdtes et des facteurs de virulence favorisant la colonisation de divers
environnements (Roy Chowdhury et al. 2023) et d’autre part un avantage de fitness en
conditions de stress antibiotique conféré par les intégrations des ARGs, ce qui a probablement
favorisé leur dissémination dans le monde. Ces données montrent que le succes de certains
clones résistants est fortement influencé par les systemes de défense de I’hdte. En effet,
Jaskolska et al. ont montré que la rareté des plasmides chez les souches pandémiques de Vibrio
cholerae est associée a la présence des systtmes DdmDE et DdmABC ciblant les plasmides,
ces deux systemes sont localisés dans deux ilots de pathogénicité différents. Le plasmide IncC
pVCR94 de multirésistance de la souche pandémique V. cholerae El Tor est ciblé par DAmMABC
par un mécanisme de type Abi provoquant un cotit de fitness important a 1’hote. Les souches El
Tor contenant ce plasmide sont progressivement en train de disparaitre en faveur de celles
portant ’ICE SXT/R391 portant un systéme anti-phage et des ARGs conférant la résistance aux
antibiotiques. Ceci est probablement lié¢ au fait que I’'ICE n’est pas ciblé par DdAdmABC et qu’il
induit un cott de fitness plus faible que le plasmide pVCR94 (Jaskdlska, Adams, et Blokesch
2022).

Nous avons observé lors de 1’analyse phylogénétique que les souches disposant du systéme
apsAB se regroupent sur I’arbre, suggérant que ce systéme, et I’ilot génomique tRNA-Leu dans
lequel il se situe, a été acquis au cours de I’évolution par THG. Cet événement d’intégration
pourrait avoir eu lieu précocement au cours de I’émergence du lignage A (Roy Chowdhury et
al. 2023) et pourrait avoir participé au succes de ce lignage. Dans ce lignage certaines souches
ne contiennent pas non plus le systtme ApsAB probablement suite a son inactivation. En
général, I’absence d’ApsAB est associée a un nombre plus élevé de plasmides (tout du moins a
un plus grand nombre de réplicons). Curieusement on trouve autant d’ARG, voire plus, dans
les souches des lignées contenant aps4B. Cela suggere que ApsAB pourrait avoir contribué a
une accumulation chromosomique des ARGs dans ces souches au détriment du maintien des
plasmides. On pourrait donc effectuer une caractérisation systématique des plasmides ciblés par
ApsAB et porteurs d’ARGs retrouvés dans le chromosome. ApsAB est identifié dans de
nombreuses especes d’Enterobacteriaceae et comme chez E. coli, on trouve un certain nombre
de protéines tronquées et donc un ApsAB inactivé. Cela suggere que le systéme serait contre-
sélectionné dans un contexte de forte pression antibiotique, permettant des niveaux de
résistance plus élevés favorisés par le maintien des plasmides de résistance comme nous I’avons

observé avec les plasmides pOXA-48. Cela rejoint les travaux de Sheng et al. qui ont montré
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que les systémes de défense de I’hote tels que les RM et les CRISPR sont parfois inactivés par
des insertions d’ISs favorisant ainsi I’acquisition des plasmides de résistance et leur maintien

(Sheng et al. 2023).

4. Domestication des ARGs d’origine plasmidique

Selon Bergstrom et al., les plasmides ne peuvent pas persister a long terme dans I’hote en tant
qu’éléments génétiques parasites. Les geénes bénéfiques portés par le plasmide finiront par
s’intégrer dans le chromosome et le plasmide sera perdu (Bergstrom, Lipsitch, et Levin 2000).
Cependant, le « plasmid paradox » nous enseigne que les plasmides peuvent persister
longuement dans leur hote suivant différentes stratégies, allant d’une fréquence de conjugaison
¢élevée, une épistasie positive entre différents plasmides, des mutations compensatoires et des
transferts permanents entre les bactéries au sein d’'une communauté diverse (Brockhurst et

Harrison 2022).

Dans nos travaux, nous avons montré que 1’inactivation du systéme aspAB de I’hdte conduisait
a une stabilisation des plasmides dans les trois souches hotes ST38. Si dans la souche ST38 2,
I’inactivation entraine une abolition compléte du colit du plasmide, le colt de fitness reste
toujours ¢€levé chez les mutants aps4AB ST38 1. Cependant I’inactivation du systéme est
suffisante pour la persistance des plasmides dans ces mutants. L’enrichissement des lignées
ST38 1 dans lesquelles blaoxa-4g est intégré dans un autre réplicon par rapport a celles dans
lesquelles apsAB est inactivé est potentiellement li¢ & ce colt de fitness élevé des mutants
apsAB ST38 1. La pression de sélection antibiotique est un ¢lément important : elle permet la
sélection des bactéries avec I’ intégration par rapport aux bactéries sans plasmide malgré un cot
de fitness résiduel. Elle permet aussi le maintien dans la population des mutants apsAB ST38 1
dans lesquelles le cotlit de plasmide est ¢levé méme si leur fréquence reste faible dans le cas de
ST38 1. Ceci nous a permis de caractériser apsAB dans cette souche. Il est a noter que nous
avons utilisé lors de ces étapes de sélection une concentration inférieure a la MIC déterminée
pour le transconjugant. Ceci a permis de maintenir dans la population certaines lignées

porteuses de blaoxa-as intégré malgré une CMI deux fois inférieure a celle des transconjugants.
Sheng et al. ont montré que la transposition des ISs principalement IS/ et IS/0 dans les génes

cas est un mécanisme de subversion de I’immunité anti-plasmide conférée par les systémes

CRISPR. Cette subversion favoriserait 1’acquisition et le maintien des plasmides (Sheng et al.
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2023). Dans notre étude, 81,4% (70/86) mutations ciblant apsAB sont des insertions d’ISs avec
95,8% (67/70) d’IS1. Cela suggere que I'immunité conférée par ApsAB est subvertie par des
mutations dans ce systéme dont celles sélectionnées sont préférentiellement des interruptions
de I’opéron apsAB par transposition des ISs, principalement les IS/. Comme dans I’étude de
Sheng et al., d’autres mutations plus rares ont été détectées mais la transposition des ISs reste
le mécanisme principal. Sheng et al. ont montré que, dans leur étude, les coupures de I’ADN
double brin induisaient la transposition des ISs (Sheng et al. 2023). Nous avons montré que la
déstabilisation des plasmides par ApsAB est un processus actif avec 1’élimination du plasmide
ColE1 aprés ’arrét de croissance par ajout de chloramphénicol. Le mode d’action d’ApsAB
que nous avons proposé est similaire a celui de DdmDE (Jaskolska, Adams, et Blokesch 2022)
avec la reconnaissance de la cible par ApsB puis sa dégradation par ApsA. Ainsi, on pourrait
penser que ApsAB effectue des coupures d’ADN double brin de pOXA-48 ou toute autre
séquence ciblée par ce systtme dans 1’hote, conduisant a une induction importante de la
transposition des ISs. Cette augmentation de la fréquence de transposition expliquerait le fait
que I’inactivation de apsAB par insertion d’ISs est trés fréquente. Etant donné que le transposon
composite Tn6237 contient deux IS/, cela impliquerait que I’introduction de coupures d’ADN
double brin par ApsAB sur pOXA-48 1 ou tout autre cible induit la transposition de Tn6237
vers un autre réplicon. Sastre-Dominguez et al. ont montré lors d’une étude d’évolution
expérimentale que les IS/ de pOXA-48 se transposaient avec une fréquence élevée chez K.
pneumoniae et C. freundii et contribuaient a I’évolution de ces bactéries (Sastre-Dominguez et
al. 2024). De ce fait, une autre explication de la sélection des souches blaoxa-ss intégrées est
que la transposition Tn6237 médiée par les deux IS/ de pOXA-48 1 se produit premi¢rement
donnant un état intermédiaire d’une souche portant une version chromosomique et plasmidique
de blaoxa-4s donc sans gain de fitness. Puis la dégradation de pOXA-48 1 par ApsAB se produit
ensuite réduisant le colit du plasmide et conduisant a I’émergence des souches intégrées. Cela
expliquerait pourquoi nous n’avons pas pu détecter de cas d’intégrations de Tn6237 dans

I’évolution des transconjugants ST38 1AaspAB/pOXA-48 1.

