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1. SEPSIS NEONATAL



1.1 Infection bactérienne néonatale

L'infection bactérienne néonatale (IBN) est la principale cause de morbidité et de
mortalité chez les nouveau-nés, dont I'incidence de I'lBN varie d'une a quatre infections
pour 1000 naissances vivantes. (Shane et al,, 2017, Lawn et al,, 2005). Les estimations
des cas d'IBN different selon le contexte des pays, par exemple une étude menée aux
Etats-Unis entre 2005 et 2008 sur 658 cas d'IBN mettait en évidence que 38% de ces
infections étaient dues aux streptocoques du groupe B (SB) dont Streptococcus
agalactiae est le plus importante et 24% a I'Escherichia coli. En outre, en France, sur
2166 nouveau-nés, 74% des infections sont dues au SB et 7% a entérobactéries (Oza
etal, 2015 ; L'Hériteau et al., 2022). Les manifestations cliniques vont de l'infection avec
manifestations subcliniques a I'infection avec manifestations séveres (Kim et al., 2020).
La source de l'agent pathogene peut étre attribuée a une acquisition intra-utérine,
aupres de la mere lors de I'accouchement (Edwards et al., 2004), ou a une acquisition
postnatale a I'hOpital ou dans la communauté (Popescu et al., 2020). Les manifestations
cliniques dépendent de divers facteurs tels que le moment de I'exposition, la taille de
I'inoculum, I'état du systeme immunitaire du nouveau-né et la virulence de l'agent
responsable de l'infection (Stoll et al., 2011). Dans le cas des nouveau-nés dont le séjour
a I'hopital est prolongé, les processus invasifs, le faible poids de naissance et un
systeme immunitaire immature jouent un réle important dans l'acquisition d'infections
associées aux soins (IAS). Le diagnostic par cultures microbiologiques, I'utilisation de
scores de prédiction du sepsis, I'utilisation appropriée et responsable des antibiotiques
et le développement de mesures préventives plus nombreuses et plus efficaces, y
compris les vaccins maternels, sont quelques-uns des efforts déployés pour réduire et

prévenir l'incidence des IAS (Procianoy et al., 2020).



1. 2 Définition de sepsis néonatal.

Le terme sepsis est utilisé pour désigner une affection systémique d'origine
bactérienne, virale ou fongique (levure) qui est associée a des changements
hémodynamiques et a d'autres manifestations cliniques entrainant une morbidité et
une mortalité importantes (Wynn et al,, 2014). Aujourd’hui, le sepsis touche surtout les
ages extrémes de la vie, les nouveau-nés (sepsis néonatal) et les seniors. Il existe trois
types de prématurité : la prématurité moyenne se produit entre la 32e et la 36e semaine
(7 et mois de grossesse) d'aménorrhée, la grande prématurité se produit entre la 28e
et la 32e semaine (6 et 7 semaines de grossesse) et la tres grande prématurité se

produit avant la 28e semaine (moins de 7 semaines de grossesse).

Traditionnellement, la définition inclut I'isolement d'agents pathogénes dans des
fluides normalement stériles tels que le sang ou le liquide céphalo-rachidien.
Cependant, selon les caractéristiques cliniques, le sepsis peut étre induit par de
puissantes cytokines pro-inflammatoires, mieux connues sous le nom de syndrome de
réponse inflammatoire systémique, qui a également été utilisé pour décrire la sepsis
néonatal (Figure 1) (Shane et al, 2017). L'IBN est classée en IBN précoce (IBNP) et en
IBN tardive (IBNT) en fonction du début de I'infection par rapport a I'age du nouveau-
né (Shane et al., 2017 ; Kim et al., 2020 ; Camacho-Gonzalez et al., 2013). Le taux de
mortalité peut atteindre 35 % dans le cas de I'lBNP et entre 18 et 36 % dans le cas de

I'IlBNT (McGovern et al., 2020).

e Les manifestations cliniques des IBNP apparaissent généralement dans les 72

premieres heures de vie (3 premiers jours de vie) selon la Haute Autorité de

Santé (HAS) (https://www.has-sante.fr/). Ce type d'infection est habituellement
acquis a la naissance et représente généralement une transmission verticale de
la mere a I'enfant. Les principaux micro-organismes responsables sont les SB

(37%), E. coli (214%) et les streptocoques d'autres groupes comme
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Streptococcus pneumoniae, (11,3%), germes communément présents dans le

microbiote maternel (Glaser et al., 2021).

e Les INBT apparaissent entre les 3 a 7 premiers jours et jusqu'a 3 mois d'age et
sont notamment attribuées aux interactions du nouveau-né avec le personnel
médical et I'environnement hospitalier ou communautaire, apres des
procédures invasives (intubation endotrachéale, pose d'un cathéter central) ou
simplement lors de I'exposition a une voie d'entrée comme la rupture de la
barriere cutanée (Camacho-Gonzales et al, 2013 ; Puopolo et al, 2019). Les
micro-organismes fréquemment rencontrés sont les Staphylocoques a
coagulase négative (SCoN) (50 % des cas), Staphylococcus aureus (7 % des cas),

les entérocoques et les bacilles a Gram-négatif (BGN) (entre 20 % et 42 %).
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coagulation, phagocytose

(]
=
[]
-
©
£
£
]
=
£
5 (| 1
2 Diminution de I'expression de HLA-DR
2 ,
&) Epuisement des cellules T
=11
Apoptose des cellules immunitaires
Evénements anti-inflammatoires o mmSseaaol -~
Immunoparalyse "oy
Infections nosocomiales
Réactivation virale “’

Tolérance aux /‘b

endotoxines

Figure 1 Modifications de la réponse pro et anti-inflammatoire du systéeme immunitaire au cours du

sepsis et du choc septique. Modifié de Jarczak et al., 2021
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Les agents pathogéenes les plus frequemment isolés dans les INBP et les INBT sont
différents, cependant certains sont communs aux deux types de sepsis néonatal

(Tableau 1).

Tableau 1 Principaux agents pathogenes isolés dans le cadre d'une infection néonatal.
Adapté de Dong et al., 2020 et Glaser et al., 2021

Type d'INB
INB précoce Prévalence INB tardif Prévalence
SB 36% SCoN 39-54%
E. coli 25% E. coli 5-13%
Enterobacter spp. 7-14% Klebsiella sp. 4-9%
S. aureus 2-T% S. aureus. 6-18%
SCoN 1-5% Enterococcus sp. 6-8%
Listeria. 0.5-6% Pseudomonas sp. 3-5%

monocytogenes
SCoN : staphylocoques a coagulase négative, SB : Streptocoque du groupe B

Selon I'Enquéte nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements
anti-infectieux en établissements de santé en France, par rapport a 2012, la
documentation microbiologique des infections nosocomiales est en général plus
élevée en 2017 (72,43%) qu'en 2012 (68,2%). La prévalence dans la réanimation

néonatale est de 12,82% (https://www.santepubliquefrance.fr/). En plus, parmiles 4 232

microorganismes isolés d'une infection nosocomiale, les entérobactéries sont les plus
fréquentes (43,78 %) devant les cocci a Gram-positif (34,19 %), pour une prévalence

des patients infectés de 1,81 % et 1,44 % respectivement (Tableau 2).
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Tableau 2 Part relative des microorganismes les plus fréquents dans le court séjour,
spécifiguement dans la réanimation. Enquéte nationale de prévalence 2017.

Micro-organismes Courte séjour Réanimation Bactériémie
E. coli 594 15,8% 14,49%
S aureus 462 13.11% 15.94%
P. aeruginosa 244 10.83% 4.78%
E. cloacae 159 6.64% 4.24%
K. pneumoniae 194 4.90% 4.87%
E. faecalis 231 476% 4.63%
S. epidermidis 217 3.72% 13.9%

Cliniquement, les INBP et les INBT ont les mémes caractéristiques. Dans les deux cas,
au cours de la phase initiale, apparaissent des symptdmes légers qui, s'ils ne sont pas
identifiés et qu'un traitement n'est pas mis en place, évoluent vers une maladie grave,
des signes vitaux instables, des manifestations du systeme nerveux central telles que
l'irritabilité, la 1éthargie, des crises et finalement une défaillance de plusieurs organes,
entrainant généralement la mort (Stoll et al, 2011). Enfin, entre I'apparition de la
maladie et son stade final, les manifestations cliniques peuvent étre rapides et ne durer
que quelques heures ; ou bien le nourrisson peut présenter des signes légers pendant
une journée ou plus avant de devenir instable (Simonsen et al.,, 2014 ; Dong et al., 2015).

Dans la Figure 2 est détaillée la réponse immunitaire de I'infection bactérienne.
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Figure 2 Vue d'ensemble des différents aspects du dysfonctionnement

immunologique pendent I'infection bactérienne. Tiré de Jarczak et al., 2021

1.3 Facteurs de risque

Les enfants prématurés de faible poids de naissance (<2500g) sont 3 a 10 fois plus
susceptibles de souffrir d'une infection bactérienne agressive que les enfants a terme
de faible poids de naissance (Murthy et al, 2019, Ocviyanti et al,, 2018). La mortalité
associée au sepsis néonatale est de 15.6 % dans le monde entier (McGovern et al,
2020). D'autre part, lI'immaturité du systeme immunitaire et I'absence d'anticorps IgG
transplacentaires chez les prématurés peuvent également augmenter le risque
d'infection (Fanaroff et al, 2020). De plus, les nouveau-nés qui doivent subir des
interventions invasives, une intubation endotrachéale ou d'autres procédures invasives

qui constituent une porte d'entrée pour les micro-organismes pathogenes,
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augmentent le risque d'infection (Liu et al,, 2020). En outre, de faibles niveaux de 25-
hydroxyvitamine D néonatale ont été associés a une bactériémie a déclenchement

tardif (Ozdemir et al., 2019).

Selon I'Agence Nationale d'Accréditation et d'Evaluation en Santé (ANAES) en
coordination avec I'HAS, qui a élaboré en 2002 un document intitulé " diagnostic et
traitement curatif de I'infection bactérienne précoce du nouveau-né " actualisé en 2017
par la Société Francaise de Néonatologie (SFN), les facteurs de risque de développer

une IBN chez le nouveau-né peuvent étre divisés en majeurs et mineurs :

Critéres majeurs :
e Tableau évocateur d'infection intra-utérine (anciennement nommeée chorio-
amniotite).
e Bébé souffrant d'une infection de la mere a I'enfant.
e Température maternelle avant ou au début du travail > 38°C.
e Prématurité spontanée < 35 semaines d’aménorrhée (SA).
e Durée d'ouverture de la poche des eaux > 18 heures.
e Rupture prématurée des membranes avant 37 SA.
e Apres une antibioprophylaxie maternelle complete.
e Antécédent d'infection de la mere a I'enfant par le SB.
e Une transmission vaginale du SB a la mere.

e Bactériurie a SB chez la mére pendant la grossesse.

Critéres mineurs :
e Une durée prolongée d'ouverture de la poche des eaux > 12 h mais < 18 h.
e Prématurité spontanée < 37 et > 35 semaines d'aménorrhée.
e Anomalies du rythme cardiaque foetal ou asphyxie foetale inexpliquée.

e Un liquide amniotique teinté.
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Le role de la colonisation microbienne immédiatement apres la naissance, méme s'il
s'agit d'un facteur de risque et entraine une maladie, n'est actuellement pas compris,
car il a été observé que la relation entre le nombre de cas de bactériémie néonatale et
le nombre de patients colonisés par un pathogene donné n'est pas corrélée (Basu,

2015 ; Fanaroff et al., 2020).

1.4 Symptomes cliniques

Les nouveau-nés atteints d'une IBN peuvent présenter des signes et des symptomes
d'infection non spécifiques (Tableau 3). Les premiers symptomes sont peu nombreux
et non spécifiques tels que l'apnée, la tachypnée ou la tachycardie couplées a des
troubles respiratoires. Les symptdmes tardifs peuvent inclure une insuffisance
cardiaque, un choc, une insuffisance rénale, un dysfonctionnement hépatique, un
cedeme ou une thrombose cérébrale, une hémorragie ou une insuffisance
surrénalienne, un dysfonctionnement de la moelle osseuse (neutropénie,
thrombocytopénie, anémie) et une coagulation intravasculaire disséminée (Weiss et al.,

2020 ; Ershad et al., 2019).

1.5 Diagnostic

1.5.1 Diagnostic conventionnel

Le diagnostic conventionnel fait appel a des examens de laboratoire, principalement

par l'isolement de I'agent causal a partir d'un site stérile de I'organisme.
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Tableau 3 Symptomes de la bactériémie néonatale. D'apres Ershad et al., 2019.

Systeme

Symptomes

Symptdéme général
Systeme gastro-intestinal
Systeme respiratoire

Systeme rénal
Systeme cardio-vasculaire

Systeme nerveux central

Systeme hématologique

Fievre, instabilité du tempérament, asthénie, mauvaise
alimentation ou cedeme.

Distension abdominale, vomissements, diarrhée ou
hépatomégalie.

Apnée, dyspnée, tachypnée, rétractions, malaise,
grognement ou cyanose.

Oligurie

Paleur, marbrures, peau froide et moite, tachycardie,
hypotension ou bradycardie.

Irritabilité, léthargie, tremblements, crises, hyporéflexie,
hypotonie, réflexe de Moro anormal, respiration
irreguliere, fontanelle pleine ou cri aigu.

Jaunisse, splénomégalie, paleur, pétéchies, purpura ou
saignement.

Selon la SFN, dans le document intitulé « Prise en charge du nouveau-né a risque

d'infection néonatale bactérienne précoce (> 34 SA) » le diagnostic d'IBN chez le

nouveau-né symptomatique est le suivant (SFN, 2017) :

a) ldentifier les nouveau-nés a risque d'INBP.

e Une colonisation maternelle a SB durant la grossesse actuelle (prélevement

vaginal pour dépistage de SB positif soit par culture, soit par PCR rapide en per-

partum, et/ou bactériurie a SB)

e Un antécédent d'infection néonatale a SB lors d'une précédente grossesse

e Une durée de rupture des membranes supérieure a 12 heures

e Une prématurité spontanée et inexpliquée < 37 SA

e Une fievre maternelle > 38,0° C en per-partum (ou dans les 2 heures qui suivent

I'accouchement)

b) Hémoculture
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L'hémoculture est considérée comme |'examen de référence pour confirmer une IBN.
Le sang est prélevé dans une veine périphérique ou dans l'intermédiaire d'un cathéter
ombilical parfaitement désinfecté. Il est recommandé, dans la mesure du possible, de
prélever au moins un volume de 1 ml de sang ou jusqu'a 2 ml en particulier si le
nouveau-né a recu des antibiotiques. Un échantillon de moins de 0,5 ml doit étre
considéré comme non conforme, mais ne doit pas étre rejeté par le laboratoire. Les
flacons pédiatriques sont recommandés. lls doivent étre incubés pendant au moins 5
jours, bien que la plupart des bactéries se développent au cours des 48 premieres

heures. Il faut donc attendre 48 heures pour que la culture soit considérée négative.

c) Ponction lombaire avec examen bactériologique du Liquide Cephalo Rachidien

(LCR) et analyse cytochimique.

Il est recommandé de réaliser une ponction lombaire dans la prise en charge du risque

d'IBNP chez le nouveau-né > 34 SA dans les conditions suivantes :

e Hémoculture positive a une bactérie pathogéne.
e Nouveau-né présentant une altération de I'état général ou des signes cliniques
neurologiques et dont I'état clinique est compatible avec le déroulement de la

grossesse.

Si la ponction lombaire était indiquée mais ne pouvait pas étre effectuée initialement,
elle doit étre effectuée des que I'état du nouveau-né le permet. L'absence de réalisation
de la ponction lombaire ne doit pas retarder I'administration de I'antibiothérapie. Les
techniques d'amplification des acides nucléiques spécifiques pour SB et E. coli dans le
LCR peuvent permettre une identification bactérienne plusieurs heures apres le début
de I'antibiothérapie (SFN, 2017).

Prélevements bactériologiques a effectuer a la naissance :
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e Liquide gastrique et prélevements superficiels (périphériques). Le prélevement
du liquide gastrique et les prélevements périphériques (oreilles et anus) ne sont
plus recommandés dans la prise en charge du risque d'INBP chez le nouveau-

né > 34 SA.

o Les frottis placentaires et la culture du placenta. En cas de fievre maternelle avec
notion d’exposition a Listeria et/ou d'anomalies macroscopiques placentaires
(micro-abces), il est recommandé de réaliser un frottis placentaire et une culture

du placenta.

1.5.2 Nouvelles méthodes de diagnostic

Certains systéemes d'hémoculture automatisés sont capables de surveiller en
permanence la présence de micro-organismes et d'émettre une alerte lorsque le
résultat est positif, ce qui facilite le processus d'identification des agents pathogenes
(Figure 3) (Candel et al.,, 2018). La spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS) contribue
a l'identification rapide des microorganismes présents dans I'hémoculture, parfois
méme a la détermination du profil de résistance aux antibiotiques afin de mettre en
place le traitement le plus approprié pour les organismes présents dans le sang (Abd

El-Aziz et al., 2021).

Récemment, certaines techniques de biologie moléculaire ont été utilisées pour
accélérer le processus d'identification bactérienne dans les cas de bactériémie (Abd El-
Aziz et al, 2021). L'utilisation de la PCR multiplex sur des hémocultures positives permet
d'identifier rapidement la présence de bactéries et de champignons ainsi que certains
genes de résistance aux antibiotiques dans les heures qui suivent la croissance

bactérienne, ce qui facilite le diagnostic et oriente le traitement (Oeser et al., 2020).
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La PCR basée sur le gene codant 'ARNr 16S bactérien est une méthode prometteuse
et les résultats sont facilement disponibles (Istanbullu et al., 2019). De plus, seule une
petite quantité d'échantillon est nécessaire et le test peut étre effectué directement a
partir de tissus ou de liquides organiques tels que du sang (Punia et al, 2017). Les
inconvénients de cette technique sont I'absence d'antibiogramme et une sensibilité
élevée qui ne permet pas de faire la différence entre une infection active et une
infection récemment résolue (Mussap et al, 2007). Néanmoins, la probabilité de
contamination de la PCR est élevée, ce qui nécessite de bien corréler les résultats (Punia
et al, 2017). Enfin, de nouvelles approches utilisant des méthodes métagénomiques

associées au gene 16S a partir du sang sont récemment explorées.

CONVENTIONAL BLOOD CULTURE

Genus/species ID Antibiotic Susceptibility Testing
Blood culture Automated blood Gram staining and o
samples culture system pure subculture Biochemical assays Microbiological assays
[(TTTTTT] )
2R W r‘“.‘ °°o°° ™ B
A R Edul oS a%
DR -
Q = . MALDI-TOF Automated system, e.g. VITEK-2
' ., =
s
| Tomemem

2-5 days ‘ 1day

[ ]
w = The BIOFIRE FILMARRAY

b @ ————» Blood Culture dentification (BCID) Panel

27 targets including 3 antibiotic resistance genes
16S METAGENOMICS

Genus/species ID

Blood sample DNA extraction 165rDNAPCR L85 rONA amplicon
sequencing

-
-
'
URL: https://mc.manuscriptcegtral.com/ero _Email: joseph. om

1 day 2-3 days 1 day

Bioinformatics

Figure 3 Workflow méthodologique pour I'identification bactérienne et la sensibilité aux antibiotiques :
hémoculture conventionnelle (a), hémoculture combinée a la métagénomique 16S (b) et

métagénomique 16S appliquée au sang (c). D'aprés Rutanga et al,, 2018
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2. Enterobacter spp.
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2.1 Microbiologie et niche écologique

Enterobacter

l Niche | écologique 1 l

Biotraitement

Des animaux Des humains

Figure 4 Niche écologique d'Enterobacter sp.

Le genre Enterobacter appartient a la famille des Enterobacterales. Ces anaérobies
facultatifs a Gram-négatif, positifs a I'ornithine décarboxylase, mesurent environ 2 mm
de long et sont mobiles en raison de la présence de flagelles péritriches (Grimont et
al., 2006). Certaines especes sont non-mobiles (Ristuccia & Cunha, 1985). La formation
de capsule a été mis en évidence (Springle et al, 1973). Toutes les especes
d'Enterobacter sont catalase-positives et oxydase-négatives. La température optimale
de croissance est de 30°C et tous fermentent le mannitol et forment du gaz a partir de
certains sucres. Il est retrouvé dans le sol et I'eau et certaines especes sont considérées
comme phytopathogénes pour plusieurs végétaux (Manter et al, 2011 ; Akita et al.,

2019). Certaines espéces sont fréquemment associées aux approches de biotraitement
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et d'ingénierie métabolique (Daving-Regi et al, 2019). En outre, les Enterobacter spp.
sont également des commensaux naturels du microbiote intestinal des animaux et des
humains (Figure 4) (Mezzatesta et al, 2012). Parmi ces bactéries, seules certaines ont
été associées a des infections et a des épidémies hospitalieres (Arpin et al, 1996 ;
Daving-Regi et al, 2019 ; Mardaneh et al., 2016 ; Kampfer et al,, 2015 ; Tetsuka et al,
2019). Le génome (souche de référence E. cloacae ATCC 13047) contient un seul
chromosome circulaire de 5 314 588 pb et deux plasmides circulaires, pECL_A et
pECL_B, de 200 370 et 85 650 pb. Le contenu en GC global du chromosome est de
54,79 %, tandis que les deux plasmides ont des contenus en GC de 52,45 et 46,76 %.
Au total, le chromosome contient 5 166 genes codant pour 4 914 protéines, 24 genes
codant pour des ARNt et 8 opérons codant pour les ARNr (rrn) (Figure 5) (Ren et al,
2010).

Au cours des derniéres décennies, le genre Enterobacter a pris une importance
particuliere en médecine humaine, car il est apparu comme un important pathogene
nosocomial dans les services de réanimation (Wisplinghoff et al., 2004 ; Koratzanis et
al, 2011 ; Tato-Rodriguez et al., 2016), en particulier dans le service de réanimation

néonatale (RNN) (da Silva et al,, 2002 ; Talon et al., 2004 ; Ferry et al., 2020).
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Figure 5 Représentation graphique du génome d'Enterobacter a partir de la souche de référence ATCC 13047. Les génes codant pour les protéines sont

représentés en bleu et le contenu en GC en noir. Pour la visualisation du génome, le site Proksee a été utilisé.
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2.2 Taxonomie

La premiéere description du genre a été faite en 1960 par Hormaeche et Edwards. Au fil
des ans, 56 especes et 7 sous-especes ont été  décrites

(https://lpsn.dsmz.de/search?word=Enterobacter), cependant, plusieurs changements

dans sa taxonomie ont eu lieu au cours des 50 dernieres années, comme le montre la
Figure 6. En 2019, 22 espéeces sont décrites dans le genre Enterobacter (Mezzatesta et
al., 2012 ; Daving-Regi et al, 2019) : E. aerogenes, E. amnigenus, E. arachidis, E. asburiae,
E. carcinogenus, E. cloacae, E. cowanii, E. dissolvans, E. gergoviae, E. helveticus, E.
hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori, E. nimipressuralis, E. oryzae, E. pulveris, E.
pyrinus, E. radicincitans, E. soli, E. taylorae et E. turicensis. Certaines especes comme E.

agglomerans et E. sakazakii ont été retirées du genre (Tindal, 2014 ; Iversen et al., 2007).

Par ailleurs, six especes (E. cloacae, E. asburiae, E. hormaeche, E. kobei, E. ludwigii et E.
nimipressuralis) ont été décrites comme faisant partie de ce que I'on appelle le
complexe E. cloacae (CEC) (Bouvet et al., 1989 ; Hoffmann & Roggenkamp, 2003), car
elles partagent un core génomique de 61 a 67% (Hoffmann & Roggenkamp, 2003).

En 2003, Hoffmann et Roggenkamp ont signalé la présence de 12 clusters génétiques
(appellés Clusters I-XIl) au sein du CEC basée sur la séquence partielle du gene hsp60
(Hoffmann & Roggenkamp, 2003). Des noms spécifiques ont été attribués a certains
clusters (Tableau 4), sauf le Cluster Ill, IV et IX (Morand et al., 2009), concomitamment

de nouvelles sous-espéces ont été décrites au sein du CEC (Sutton et al., 2018).
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Premicre description du genre 2 especes décrites :

(Hormaeche & Edwards, 1960) 14 espéces décrites : (Cho et al., 2021)
E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E. sakazakii,

E. taylorae, E. gergoviae, E. asburiae, and E. amnigenus
(Sanders, 1997)

Description du complex E. cloacae (CEC) :

inclut E. cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei,
E. ludwigii et E. nimipressuralis

(Bouvet et al., 1989)

22 especes connues :
(Mezzatesta et al, 2012)

Noms spécifiques 18 clades décrits
attribués au CEC Clade A-R

(Hoffmann et al., 2005) (Sutton, 2018)

1960 1989 1997 2003 2005 2012 2013 2018 2020/21
Description de 12 clusters au sein du CEC en utilisant le géne Asp60 : 10 especes sont déplacées 22 espéces décrites :
Cluster I-XII vers un autre genre (Brady (Wu et al., 2020)
(Hoffmann et al., 2003) et al., 2013) v

Figure 6. Principaux changements dans la taxonomie d'Enterobacter spp., au cours des 50 derniéres années.
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Enfin, I'émergence de différentes techniques bio-informatiques et I'analyse moléculaire
basée sur le séquencage du génome entier (WGS, en anlais Whole-genome
sequencing) ont amélioré la compréhension et I'identification précise des especes au
sein des genres bactériens. Ainsi, I'indice global de parenté génomique (OGRI, en
anglais Overall genome relatedness index), qui estime le pourcentage d'identité entre
deux génomes, a révolutionné la taxonomie microbienne. D'une part, l'identité
nucléotidique moyenne (ANI, en anglais Average nucleotide identity) avec un seuil
supérieur ou égal a 95-96% et d'autre part, I'analyse in silico de I'hybridation ADN-ADN
(isDDH, en anglais in silico DNA-DNA hybridization aussi appelé dDDH pour digital
DNA-DNA hybridization) avec un seuil supérieur ou égal a 75% pour I'assignation des
especes a permis la reclassification de plusieurs genres bactériens dont Enterobacter

(Wu et al., 2020).

Le travail le plus récent qui pourrait étre considéré comme la classification la plus
complete et la plus précise du genre a été réalisé et publié en 2020 par Wu et al. Apres
une analyse gnomique par ANI et dDDH sur tous les génomes du genre publiés dans
les bases de données, ils montrent I'existence de 22 espéces jusqu'a cette date : (Figure
7) : E. asburiae, E. bugandensis, E. cancerogenus, E. chengduensis, E. chuandaensis, E.
cloacae, E. dissolvens, E. hoffmannii, E. hormaechei, E. huaxiensis, E. kobei, E. ludwigii, E.
mori, E. oligotrophica, E. quasihormaechei, E. quasimori, E. quasiroggenkampii, E.

roggenkampii, E. sichuanensis, E. soli, E. wuhouensis et E. xiangfangensis (Wu et al., 2020).
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Tableau 4 Concordance entre les espéeces et les Clusters au sein du CEC.

Cluster Espéce Référence

I E. asburiae Hoffmann et al., 2005
Il E. kobei Hoffmann et al., 2005
1l E. hormaechei subp. hoffmannii Sutton et al,, 2018

\Y E. roggenkampii Sutton et al,, 2018

V E. ludwigii Hoffmann et al., 2005
VI E. hormaechei subp. oharae Hoffmann et al., 2005;

E. hormaechei subsp. xiangfangensis ~ Gu et al,, 2014

Vil E. hormaechei subsp. hormaechei Hoffmann et al., 2005
Vil E. hormaechei subsp. steigerwallti Hoffmann et al., 2005
IX E. bugandensis Doijad et al,, 2016

X E. nimipresuralis Hoffmann et al., 2003
Xl E. cloacae subsp. cloacae Hoffmann et al., 2005
Xl E. cloacae subsp. dissolvens Hoffmann et al., 2005

Le Tableau 5 présente les dernieres modifications taxonomiques au cours des

dernieres années et le Tableau 6 montre les 22 especes décrites et les numéros

d'accession de leurs génomes respectifs dans la base de données GenBank.
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Tableau 5 Changements majeurs dans la taxonomie au sein du genre Enterobacter.

Bactérie

Déplacé vers

Reconnu comme

Référence

E. aerogenes

E. agglomerans
E. amnigenus

E. arachidis

E. gergoviae

E. helveticus

E. intermedius

E. massiliensis

E. nimipressuralis
E. oryzae

E. oryzendophyticus
E. oryziphilus

E. pulveris

E. pyrinus

E. radicincitans

E. sacchari

E. zakazakii

E. turicensis
E. timonensis

E. cloacae subsp. dissolvens

E.  hormaechei
steigerwaltii

E.  hormaechei
oharae

E.  hormaechei
hoffmannii

E. muelleri

E. tobacco

E. taylorae

subsp.

subsp.

subsp.

Klebsiella
Pantoea
Lelliottia
Konsakonia
Pluralibacter
Cronobacter
Kluyvera
Metakosakonia
Lelliottia
Kosakonia
Kosakonia
Kosakonia
Cronobacter
Pluralibacter
Kosakonia
Kosakonia
Cronobacter

Cronobacter
Pseudenterobacter

K. aerogenes

P. agglomerans
L. amnigena

K. cowanii

P. gengoviae

C. helveticus

K. intermedia

M. massiliensis

L. nimipressuralis
K. oryzae

K. oryzendophyticus
K. oryziphila

C. pulveris

P. pyrinus

K. radicincitans
K. sacchari

C. zakazakii

C. zurichensis

E. dissolvens
E. xiangfangensis

E. xiangfangensis
E. hoffmannii
E. asburiae

E. mori.
E. cancerogenus

Tindall et al., 2017
Tindall et al,, 2014
Brady et al., 2013
Brady et al., 2013
Brady et al., 2013
Brady et al., 2013
Pavan et al., 2005
Ma et al., 2020
Brady et al., 2013
Brady et al., 2013
Li et al,, 2016

Li et al,, 2016
Brady et al., 2013
Brady et al., 2013
Brady et al., 2013
Guetal, 2013
lversen et
2008

Brady et al., 2013
Wu et al., 2020
Wu et al., 2020
Wu et al., 2020

al,

Wu et al., 2020
Wu et al., 2020
Wu et al., 2020

Wu et al., 2020
Wu et al., 2020
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Figure 7 Arbre phylogénétique basé sur le génome de 22 espéces décrites dans le genre Enterobacter.