L’intégration de Tn6237 a été observée dans quelques rares cas dans d’autres STs d’E. coli tels
que ST227, ST131, ST88, ST127 et également chez K. pneumoniae (Beyrouthy et al. 2014b;
Hendrickx et al. 2021; Mataseje et al. 2018; de Toro et al. 2017). Cela conduit a se poser la
question si dans ces différents cas, des systémes similaires a ApsAB, ou d’autres systémes de
défense antiplasmide, pourraient étre impliqués. De manicre plus générale, tout systeme de

défense antiplasmide peut-il, de la méme maniére que ApsAB, lorsque les conditions de coft
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de fitness, de pression de sélection antibiotique et de présence des ARGs au sein d’un élément
transposable sont réunies, conduire a 1’intégration de ces ARGs dans un nouveau réplicon ?
Différentes études ont par exemple, rapporté ’intégration de blactx-mi15-ISEcpl a différentes
positions dans les souches ST38 (Falgenhauer et al. 2020; Guenther et al. 2017; Hendrickx et
al. 2021; Shawa et al. 2021). Il serait intéressant de refaire des expériences d’évolution dans
les souches ST38 avec des plasmides portant blactx-mis-ISEcp! pour voir si on reproduit ces

intégrations in vitro et surtout si ce sont les mémes facteurs qui sont impliqués.

5. Conclusion générale

L’objectif principal de ma thése consistait a comprendre les différents facteurs génétiques
et environnementaux impliqués dans I’intégration chromosomique du geéne blaoxa-4g chez les
souches ST38 et de caractériser I’avantage évolutif des intégrations.

Dans cette thése, j’ai montré que 1’intégration chromosomique de blaoxa-4s est un processus
multifactoriel, nécessitant la présence du geéne de résistance dans un transposon actif, Tn6237,
une déstabilisation du plasmide portant le transposon par le systéme antiplasmide ApsAB, un
cout de fitness d’origine plasmidique élevé qui permet la contre-sélection des souches porteuses
du plasmide en faveur des souches porteuses du gene intégré et une sélection positive par un
antibiotique des souches portant blaoxa-ss.

Le systéme de défense antiplasmide ApsAB que nous avons découvert promeut la perte du
plasmide pOXA-48 1, et permet la sélection des bactéries dans lesquelles blaoxa-as a été intégré
dans un réplicon différent. Cela signifie que les systemes de défense de I’hdte contribuent a la
sélection de certains clones résistants a succes cliniquement importants. ApsAB présent dans
une grande partie des souches que nous avons analysées par phylogénie a potentiellement
contribué a I’évolution de certains clones ST38 cliniquement important.

Enfin, les données de ma theése soutiennent que 1’accumulation chromosomique des génes
de résistance chez les souches cliniques ST38 (Chudejova et al. 2024; Falgenhauer et al. 2020;
Hendrickx et al. 2021; Patifio-Navarrete et al. 2022; Shawa et al. 2021; Turton et al. 2016)
confére un avantage adaptatif aux souches ST38 qui deviennent multirésistantes et donc
capables de survivre en présence d’un grand nombre d’antibiotiques. Ceci a probablement
contribué¢ a leur dissémination mondiale. Les travaux de ma thése permettent ainsi de mieux
comprendre les facteurs impliqués dans 1’émergence de certaines lignées résistantes et de

découvrir une nouvelle famille de systémes antiplasmides.
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Cette section contient les matériels et méthodes du chapitre 3. Les matériels et méthodes des

chapitres 1 et 2 des résultats sont inclus dans les manuscrits.

Bactéries-plasmides et conditions de culture

Les croissances bactériennes ont été effectuées a 37°C, sous agitation, soit en milieu LB Miller
ou en milieu M9 complété avec du glucose 0,4%, MgSO4 1 mM et CaCl2 0,1 mM. Le cas
¢chéant, des antibiotiques ont été ajoutés : méropéneme (0,1 pg/ml), apramycine (40 pg/mL),
zéocine (30 pg/mL) et chloramphénicol (10 pg/ml). Une liste des plasmides utilisés dans 1'étude

avec leurs principales caractéristiques est fournie dans le tableau 3.

Courbes de croissance

Des précultures des souches parentales ST38 sans plasmide et de leurs transconjugants isogeénes
sans antibiotique et avec antibiotique (MEM 0,1 pg/ml) respectivement ont été€ obtenues en M9
ou en LB. 100 pL de ces précultures diluées a 5*10° CFU/ml en milieu LB ou M9 ont été
inoculées dans des plaques de 96 puits et incubées a 37°C avec agitation pendant 6 heures (LB)
ou 16 heures (M9) dans un lecteur automatique de plaques (Tecan infinite M Nano avec i-
control 2.0.10). Trois expériences indépendantes ont été réalisées pour chaque souche. Pour
chaque réplica biologique indépendant, le temps de doublement a été obtenu en calculant la
moyenne de trois a cing réplicas techniques. Le temps de doublement a été calculé en utilisant
la formule : G = In (2)/umax. pmax est le taux de croissance maximal, correspondant a la pente
de la courbe a la phase exponentielle. Le temps de doublement relatif a été calculé en utilisant

la formule : W = Gtransconjugant/ Gissouche sans plasmide.

Test de stabilité des plasmides

Des précultures sur la nuit des transconjugants en LB avec MEM 0,1 pg/ml ont été fixées
comme jour 0. La stabilité du plasmide a été évaluée par des passages successifs de dilutions

1:200 dans 10 ml de LB frais sans MEM pendant dix jours. Les bactéries ont été collectées et

congelées a -80°C aux jours 0, 5 et 10. Le nombre de CFU a été déterminé en étalant 100 pl de
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cultures diluées sur LB agar avec et sans MEM 0,05 pg/ml. Les colonies isolées sur MEM ont
été utilisées comme approximation pour les bactéries porteuses du plasmide. Le comptage
automatique des colonies bactériennes a été effectué avec un scan4000 (INTERSCIENCE) et
la stabilité du plasmide a été calculée en faisant le rapport entre les bactéries porteuses de
plasmides par rapport la population totale. En raison des biais de dilution et d’étalement, cela a

pu occasionnellement entrainer des ratios légerement supérieurs a 100%.

Expériences de conjugaison

Les précultures sur la nuit en LB des souches donneuses et receveuses ont été diluées au 1:100
dans du LB frais et incubées a 37°C jusqu’a une densité optique de 0,6 a 600 nm (OD600). Un
mélange au ratio 1:1 de 200 pl des donneuses et receveuses a été étalé sur un filtre (type
MILIPORE HAEP 0,45 uM) placé sur LB agar et incubé a 37°C pendant la nuit. Les bactéries
ont été ensuite été transférées a partir des filtres, puis diluées en série dans de l'eau
physiologique et les dilutions ont été étalées sur LB agar contenant deux antibiotiques : (MEM)
0,1 pg/ml et la tétracycline (TET) 10 pg/mL pour sélectionner les transconjugants. Les
transconjugants ont été séquencés par illumina (cf chapitre 2) pour identifier les éventuelles

mutations.

Quantification de ’expression des génes par RT-qPCR

Des cultures ont été inoculées en LB a partir de trois précultures indépendantes et incubées a
37°C jusqu’en phase exponentielle (ODg00=0,4-0,5). Les culots de 2 ml de cultures ont été
immédiatement congelés a -80°C. L’ARN total a été extrait en utilisant le kit Norgen Biotek
suivant les recommandations du fournisseur (Norgen Biotek Corp). Les ADNc ont été générés
a I’aide de la transcriptase inverse SuperScript Il suivant les recommandations d’Invitrogen. Le
kit SYBR Green PCR (Applied Biosystems, Life Technologies) a été utilisé la qPCR. Les
amorces utilisées sont indiquées dans le tableau 3. Les paramétres d’amplification étaient les
suivants : dénaturation a 95°C pendant 10 min, suivie de 40 cycles a 95 °C pendant 15 sec,
60°C pour 1 min. La qPCR a ét¢é effectuée en utilisant 1’appareil BIO-RAD CFX96 real-time
system et les données en temps réel ont été traitées avec le logiciel BIO-RAD CFX-manager
version 3.0. Le geéne ribosomique rpsL a été utilis¢é comme référence pour la qPCR.

L’expression relative a été calculée en utilisant la méthode des AACt (Pfaffl 2001). Trois
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cultures indépendantes ont été testées pour chaque condition et le résultat pour chaque culture

a été obtenu a partir de trois réplicas techniques.

Test de susceptibilité aux carbapénémes

La CMI pour le méropéneme a été¢ déterminée par Etest (Biomerieux). Les boites de pétri
contenant du milieu Mueller-Hinton agar ont été inoculées en inondant les boites par 2 ml de
culture bactérienne (10° bactérie/ml), répandue par un mouvement doux sur les boites, et ’excés
de liquide a été retiré laissant environ 0,5 ml de la culture (+/- 10%). La méthode d’inondation
a été choisie de préférence a 1’étalement a 1’écouvillon car elle fournit une lecture plus précise

du résultat de I’Etest.

Mutagenése du plasmide pOXA-48 1

Les délétions completes des régions nuc, pemIK, pemIK-nuc, parAB-nuc, mob-excA et entre
nuc-excA du plasmide pOXA-48 1 ont été obtenues par la méthode lambda recombinase
(Datsenko et Wanner 2000) en utilisant le vecteur p15red disponible au laboratoire portant la
lambda recombinase sous le controle d’un promoteur inducible pBAD (cf chapitre 2
Supplementary Data 9). Les amorces (Sigma-Aldrich) utilisées pour 1’amplification PCR de la
cassette ZeoR sont indiquées dans le tableau 3. Les délétions ont été confirmées par PCR et
I’absence de mutation les souches délétées a été vérifiée par ségencgage illumina du génome

entier (Cf chapitre 2).

Tests statistiques

Tous les graphiques ont été générés avec R (version 3.6.3) en utilisant les paquets R (tidyverse,
forcats, ggplot2, ggpubr, rstatix, broom). La normalité des données a été évaluée en utilisant le
test de Shapiro. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant un test t de Student
a deux échantillons et deux extrémités et les p-values ont été corrigées suivant la correction

Benjamini-Hochberg (FDR).
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Tableau 3 : Amorces et plasmides du chapitre 3 des résultats.

Amorces PCR Séquences 5°-3°
excA-zeo R cagtaggcacatgtcggttccgaatatttacgacaagtttactatcagtaggagtggtgaatccgttage
dnuc-zeo F gagtaaaaccatgcaatcattcccectgttegtttcccgtgtegttectgtcatcgataagettgaagttce
resD-zeo F gaacactttccccctgcaaatttcccagaattcacgtagecgacgcecatcgtcatcgataagcettgaagttec
mucA-zeo F tatgaggccaatgaacttaacctgcatgattactgegtgeggegtccggcetcatcgataagettgaagttee
peml-zeo F gaaatgttcctggtgggoctgattacatcagetgecccggatcagaagtggtcatcgataagettgaagttec
nuc-zeo R agtttctgecgctgetgtaggtcagtaccgtggagecacgtcectticcttggagtggtgaatcegttage
excA-verif R catagtctttcgccactgga
nuc-verif R gggtgatcacaggaacgaca
mobB-zeo F caaaaacgtcttggtcagggcaagccccgacaccccctaacgaggttagetcatcgataagettgaagttce
peml-zeo R catgcaggttaagttcattggcctcatagectgeggecgggctgggaaagggagtggtgaatcegttage
parA-zeo-F tggtgcatctttttgtctttacacgtcagcagagatgegtaataatccattcatcgataagettgaagttce
nuc-zeo F tgaaaaaatatgtgctgttaaccctgaccctcatcgecggegecgtggceatcatcgataagettgaagttec
peml-verif R ccggacacacgcaagaagta

Amorces RT-qPCR Séquences 5°-3’

rpsl F cgtggcgtatgtactcgtgt

psl R gtctttaacacgaccgecac

ompF F acaactctgaaggcgctgat

ompF R tcaggcagcatatcggtgta

ompC F gtagtgctcatggcgaaggt

ompC R ctgatcccaggtacgtttgg

Plasmides Caractéristiques Informations supplémentaires

pl5red-Apra  pl5SA, apmR, araC ParaBAD-  ApraR cloné entre Spel et pvul de pl5Red

gam-bet-exo, sacB et remplacé par CAT (cette étude)
pACYt-ZeoFRT pACY 184AtetR, cat, zeoR-FRT inséré entre les
pl5A ori, zeoR sites HindIII et BamHI (cette étude)
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Article

Chiarelli et al. BMC Microbiology

Cet article s’intéresse a la diversification des souches Klebsiella pneumoniae productrices de
carbapénémases passant de la forme mucoide a la forme non-mucoide. J’ai contribué a ce projet
durant mon Master en faisant le séquencage des souches sélectionnées pour la recherche des

mutations et I’analyse des données.
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Abstract

Background: Klebsiella pneumoniae is a leading cause of intractable hospital-acquired multidrug-resistant infections
and carbapenemase-producing K. pneumoniae (CPKp) are particularly feared. Most of the clinical isolates produce
capsule as a major virulence factor. Recombination events at the capsule locus are frequent and responsible for
capsule diversity within Klebsiella spp. Capsule diversity may also occur within clonal bacterial populations
generating differences in colony aspect. However, little is known about this phenomenon of phenotypic variation in
CPKp and its consequences.

Results: Here, we explored the genetic causes of in vitro switching from capsulated, mucoid to non-mucoid, non-
capsulated phenotype in eight clinical CPKp isolates. We compared capsulated, mucoid colony variants with one of
their non-capsulated, non-mucoid isogenic variant. The two colony variants were distinguished by their appearance
on solid medium. Whole genome comparison was used to infer mutations causing phenotypic differences. The
frequency of phenotypic switch was strain-dependent and increased along with colony development on plate. We
observed, for 72 non-capsulated variants that the loss of the mucoid phenotype correlates with capsule deficiency
and diverse genetic events, including transposition of insertion sequences or point mutations, affecting genes
belonging to the capsule operon. Reduced or loss of capsular production was associated with various in vitro
phenotypic changes, affecting susceptibility to carbapenem but not to colistin, in vitro biofilm formation and
autoaggregation.

Conclusions: The different impact of the phenotypic variation among the eight isolates in terms of capsule
content, biofilm production and carbapenem susceptibility suggested heterogeneous selective advantage for
capsular loss according to the strain and the mutation. Based on our results, we believe that attention should be
paid in the phenotypic characterization of CPKp clinical isolates, particularly of traits related to virulence and
carbapenem resistance.
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Background

Klebsiella pneumoniae is a Gram negative, capsulated,
non-motile, rod-shaped bacterium commonly found in
the gut flora of healthy individuals, but it can be also
found in the environment, particularly in soil and water
[1]. Of great concern are infections caused by K. pneu-
moniae, mostly targeting the respiratory and urinary
tracts and causing life-threatening infections including
pneumonia, sepsis, meningitis, and pyogenic liver ab-
scesses, particularly in health-care settings [2]. Colistin
and carbapenems are last-line drugs for K. pneumoniae
infections but K. pneumoniae lineages showing resist-
ance to those drugs emerged and disseminated world-
wide, challenging the already limited treatment options
[3, 4]. World Health Organization (WHO) included
carbapenemase-producing K. pneumoniae (CPKp) in the
list of PRIORITY 1 critical pathogens for new drugs [5].
An understanding of the pathobiology of K. pneumoniae
infections would help in developing new control strat-
egies and possible vaccines [6]. Several virulence factors,
including the lipopolysaccharide (LPS), fimbriae, sidero-
phores and the capsular polysaccharide (CPS), are con-
tributing to K. pneumoniae’s ability to thrive in the
environment and in the host.

The capsule can ensure resistance to antimicrobial
peptides, phagocytosis, and complement-mediated kill-
ing [7-10]. More than 77 capsular-types (K-type) have
been reported in clinical isolates of K. pneumoniae [11].
Large-scale recombination events involving the capsule
biosynthesis (cps) region drive an extensive variation,
even within the same clonal complex (CC), as described
for CC258 isolates [12]. The genes responsible for cap-
sule synthesis are organized into an operon, from galF
through cpsACP, wzi, wza, wzb, wzc and ugd, with con-
served functions and organization and additional glyco-
syltransferase genes [11] (Fig. 1).

Recent studies shed light on the role of the different
genes orchestrating capsule production in K. pneumo-
niae. Mutations in wza, wzb, wzc and wzy resulted in re-
duced amount or absence of capsule, corresponding to a
rough, non-mucoid appearance on plate, along with de-
creased serum resistance and high susceptibility to neu-
trophilic phagocytosis [13]. On the other hand,
inactivation of wcaJ, a glycosyltransferase involved in
colanic acid synthesis, led to a non-capsulated, non-
mucoid variant, which was less efficiently phagocytosed
compared to the capsulated K. pneumoniae, and which
showed a better ability to form biofilm on polystyrene
surfaces, and an altered colistin susceptibility [14]. How-
ever, capsule production is controlled by a complex
regulatory network involving several genes outside the
¢ps cluster [15]. Interestingly, loss of mucoid-capsular
phenotype has also been reported to occur within the
host due to various mutations in the cps cluster [16].
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Capsule loss due to mutations in the cps operon has
been shown to occur among clinical ST258 isolates,
leading to a better ability to form biofilm and persist in
the mice bladder [17]. Altogether, these data suggest an
evolutionary advantage that capsule loss can confer to K.
pneumoniae in the human host and environment under
certain circumstances. When analyzed in the laboratory,
clinical isolates of K. pneumoniae may exhibit mixed
populations, noticed by the presence of heterogeneous
colony appearance on solid media. This phenomenon
may reflect changes in the capsule production within a
clonal bacterial population. It is referred as to
phenotypic variation, usually from capsulated to non-
capsulated variant. However, appearance of colony vari-
ants due to changes in capsule biosynthesis might also
occur in vitro depending on medium, time and
temperature of incubation [18]. This could subsequently
lead to the storage and transfer of mixed samples across
different clinical laboratories, thus hampering the correct
phenotypic characterization of clinical isolates.