La souche de référence de Klebsiella aerogenes a été utilisée pour enraciner l'arbre.
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Tableau 6 Classification et nomenclature du genre Enterobacter au janvier 2020.

D’apres Wu et al., 2020

Espece

Souche de référence

Accession no.

Enterobacter asburiae
Enterobacter bugandensis
Enterobacter cancerogenus
Enterobacter chengduensis
Enterobacter chuandaensis
Enterobacter cloacae
Enterobacter dissolvens
Enterobacter hoffmannii
Enterobacter hormaechei
Enterobacter huaxiensis
Enterobacter kobei
Enterobacter ludwigii
Enterobacter mori
Enterobacter oligotrophicus
Enterobacter quasihormaechei
Enterobacter quasimori
Enterobacter quasiroggenkampii
Enterobacter roggenkampii
Enterobacter sichuanensis
Enterobacter soli
Enterobacter wuhouensis

Enterobacter xiangfangensis

JCM 6051
EB-247

ATCC 35316
WCHECI-C4
090028

ATCC 13047
ATCC 23373
DSM 14563
ATCC 49162
090008

ATCC BAA-260
EN-119

LMG 25706
CCAb
WCHEs120003
090044
WCHECL1060
DSM 16690
WCHECI1597
ATCC BAA-2102
WCHEs120002
LMG 27195

CP011863
LT992502.1
ERR1854846
MTSO00000000
QZCS00000000
CP001918
WJWQO00000000
CP017186
MKEQO0000000
QZCT00000000
CP017181
CP017279
GL890773
AP019007
SJONO0000000
RXRX00000000
LFDQO0000000
CP017184
POVLO0000000
LXESO0000000
SJOO00000000
CP017183
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2.3 Dernieéres espéces décrites

Une étude menée en 2021 sur des échantillons de produits frais obtenus sur un marché
du nord de I'Allemagne, a permis d'identifier 42 isolats résistants aux antibiotiques
dans lesquels ont notamment été identifiées les souches E1T (DSM 111347T) et E13T
(DSM 110788T) représentant deux nouvelles espéces d'Enterobacter : E. dykesii et E.
vonholyi (Cho et al., 2021).

De toute évidence, de nouvelles espéces seront ajoutées au genre Enterobacter dans
les années a venir. |l convient toutefois de noter que le terme « Enterobacter cloacae »
n'‘est pas synonyme de toutes les especes, tout comme le terme «complexe
Enterobacter cloacae » n'est pas synonyme d'un isolat d'Enterobacter. Des travaux
supplémentaires sur la différenciation des especes sont nécessaires pour mieux
comprendre leur épidémiologie ainsi que leur impact sur la thérapie antimicrobienne.
Enfin, avec les outils moléculaires d'aujourd’hui, il est opportun de cesser d'utiliser ces
termes et de cesser d'utiliser le terme « Cluster génétique » pour désigner les
différentes espéces du genre afin de créer une terminologie correcte et moins ambigué
que celle qui a été utilisée jusqu'a présent. Pour cette raison, tous les résultats de ce

travail utilisent le nom de chaque espece selon le dernier classement.

3. Epidémiologie

Les especes d'Enterobacter occupent une position importante en tant qu'agent
pathogene opportuniste responsable d'infections nosocomiales depuis longtemps
(Gaston, 1988 ; Beyrouthy et al., 2018). L'un des facteurs de risque d'infections induites
par Enterobacter spp. est le séjour prolongé dans l'environnement de soins, en
particulier dans la RNN. En outre, certaines especes sont impliquées dans des infections
telles que des abces cérébraux (Fernandez et al., 2012), pneumonies (Holsen et al.,

2019), méningites (Chauhan et al,, 2016), bactériémies (alvarez-Martin et al,, 2021),
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infections urinaires (Martins et al., 2020), ainsi que des infections digestives (Davin-

Regli et al., 2019).

Il existe des infections communautaires causées par Enterobacter mais la plupart sont
liées aux soins (Vilches et al,, 2019). La prévalence des infections en réanimation varie
entre 5 et 10%, et en France elle est de 6,64% selon I'enquéte nationale sur la
prévalence des infections nosocomiales (Vincent et al., 2009 ; Santé publique France,
2019). Le taux d'infections causées par les especes d'Enterobacter dans |'unité de soins
intensifs n'a pas changé de maniére significative au cours de la derniere décennie
(Vinvent et al, 2009 : Vincent et al, 2020). Selon une étude amene en 2018, E.
xiangfangensis et E. hoffmannii (tous les deux) sont les especes prédominantes et
représentent environ 90% des souches isolées de différents types d'échantillons

cliniques (Robin et al., 2018).

L'étude de surveillance épidémiologique de I'ECDC met en évidence que Enterobacter
est la troisieme bactérie la plus fréquemment isolée chez les nourrissons de moins d'un
mois en Europe avec une prévalence de 13,3 %, derriere les SCoN (31,4 %) et S. aureus

(14,3 %) (https://www.ecdc.europa.eu/en).

Enterobacter a été décrite comme responsable des épidémies dans les hopitaux dues a
la contamination de la nutrition parentérale, I'albumine humaine, des agents mouillants
et du matériel de thérapie respiratoire, et de I'eau d'hydrothérapie dans I'unité des
grands brilés (Tresoldi et al.,, 2000 ; Wang et al,, 2000 ; Wang et al,, 1991 ; Mayhall et
al, 1979). Cependant, les isolats d'Enterobacter provenant de ces prélevements
cliniques ont été mal identifiés: parfois comme E. asburiae, E. cloacae et/ou E.
hormaechei en utilisant des systemes d'identification semi-automatiques tels que

Vitek2 (bioMérieux) ou MALDI-TOF MS (De Florio et al., 2018).
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En revanche, E. cancerogenus a été isolé principalement de plaies d'adultes. Les
infections causées par cette espece semblent étre acquises par la communauté et se
produisent apres de multiples traumatismes craniens ou de graves blessures par
écrasement, ce qui indique que E. cancerogenus peut provoquer une infection des
plaies et une bactériémie chez les personnes exposées a cet organisme dans
I'environnement lors d'événements traumatiques (Abbott et al. 1997). En outre, des cas
de pneumonie dus a E. cancerogenus et E. asburiae ont été signalés (Demir et al., 2014).
E. kobei a été principalement associé a un urosepsis et E. ludwigii a été isolé d'une
bactériémie associée a un cathéter veineux central (Hoffmann et al,, 2005, Wagner et

al.,, 2020).

Dans la RNN, les nouveau-nés prématurés de faible poids de naissance et les dispositifs
médicaux sont associés a un risque accru d'infection a Enterobacter (Figure 8) (Chen et
al, 2014). Les especes d'Enterobacter peuvent coloniser les dispositifs médicaux tels
que les cathéters et les protheses (Hsu, 2004). En 2000, van den Berg et al. ont rapporté
que des thermometres seraient responsable de la bactériémie causée par E. cloacae
chez plusieurs patients (van den Berg et al, 2000). En 2016, Mardaneh et al,, ont
rapporté le développement d'une épidémie due a E. asburiae présent dans le lait en

poudre pour nourrissons (Mardaneh et al., 2016, Oteo et al., 2013).

Plus récemment, une épidémie a été décrite dans une RNN en Tanzanie, causée par
des isolats d'hémoculture de type Enterobacter qui n‘ont pas pu étre identifiés par des
techniques phénotypiques classiques. Apres une analyse compléte de 8 souches
représentatives par Multilocus Sequence Analysis (MLSA) et le gene de I'ARNr 16S, elles
ont été étroitement regroupées avec les isolats d'E. xiangfangensis et E. hormaechel.
Cependant, ils ont montré moins de 70% de similarité entre eux. Par conséquence, le
nom E. bugandensis a été proposé (Doijad et al,, 2016). En 2018, le méme groupe a
montré que E. bugandensis était associé au sepsis néonatal. La souche EB-247 est tres

virulente dans des modeles tels que Galleria mellonella et des modeles murins. Ces
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études ont montré que E. bugandensis est aussi efficace que Salmonella enterica
serovar Typhimirium pour induire une infection systémique et libérer des cytokines
pro-inflammatoires. Il conclut que E. bugandensis est une espece hautement
pathogene du genre Enterobacter avec un potentiel élevé de colonisation, de virulence

et d'association a une bactériémie (Pati et al., 2018).

En 2020, Ferry et al., ont rapporté une étude rétrospective en France dont 30 nouveau-
nés ont développé une infection a E. cloacae causant la mort de 12 enfants apres 3
jours de début de bactériémie (Ferry et al., 2020). L'étude conclut que le sepsis néonatal
avec implication d'Enterobacter peut étre associé a une mortalité élevée et les cas
cumulatifs d'infection au sein d'un méme service ne sont pas nécessairement associés
au développement d'un seul clone et peuvent indiquer d'autres problemes

environnementaux et d’'organisation.
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Figure 8 Carte montrant la prévalence de différents agents pathogenes dans la RNN dans une étude
menée en Afrique et en Asie du Sud. Enterobacter spp. est le quatriéme microorganisme isolé. Tiré de

Gasparrini et al., 2019.
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4. Pathogénicité

Enterobacter est responsable d'infections humaines, principalement chez les patients
immunodéprimés (Pendlenton et al,, 2013). Néanmoins, les mécanismes moléculaires
qui lui permettent de passer de I'état commensal a I'état pathogene opportuniste ne

sont pas bien claires (Guerin, 2015).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer le succes clinique et épidémique d'Enterobacter a
I'n6pital. Comme toutes les bactéries a Gram-négatif, les especes d'Enterobacter
possedent l'endotoxine lipopolysaccharide (LPS), qui a sa propre pathogénicité
(Whitfield & Trent, 2014). Les effets et les mécanismes possibles des polysaccharides
produits par E. cloacae (EPS) induisant |'apoptose des cellules Hela et SiHa, et
I'apoptose induite par EPS, sont associés a la régulation a la hausse des protéines
proapoptotiques telles que Bak-1 et Bcl-2 (Zhao et al,, 2015). Par ailleurs, EPS induit la
mort apoptotique dans les cellules d'ostéosarcome humain en activant p53 et la voie
intrinseque mitochondriale par I'effondrement de la membrane mitochondriale (Chen
et al, 2019). Une nouvelle toxine d'E. cloacae capable de lyser les érythrocytes et les
leucocytes a également été identifiée. Cette toxine stimule le métabolisme oxydatif des
neutrophiles comme la toxine HIyA d'E. coli. Il a également été démontré que la
séquence d'ADN codant cette toxine cloacae, riche en glycine, était similaire a celle d'E.
coli (Barnes et al,, 2001). En outre, il a été démontré qu'Enterobacter et Serratia sont
les entérobactéries qui produisent le plus d'endotoxines et qui ont un taux de mortalité

élevé pendant une épidémie (Zorrilla-Vaca et al., 2014).

La présence d'un systeme de sécrétion de type |, Il y VI ont été décrite chez Enterobacter
(Zhang et al., 2021). Le systeme de sécrétion de type Ill est un systéme qui permet
I'adaptation a un cycle de vie intracellulaire de la bactérie, ce qui permet I'injection de
protéines effectrices a la cellule hote pour réguler des fonctions cellulaires importantes

telles que le trafic vésiculaire, la réorganisation du cytosquelette et la réponse
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immunitaire innée, cependant, ce systeme n'a pas été signalé chez Enterobacter (De

Souza Santos & Orth, 2019).

De méme, la présence du systeme de sécrétion de type VI (T6SS) a été décrite chez
Enterobacter (Figure 9) (Soria-Bustos et al., 2020) ou la régulation et I'expression du
T6SS est régulée et augmentée en cas de stress (Mustafa et al., 2020). Le T6SS est une
machine qui utilise un mécanisme de type ressort pour injecter des protéines effectrices
dans la cellule cible procaryote et/ou eucaryote (Cherrak et al,, 2019). Le system T6SS
est important pour la compétence bactérienne et la virulence chez les bactéries a

Gram-négatif (Navarro-Garcia et al., 2019).

Récemment, une étude des isolats de E. cloacae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii et
E. asburiae a montré que les genes associés a la survie (tels que les genes de protéines
nécessitant des métaux, ceux associés a la défense ou a la fonction physiologique
bactériennes) dans un milieu imitant I'hote (milieu d'expectoration artificielle) sont
hautement conservés dans leur génome. Cependant, les genes impliqués dans la

virulence (T3SS et T6SS) sont régulés a la hausse sous stress (Mustafa et al.,, 2020).

Les souches d'Enterobacter spp. sont capables de s'adapter aux environnements
hospitaliers, principalement par la formation de biofilms sur les surfaces (Liagat et al,
2019). Des genes impliqués dans I'invasion et I'adhésion des cellules hotes ont été
identifiés chez Enterobacter. Kim et al,, ont mis en évidence la présence de 'opéron
csgBA chez E. cloacae, qui est impliqué dans la formation de biofilms (Kim et al., 2012).
L'expression des genes appelée curli chez les Enterobacterales permet la colonisation
des surfaces inertes et la formation de biofilm, ainsi que permet la fixation a protéines

de I'hote (Oh & Hinterdorfer, 2019).

37



E. cloacae subsp. cloacae

) - w2 (>} ) o) s ) ) )

E. asburiae

| | o (5 | |

E. cancerogenus

(< e < e )

E. hormaechei

(e > s 4

E. ludwigii

T6SS core components, conserved accessory components

[:] ClpV . ppK D('(XiSSZZ ImpJ .('0(;35:0 ImpH D('(Xi}Sl?lmp('
.(‘0('.35:3 lemF .('(Xi0542 ClpV .('(Xil-‘ll evpL. .(‘(x;.\sw ImpG D('(xissm ImpB
.(-()(53515 ImpA .('()(i:xxs OmpA .('()(i.%JSh Impl "()(5351?«‘ ImpF

Figure 9 Organisation génétique de genes T6SS dans les souches Enterobacter. Les fleches indiquent les
génes tandis que la direction de la transcription est représentée en fonction de la direction du gene. Les
composants génétiques des T6SS conservés sont indiqués en rouge tandis que le reste des différentes

couleurs représente les genes non conservés. Tiré de Mustafa et al,, 2020

En outre, le fer étant essentiel a la survie des bactéries au sein de I'hdte, ces
microorganismes ont développé des systemes d'absorption du fer tres efficaces ; le
plus courant implique la sécrétion de chélateurs du fer appelés sidérophores (Ferreira
et al, 2016). Les genes de virulence suivants ont été identifiés chez Enterobacter :
protéine régulatrice du fer 2 (irp2), récepteur d'absorption du ferrichrome (fhuA),
superoxyde dismutase B (sodB) (Figure 10) (Zhang et al., 2016 ; Matteoli et al., 2020).
La capacité des microorganismes a absorber et a assimiler le fer par le biais de
protéines chélatrices est un avantage évolutif qui favorise I'établissement dans des

niches telles que I'hnomme et génere un processus infectieux (Remya et al., 2019). Chez
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E. bugandensis trois opérons produisant des sidérophores ont été identifiés et décrits :

entérobactine (ent), aérobactine (iuc/iut) et salmocheline (iro) (Matteoli et al., 2020).