Here, we explored the genetic causes of in vitro
switching from capsulated, mucoid (M) to non-
capsulated, non-mucoid (NM) phenotype in eight
clinical CPKp isolates. The frequency of phenotypic
switch was strain-dependent and increased along with
colony development on plate. The loss of the mucoid
phenotype resulted from diverse genetic events:
Insertion Sequence (IS) transposition, deletion or point
mutations occurring in genes of the cps locus. In one
variant, a second mutation inactivated rfaH, a regulatory
gene of capsular polysaccharide biosynthesis [19]. Vari-
ation of the impact of the phenotypic switch among the
eight isolates in terms of capsule content, biofilm
production and carbapenem susceptibility suggested het-
erogeneous selective advantage for capsular loss accord-
ing to the strain and the mutations.

Results

Non-mucoid variants arise at various frequencies in
different K. pneumoniae strains

All along a screening of clinical CPKp strains, we no-
ticed that upon isolation from -80°C glycerol stocks,
CPKp often exhibited a heterogeneous population with
mostly mucoid (M) colonies but also a variable propor-
tion of colonies with a translucent, non-mucoid (NM)
appearance on plate. This observation led us to analyze
more systematically the population heterogeneity.
Hence, we selected eight CPKp isolates belonging to
seven STs (ST107, ST16, ST11, ST147, ST383, ST39,
ST855) and expressing different carbapenemases (KPC,
VIM-1, OXA-48 and OXA-181), as shown in Table 1.
The population heterogeneity could be better visualized
on TSA medium. We also observed that, when streaked
on TSA, M colonies could give rise to either a mixed
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Fig. 1 Capsular loci maps. Capsular regions from the seven capsular types investigated in this work are represented from galf to ugd. Genes are
indicated by arrows. Blue arrows correspond to core genes from the different capsule loci. Glycosyltransferases are indicated in green. Orange
and red arrows represent genes encoding the polymerase and the flippase,
unit synthesis (non-conserved). KL numbers are indicated on the left and the analyzed strain of each K-type on the right. IS insertions are
represented by triangles and other mutations events by stars as specified in Table 2. Two strains of capsular type KL8 were investigated, blue

respectively. In yellow/dark yellow the genes involved in sugar/repeat

population (M and NM) or to a pure M population. Fur-
thermore, M colonies might exhibit non-mucoid sectors
(Fig. 2a). On the other hand, NM colonies re-isolated on
TSA led to homogeneous NM population. The ability of
M colonies to produce NM segments was dependent on
the incubation time (> 24 h), indicating further selection
and growth advantage of NM variants at later growth
stages on solid medium.

In order to determine whether the frequency of
switching from M to NM was variable among the se-
lected strains, we quantified colony variants by counting
the number of colonies exhibiting non-mucoid segments
after 24 h incubation at 37 °C and after 24 and 48 add-
itional hours of incubation at 25°C (Fig. 2b). Re-
isolation of bacteria from these segments confirmed that
they led to stable NM colonies. We observed, for the

eight strains, a high rate of colony switching, ranging
from 10% to more than 40% colonies with NM sectors
after 72 h of incubation. We observed the highest fre-
quency (from 15% at 24h to 47% of the population at
72 h) for K. pneumoniae CNR137]2 belonging to ST107
and expressing KL102-type capsule.

Different mutational events led to a non-mucoid
phenotype

To characterize the diversity of the NM variants selected
on TSA plates, we isolated 6 to 11 independent NM iso-
lates for each of the eight strains and performed whole
genome sequencing (WGS) to compare them with the
original isolates. In total, we analyzed 72 NM variants.
Libraries were first constructed by tagmentation (>50x
coverage). However, we obtained a low or even partial
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Strain® ST? wzi K-typeb Resistance genes

KP1 [20] ST39 wzi83 KL23 aminoglycoside: aac(6)-1b3; aac(3)-lia; aph(6)-Id; macrolide: mph(E); msr(E); phenicol: catAl;

SAMN14419408 catB2; sulphonamide: sul1;sul2; tetracycline: tet(D); trimethoprim: dfrA14; dfrB1; B-lactam:
b/aSHV—40; b/GOXA,g; b/agco,]; b/Gv”\A,}; fOSmeyCin: fosA

CNR128G5 ST383 wzi162 KL122 aminoglycoside: aadA2b; aac(3)-lla; aac(6')-1b3; rmtB; quinolone: ogxA; sulphonamide:

SAMN14419403 sull; tetracycline: tet(A); B-lactam: blaoya o; blasi 145 Dlacrym 14 blacrxmas; blakec2; blaoya 1;
blarew s fosfomycin: fosA

CNR152A1 ST147 wzi64 KL64 aminoglycoside: aph(3")-Ib; aph(6)-Id; sulphonamide: su2; trimethoprim: dfrA14; B-lactam:

SAMN14419404 b/aSH\/—l 1 b/aCTX—f\/HS; b/aKPCﬁ; b/aTEM—IB

CNR105A6 ST855 wzi100 KL10 aminoglycoside: aac(6')-1b; aadA1; aph(3")-Ib; aph(6)-1d; phenicol: catA1; sulphonamide:

SAMN14419407 sull; tetracycline: tet(B); B-lactam: blasy,.s1; blakpc.o; blaoxa-s; blatem-1a

KPA28006 [21] ST11 wzi334 KL8 aminoglycoside: aph(3)-Vla; aadA1; aac(6')-1g; phenicol: cmIA1; sulphonamide: sul1;

SAMN14419405 sul2; tetracycline: tet(B); tet(D); trimethoprim: dffA15; B-lactam: blawpco; blasy-182; blacrxm-2

KPA28008 [21] ST11 wzi334 KL8 aminoglycoside: aph(3)-Via; quinolone: ogxA; 0gxB; tetracycline: tet(D); B-lactam: blaypc »;

SAMN14419406 b/GSH\/qgQ} b/acrx,,\/l,z

CNR149J2 ST16 wzi50 KL51 aminoglycoside: aac(6)-Ib-cr; aadA2; aph(3)-la; quinolone: gnrS1; macrolide:

SAMN14419409 mph(A); sulphonamide: su/1; trimethoprim: dfrA12; B-lactam: blasyy.145; blacrx v 1s; bldoxat;
blaoxas1; blarem1s

CNR137J2 ST107 wzil73 KL102 aminoglycoside: aac(3)-lid; aph(3")-Ib; aph(6)-Id; quinolone: gnrS1; macrolide:

SAMN14419410

mph(A); sulphonamide: sul2; tetracycline: tet(A); trimethoprim: dffA17; B-lactam: bldsyy.-145;

blay ap-5; blaoxa-ss; blarem1s

&Sequence accession numbers are also indicated, ST = Sequence Type; ®K-type = capsular type

coverage of the AT-rich cps locus (Fig. S1), precluding
the confident identification of mutations responsible for
the NM phenotype. Similarly, Wyres et al. were recently
unable to determine the K-type of 129 out of 393 K
pneumoniae genomes sequenced by tagmentation [22].
The 72 NM variants were sequenced following enzym-
atic digestion of the genomic DNA by a mix of nucle-
ases, providing a uniform coverage of the K. pneumoniae
genome and no discrimination of AT-rich regions (Fig.
S1). We identified in all the isolates analyzed, a mutation
in the ¢ps locus (Fig. 1, Table 2), predicted to be respon-
sible for the NM phenotype. In 26 NM variants, up to five
additional mutations were detected elsewhere in the gen-
ome. These mutations might have also contributed to the
overgrowth of the NM sector (Table S1). In particular, in
the NM3 variant of strain CNR149]2 we identified a four-
base pair (bp) duplication disrupting the rfaH gene, an ac-
tivator of capsule biosynthesis [19]. Fifty-six percent (40/
72) of NM mutants resulted from IS insertion (ISI-, ISL3-,
IS5-like) in different essential genes for capsule synthesis
(Table 2). In the other variants, we identified point muta-
tions (n =14), including five non-sense mutations or
indels (n =18) (Table 2). The genes most frequently af-
fected were wcaJ (22.2%), a colanic acid biosynthesis
UDP-glucose lipid carrier transferase which mediates the
first step of capsule biosynthesis in Escherichia coli [23]
and plays a role in virulence and phage sensitivity in K.
pneumoniae [24], followed by wzc (20.8%), encoding a pu-
tative tyrosine-kinase and wzy (15.3%) encoding the
polymerase. Other mutated genes encode different glyco-
syltransferases involved in the complex c¢ps synthesis

(29.2%) or essential genes like wza, wzb and wzx (5.6, 2.8
and 2.8%, respectively). In the case of KP1 strain, seven
out of the eleven independent NM isolates analyzed
shared the same mutation in wzy: a deletion of one T in a
track of nine T residues, likely resulting from a slippage of
the DNA polymerase during chromosome replication.

Phenotypic comparison of mucoid and non-mucoid
variants

For each CPKp strain, we selected one NM variant with
different mutations in wcaJ, wzc, wzx, wzy (indicated by
the “&” symbol in Table 2) and investigated their impact
on phenotypes contributing to their dissemination and
persistence in the host.

To evaluate the impact of mutations on capsule pro-
duction, we quantified uronic acid, a major constituent
of the polysaccharidic capsule. In seven out of eight
pairs, the NM variant showed a significantly lower
amount of uronic acid compared to M variant, confirm-
ing that the loss of the mucoid trait resulted from the
loss or the reduction of capsule production (Fig. 3). In
the remaining strain, KP1, the NM variant (frameshifted
in wzy), although it did not reach significance, showed a
2-fold decrease in the uronic acid production. The im-
pact on the capsule synthesis in the NM variants was
confirmed by capsule visualization by India ink negative
staining (Fig. 3).

We investigated and compared the ability of M and
NM variants to form biofilm on polystyrene surfaces.
For six out of eight strains (CNR152A1, CNR105AS6,
KPA28006, KPA28008, CNR137J2, and KP1) the NM
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Fig. 2 Frequency of phenotypic switch in the eight CPKp isolates. a. Left: Workflow followed to visualize and quantify the colony switch from
mucoid to non-mucoid phenotype; right: two colonies with NM sectors. b. Frequency of phenotypic variation (colony with non-mucoid sectors)

monitored over 72 h in the eight CPKp strains. The first 24 h, the isolates were incubated at 37 °C then at 25 °C to observe the appearance of NM
segments. M = mucoid, NM = non-mucoid. Strain names are indicated according to the figure key. Frequency and standard deviations are given

variants significantly produced more biofilm after 24 h of
incubation (Fig. 4a) compared to the parental M strains.
However, in the case of CNR149J2 the NM variant pro-
duced less biofilm than the parental strain. This opposite
phenotypic effect of capsule loss might be related to the
mutation in rfaH, which has been shown to have a pleio-
tropic effect [19]. Therefore, the contribution of the
capsule to biofilm formation on polystyrene was variable
according to strain- and/or mutations.

Autoaggregation might contribute to biofilm forma-
tion [26, 27]. The autoaggregative behavior of M and

NM derivatives was quantified in spent M63/Glu min-
imal medium over 24 h at room temperature. Interest-
ingly, all the NM variants but one (CNR149J2) showed,
overall, a better ability to autoaggregate under the tested
conditions (Fig. 4b). Particularly, the NM variants of
CNR152A1, CNR105A6, KPA28006, KPA28008, KPI,
which produce more biofilm, showed an increased auto-
aggregation compared to the parental isolates.

Curli production contributes to biofilm formation and
capsule loss can unmask the fimbriae [28]. We com-
pared M and NM isolates for curli production by the
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Strain NM Variant Gene Mutation® P
CNR128G5 NM1 wza ISKpn25 (pos 382)
NM2 wzc 1S903b (pos 2036)
NM3 wzc G1699T (D567Y)
NM4“ wzy ISKpn25 (pos 319)
NM5 wckM A4 bp (AAAQ) (pos 729); (%)
NM6 wcuQ ISKpn25 (pos 332)
NM7 wecuD AA (pos 38); (*)
NM8 wecuD ISKpn25 (pos 1073)
NM9 KL122_00012 ISKpn25 (pos 796)
NM10 weal insAA? (pos 744); (%)
NM11 wcal IS7-like © (pos 840)
CNR152A1 NM1 wzc ISKpn26 (pos 738)
NM2° weal 1S903b (pos 602)
NM3 wcal T389A (1130N); G452C (G151A)
NM4 wcoT 1S903b (pos 866)
NM5 wcsF 1S903b (pos 1126)
NM6 wcsk G118T; (%)
NM7 wcol insAd (pos 811); (%)
CNR105A6 NM1 wza IST-like (pos 998)
NM2 wza IST-like (pos 998)
NM3 wzc 1S903b (pos 2073)
NM4“ wzc IS1-like (pos 542)
NM5 wbaP (wcal) 1S903b (pos 699)
NM6 wbaP (wcal) IS1-like (pos 316)
NM7 wbaP (wcaJ) T997G (S333A)
NM8 wcaN A18bp (pos 190-208); (*)
NM9 wcaN IS7-like (pos 358)
NM10 wcalN IST-like (pos 358)
NM11 wcaN C79A (V271)
KPA28006 NM1¢ wzc 1S903b (pos 715)
NM2 wzc IST-like (pos 244)
NM3 wzc IST-like (pos 2146)
NM4 wzy AC (pos 274); (*)
NM5 wzy AC (pos 274); (¥)
NM6 wesM AA (pos 339); (%)
NM7 wcal AA (pos 1279); (%)
NM8 Wzx AA (pos 422); (*)
NM9 wza A278T (L93Q)
KPA28008 NM1 wzc IST-like (pos 950)
NM2 wzy IS7-like (pos 319)
NM3 wesM 1S903b (pos 505)
NM4“ wzx IS7-like (pos 342)
NM5 wcsH IS7-like (pos 605)
NM6 wcsH IS7-like (pos 914)
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Table 2 Mutations in the capsule synthesis cluster detected in non-mucoid variants (Continued)

Strain NM Variant Gene Mutation® P
CNR149J2 NM1 wzb C447A (%)
NM2 wzc T345A (¥)
NM3° wzc A11bp (pos 635); (*)
NM4 wzc G787C (A263P)
NM5 weal IS7-like (pos 905)
NM6 wcal T1145G (L382R)
NM7 weal AT (%)
NM8 wcpB IS7-like (pos 347)
NM9 wzy ISKox3 (pos 591)
NM10 wzb T68G (L23R)
CNR137J2 NM1 wzc 1S903b (pos 209)
NM2 wzc I-like (pos 760)
NM3 wbaP (wcal) I-like (pos 616)
NM4 wbaP (wcal) I-like (pos 1312)
NM5 wbaP (wcal) I-like (pos 247)
NM6° wbaP (wcal) I-like (pos 888)
NM7 wbbD I-like (pos 319)
NM8 wbbD I-like (pos 284)
KP1 NM1 wzc T-like (pos 469)
NM2 wzy T736C (5246P)
NM3 wzy T (pos 864); (*)
NM4 wzy T (pos 864); (*)
NM5 wzy AT (pos 857); (*)
NM6° wzy T (pos 864); (*)
NM7 wzy T (pos 864); ()
NM8 wzy T (pos 864); (*)
NM9 weal A3TT; (%)
NM10 wckU AA (pos 16); (%)

2In parentheses are indicated: for point mutations, the amino acid change and for other mutations, the position in the gene, ®
< NM variant selected for in depth phenotypic analysis (in bold); ¢ Ins for insertion; ®IS1-like correspond to ISTR, IS1SD, ISTF,

sense mutation or a frameshift
ISKpn74 and closely related ISs

Congo red (CR) assay. Among the eight strains analyzed,
only one tested positive: CNR128G5, which shows a high
level of biofilm formation independently of the M or
NM phenotype (Fig. S2). For all the analyzed isolates, we
did not observe differences between NM and M variants
in the CR assay (Fig. S2), suggesting that capsule loss did
not impact significantly on fimbriae production in these
isolates.