En 2009, Pauw et al, ont démontré la présence d'un plasmide portant des genes de
virulence chez E. hormaechei isolé dans une épidémie aux Pays-Bas. Le plasmide
identifié (pQC) porte des genes de résistance aux métaux lourds ter et mer et des
protéines impliquées dans I'export similaire a celle du pili type 1 de S. enterica (Paaw

et al,, 2009).

Enfin, une étude utilisant Caenorhabditis elegans comme modele, a montré que
I'infection par E. cloacae induit une mort cellulaire due a des lésions de I'ADN ainsi
gu'une altération des systéemes reproducteur et ovarien de C. elegans (Khan et al,

2020).
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Figure 10 Cartographie des principaux genes du virulome et du résistome dans le génome d'E.

bugandensis 21 GlI. Tiré de Matteoli et al., 2020
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5. Résistance aux antibiotiques

En 2019, un comité d'experts des Nations Unies a conclu que d'ici 2050, les infections
causées par des micro-organismes résistants aux antibiotiques pourraient provoquer
environ 10 millions de déceés par an ainsi qu'un effondrement économique des
systemes de santé (ONU, 2019). Il est donc nécessaire de développer de nouvelles
technologies afin d'enrayer la menace croissante du sepsis et de la résistance aux

antimicrobiens.

Dans ce contexte, les agents pathogenes ESKAPE constituent un groupe de bactéries
infectieuses qui se caractérisent par leur capacité a échapper aux thérapies
antimicrobiennes courantes par le biais de la résistance aux antimicrobiens. Le groupe
ESKAPE a été défini pour la premiere fois en 2008 et comprend Enterococcus faecium,
S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, et
Enterobacter spp. (Marturano et al,, 2019). Malgré le développement de nouvelles
options thérapeutiques (Mulani et al., 2019) telles que la phagothérapie, les peptides
antimicrobiens et les nanoparticules, les pathogénes ESKAPE restent un probleme de
santé publique et des études récentes suggerent une augmentation de la prévalence

de ces pathogenes (De Angelis et al., 2018 ; Ramsamy et al., 2018).

5.1 Mécanismes moléculaires de la résistance

Les antibiotiques ont sauvé de nombreuses vies au fil des ans et restent I'épine dorsale
de la thérapie antimicrobienne pour la plupart des infections bactériennes (De Oliveira
et al., 2020). Les bactéries a Gram-négatif, y compris les agents pathogenes du groupe
ESKAPE, ont développé divers mécanismes moléculaires de résistance aux composés
antimicrobiens (Figure 11), notamment aux carbapénemes qui sont considérés comme

les antibiotiques de dernier choix (Mulani et al., 2019).
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Figure 11 Mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les pathogénes ESKAPE. Tiré de De Oliveira

et al,, 2020

Le phénomene de la résistance aux B-lactamines est multifactoriel et a été associé a
différents mécanismes, notamment la production d'enzymes B-lactamases, des
altérations au niveau de la structure des protéines de liaison a la pénicilline (Penicillin
binding protein, PBP), des modifications de la perméabilité membranaire dues a des
changements physicochimiques ou a une diminution de I'expression des porines de la
membrane externe et une augmentation des pompes d'efflux de médicaments (Santajit

et al, 2016).

5.2 Résistance aux antibiotiques chez Enterobacter

Le principal probleme en pratique clinique est la propagation de souches
d'Enterobacter multirésistantes aux antibiotiques (Girlich et al., 2015 ; Pendentlon et al,
2013). La dissémination mondiale de souches résistantes aux céphalosporines de

troisieme génération (C3G) soit par hyperproduction de céphalosporinase
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chromosomique (AmpC) (Meini et al, 2019) et/ou par acquisition de B-lactamase a
spectre étendu (BLSE) (Fouquet et al., 2012 ; Amin et al., 2013 ; Szél et al., 2017), ainsi
que la propagation des souches porteuses de carbapénémase (Messaoudi et al., 2019
; Peirano et al,, 2018 ; Robert et al., 2014) a augmenté 'occurrence de ces souches dans
la RNN (Figure 12). Les céphalosporines de quatrieme génération comme le céfépime
en association avec d'autres antibiotiques, principalement des aminoglycosides
(Mimoz et al, 1998 ; Barnes et al., 2003) et des fluoroquinolones (Harris & Ferguson,
2012) sont actuellement le traitement de choix dans les infections séveres a
Enterobacter avec un faible risque de sélection de souches AmpC hyper productrices

(Meurant et al., 2021 ; Tamma et al., 2013).

Les sections suivantes décrivent les mécanismes de résistance aux antibiotiques les plus

fréquents dans le genre Enterobacter.

5.3 Phénotype naturel de la résistance aux antibiotiques chez Enterobacter

« Toutes » les especes sont naturellement résistantes a I'amoxicilline, a
I'amoxicilline/acide clavulanique, aux céphalosporines de premiere génération, a la
céfoxitine, sensibilité réduite a la céfuroxime et sensibles aux carbapénémes, a
I'aztréonam, aux acylaminopénicillines et la ticarcilline. Cependant, l'identification
précise des especes, et I'évaluation de la résistance naturelle dans chaque espece sont
nécessaires pour comprendre leur impact clinique. Par ailleurs, selon la Société
Francaise de Microbiologie et I'European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), le complex Enterobacter cloacae est naturellement résistante au
aminopénicillines, aminopénicillines-inhibiteur de B-lactamines, céphalosporine de
premiere génération, cefoxitine et a la colistine (EUCAST, 2021). Il a d'ailleurs été
récemment démontré que le systeme de régulation a 2 composants PhOP/PhoQ peut
étre impliqué dans la régulation de la résistance naturelle a la colistine (Guérin et al,

2016). En particulier, en 2020 a été conclu que MgrB, le régulateur négatif du systeme
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PhOP/PhoQ, est directement impliqué dans la résistance a la colistine chez E.

hormaechei (Mhaya et al., 2020).
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Figure 12 Pourcentages d'agents étiologiques résistants aux antimicrobiens de la bactériémie
néonatale. Enterobacter est montré en marron. a) Profil de résistance aux antibiotiques: AMC,
amoxicilline/clavulanate ; AMK, amikacine ; AMP, ampicilline ; ATM, aztréonam ; CAZ, ceftazidime ; CIP,
ciprofloxacine ; CRO, ceftriaxone ; CST, colistine ; CTX, céfotaxime ; ETP, ertapéneme ; FEP, céfépime ;
FOF, fosfomycine ; GEN, gentamicine ; IPM, imipéneme ; LVX, lévofloxacine ; MEM, méropénéme ; TGC,
tigécycline ; TOB, tobramycine ; TZP, pipéracilline/tazobactam. b), diagramme en étoile détaillant les
génes de résistance aux carbapénémases de classe A (rouge), B (jaune) et D (vert) détectés dans les

différentes bactéries. Tiré de Gasparrini et al., 2019.
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5.4 Résistance naturelle aux antibiotiques due a la céphalosporine AmpC

Le genre Enterobacter appartient au groupe des Enterobacterales productrices de la
céphalosporinase AmpC connu sous l'acronyme ESCPM (Enterobacter spp., Serratia
marcescens, Citrobacter freundii, Providencia stuartii et Morganella morganii), dont il est
le prototype (Ur Rahman et al, 2018), qui posseédent une résistance naturelle aux
antibiotiques B-lactamines tels que I'ampicilline, I'amoxicilline et les céphalosporines
de premiere génération due a la présence de B-lactamases AmpC inductibles codées
par le chromosome (Mizrahi et al, 2020). AmpC peut étre synthétisée a de faibles
niveaux de maniere constitutive ou inductive (Mulani et al, 2019), surexprimée en
réponse a l'exposition aux B-lactames (céfotaxime, ceftriaxone, ceftazidime, céfépime,
céfuroxime, pipéracilline et aztréonam) (Hanson & Sanders, 1999) ou en raison d'un
déreglement constitutif du systeme de régulation de I'AmpC (Schmidtke & Hadson,
2006). L'induction de cette B-lactamase est associée a la résistance aux céphalosporines
de premiere génération et a d'autres B-lactames. Au total, 508 variants d'AmpC ont été
identifiés chez Enterobacter. Actuellement, 86 ACT (ACT-1 a -89 mais pas d'ACT-11, -
26 ou -71), 6 CMH (CMH-1 a -6), et 22 variantes MIR (MIR-1 a -23, mais MIR-8 est égal
a MIR-5) ont été attribuées dans le catalogue de genes de référence pour la détection
des agents pathogenes (https://github.com/ncbi/amr/wiki/ Base de données
AMRFinderPlus) (Feldgarden et al., 2021)

5.4.1 Régulation d’AmpC

Les mécanismes régulant I'expression des AmpCs sont tres complexes (Figure 13). En
général, I'enzyme AmpC est associée au recyclage de la dégradation de la paroi
bactérienne, participant a un processus avec les protéines AmpD et AmpR, cette
derniere étant son régulateur négatif. Au départ, les produits de dégradation de la
paroi (1,6-anhydroN-acétylmuramic) sont hydrolysés par la protéine AmpG et les

produits de dégradation (UDPN-acétylmuramic) sont liés a la protéine AmpD, qui est
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un régulateur négatif de AmpR. Lorsque les produits de dégradation de I'AmpG sont a

des niveaux élevés, ils activent la protéine AmpR, qui stimule ou induit la synthese de

I'enzyme AmpC, qui va dégrader le composé causant le dommage au niveau de la

membrane cellulaire (Meini et al., 2019).
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Cytoplasm

La principale caractéristique des AmpC chromosomiques (cAmpCs) est le niveau

d'expression, qui peut étre constitutive ou inductible, du gene ampC. Si inductible,

plusieurs B-lactames peuvent étre des inducteurs, ce qui rend le mécanisme de

résistance cliniquement pertinent. Cependant, les souches qui produisent des cAmpCs
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inductibles peuvent facilement générer des mutants ou |'expression d'AmpC est

déréprimée de maniere stable, ce qui conduit a une expression constitutive (mutants

déréprimés) (Tamma et al,, 2013).

Sur la base de la propriété d'induction des différents antimicrobiens AmpC, ainsi que

de la propension a étre hydrolysable par I'enzyme induite, on peut distinguer les

situations suivantes (Tamma et al., 2013) :

1.

Composés inducteurs/labile B-lactamines : amino-pénicillines, céphalosporines
de premiere génération, céfoxitine, céfotétan. Ces antimicrobiens induisent
I'expression d'AmpC et sont inactivés par I'enzyme. Les souches qui produisent
I'enzyme AmpC de maniére induite ou constitutive sont des souches résistantes
a ces médicaments. En outre, I'acide clavulanique induit fortement la production

d'AmpC, mais il n'a pas d'activité inhibitrice sur cette enzyme.

Composés de type B-lactame inductibles/stables : les carbapénémes entrent
dans cette catégorie car ils sont de puissants inducteurs de I'expression de
I'’AmpC, mais ils sont stables. Les souches qui produisent de I'AmpC de maniere
inductible ou constitutive restent sensibles aux carbapénemes, a moins qu'il n'y
ait une modification de la perméabilité membranaire causée par des
modifications des porines de la membrane externe, ce qui diminue la

concentration intracellulaire de carbapéneme.

Composés B-lactames faiblement inducteurs/labiles : uréidopénicillines, par
exemple pipéracilline, céphalosporines de troisieme génération et aztréonam.
Dans ce cas, les souches possédant une AmpC inductible sont généralement
sensibles a ces composés, tandis que celles qui produisent une AmpC de
maniere constitutive sont résistantes. Pour cette raison, I'utilisation de ces

antibiotiques doit étre envisagée avec prudence dans les isolats d'Enterobacter
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spp., malgré leur sensibilité apparente sur l'antibiogramme. L'utilisation de la
pipéracilline-tazobactam entraine souvent une sensibilité dans I'antibiogramme
car la pipéracilline et le tazobactam ne sont que de faibles inducteurs, et les
hydrolysats AmpC de la pipéracilline et du tazobactam n'inhibent généralement
pas la pipéracilline. Par conséquent, I'utilisation de cet antibiotique pour les
infections séveres avec des bactéries du groupe ESCPM produisant des cAmpCs
doit étre considérée avec prudence, indépendamment de la sensibilité observée

dans I'antibiogramme.

4. Composés de type B-lactamines stables/faibles inducteurs : cefepime
(céphalosporine de quatrieme génération). Cet antibiotique conserve son
activité contre les souches productrices d'AmpC. Toutefois, il a été observé que
certaines souches présentent une activité accrue contre les céphalosporines de

quatrieme génération (Tamma et al., 2013).