Since the eight strains analyzed harbored a
carbapenemase-encoding gene, we compared the suscep-
tibility of both the parental and the NM variants towards
carbapenems, which are targeting bacterial cell wall
synthesis. Interestingly, we found that minimum inhibi-
tory concentrations (MICs) for the clinically relevant

carbapenems (ertapenem, meropenem, imipenem)

the star indicates either a non-

determined by E-test were different in five out of the
eight strains for the M and NM variants. Four NM vari-
ants showed an increased susceptibility to those drugs.
On the other hand, for CNR152A1, the NM variant
(CNR152A1-NM2) - mutated in wca/, was surprisingly
more resistant than the parental M strain (Fig. 5). In
order to determine whether this effect resulted exclu-
sively from the mutation in wca/, genomes were carefully
checked for any additional mutation, IS insertion or re-
combination but we did not identify any in genes known
to contribute to B-lactam resistance such as the major
porins (ompK35 and ompK36) and their regulator
ompR/envZ and the PBPs (PBP1F, 1A, 1B, 2, 2D). In
order to determine whether this effect was isolate or
mutation specific, we determined the susceptibility to
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Fig. 3 Capsule quantification and visualization in M and NM variants. Uronic acid assay [25] was carried out to quantify capsular polysaccharides
in the eight CPKp and their selected NM variants. In all but one couple (KP1), the NM variant exhibited a significant decrease in CPS production
compared to the WT isolate. In particular, a stronger difference was noticed in the case of CNR128G5 (p-value ***¥), followed by CNR137J2 and
KPA28006. India ink staining was performed to visually detect decrease/absence of capsule in the non-mucoid variant (right image). The scale bar
in each image represent 5 um. Non-mucoid isolates selected for each K. pneumoniae strain showed different mutation events (Table 2).
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Fig. 4 In vitro biofilm production and autoaggregation. a. The WT isolates and the selected NM variants were characterized for their ability to
produce biofilm in M63 minimal medium supplemented with glucose. In six out of eight couples (CNR152A1, CNR105A6, KPA28006, KPA28008,
CNR137J2 and KP1), the NM variant was more efficient in biofilm formation than the parental M strain. Only CNR149J2 showed an opposite trend:
the M variant showed a better ability to form biofilm under tested conditions. p-values of <0.001 ***, <0.01 ** and < 0.05 * were considered
significant. b. Autoaggregation assay of M and NM variant in spent M63/Glu medium. M = mucoid, NM = non-mucoid are indicated according to
the figure key
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Fig. 5 Carbapenem susceptibility profiles of the eight CPKp strains and their NM variants. a. The carbapenem susceptibility of the eight CPkp
strains and the NM variants was quantified by E-test. ETP = ertapenem; IPM = imipenem and MER = meropenem. Four out of eight NM variants
selected showed an increase in susceptibility towards the carbapenem tested, whereas the NM deriving from CNR149J2, CNR137J2 and KP1 did
not show any difference compared to the WT mucoid strain. Only CNR152A1-NM2 showed a different behavior, with decreased susceptibility,
particularly against meropenem and ertapenem. b. Carbapenem susceptibility by E-test of the seven NM variants derivatives of CNR152A1. M =
mucoid, NM = non-mucoid. Experiments were performed in triplicates. Error bars represent the standard error of the mean (SEM)

carbapenems by E-test in the six other independent NM
variants from CNR152A1 harboring different mutations
in the cps locus (Table 2). Consistently with what was
observed for NM3, the six other NM variants showed a
reduced carbapenem susceptibility. These results con-
firmed that the reduced susceptibility of CNR152A1
non-mucoid variants was not specific to the wca/ mutant
but likely related to the loss of capsule.

Capsule has been shown to play a role in resistance to
antimicrobial peptides, including polymyxin B, affecting
the interaction with the bacterial outer membrane [29].
Those antibiotics show mode of action and mechanisms
of resistance different from f3-lactams. We measured the
susceptibility levels of both the parental and the NM
variants towards polymyxin B and colistin. However, we
did not observe any difference between the M and the
NM variant for the eight pairs (Table S2).

Discussion

Microbial populations inhabit diverse and constantly
changing niches, facing oscillations between abundance
of nutrients, which allows a prolific bacterial growth,
and hostile environments, where individuals adopt strat-
egies to cope with the scarcity of nutrients [30]. One of
them is the phenotypic variation, where a population
can switch among multiple phenotypes to survive in
challenging habitats imposed, for instance, by the anti-
biotic pressure and the host immune system. In a

scenario where multidrug resistant (MDR) clinical iso-
lates are incessantly emerging and spreading, the adop-
tion of such strategies from bacterial populations can
further challenge their characterization in the laboratory
[31]. K. pneumoniae can undergo phenotypic variation,
switching from mucoid to non-mucoid colony aspect
[32]. Hypo- or non-mucoid appearance has been associ-
ated with the loss of capsule in Klebsiella and different
degrees of mucoidity may indicate diverse mutations af-
fecting capsule synthesis genes [16, 17]. These colony
variants might arise in vivo, but also following their iso-
lation in the laboratory. Colony variants can be observed
on solid media, but they go frequently overlooked, as
they show only subtle differences. Here, by analyzing
NM variants deriving from eight clinical CPKp, we
showed some phenotypic consequences of the capsule
loss potentially contributing to NM variants selection.
These phenotypic switches occurred at various frequen-
cies in the different strains analyzed.

By using a newly developed high throughput method
called TraDisort, Dorman et al. identified numerous loci
involved in the regulatory network of capsule synthesis
in K. pneumoniae [15]. However, here we showed that
in vitro transition on solid media from M to NM variant
(n =72) of eight CPKp clinical isolates is driven by mu-
tations occurring in the capsule locus upon the insertion
of IS elements, SNPs and deletions. In a single NM vari-
ant (CNR149J2 NM3), we identified both a mutation
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inactivating wzc, which encodes a tyrosine-protein kinase
essential for capsule biosynthesis and a mutation in the
rfaH gene encoding a transcriptional regulator of the cps
operon [19]. In other NM variants, the disruption of wzc
led to a non-capsulated phenotype and the contribution
of the rfaH mutation to the phenotype remains to be de-
termined. Except this specific case, under the conditions
we used, mutations in genes involved in this regulatory
network, which would reduce capsule synthesis, do not
provide a sufficient selective advantage for growth.
Recently, Lee et al. observed different colony aspects
(mucoid and non-mucoid) among CPKp isolated succes-
sively from a single patient [16]. They showed that the
within-host evolution of K. pneumoniae non-mucoid
variants was driven by IS insertion and amino acid alter-
ations in genes essential for capsule synthesis. Likewise,
we observed that the NM phenotype among CPKp clin-
ical isolates was related to genetic events happening in
the cps cluster, particularly targeting wca/, followed by
wzc and wzy genes. These core genes are essential for
capsule synthesis in E. coli and Klebsiella spp. and their
disruption is associated with altered capsule polysacchar-
ide polymerization [14, 15, 17, 33]. However, we identi-
fied among the NM variants analyzed, mutations in
other genes of the cps operon, confirming their contri-
bution to capsule synthesis and the selective advantage
for their inactivation. For example, in the strain
CNR128G5, the 11 NM variants were mutated in eight
different cps genes. One exception is the first gene of the
operon: wzi, as no variant harboring a mutation in this
gene was observed. Wzi was shown to be an outer-
membrane lectin contributing to the formation of the
bacterial capsule [34]. Its gene inactivation will probably
not lead to a metabolic advantage. However, IS insertion
in this gene are predicted to have a polar effect on the
downstream genes essential for capsule biosynthesis
[35]. The absence of mutation in this gene might indi-
cate a fitness cost of its inactivation under the condition
used for capsule mutant selection.

Characterization of selected NM mutants unveiled a
diverse landscape of mutations, with the majority
(55.6%) linked to IS elements jumping into cps genes.
Transposable elements are an important source of gen-
etic variability. Movements of ISs are hardly detected
using short-read sequencing. Therefore, this type of cap-
sule locus inactivation might be overlooked while
analyzing K. pneumoniae variants. Transposition is gen-
erally maintained at low level to preserve the integrity of
the bacterial host genome. However, ISs can undergo
bursts of transposition under stress conditions, including
oxidative stress and starvation [36], which likely oc-
curred during the prolonged incubation on TSA plates
at 25 °C. In the case of KP1, the most frequent event was
a thymine deletion in wzy (delT), occurring in 6 out of
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10 NM independent variants (Table 2). These deletions
occurred in a poly(T) track (nt 857-867 of the gene),
which could lead to replication slippage, thus increasing
the probability of frameshift errors. Similarly, we ob-
served a high rate of frameshift mutations in KPA28006
with three adenosine deletions in wesM, weaJ and wzx,
corresponding to poly-A track. Interestingly, we also iso-
lated two variants with the same cytosine deletion. This
residue is followed by a stretch of a poly-T track. These
regions with stretches of nucleotides might be particu-
larly prone to polymerase slippage. The frequency of
mucoid to non-mucoid switch in these two strains was
among the lowest we have observed. It is possible that
the frequency of IS transposition in KP1 (1 out of 11
NM isolates) and KPA28006 (3 out of 9 NM isolates)
was lower than in other strains under the condition
used, revealing this mechanism of phase variation by in-
creasing its relative frequency. On the other hand, the
highest frequency of conversion from M to NM appear-
ance was observed for CNR137]J2 (more than 40% over
3-days incubation), followed by CNR152A1 and
KPA28008. Notably, in the case of CNR137]2 and
KPA28008, all mutants resulted from IS transposition
(seven ISI-like insertions and one IS903b in CNR137]2
and five ISI-like insertions and one 1S903b in
KPA28008). One could hypothesize that the high rate of
switching in these two strains is due to a higher rate of
IS transposition and possibly to IS transposition bursts.
In order to assess whether these differences could be re-
lated to different occurrence of IS elements in the eight
parental strains, we estimated the number of the ISs that
were responsible for a non-mucoid phenotype among
the 72 isolates we analyzed (Table S3). However, we
were not able to correlate the transposition frequency
and the number of ISs in the parental strain. Indeed, in
the strains KPA28008 and CNR137J2, which contain the
smallest number of the analyzed ISs (n =5), all non-
mucoid mutants were predicted to result from an IS in-
sertion. On the contrary, in KP1, which contains ten ISs,
only one out of the ten non-mucoid variants resulted
from an IS transposition.