Enfin, des mutations de la cible bactérienne des B-lactamines se produit rarement chez
Enterobacter. Cependant, certaines mutations ont été observées dans le systeme de
régulation de I'AmpC, principalement dans le gene ampR dans les souches AmpC
déréprimées (Kuga et al, 2000 ; Guérin et al, 2015) associé a la résistance aux f-
lactamines. En outre, plusieurs mutations ont été identifiées dans la séquence
ponctuelle AmpC, qui ne se trouvent pas dans le site actif et ne sont donc pas en
corrélation avec le phénotype de résistance. Cependant, des délétions d'acides aminés
ont été trouvées dans la boucle Q AmpC d'Enterobacter, impliquée dans la
compétitivité enzymatique pour le substrat, qui pourraient jouer un réle dans le

phénotype de résistance aux B-lactamines (Livermore et al., 2012).
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5.5 Résistance acquise aux p-lactamines

Depuis la découverte de la pénicilline en 1929, les antibiotiques B-lactamines ont
représenté jusqu'a 65% de toutes les prescriptions (Marin et al, 2003). Cependant,
I'émergence et la diversification des B-lactamases capables d'hydrolyser les
antibiotiques B-lactames ont posé un sérieux probleme de santé associé a la résistance
aux antibiotiques (Sandanayaka et al., 2002). Parmi tous ces mécanismes, la résistance
médiée par les B-lactamases est le mécanisme le plus courant et le plus important
(Drawz et al, 2010) et peut étre médiée par des B-lactamases plasmidiques ou
chromosomiques : en général, I'expression des B-lactamases chromosomiques est
inductible par nature et les B-lactamases chromosomiques sont exprimées de maniere
constitutive (Ur Rahman et al., 2018). En outre, tous les mécanismes de résistance aux
antibiotiques acquis qui ont été décrits dans le genre Enterobacter jusqu'en décembre

2021 sont montrés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 Mécanismes de résistance aux antibiotiques décrits chez Enterobacter spp., mise a jour de Davin-Regli et al., 2019 (Premiere partie)

Groupe
Mécanisme de résistance Type Espece Référence
d'antibiotiques
B-lactames B-lactamases :
Class A 2b : sérine (pénicillinases) TEM-1, TEM-2, SHV-1 E. clocae Peymani et al., 2014 ; Biendo et al., 2008
2be : sérine (BLSE) SHV-2, TEM-10, GES-1, E. hormaechei, E. Goldberg et al., 2019 ; Andrade et al., 2018,
CTX-M asburiae, E. kobei Zhou et al., 2017
2f : sérine (carbapénémases) KPC, SME, NMC-A, E. cloacae, E. Andrade et al,, 2018 ; Umeda et al., 2021
GES-2 roggenkampii
B 3 : métallo (carbapénémases) IMP, VIP, NDM E. hormaechei, E. Carvalho-Assef et al., 2014 ; 1zdebski et al.,
cloacae, asburiae 2018 ; Markovzka et al., 2019
C 1: sérine (céphalosporinases) AmpC, CMY, ACT-1, E. cloacae, Al-Agamy et al,, 2019 ; Dimitrova et al., 2019
DHA
D 2d : sérine (oxacillinases) OXA-1/30, OXA-10, E. cloacae, E. Bendjama et al,, 2020 ; Khajuria et al., 2013 ;
OXA-23, OXA-48 ludwigii, E. Sampaio et al., 2014
hormaechei
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Tableau 7 Mécanismes de résistance aux antibiotiques décrits chez Enterobacter spp., mise a jour de Davin-Regli et al., 2019. (Deuxieme partie)

Groupe
Mécanisme de résistance Type Espece Référence

d'antibiotiques
Fluoroquinolones Mutation de la cible gyA, gyrB, parC, parE.  E. cloacae Deguchi et al., 1997

Enzymatique aac(6')-lb-cr E. cloacae de Carvalho et al., 2018;

Mécanisme de protection gnr (A, B, S, C, D) E. asburiae, E. mori. Yuan et al,, 2019 ; Wang et al., 2021 ;

E. cloacae Benameur et al,, 2018
Efflux gepA, acrAB-tolC, E. cloacae Markovska et al,, 2019 ; Telke et al., 2017

0gxAB, sugk, emmdR

Aminoglycosides Enzymatique (acétyle, phospho, aac, aph, ant E. cloacae Huang et al., 2012
nucléotidyltransférase)

Méthylase armA, rmtB E. cloacae Amin et al., 2019 ; Chen et al,, 2017

Cyclines Efflux acrAB-tolC E. cloacae Perez et al,, 2012 ; Keeney et al., 2007 ;
Hornsey et al., 2010
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5.5.1 Acquisition de génes codant pour des 3-lactamases

L'acquisition de BLSE permet aux bactéries d'hydrolyser les pénicillines, les C3G, les
céphalosporines de quatrieme génération (C4G) et les monobactames. Les premieres
descriptions de résistance aux antibiotiques dans le genre Enterobacter concernaient K.
aerogenes, longtemps connu sous le nom de E. aerogenes (de Champs et al, 1991 ;
Russell, 1969). Toutefois, en utilisant la classification la plus récente, il s'est avéré qu'il
s'agissait d'une souche d'E. cloacae porteuse d'une TEM-3 B-lactamase, identifiée
ultérieurement comme CTX-M-1. L'étude a été réalisée a partir d'une collection
d'entérobactéries provenant de quatre hopitaux parisiens en France. Cette étude a
permis d'identifier la présence d'une souche d'E. cloacae portant un plasmide Inc7
auto-transférable d'une taille d'environ 85 Kb. Il codait la TEM-3 B-lactamase (CTX-1)
et le tet(C) (Petit et al., 1990). D'autres B-lactamases telles que SHV, TEM et CTX ont été
associées a différents foyers de souches multirésistantes d'E. cloacae, principalement
codées sur des plasmides mobiles et conjugatifs qui ont facilité leur dissémination dans
diverses régions géographiques (Bourouis et al,, 2011 ; Aibinu et al., 2012 ; Oteo et al.,
2013 ; Souna et al., 2014). Ces enzymes ont contribué a la propagation mondiale rapide

de la résistance aux antibiotiques B-lactamines, principalement en milieu hospitalier.

Enterobacter est désormais considéré comme la troisieme entérobactérie la plus
fréequemment résistante aux céphalosporines de troisieme génération apres E. coli et
K. pneumoniae (Jarlier et al., 2012). Les carbapénémes tels que I'imipéneme restent a
ce jour les antibiotiques les plus efficaces dans le traitement des infections a
Enterobacter (Moy et al.,, 2017). Cependant, les dernieres décennies ont vu I'émergence
de souches résistantes aux carbapénémes en raison de la présence d'enzymes
carbapénémases comme NDM, VIM, KPC ou des B-lactamases de classe D comme
OXA-48, qui ont été identifiées chez Enterobacter en Europe, en Asie et en Amérique
(Thomson et al,, 2016 ; Du et al.,, 2016 ; Shen et al.,, 2017 : Zhuang et al,, 2019 ; Potron

et al, 2013). Ces dernieres années, une augmentation des souches résistantes aux
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carbapénemes a été observée. Des épidémies causées par des Enterobacter spp.,
porteurs de carbapénémase ont été occasionnellement décrites (Mashaly et al., 2021).
En outre, I'émergence de souches portant la carbapénémase OXA-204 chez E. cloacae
codée dans un plasmide IncA/C a été décrite (Messaoudi et al, 2019). Différentes
études ont mis en évidence la prévalence de diverses carbapénémases chez
Enterobacter mais leur épidémiologie décrit principalement des enzymes comme VIM,
suivie de NDM, KPC, OXA-48 et IMP principalement chez E. xiangfangensis et E.

hormaechei (Messaoudi et al.,, 2019 ; Peirano et al., 2018).

5.5.2 Résistance acquise aux aminosides

La résistance aux aminoglycosides par les enzymes modificatrices est principalement
liée a la dissémination par des plasmides qui codent généralement des genes de
multirésistance (Paterson, 2006). Ces enzymes ont notamment été décrites chez les
especes d'Enterobacter: acétyltransférases (aminoglycoside-N-acétyltransférases
[AAC]), phosphotransférases  (aminoglycoside-O-phosphotransférases  [APH]),
adénylyltransférases (aminoglycoside adénylyltransférases [AADs] ou aminoglycoside-
O-nucléotidyltransférases [ANTSs]), et des méthyltransférases de I'ARNr 16S telles que
ArmA et RmtB (Oshiro et al., 2018 ; Zhu et al., 2020). Certaines souches portant I'enzyme
AAC(6")-lb présentent une sensibilité réduite a I'amikacine (Kim et al,, 2011). D'autre
part, la présence de mutations au niveau de I'AAC(6')-1b a été associée a une moindre
résistance a I'amikacine (Shamara et al., 2001). Enfin, les enzymes Arm et Rmt ont été
associées a des niveaux élevés de résistance a la gentamicine, a la trobamycine et a

I'amikacine, a I'exception de la streptomycine (Yeganeh Sefidan et al., 2018).

5.5.3 Résistance acquise aux quinolones

Comme d'autres entérobactéries, Enterobacter présente des modifications dans des

cibles thérapeutiques telles que la topoisomérase IV de type Il (Lascols et al., 2007),
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I'ADN gyrase (GyrA et GyrB) (Deguchi et al.,, 1997) ainsi que la topoisomérase IV (ParC
et ParE) (Georgopoulos et al,, 1998 ; Brisse et al, 1999). Cela est di a la présence de
mutations ponctuelles dans une région spécifique appelée QRDR (pour Quinolone
Resistance Determining Region) caractérisée par une courte séquence hautement

conservée (Minarini et al., 2012).

La résistance aux fluoroquinolones a été observée chez des souches d'Enterobacter
portant des genes codant pour des enzymes de type aac(6')-lb, principalement
I'enzyme appelée aac(6')-Ib-cr, qui a généralement été identifiée dans des éléments

génétiques mobiles portant le gene codant pour I'enzyme OXA-1 (Kim et al., 2019).

Une autre stratégie de résistance aux quinolones est la présence d'un mécanisme
« protecteur » qui confere de faibles niveaux de résistance aux quinolones de premiere
génération. Ces mécanismes sont codés par des genes plasmidiques gnr (Jacoby et al,
2008). De facon intéressante, il a été récemment démontré que l'origine possible de
I'une de ces protéines (QnrE1) se situe dans le chromosome d'Enterobacter. Cependant,
Enterobacter ne semble pas étre résistant aux fluoroquinolones en raison de la présence

de cette protéine sur le chromosome. (Albornoz et al., 2017).

5.5.4 Modifications membranaires et pompes a efflux

L'augmentation a |'échelle mondiale de la résistance aux carbapénémes chez les
bactéries a Gram-négatif a été significative ces dernieres années. Comme décrit
précédemment, la résistance aux carbapénemes est liée a la présence de
carbapénémases. Cependant, plusieurs études ont montré que la diminution de
I'expression ou les mutations des porines (OmpC et OmpF) sont directement liées a la
résistance aux carbapénemes en raison de la diminution de la concentration
intracellulaire (Liu et al, 2021; Yigit et al, 2002 ; Chetri et al, 2019). En outre,

l'augmentation de I'expression des pompes a efflux influence également la
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concentration a l'intérieur de la cellule bactérienne, ce qui affecte leur efficacité (Pinet

et al, 2020 ; Fadli et al., 2014).

Les pompes a efflux sont apparues comme une question importante dans les
mécanismes de résistance aux antimicrobiens. Pour qu'une bactérie puisse causer une
infection, elle a besoin de plusieurs mécanismes pour éviter les composés d'attaque
produits par I'hote, et I'expression des pompes a efflux est responsable de cette tache.
Comme d'autres entérobactéries, Enterobacter possede la pompe a efflux AcrAB-TolC,
qui est associée a la multirésistance aux médicaments lorsqu'elle est surexprimée (Masi
et al, 2003). Dans une étude sur E. cloacae, il a été constaté que la surexpression
d'AcrAB-TolC est impliquée dans la résistance a divers antibiotiques telles que

tétracycline, chloramphénicol, fluoroquinolones et B-lactamines (Pérez et al., 2003).

5.5.5 Résistance a la colistine

Certaines modifications du LPS induisent des changements dans la sensibilité a la
polymyxine B (Olaitan et al, 2014 ; Moffatt et al, 2019). La résistance acquise a la
colistine a été principalement associée a la présence du gene mcr-1 codé dans un
plasmide conjugatif, qui a été décrit chez Enterobacter. Le gene mcr-1 représente un
mécanisme unique de résistance bactérienne a la colistine dans la mesure ou le produit
du gene (phosphoéthanolamine transférases) catalyse la modification de la fraction
lipidique A sur les LPS bactériens, en modifiant la charge en LPS, et donc la perméabilité

a la colistine.

5.6 Traitement des infections

L'un des principaux problemes du traitement des infections a Enterobacter spp. est la
résistance naturelle et acquise aux B—lactamines notamment la sélection de souches

hyperproductrices de céphalosporinase sous traitement par C3G (Meini et al., 2019).

55



Bien que les C3G aient une bonne réponse in vitro, I'émergence de mutants résistants
in vivo est fréquente. Parmi les traitements les plus efficaces figurent ceux qui incluent
les C4G comme le céfépime, qui diminue le risque de sélection de mutants résistants
(Tamma et al,, 2013 ; Meini et al.,, 2019). L'efficacité du céfépime par rapport aux autres
céphalosporines est due a sa diffusion a travers la membrane bactérienne, a la grande
stabilité génomique au niveau chromosomique des B-lactamases comme AmpC, et
enfin, a sa grande affinité pour les protéines de liaison a la pénicilline situées dans le
périplasme d'Enterobacter (Harris et al., 2012 ; Tamma et al., 2019). Cependant, les C3G

et les C4G sont toutes deux hydrolysées par des BLSE.

Dans le cas des souches productrices de BLSE, les carbapénémes se sont révélés étre
une bonne option pour le traitement des infections aux Enterobacterales (Rodriguez-
Bafio et al, 2018). Actuellement, la résistance aux carbapénemes reste faible chez
Enterobacter (Zong et al, 2021), ce qui en fait encore une bonne alternative
thérapeutique. Cependant, leur utilisation est limitée pour éviter la sélection de
souches résistantes aux carbapénemes (Moy & Sharma, 2017). Récemment, certaines
études ont montré que I'utilisation de la pipéracilline/tazobactam était une alternative
appropriée dans le traitement des bactériémies causées par Enterobacter, ce qui réduit
la sélection de mutants AmpC hyperproducteurs (Stewart et al, 2021). Un certain
nombre de nouvelles options thérapeutiques basées sur des combinaisons de
céphalosporines et d'inhibiteurs d'usage clinique rare tels que le ceftazidime-
avibactam entre autres (cefepime-zidebactam, cefepime-tazobactam, etc.) ont montré
une bonne activité contre les bactéries multirésistantes, y compris les souches
porteuses de B-lactamases de classe A, C, D et de classe B avec une activité intrinseque

dans les Enterobacterales (Vrancianu et al., 2020).

Les aminoglycosides, en particulier I'amikacine, restent un antibiotique efficace sur plus

de 95% des souches d'Enterobacter spp. La sensibilité a I'amikacine est restée stable
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dans le temps et la résistance, qui est due a la présence d'un plasmide codant pour des

enzymes modificatrices, reste rare (He et al,, 2019).
Enfin, il est recommandé d'éviter la monothérapie par C3G et une thérapie combinée

utilisant un C4G-aminoside, C4G-fluoroquinolone, est conseillée pour éviter

I'émergence de mutants résistants (Tan et al., 2020).
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6. Diagnostic d’especes

6.1 Méthodes pour le diagnostic des especes

Comme mentionné dans la section sur la taxonomie, le genre Enterobacter comprend
actuellement plus de 22 especes décrites (Wu et al,, 2020 ; Wu et al., 2021). Cependant,
toutes les especes décrites a ce jour n‘ont pas de pertinence clinique : 7 espéeces (E.
cloacae, E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei, E. ludwigii et E. nimipressuralis) ont
longtemps été considérées comme les plus frequemment isolées dans I'environnement

hospitalier (Mezzatesta et al.,, 2012 ; Davin-Regli et al., 2019).

Comme d'autres microorganismes, les isolats d'Enterobacter sont identifiés en
laboratoire clinique a l'aide de différentes méthodes phénotypiques semi-
automatiques telles que la galerie Api 20E ou le systéeme Vitek2 (bioMérieux).
Cependant, ces systemes ne permettent de différencier que K. aerogenes
(anciennement E. aerogenes), E. cloacae et E. asburiae mais pas les autres especes qui
sont donc mal identifiées comme l'une de ces trois-la (De Florio et al, 2018). La
spectrométrie de masse, qui est de plus en plus couramment utilisée, notamment le
systeme MALDI-TOF MS, permet d'identifier plus especes, mais I'identification est
souvent erronée en ce qui concerne le genre Enterobacter (De Florio et al., 2018 ;
Uchida-Fujii et al.,, 2020 ; Godmer et al., 2021). Récemment, Godmer et al. ont proposé
une nouvelle base de données disponible en ligne couplée au MALDI-TOF qui améliore
I'identification des espéces d'Enterobacter jusqu'a une sensibilité de 97 % pour E.

hormaechei, 94 % pour E. asburiae et 78 % pour E. bugandensis (Godmer et al., 2021).

Ces dernieres années, diverses nouvelles techniques de biologie moléculaire ont
permis une identification rapide et précise des espéeces bactériennes (Almeida et al.,
2013). Par exemple, le séquencage de I'ARNr 16S a été utilisé a cette fin. Cependant,

cette technologie ne permet pas de différencier deux especes étroitement apparentées
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(Mulet et al., 2010 ; Tidjani et al., 2017) ; elle n'est donc pas une bonne option pour
identifier les différentes especes qui composent le genre Enterobacter, puisque
génétiquement proches les unes des autres (liaison ADN de plus de 60% avec E.
cloacae) (Hoffmann et al., 2003). Récemment, la technique MLSA, qui utilise la séquence
nucléotidique de quatre a sept genes de ménage, tels que atpD, fusA, infB, gyrB, leusS,
dnaA, pyrG, rplB, rpoB et hsp60, promet d'étre un bon outil pour l'identification des
espéeces d'Enterobacter (Brady et al., 2013). Les résultats de la MLSA sont cohérents avec
I'analyse du polymorphisme mononucléotidique (SNP, en anglais sinlge nucleotide

polymorphism) pour I'attribution des especes par le biais du WGS (Dai et al., 2020).

Le séquencage d'une partie du gene hsp60, décrit par Hoffman et Roggenkamp en
2003, permet de différencier 12 clusters génétiques (I-XIl) (Hoffmann et al., 2003). Grace
a cette méthode, la dynamique épidémiologique du genre Enterobacter a été mieux
connue ces dernieres années. Cependant, contrairement a la MLSA, le recours au seul
hsp60 ne permet pas une identification précise des espéces au sein du genre, générant

ainsi une confusion dans la taxonomie (Wu et al., 2020).

En 2012, une nouvelle technique a été proposée qui consiste en une combinaison de
deux outils méthodologiques pour l'identification des especes d'Enterobacter : le
MALDI-TOF MS couplé a la PCR en temps réel (Pavlovic et al,, 2012). Initialement, le
MALDI-TOF MS permet une identification précise du genre Enterobacter sans
différencier les especes. Pour résoudre ce probleme, Pavlovic et al. proposent de
réaliser une PCR en temps réel en amplifiant le gene dnaJ. Ce gene, qui code pour la
protéine de choc thermique Hsp40, a été identifié par Pham et al. en 2007, offre des
avantages par rapport a I'ADNr 16S et a d'autres séquences de genes housekeeping
pour définir les relations phylogénétiques au sein des Enterobacterales. (Pham et al.,

2007 ; McLean et al., 2019).
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L'hybridation ADN-ADN (DDH) avec un seuil de coupure (cutoff) supérieur a 70 % est
parfois considérée comme le « gold standard » de I'identification des especes (Tindall
et al, 2010). Cependant, la reproductibilité des résultats de cette technique est faible.
C'est la raison pour laquelle la comparaison ainsi que le calcul de la distance
génomiques, rendus possible grace au WGS, entre une espece de référence et la
souche problématique, sont aujourd’hui privilégiés (Figure 14) (Chun et al,, 2018 ;
Besser et al., 2018). Une solution a la faible reproductibilité de I'hybridation de I'ADN
est |'utilisation du génome pour effectuer le calcul in silico de ce qu'on appelle
I'hybridation ADN-ADN (isDDDH, également appelée DDH numérique [dDDH]) avec
un seuil supérieur ou égal a 70%, ce qui est équivalent a la DDH traditionnelle. Une
autre méthode d'identification d'espéces est par I'identité nucléotide (ANI, en anglais
Average nucleotide identity) entre une souche de référence et une souche inconnue
avec un seuil supérieur ou égal a 96 %. Ces deux méthodes ont largement été utilisées
pour l'identification précise des espéces (Xing et al., 2019 ; Richter et al., 2009 ; Ciufo et
al, 2018). Cependant, le WGS et son analyse restent colteux et nécessitent un
personnel hautement qualifié et sont donc généralement réalisés a des fins de

recherche dans les pays développés et restent inaccessibles dans de nombreux pays.

Enfin, I'identification précise est importante pour comprendre le rOle de chaque espéce
du genre Enterobacter impliquée dans la pathologie humaine. Par ailleurs,
l'identification correcte des especes permettra de mieux comprendre leur
épidémiologie, leur virulence et la différence des profils de résistance de chacune (Wu
et al, 2021). Actuellement, on considere qu'une mauvaise identification n'a pas
d'impact sur I'antibiothérapie ; cependant, cela pourrait étre di précisément au fait que
jusqu'en 2020 la taxonomie confuse du genre ne permettait pas d'analyser les
différences dans les mécanismes de résistance aux antimicrobiens au sein de chaque
espéece. Aujourd'hui, grace aux nouvelles techniques de biologie moléculaire et au
séquencage du génome entier, il est possible d'identifier les especes bactériennes avec

une grande précision, ce qui permettra dans un avenir proche d’étudier le pouvoir
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pathogene de chaque espéce et de connaitre son impact sur la thérapie

antimicrobienne.
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Figure 14 Schéma basé sur le génome pour la classification au niveau d'espéce. OGRI : Overall genome
relatedness index (ANI et dDDH). Tiré de Chun et al., 2018.

6.2 Epidémiologie moléculaire et analyse du génome

Le laboratoire clinique joue un réle crucial pour I'épidémiologie des maladies
infectieuses (Lee et al, 2018). Le laboratoire est essentiel pour le diagnostic
épidémiologique des épidémies, la surveillance, le typage et le sous-typage des
bactéries, ainsi que la caractérisation microbiologique des agents pathogenes
impliqués comme leur transmissibilité, leur résistance aux antimicrobiens, leur

pathogenese, et 'identification du réservoir primaire et de la source de contamination
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pendant une épidémie. Ces dernieres années, les progres de la biologie moléculaire,
outre les laboratoires de recherche, ont été adaptés aux laboratoires cliniques et de
santé publique afin d'accélérer et d'identifier les agents pathogenes des maladies
infectieuses avec une grande précision. La biologie moléculaire est essentielle pour le
typage bactérien afin d'améliorer la compréhension de I'épidémiologie des maladies

infectieuses classiques et émergentes.

Dans ce qui suit, une description des méthodes moléculaires utilisées dans ce travail
pour la caractérisation de I'épidémiologie moléculaire d'Enterobacter sera donnée, en
mettant I'accent sur les outils bioinformatiques employés pendant le développement

de cette these.

6.2.1 Identification moléculaire des espéces bactériennes

L'identification des espéces bactériennes est une tache importante pour le diagnostic,
le pronostic et le choix du traitement. Cependant, les méthodologies pour cette tache
ont évolué au fil du temps. La nature des méthodologies couramment employées et

leur pouvoir de discrimination sont illustrés dans la Figure 15.

6.2.1.1 Identification par séquencage Sanger

Apres le séquengage Sanger, la séquence de nucléotides est analysée a l'aide du
logiciel Finch TV, un visualisateur de chromatogrammes de bureau développé par
Geospiza, Inc. pour I'analyse des séquences Sanger au format scf ou ab1. Le logiciel est

disponible sur https://digitalworldbiology.com/FinchTV.

Les séquences sont copiées dans un fichier FASTA (">") pour l'alignement. Les
alignements dans ce travail ont été réalisés avec le logiciel MEGA X (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis), un logiciel qui met en ceuvre des méthodes analytiques
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et des outils informatiques pour la phylogénomique et la phylomédecine. Le logiciel

est disponible a I'adresse https://www.megasoftware.net/ (Kumar et al, 2018). L'une

des méthodes classiques d'analyse phylogénétique est la construction d'arbres a partir
de la distance évolutive a l'aide de la méthode Neighbor-joining. Cette méthode est
basée sur la recherche de paires d'unités opérationnelles taxonomiques, c'est-a-dire
deux séquences proches I'une de l'autre ou "voisines" qui minimisent la longueur totale
de la branche a chaque étape du regroupement, générant la topologie d'un arbre
parcimonieux (arbre qui nécessite le moins d'événements génétiques indépendants
pour sa construction) (Saitou et Nei.,, 1987). Le logiciel génere un fichier de sortie au
format newick. Le fichier newick peut étre utilisé dans différents logiciels pour affichage
et modification. Dans ce travail, les logiciels FigTree et iTol ont été utilisés. iTOL

(https://itol.embl.de) est un logiciel interactif en ligne qui permet de manipuler et

d'annoter des arbres phylogénétiques (Letunic et Bork, 2019).

ANI/dDDH
g Gene dnaJ
S Géne hsp60 Génomique
°_ ____
€  MALDI-TOF MS &o\
Tests phénotypiques
Phénotypique

Figure 15 Méthodes phénotypiques et génotypiques pour l'identification des especes d'Enterobacter
Spp. proposées.
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L'identification des espéces par alignement est un outil facile a utiliser qui consiste en
un séquencage Sanger d'un gene cible, un alignement dans MEGA X des séquences a
l'aide de MUSCLE (multiple sequence alignment by log-expectation), une méthode
basée sur I'espérance mathématique pour évaluer la parenté de deux séquences
(Edgar, 2004). Enfin, dans la construction de l'arbre phylogénétique a mille répétitions
(1000-bootstrap), la méme séquence du gene cible provenant d'especes de référence
connues est intégrée. Théoriquement, deux souches de la méme espéece devraient avoir
un pourcentage élevé d'identité, générant des branches proches I'une de l'autre ou

une branche unique avec un node commun.

6.2.1.2 Identification par WGS

Le séquencage du génome entier fournit une base de données de I'ensemble du
génome. Ce séquencage massif génére des fragments d'ADN (reads) au format fastaq
qui sont assemblés a I'aide de logiciels tels que PATRIC (Gillespie et al., 2011) disponible

sur https://www.patricbrc.org/ pour générer des contigs au format fasta qui peuvent

étre utilisés dans les différentes plateformes bioinformatiques pour [|'analyse

génomique.

Pour une identification précise des especes, les fichiers fasta des génomes sont utilisés
pour calculer soit le pourcentage d'identité (ANI) soit la distance génomique (DDH)
entre un génome inconnu et un génome connu ou référence (espece connue et

caractérisée).

La dDDH/isDDH consiste a calculer la distance génomique entre une souche de
référence et la souche problématique en utilisant des « cutoff » égal ou supérieur a
70% pour l'attribution des especes (Goris et al., 2007). La dDDH peut étre calculée sur

le serveur en ligne de la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH
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disponible sur https://ggdc.dsmz.de/home.php et la formule 2 est couramment utilisee

(Meier-Kolthoff et al., 2013).

Par ailleurs, la valeur ANI est un autre outil comparable a la dDDH (Goris et al., 2007)
et utilise des « cutoff » d'homologie égal ou supérieur a 96% pour I'attribution des
especes. Le calcul de I'ANI peut étre effectué sur le serveur web ANI Calculator

disponible a l'adresse http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/ ou sur le serveur web

JspeciesWS disponible a l'adresse http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/#home

(Richter et al,, 2016).

6.3 Typage des populations bactériennes

La compréhension de |'épidémiologie des populations bactériennes au niveau local ou
mondial varie selon la méthodologie employée. Certes, chacune a ses avantages et ses
inconvénients, mais la caractérisation des bactéries est nécessaire pour comprendre
des phénomenes tels que la résistance aux antibiotiques ou la présence de facteurs de
virulence et évidement leur épidémiologie (Figure 16). La caractérisation
phénotypique est importante mais ne fournit pas d'informations sur la structure des

populations bactériennes au cours d'un foyer épidémiologique.

6.3.1 Typage par PCR et PFGE

L'une des techniques rapides et peu colteuses est le typage par réaction en chaine par
polymérase (PCR) de la séquence consensus intergénique entérobactérienne (ERIC),
une technique basée sur une simple PCR directement a partir de colonies bactériennes
(Zaher et Cimolai, 1997). Le résultat est un profil de bandes électrophorétiques causées
par la variabilité des répétitions de la séquence consensus et la distance entre les copies
contigués causée par des insertions ou des délétions d'ADN. Deux souches présentant

le méme profil ERIC-PCR appartiennent au méme groupe clonal.

65



Caractérisation

mondial

A
[ \
Genotypique / Phénotypique
locale G ]
omportement de

PEGE croissance

= MLSA (4genes) Morphologie

g MLST (7genes) o

o= Propriétés

. g biochimiques

O

= Propriétés

o

= WGS sérologiques

S

g Propriétés

o rMLST (51genes) fonctionnelles ou

physiologiques
cgMLST 0]
wgMLST ’m\
SNPs v &
3 Epidémiologie \ - A J

Figure 16 Caractérisation microbiologique phénotypique et génotypique pour I'épidémiologie et le
typage d'Enterobacter.

L'électrophorese en champ pulsé (PFGE) est la technique de référence pour le typage
bactérien. Cette méthode implique la restriction enzymatique du génome bactérien a
l'aide de l'enzyme S1, la séparation des fragments d'ADN dans une chambre
d'électrophorese a champ pulsé et le classement clonale sur la base des modeles de
bandes PFGE (Neoh et al, 2019). Chez Enterobacter, les isolats présentant des motifs

identiques sont considérés comme « des clones indiscernables », ceux qui different
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entre 1 et 3 bandes sont considérés comme « étroitement apparentés », ceux qui
présentent 4 a 6 bandes comme « possiblement apparentés » et ceux qui présentent

un nombre supérieur ou égal a 7 comme « non apparentés » (Dalben et al., 2008).

Le typage a l'aide du Multilocus Sequence Typing (MLST) a généré 1799 séquences
types (ST) au 2022. Le typage est basé sur 7 genes housekeeping d'Enterobacter (dnaA,
fusA, gyrB, leusS, pyrG, rplB, rpoB). Pour réaliser l'identification du MLST, il est nécessaire
de procéder a I'amplification individuelle de chacun des génes séparément, puis au
séquencage comme mentionné dans les sections précédentes. Le typage est effectué
directement sur le serveur public

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst ecloacae seqdef avec des fichiers fasta. Si la

séquence n'est pas trouvée dans la base de données, une soumission de séquence est
faite pour le traitement des alleles et I'attribution ultérieure du profil MLST et de son

numéro ST respectif.