Here, we also demonstrated that the simple act of
picking one colony rather than another one could lead
to different interpretations on the phenotype of bacterial
isolates from a clinical sample. Indeed, the colony vari-
ants exhibited several distinct phenotypic properties in
addition to the capsule production, like biofilm forma-
tion, autoaggregation and susceptibility to carbapenems.
Those phenotypic were predicted to result from altered
capsule production. However, additional mutations in
some isolates might have also contributed to the ob-
served effect. Particularly, we observed enhanced biofilm
production and autoaggregation in M63/Glu for five out
of eight NM variants. Higher levels of autoaggregation
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are indicative of a change in cell surface [26], which here
was the loss of capsule, likely unmasking other surface
components contributing to autoaggregation.
CNR152A1-NM2 showed the highest increase of biofilm
formation and autoaggregation, as deduced from the
sedimentation rate among the eight strains analyzed (<
24 h), suggesting properties impacting on cell clumping.
In-depth analysis of CNR152A1 genome compared to
isolates from the same STs retrieved from the National
Center for Biotechnology (NCBI) revealed an 1S903b at
codon 264 disrupting wbbM, belonging to the antigen O
biosynthesis gene cluster. It encodes a glycosyltransfer-
ase and its disruption has been shown to induce defects
in LPS biosynthesis [37], increasing the electronegative
charge of the bacterial cell surface. The IS insertion was
also present in the CNR152A1-NM2 and in the other
NM variants included in our analysis. The loss of
capsule, combined with the mutation in wbbM, likely
caused a dramatic change from a hydrophilic to a hydro-
phobic bacterial surface, possibly contributing to en-
hance the autoaggregative and biofilm formation
properties. On the other hand, CNR128G5 produces a
high level of biofilm on the whole and no significant dif-
ference in biofilm production was observed between NM
and M variants.

We also observed a variable impact of the NM pheno-
type on carbapenem susceptibility. In four out of eight
isolates, the capsule loss in the NM variant resulted in
an increased susceptibility to meropenem, ertapenem
and imipenem. This observation suggested a protection
of the mucoid-capsulated phenotype under carbapenem
pressure in certain strains, possibly contributing to
reduced permeability of the outer membrane to these
antibiotics. Interestingly, in CNR152A1, we noticed a de-
crease in susceptibility in the NM2 variant, particularly
towards meropenem and ertapenem. This observation
went true for all the NM variants of this strain, regard-
less the mutated gene. Markedly, loss of O-antigen
expression is likely to affect the conformation and func-
tion of various surface proteins [38]. Deep rough LPS
mutants, lacking the complete core region up to the 3-
deoxy-d-manno-octulopyranosic acid residues, were
shown to be less capable of assisting the folding,
insertion, and trimerization of porins [39]. Hence, we
hypothesized that the loss of capsule in the eight
CNR152A1 NM variants, combined with the defects in
the O-antigen, might further disturb the assembly of outer
membrane proteins, resulting in a decrease in carbapenem
permeability and susceptibility. Alternatively, autoaggrega-
tion and hydrophobicity by themselves might contribute
to reduce carbapenem susceptibility. On the other hand, it
has been reported that capsular defective strains are more
susceptible to antimicrobial peptides including polymyxin
B [14, 29]. However, we did not observe the same for the
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eight strains, possibly due to a strain- and mutation-
dependent impact of the capsule loss.

Conclusions

Capsule loss is a common event, which can take place
within monoclonal populations, generating heterogen-
eity, and it might have an impact on important pheno-
typic traits related to host adaptation and antimicrobial
susceptibility. Given the phenotypic divergences ob-
served between strains, the technical issues encountered
to differentiate M and NM variants and to get an opti-
mal sequencing coverage of the capsule biosynthesis re-
gion by using tagmentation for library construction,
phenotypic characterization of clinical isolates should be
performed carefully, especially when those display a
multi-drug resistant phenotype.

Methods

Strains and growth conditions

The clinical CPKp isolates used in this study were from the
National Reference Centre laboratory for Carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae at the Bicétre Hospital and
are listed in Table 1, together with relevant information:
origin, capsular types, ST, antibiotic resistance genes
repertoire. K. pneumoniae ATCC CIP 53153 was used as a
reference strain. Bacteria were grown in Tryptic-Soy (TS)
broth or lysogeny broth (LB) and on TS agar (TSA) or LB
agar (LBA) plates. Antibiotic susceptibility testing was
performed on Mueller-Hinton Agar (MHA) plates. M63
minimal medium was supplemented with Glucose 0.4%
(M63/Glu) to perform biofilm assay. Spent M63/Glu
medium used to test autoaggregation was recovered follow-
ing growth of the same isolate, centrifugation at high speed
(11,000 x g) for 10min and 0.22 pm filtration of the
supernatant.

Isolation of non-mucoid variants and frequency of
phenotypic variation

The M and NM K. pneumoniae variants (MVs and
NMVs) can be observed on LBA although the NMVs
were more accurately distinguished on TSA. We noticed
that MVs typically give rise to translucent sectors after
24h of growth at 37°C. Appearance of NM sectors
within M colonies, referred to as phenotypic switch was
quantified as follows. A single mucoid colony was resus-
pended in normal saline to an ODgyy of 0.1. One
hundred pL of serial dilutions were plated on TSA to get
c.a. 100 colonies per plate. After overnight growth, col-
ony aspect (M or NM) was investigated optically by light
contrast. The number of mucoid colonies exhibiting
non-mucoid sectors was counted after 24, 48 and 72 h of
incubation. The frequency of appearance of NMVs was
quantified as the ratio between colonies showing NM
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sectors over the total number of colonies on plate for
three independent cultures.

Capsule extraction and quantification

Capsular polysaccharides were extracted and quantified
using a colorimetric assay for uronic acid, a component
of the K. pneumoniae capsule repeat unit, as described
previously [25]. In parallel, serial dilutions of the bacter-
ial culture were plated to determine the number of
Colony Forming Units (CFUs). The uronic acid content
was expressed in nanograms per 10° CFUs.

Capsule staining and microscopic visualization

Bacterial capsule was visualized by negative staining with
the India Ink method, followed by counter-staining of
bacterial cells with Crystal Violet as described [25].
Excess of Crystal Violet was washed away using copper
sulfate 10% (wt/vol). Images were taken using a Leica
DM-4 B microscope with a PL Fluotar 100x/1.32 PH3
immersion objective and photographed using the
Hamamatsu ORCA Flash4.0 LT camera and the Leica
Application Suite (LasX) software. The resolution was
2048 x 2048 (72 dpi). No downstream processing was
made to enhance image resolution as well as any adjust-
ment and/or manipulation.

In vitro biofilm production

The ability of the MVs and NMVs to form biofilm on
polystyrene was analyzed using 96-well plates [40].
Briefly, stationary-phase cultures were diluted to
ODgoo =0.05 in fresh M63 minimal medium supple-
mented with 0.4% glucose and 100 pl of this inoculum
were grown for 24 h in 96-well polystyrene plates at
37 °C. Biofilm was fixed by using Bouin’s solution (acetic
acid 5%, formaldehyde, 9% and picric acid, 0.9% in
water) and washed with water once before adding 1%
(wt/vol) crystal violet. After 10 min of staining at room
temperature, the plates were washed twice with water,
dried at room temperature, crystal violet was solubilized
by the addition of 200 pL of a solution of ethanol-acet-
one (80-20) and ODs9s was determined. Results
correspond to three independent experiments with four-
replicates measurements.