Le typage au cours d'une épidémie peut étre rapidement analysé a I'aide des profils
MLST, ou de la séquence concaténée des 7 genes housekeeping d'Enterobacter, alignée
a l'aide de MEGA X. Ces données peuvent étre visualisées sur le serveur web interactif

Phyloviz disponible a I'adresse https://www.phyloviz.net/.

6.3.2 Typage par WGS

Lorsque le génome complet est disponible, le typage est effectué directement dans

PubMLST ou peut étre effectué dans la plateforme interactive du Center for Genomic

Epidemiology disponible sur https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/ (Larsen et al.,
2012).

67



Le WGS permet une analyse rapide de la structure d'une population bactérienne au
niveau local ou global. Cette technique peut étre utilisée pour le typage en utilisant le

core genome MLST (cgMLST), le whole genome MLST (wgMLST) ou le SNP.

Bien que le SNP soit actuellement considéré comme la méthode la plus adaptée a
I'étude épidémiologique des pathogenes, les différentes plateformes utilisées rendent
difficile la standardisation des résultats, c'est pourquoi le typage cgMLST et wgMLST

représente une alternative intéressante.

Actuellement, des profils cg- et wgMLST ont été établis pour certains agents
pathogenes tels que Salmonella ou E. coli, mais il n‘en existe pas pour Enterobacter.
Cependant, certains serveurs web fournissent une approximation fiable de cette
analyse, comme PGAdb-builder (Liu et al, 2016). Le typage cg- et wgMLST nécessite
une base de données des alleles pangénomiques (PGAdb) pour la population d'un
organisme bactérien. Cette analyse peut étre effectuée sur la plateforme web PGAdb-

builder disponible sur http://wgmlstdb.imst.nsysu.edu.tw/. Le serveur génére une

matrice d'alleles, une matrice de présence/absence, une matrice de distance et un arbre

au format newick.

Enfin, I'analyse SNP peut étre effectuée sur diverses plateformes ou en ligne de
commande. Une alternative rapide et fiable pour I'analyse des SNP est la plateforme
du Centre d'épidémiologie génomique. Le software (SNP)-based CSI phylogeny Web

server disponible sur https://cge.food.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/ est une méthode

qui cartographie chaque conting par rapport a un génome de référence en utilisant
BWA v. 0. 7.2. Ensuite, les SNP sont appelés a I'aide de SAMtools v. 0.1.18 en excluant
les SNP situés a moins de 10 bases les uns des autres. Enfin, CSI renvoie un fichier

newick pour la visualisation des arbres (Kaas et al,, 2014).
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6.4 Analyse du génome

Le WGS permet l'analyse du contenu génomique d'un micro-organisme (Figure 17).
L'analyse du contenu génomique est un outil puissant, non seulement pour
I'épidémiologie moléculaire, mais aussi pour une recherche approfondie de données
importantes pour le diagnostic ou le traitement. Les outils bioinformatiques utilisés

dans ce travail pour la génomique comparative sont mentionnés ci-dessous.

Bacterie Analyse génomique

Information sur le contenu
génomique total d'une souche

Informations sur le
background chromosomique

ADN plasmidiqu

Informations spécifiques a un
geéne particulier

énes de résistance ; .
Gf: esde .esls ce; Information dans le vecteur
énes de virulence . .
& pour un géne spécifique

Figure 17 Analyse du contenu génomique d'un micro-organisme

Le processus consistant a passer d'un fichier de contigs (séquences de nucléotides) a
un fichier contenant des séquences d'acides aminés, c'est-a-dire I'ensemble des

protéines qui sont codées dans le génome, est appelé annotation du génome.

L'annotation nous permet de connaitre le contenu génétique au niveau des protéines.

Il existe différents outils bioinformatiques pour I'annotation et chacun d'entre eux a ses
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avantages et ses inconvénients. Dans ce travail, nous avons utilisé le service RAST

(Rapid Annotation using Subsystem Technology) disponible sur https://rast.nmpdr.org

et Prokka (Seemann, 2014). RAST et Prokka sont des services entierement automatisé
qui permet d'annoter les génomes bactériens en identifiant les genes codant pour les
protéines, les ARNr et les ARNt, en attribuant des fonctions aux genes et en

reconstruisant le réseau métabolique (Aziz et al., 2008).

L'analyse du pangénome a été réalisée a I'aide du logiciel Roary qui est un pipeline
autonome de pan génome a grande vitesse, qui prend des assemblages annotés au
format GFF3 (produit par Prokka) et calcule le pan génome. Il peut analyser des
ensembles de données avec des milliers d'échantillons, ce qui est infaisable du point
de vue informatique avec les méthodes existantes, sans compromettre la qualité des

résultats (https://sanger-pathogens.qgithub.io/Roary/).

En outre, les archives génomiques sont abstraites. Par conséquent, les outils
bioinformatiques sont importants pour visualiser le génome d'une maniere graphique
qui permet une meilleure compréhension du génome. Des outils tels que DNAPIotter

du Sanger Institute, disponible sur https://www.sanger.ac.uk/tool/dnaplotter/, peuvent

étre utilisés pour visualiser le génome. Cet outil est une application Java interactive
permettant de générer des représentations linéaires ou circulaires du génome (Carver
et al, 2009). Un autre outil graphique permettant la visualisation du génome et la
génération de cartes circulaires est CGView Server, disponible a [I'adresse

https://cgview.ca/.

Lorsque le génome complet est disponible, un monde de possibilités s'ouvre pour
étudier non seulement les genes d'intérét mais aussi I'ensemble du génome central
d'un micro-organisme. Pour I'étude du génome central, il existe plusieurs outils qui
seront sélectionnés en fonction des besoins du chercheur. Par exemple, le serveur web

Center for Genomic Epidemiology propose divers outils pour lI'analyse du résistome
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(https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/). ResFinder 4.0 fournit des

antibiogrammes in silico qui sont jusqu'a >95% fiables par rapport aux tests
phénotypiques (Bortolaia et al., 2020). Un autre outil convivial et facilement accessible
pour étudier le résistome de base est CARD 2020 (Comprehensive Antibiotic Resistance

Database) disponible a I'adresse https://card.mcmaster.ca/. CARD est une base de

données qui permet la comparaison BLAST pour fournir des séquences moléculaires et
des données de référence de qualité entre les séquences de référence pour la
prédiction du résistome (Alcock et al,, 2020). CARD est également disponible en tant

qgu'extension de CGView Server.

L'analyse du virulome de base peut étre effectuée sur le serveur web du Center for
Genomic Epidemiology disponible a I'adresse

https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/. Bien que la base de données VFDB

(Virulence Factor Database) soit la plus couramment utilisée, elle est disponible sur le

site http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm. VFDB identifie systématiquement les facteurs

de virulence connus ou potentiels dans les génomes bactériens entiers et/ou en draft
(Liu et al., 2019). Apres I'analyse, une curation manuelle des génes peut étre effectuée

a l'aide de BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cai) du NCBI. Certains des outils

bioinformatiques pour la caractérisation et le typage des génomes bactériens sont

présentés dans la Figure 18.
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Figure 18 Schéma général présentant certains des outils bioinformatiques pour la caractérisation et le

typage génomique chez les bactéries.
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3. Lipopolysaccharides



7.1 Fonction et biogenese du lipopolysaccharide

Les bactéries a Gram-négatif aussi dénommées bactéries bimembranées sont
caractérisées par une enveloppe composée de deux membranes : une membrane
interne (MI) et une membrane externe (ME), qui ont toutes deux pour fonction
d'assurer l'interaction de la bactérie avec son environnement. Ces deux membranes
sont séparées par un compartiment aqueux appelé périplasme, qui contient le
peptidoglycane (Figure 19) (Silhavy et al, 2010). La ME sert de premiere ligne de
défense contre I'environnement extérieur et se caractérise par une bicouche hautement
asymétrique contenant des phospholipides dans le feuillet interne et des molécules de

LPS dans le feuillet externe (Bos et al., 2007 ; Kamio & Nilkaido, 1976).
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Figure 19 Architecture de I'enveloppe des bactéries a Gram-négatif. Tiré de Bertani & Ruiz, 2018.
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7.2 Endotoxines, lipopolysaccharides

Le LPS est exprimé de maniére ubiquitaire dans toutes les bactéries a Gram-négatif car
il est nécessaire a l'intégrité structurelle et fonctionnelle de la membrane externe
(Whitfield & Trent, 2014 ; Erridge et al, 2002 ; Simpson & Trent, 2020). La
reconnaissance des LPS par le systeme immunitaire inné, en particulier par les
monocytes et les macrophages, a évolué pour permettre a I'h6te (mammifere) de
reconnaitre et de réagir rapidement aux infections causées par des bactéries a Gram-
négatif (Simpson & Trent, 2020). Cependant, au cours de processus de chocs septiques,
ou les LPS peuvent se localiser dans la circulation sanguine (systémique), une réaction
inflammatoire systémique peut se produire, entrainant une défaillance multiviscérale,
un choc et potentiellement la mort (Raetz & Whitfield, 2002). La distribution
asymétrique des LPS sur la surface bactérienne fonctionne comme une barriére
puissante, imperméable a de nombreux composés toxiques, y compris les antibiotiques

(Nikaido & Vaara, 1985).

7.3 Structure du LPS

Le terme lipopolysaccharide a été utilisé pour désigner la structure de I'endotoxine
constituée d'un assemblage de lipides et de glucides. Les premiers travaux sur
I'élucidation de la structure des LPS ont été initiés au début des années 1950 par
Luderitz et Westphal, dont les travaux basés sur une extraction acide ont montré la
présence de portions d'hydrates de carbone libres, appelées lipide A (Westphal et al.,
1981). Dans les années 1960 a 1980, il a été démontré que le lipide A était la molécule
responsable des activités biologiques (Galanos et al, 1979 ; Lideritz et al, 1984). Le
groupe de Tetsuo Shiba et ses collaborateurs ont démontré que le lipide A était le
centre endotoxique de la molécule a partir de préparations synthétiques du lipide A

(Tanamoto et al., 1984).
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Aujourd'hui, a l'aide de diverses méthodologies telles que la RMN (Résonance
Magnétique Nucléaire), la CLHP «HPLC » (Chromatographie Liquide a Haute
Performance) et les études d'épitopes, I'architecture générale des LPS des bactéries a

Gram-négatif a été caractérisée (Figure 20).

La structure des LPS est un élément clé pour la compréhension de leurs activités. En
effet, les activités des molécules de LPS sont entre autres définies et modulées par leurs

structures et surtout par la structure de la région lipide A.

L'architecture globale des LPS, qui sont des molécules amphiphiles, peut se
décomposer en trois régions distinctes : une région lipidique hydrophobe (lipide A) et
une région osidique hydrophile constituée par un noyau oligosaccharidique «core», et
une région polysaccharidique portant la spécificité sérologique O (chaine O-

spécifique).
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Figure 20 Structure générale du LPS des bactéries a Gram-négatif.
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7.3.1 La chaine O

La chaine O-spécifique est un polysaccharide constitué d'unités répétées d'un a huit
sucres dont la nature varie selon les souches bactériennes et pouvant se répéter jusqu’a
50 fois. Cette variabilité de chaine, de liaison chimique, de substitution, génére ainsi
une grande diversité qui est corroborée par I'observation de centaines de sérotypes
pour une seule bactérie. La synthese incomplete des chaines génére des structures
contenantes entre 0 et 50 unités, ce qui donne lieu a des motifs en échelle qui est
observé lors de la révélation d'une électrophorése SDS-PAGE (Electrophorése en Gel
de Polyacrylamide contenant du Dodécysulfate de Sodium) en raison des différents
poids moléculaires des LPS. Le polysaccharide est le principal antigéne ciblé par la
réponse immunitaire car il s'agit de la partie la plus externe, c'est donc la partie
antigénique des LPS et c'est vers cette région que sont dirigés les anticorps. Elle

détermine donc la spécificité sérologique de la bactérie.

La chaine O joue un r6le dans I'activation et I'inhibition du systéme du complément
(Joiner et al., 1986), et chez de nombreux micro-organismes la chaine O est essentielle

a leur survie chez I'hote (Joiner et al., 1984 ; Saladowski et al., 2001).

7.3.2 Core polysaccharide

Contrairement a la chaine O, la région centrale des LPS, composée d'oligosaccharides,
est beaucoup plus conservée entre les différentes souches et especes bactériennes
(Steimle et al.,, 2016 ; Brandenburg & Wiese, 2004). La Figure 21 montre un exemple
de la diversité des structures centrales dans différentes bactéries a Gram-négatif

pathogenes.

Contrairement au core interne, le core externe est plus variable et contient des sucres

hexose plus communs tels que le glucose, le galactose, la N-acétyl glucosamine et la
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N-acétyl galactosamine (région hexose). Le core interne est caractérisé par la présence
de sucres plus inhabituels tels que le Kdo et I'heptose. Le Kdo est présent dans presque
tous les LPS et se lie au lipide A via ses hydrates de carbone, sauf chez Acinetobacter et
Burkholderia cepacia (Maldonado et al., 2016 ; Vinogradov et al., 1997). Il est intéressant
de noter que la bactérie peut se passer de la chaine latérale O et de la majeure partie
du core, mais que le résidu Kdo est absolument nécessaire (Helander et al., 1988). Enfin,
bien que la partie active soit le lipide A, la nature et le nombre de sucres et des
substituants ont un impact sur la modulation de I'activité endotoxinique (Figure 21 et

Figure 22) (Raetz & Whitfield, 2002)
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Figure 21 Structures du core de pathogénes a Gram-négatif. Exemples de types de core central

montrant une variété de structures. Tiré de Erridge et al., 2002.
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Figure 22 Modéle des membranes interne et externe de E. coli K-12. Tiré de Raetz & Whitfield, 2002

7.3.3 Structure générale du lipide A

Comme mentionné ci-dessus, le lipide A est la partie responsable de [I'activité
endotoxinique. Structurellement, il est composé d'un disaccharide de D-glucosamine
liées en B-(1-6) B-D-GIcN-(1-6)-a-D-GIcN ayant deux groupes phosphates aux
positions 1 et 4'. Les deux phosphates peuvent en outre étre substitués par d'autres
groupes phosphates, de [I'éthanolamine, de [I'éthanolamine phosphate, de
I'éthanolamine diphosphate, du GlcN, du 4-amino-4-désoxy-L-arabino-pyranose et du
p-arabino-fructose (Figue 23) (Steimle et al,, 2016 ; Homma et al., 1985, Kotani et al.,
1985). Le lipide A est incorporé dans la membrane externe bactérienne principalement
par des interactions hydrophobes et électrostatiques. La partie diglucosamine est
orientée vers I'extérieur tandis que les chaines acylées « acides gras » sont orientées
vers l'intérieur hydrophobe de la membrane (Raetz & Whisfield, 2002). Cependant, les

structures des lipides A varient méme au sein d'une méme espéece (Raetz & Whisfield,
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2002). Les résidus de sucre du squelette saccharidique avec principalement des 2-
amino-2-déoxy-p-glucopyranoses (D-GlcpN) peuvent également contenir un amino
supplémentaire (D-GlcpN3N) (Molinaro et al, 2015 ; Roppel & Mayer, 1975). Parmi
d'autres différences importantes, nous pouvons trouver des variations dans le nombre,
la position et la longueur des acides gras, la présence de groupes polaires ou de
groupes phosphates (Raetz et al,, 2007). Le motif de phosphorylation n'est pas non
plus conservé parmi les espéeces bactériennes et le fait d'avoir une charge négative
(phosphate libre) permet aux bactéries de modifier leur charge nette de surface
(Molinaro et al., 2015) qui varie en fonction des changements environnementaux tels
que la température ou le pH. Cette charge est importante pour les mécanismes
d’'échappement pour contrer le systeme immunitaire, pour se protéger de l'action des

antibiotiques ou de peptides antimicrobiens (Figure 24) (Steimle et al.,, 2016).
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7.4 Biogeneése du LPS

Différentes enzymes sont impliquées dans la biosynthése du LPS (Table 8) a partir
d'une molécule d'UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc) en un disaccharide-1-P,
Kdoz-lipide A aboutissant au LPS comme le montre la Figure 25. La premiére étape
est la synthese du Kdoz-lipide A (Raetz & Whisfield, 2002), la voie est médiée par les
neuf enzymes présentées dans le tableau et a lieu dans le cytoplasme et a la surface
de la membrane interne. Les trois premieres réactions aboutissent a I'addition de deux
chaines d'acides gras 3-OH (Figure 25). Le produit résultant est ensuite hydrolysé par
LpxH pour former le lipide X (Banisnki et al., 2002 ; Babinski et al., 2002), LpxB condense
le lipide X pour former le disaccharide-1-P (Crowell et al., 1986). Les enzymes catalysant
les réactions suivantes (LpxK, KdtA, LpxL et LpxM) forment le lipide IV A (Garet et al.,
1988 ; Garet et al., 1997). Le lipide IV A est complété par deux résidus Kdo pour donner
naissance au Kdoo-lipide A (Figure 25) (Brozek & Raetz, 1990), la structure minimale

nécessaire du LPS pour la viabilité des cellules.