Autoaggregation assay

Autoaggregation (i.e., cell clumping and sedimentation)
was measured as previously described [41]. Mucoid iso-
lates and their respective NMVs were grown overnight
in M63 supplemented with glucose 0.4% and MgSO4 1
mM at 37 °C shaking. After centrifugation at 3000 g for
5 min, bacterial pellets were resuspended in 1mL of
spent M63/Glu minimal medium to get an ODggg ~ 0.3—
0.6. The ODgoo of the upper layer of the cultures was
read after 24h upon static incubation at room
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temperature by an Infinite® 200 PRO spectrophotometer.
Autoaggregation percentage was expressed as: (1- ODggq
upper layer 24 h/ODgyy bacterial suspension at time
zero) *100.

Curli/cellulase expression

Curli fibers are protease resistant and bind to Congo red
(CR) and other amyloid dyes [42]. However, CR binds to
other bacterial extracellular features, including cellulose
[42]. We therefore assess curli/cellulose production by
the Congo red assay. TS agar was supplemented with
40 pg/mL Congo red (Sigma-Aldrich) and 20 pg/mL
Coomassie brilliant blue R-250 (Thermo Fisher Scien-
tific). Plates were inoculated with drops of 5 pL of each
overnight bacterial culture grown in TSB and incubated
for 72h at 37°C after which colony morphology and
color were inspected and recorded.

Carbapenem and colistin susceptibility assays
Antimicrobial susceptibility testing was performed by E-
test (bioMérieux) on Mueller-Hinton (MH) agar for
carbapenems, whereas colistin was tested by broth micro-
dilution assay. Experiments were performed in triplicates.
Results were interpreted according to EUCAST guidelines,
as updated in 2018 (http://www.eucast.org).

Whole genome sequencing, genome assembly and
variant characterization

Genomic DNA was extracted on exponentially growing
K. pneumoniae (ODgyy =0.4—0.6) using the Qiagen
Blood and Tissue DNeasy kit according to manufac-
turer’s recommendations. Libraries were prepared fol-
lowing manufacturers’ instructions by using the Illumina
Flex kit based on Tn5 transposase tagmentation and the
NEBNext Ultra II FS DNA Library prep kit based on
random enzymatic fragmentation of genomic DNA.
Whole genome sequencing was performed on Illumina
NexSeq500 or HiSeq2500 platform. SPAdes [43] was
used for de novo assembly and genome annotation was
completed using RAST [44]. Resistome, virulome and
ST were determined using Kleborate (https://github.
com/katholt/Kleborate). SNPs, IS insertion and recom-
bination events were detected by using breseq [45] using
as reference contigs of the M variant and in-house
scripts based on BWA [46] and GATK [47, 48].
Mutations were visually verified by using the IGV viewer
[49]. IS sequences were identified in the draft genome
sequences of the eight strains by BLASTN to identify IS
— chromosome junctions. IS sequences were retrieved
and analyzed by using the ISfinder database [50].

Statistical analysis
R version 3.6.1 (http://www.rstudio.com/) was used to
construct graphs and analyze data regarding phenotypic


http://www.eucast.org
https://github.com/katholt/Kleborate
https://github.com/katholt/Kleborate
http://www.rstudio.com/)

Chiarelli et al. BMC Microbiology (2020) 20:325

switch frequencies, capsule quantification, carbapenem
susceptibility, biofilm formation and autoaggregation.
Groups were compared using unpaired t-test. P values of
<0.0001 ****, <0.001 ***, <0.01 ** and < 0.05 * were con-
sidered significant.
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Titre : Contribution de I’intégration du géne blaoxa-4s dans la dissémination des clones ST38
d’E. coli producteurs de carbapénémases

Résumé : Les carbapénémes sont des B-lactamines de dernieére génération utilisées comme
dernier recours dans le traitement des infections causées par les bactéries Gram négatifs
multirésistantes. L’efficacité thérapeutique de cette classe d’antibiotiques est menacée avec
I’apparition et la dissémination de clones résistants aux carbapénemes dont certains sont
porteurs de plasmides codant pour des carbapénémases, OXA-48 étant la carbapénémase
prédominante en Europe. En France, les bactéries Escherichia coli productrices de
carbapénémase les plus répandues appartiennent au séquence type (ST) 38, dans lequel le géne
blaoxa-as codant pour OXA-48 est essentiellement porté sur le chromosome. Ce qui est en
opposition avec ce qui est généralement rencontré chez les Enterobacteriaceae ou blaoxa-4g est
généralement porté par un plasmide, pOXA-48, facilitant sa dissémination par conjugaison.
L’objectif principal de ma thése consistait a déchiffrer les mécanismes impliqués dans la
I’émergence des clones E. coli ST38 exprimant une OXA-48 chromosomique. Pour ce faire,
nous avons d’abord analysé la phylogénie des E. coli ST38 et montré que les bactéries
exprimant une OXA-48 chromosomique se répartissaient en quatre clones, dans lesquels le
transposon Tn6237, porteur du géne blaoxa-as, était inséré a des positions différentes dans le
chromosome. Nous avons transféré par conjugaison trois variants cliniques du plasmide pOXA-
48 dans trois isolats ST38 non porteurs de blaoxa-as. Nous avons observé que I’acquisition de
ces plasmides entrainait un colit de fitness variable en fonction de la souche réceptrice, mais
systématiquement associé a une instabilité. Nous avons ensuite effectué des évolutions
expérimentales en présence de méropénéme des différentes combinaisons plasmide/hote et
observé deux trajectoires évolutives différentes. La premicre consiste en 1’intégration du géne
blaoxa-as dans un nouveau réplicon, ce qui abolit partiellement ou complétement le colit de
fitness. La deuxiéme consiste en I’apparition convergente de mutations dans un opéron codant
pour un nouveau systeme de défense antiplasmide, nommé ApsAB. Sa mutation entraine une
stabilisation du plasmide pOXA-48 et un gain de fitness variable en fonction de la souche.
ApsAB cible aussi des plasmides de laboratoire a haut et bas nombre de copies. Nous avons
montré que trois facteurs sont importants pour I’intégration de blaoxa-as: un colt de fitness
élevé induit par pOXA-48, la présence de blaoxa-4gs dans une structure mobile, Tn6237, et la
déstabilisation de pOXA-48 par ApsAB. ApsAB est trouvé dans différents phyla allant des
Enterobacteriaceae aux cyanobactéries. Sa présence pourrait avoir un impact écologique sur la
circulation des plasmides.

Mots clés : E. coli ST38, pOXA-48, Evolution, intégration, OXA-48, dissémination
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Title: Selective forces involved in the emergence of carbapenemase producing E. coli and the
role of chromosomal integration of antibiotic resistance genes

Abstract: Carbapenems are the most recent generation of 3-lactam antibiotics, which are used
as one of the last options to treat infections caused by multi-resistant Gram-negative bacteria.
The emergence and spread of carbapenem-resistant clones containing plasmids coding for
carbapenamases threatens the therapeutic efficacy of this class of antibiotics. OXA-48 is the
most frequent carbapenemase in Europe. In France the most prevalent carbapenemase-
producing Escherichia coli belong to the sequence type (ST) 38, in which the blaoxa-4g gene is
mainly integrated into the chromosome. This contrasts with what is frequently observed in
Enterobacteriaceae, where blaoxa-4s is carried by a plasmid, mainly the pOXA-48 plasmid, that
facilitates its dissemination by conjugation.

The main goal of my thesis was to understand the mechanisms involved in the emergence of E.
coli ST38 clones expressing chromosomal OXA-48. To do this, we first analyzed the E. coli
ST38 phylogeny. We showed that isolates with a chromosomal blaoxa-ss belonged to four
clones, differing by the chromosomal location of the Tn6237 transposon carrying blaoxa-ss.
Then, we introduced by conjugation three different pOXA-48 clinical variants into three E. coli
ST38 isolates not carrying blaoxa-4g. The acquisition of these plasmids results in variable fitness
costs depending on the recipient isolate always associated with a plasmid instability. We next
performed in vitro evolution experiments in the presence of meropenem of the different
plasmid/host combinations and observed two different evolutionary trajectories. The first one
was the integration of the blaoxa-s gene into the chromosome or the resident F-plasmid. It
partially or completely abolishes the plasmid-induced fitness cost. The second one consisted in
convergent mutations in an operon encoding a novel anti-plasmid defense system, we named
ApsAB. apsAB mutation resulted in pOXA-48 stabilization and variable fitness improvements
depending on the strain. ApsAB also targeted both high and low copy number laboratory
plasmids. We showed that three factors were critical for the emergence of lineages with
chromosomally integrated blaoxa-ss: a high plasmid-induced fitness cost, the presence of
blaoxa-4g in a Tn6237 structure and the destabilization of pOXA-48 plasmids by ApsAB.
ApsAB is found in different phyla ranging from Enterobacteriaceae to Cyanobacteria. The
presence of this anti-plasmid system might have an ecological impact on plasmid circulation.

Keywords: E. coli ST38, pOXA-48, Evolution, integration, OXA-48, dissemination