Chez E. coli et Salmonella, les geénes nécessaires a la biosynthese des oligosaccharides
de base sont présents dans trois opérons (gmhD, waaQ, kdtA) (Roncero & Casadaban,
1992). L'opéron gmhD est nécessaire a la biosynthese des oligosaccharides du core
interne, ainsi qu'a la biosynthese et au transfert de I'Hep et a la liaison de I'antigene O
au lipide central A (Schnaitman & Klena, 1993 ; Whitfield et al, 1997) tandis que I'opéron
waaQ est responsable de la biosynthése des oligosaccharides du core externe et de
leur modification, et enfin I'opéron kdtA ajoute des résidus Kdo au lipide IV A (Figure

26) (Brozken et al., 1989).
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Tableau 8 Enzymes nécessaires a la biosynthése du lipide A. Tableau modifié d'apres
Wang & Quinn, 2010

Enzymes Geénes Fonction

LpxA [pxA LpxA catalyse l'acylation grasse de I'UDP-GIcNAc. Il nécessite la
protéine porteuse thioester R-3-hydroxymyristoyl acyle comme
donneur

LpxC [pxC LpxC catalyse la désacétylation de I'UDP-3-O-(acyl)-GIcNAc qui est
I'étape réellement engagée de la biosynthése des lipides A

LpxD lpxD LpxD ajoute une deuxiéme chaine R-3-hydroxymyristate pour fabriquer
I'UDP-2,3-diacyl-GIcN

LpxH lpxH LpxH clive la liaison pyrophosphate de I'UDP-2,3-diacyl-GIcN pour
former le lipide X

LpxB lpxB LpxB condense I'UDP-2,3-diacyl-GIcN avec le lipide X pour former la
liaison 1'-6 dans le lipide A

LpxK [pxK LpxK phosphoryle la position 4' du disaccharide 1-phosphate généré
par LpxB pour former le lipide IV a

KdtA kdtA KdtA incorpore deux résidus Kdo en position 6’ du lipide IV a

LpxL IpxL LpxL ajoute un résidu lauroyle secondaire a la chaine d'acide gras en
position 2' du lipide A. Il préfere les donneurs d'acyl-ACP

LpxM [pxM LpxM ajoute un résidu lauroyle secondaire a la chaine d'acide gras en

position 3' du lipide A. Il préfere les donneurs d'acyl-ACP
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Figure 26 Ajout de I'antigéne O pour former le lipopolysaccharide. Tiré de Simpson & Trent, 2019.

D’aprés Brozken et al., 1989.

L'antigéne O est synthétisé sur la surface cytoplasmique de la membrane interne. Les

genes rfb d'E. coli et de Salmonella sont responsables de la synthese des sucres de

I'antigene O et les glycosyltransférases sont responsables de leur assemblage et de leur

transfert a travers la membrane interne (Raetz & Whitfield, 2002). La structure

résultante peut étre homopolymérique ou hétéropolymérique, la liaison des unités

peut étre linéaire ou ramifiée, et chaque structure unitaire peut différer par le type de

monomere, la position et la stéréochimie des liaisons O-glycosidiques. Apres la

synthese, le lipide central A et le O-antigene sont transportés (Table 9) vers le

périplasme de la membrane interne, ou le O-antigéne est polymérisé par Wzy et Wzz

et lié au lipide central A par Waal, ce qui donne un LPS naissant (Figure 27)

(Abeyrathne et al., 2005).
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Figure 27 Etape 2 de la biosynthése et de I'exportation des LPS et de leurs précurseurs en utilisant E.

coli comme modéle de référence. D'aprés Abeyrathne et al., 2005.

Tableau 9 Enzymes impliquées dans le transport du LPS et de ses précurseurs. Tableau
modifié d'apres Wang & Quinn, 2010

Enzymes Geénes Fonction

MsbA msbA  MsbA est un transporteur ABC essentiel. Il exporte le noyau-lipide
A de la face cytoplasmique vers la face périplasmique de la
membrane interne

Wzx Wzx Wzx exporte |'antigene O-phosphate d'undécoprénol de la face
cytoplasmique vers la face périplasmique de la membrane interne

LptA [ptA LptA est une protéine périplasmique nécessaire au transport du LPS a
travers le périplasme

LptB IptB LptB est une protéine cytoplasmique associée a la membrane interne. Il est
nécessaire au transport du LPS a travers le périplasme

LptC [ptC LptC est une protéine de la membrane interne nécessaire au transport du

LPS a travers le périplasme
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LptD [ptD LptD est une protéine essentielle de la membrane externe du barillet f. Il
est nécessaire pour l'assemblage du LPS a la surface externe de la
membrane externe

LptE IptE LptE est une lipoprotéine essentielle de la membrane externe. |l est
nécessaire pour I'assemblage du LPS a la surface externe de la membrane
externe

LptF IptF Le LptF est une protéine de la membrane interne nécessaire au transport
du LPS a travers le périplasme

LptG IptG Le LptG est une protéine de la membrane interne nécessaire au transport

du LPS a travers le périplasme

7.5 Modifications

Les bactéries a Gram-négatif n‘ont pas seulement développé une extraordinaire voie
de synthése et de transport des LPS, elles ont également mis au point de nombreuses
stratégies de modification de leurs LPS, ce qui est associé a la survie des bactéries car
ces modifications peuvent modifier la composition de la membrane cellulaire, ce qui
leur permet de résister aux changements de leur environnement et de I'hGte, En ce
sens, la modification de la structure des lipides A les aide a résister aux peptides
antimicrobiens cationiques (Cationic Antimicrobial Peptides ou CAMPs en anglais)
libérés par le systeme immunitaire de I'hote et les modifications les aident également
a échapper a la reconnaissance par le récepteur TLR4, un récepteur de la réponse
immunitaire innée. Les principales enzymes impliquées dans les modifications

covalentes des lipides A sont présentées dans le Tableau 10.
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Tableau 10 Enzymes impliquées dans la modification structurale du lipide A chez les
bactéries a Gram-négatif. Tableau modifié d'apres Wang & Quinn, 2010

Enzymes Geénes Fonction

LpxE lpxE LpxE supprime le groupe phosphate de la position 1 du lipide A

LpxF lpxF LpxF supprime le groupe phosphate de la position 4’ du lipide A

LpxO lpxO LpxO ajoute un groupe OH en position o ¢

ArnT arnT ArnT transfere l'unité L -Ara4N au lipide A

LpxR lpxR LpxR catalyse I'élimination de la fraction 3'-acyloxyacyle

PaglL pagl PagL élimine la chaine acyle liée en 3-O du lipide A

PagP pagP PagP transfere un palmitate des glycérophospholipides vers la position 2
du lipide A

pmrc pmrC PmrC ajoute une phosphoéthanolamine en position 1 du lipide A

LpxXL lpxXL LpxXL ajoute une tres longue chaine d'acides gras en position B »

LpxT lpxT LpxT transfere un groupe phosphate au 1-phosphate du lipide A

LpxQ LpxQ [pxQ oxyde la glucosamine proximale du lipide A pour former une unité

aminogluconate

LmtA ImtA LmtA catalyse la méthylation du 1-phosphate du lipide A

Récemment, il a été signalé que la régulation des modifications au niveau de la
structure des lipides A est sous le contréle du systeme a deux composants PhoO-PhoQ
(Figure 28), ainsi que du systeme PmrA-PmrB (Guo et al.,, 1997 ; Groisman et al., 2021).
Le premier est un systeme qui contréle la virulence, sert de médiateur a I'adaptation a
I'environnement et régule de nombreuses activités chez les bactéries a Gram-négatif
(Soncini et al, 1996 ; Groisman, 2001), et l'activation de ce systeme peut entrainer
I'activation ou la répression de plus de 40 génes (Gooderham & Hancock 2009). Dans
le cas du second systeme, PmrA, I'exemple le plus clair est la régulation de I'opéron arn
(Figure 29) (Gunn et al., 1988) qui incorpore un 4-amino-4-désoxy-a.-.-arabinose (o.-L-

Ara4N) dans le lipide A (Figure 30) (Raetz et al., 2018 ; Breazeale et al., 2003).

89



i High Fe* Low Mg?* Periplasm

J Yae Nl |

— Inner membrane

Und-P-a-L-AradN

UDP-Glucuronic Acid

arnBCADTEF prvD

Figure 28 System a deux composants PhoP-PhoQ et PmrA-PmrB responsables des modifications du
LPS. Tiré de Wang & Quinn, 2010

i i Undecaprenyl! Core
Periplasm Phosphate-a-L-AradN Sugars
AmT 0
ﬁ ﬁ 1 I L-Ara4N Modified . H %i Lipid A
Lipid A :
™. AmEF ? nner
; Undecapreny! y
" Phosphate-a-L-AradFN Membrane

Undecaprenyl
Phosphate

ArnC ArmD
UDP-L-AradN

H
oZ N T— NH,
e ot
HO HO
uDP oH Formate oH
H
e B
NH, o N
0 N-10 formyl- o
HO HO
OH OH

Cytoplasm
UDP  ArnA (N-terminus) upP
UDP-p-L-AradFN
a-Ketoglutarate
AmB Glutamate
HO__O HO__.O HO
co, NAD* 2 NAD*
=T R Ty ey
HO HO HO HO'
OH OH OH
UDP ArnA uppP ArnA uppP Ugd upp
(C-terminus) (C-terminus)
UDP-4-Ketopentose UDP-Glucuronic Acid UDP-Glucose

Figure 29 La formation de la fraction L-Ara4N commence par I'oxydation de I'UDP-glucose en acide
UDP-glucuronique. Tiré de Raetz et al., 2007

90



A ce jour, on a décrit quatre enzymes qui interviennent dans la modification des chaines
d'acides gras du lipide A, a savoir PgaP, PagL, IpxR et LpxO. La premiere d'entre elles,
PagP, est une palmitoyl transférase qui transfére un palmitate au lipide A, résultant en
une structure heptaacylée (Ahn et al., 2004). La PagP est régulée par le systeme PhoP-
PhoQ et confére une résistance aux CAMPs chez Salmonella, elle a également été

caractérisée chez E. coli (Hwang et al., 2004 ; Bishop, 2008).

La PagL est une lipase qui élimine la chaine acyle liée en 3-O du lipide A, mais elle ne
confere pas la méme résistance aux CAMPs que la PagP (Kawasaki et al., 2004).

LpxR est une autre enzyme qui élimine le résidu 3'-acyloxyacyl du lipide A de
Salmonella (Reynolds et al., 2006), des orthologues du gene [pxR existent dans
plusieurs bactéries a Gram-négatif comme Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica,
E. coli O157 : H7 et Vibrio cholerae. LpxR n'est pas régulé par le systéme PhoP-PhoQ et

nécessite du Ca®* pour son activité enzymatique (Reynolds et al., 2006).

Le gene [pxO (909 pb) code pour une protéine de 302 acides aminés dont la séquence
est similaire a celle de l'aspartyl/asparaginyl B-hydroxylase des mammiferes, une
dioxygénase dépendante du Fe2+/ketoglutarate, et présente des similitudes avec
d'autres genes responsables de la modification des lipides A de certains pathogenes
tels que Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Bordetella pertussis, Legionella
pneumophila et Salmonella. LpxO est une protéine de la membrane interne qui peut
générer un 2-OH a la position 3' du lipide A de Salmonella (Gibbons et al., 2000, 2008).
Cette hydroxylation est indépendante du transport de MsbA et n'est pas régulée par
les systemes PhoP-PhoQ ou PmrA-PmrB. Enfin, les modifications spécifiques du lipide

A sont présentées dans la Figure 30.
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7.5.1 2-hydroxylation d'un acide gras

Comme mentionné ci-dessus, LpxO est une enzyme de la membrane interne sensible
au stress (Figure 31) qui hydroxyle la chaine latérale 3' myristoyle du Kdoz-lipide A en
présence de O; en utilisant Fe?* et le a-ketoglutarate comme cofacteurs (Gibbons et
al., 2000, 2008) générant du -2-hydroxymyristate (2HM). Les études sur le role de cette
modification dans la virulence sont rares (Fernandez et al., 2018). Cependant, on sait
que l'expression de cette protéine et un niveau approprié d'hydroxylation des lipides
A sont cruciaux pour la réplication de S. Typhimurium dans les macrophages et pour la
colonisation systémique chez la souris (Moreira et al., 2013) en plus de la réduction de
la réponse inflammatoire observée chez Klebsiella pneumoniae (Llobet et al., 2015).
Récemment, il a été démontré que la régulation de LpxO est médiée par Fnr et ArcA

(Figure 31) (Fernandez et al.,, 2018).

PagL*

—
LpxR* PagP
*Not in E. coli K-12

Figure 30 Principales modifications covalentes du Kdo2-lipide A chez E. coli K-12 et Salmonella comme

référence pour les modifications du LPS chez les bactéries a Gram-négatif. Tiré de Raetz et al., 2007
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CONTEXTE ET OBJECTIFS
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Contexte

L'hSpital Antoine Béclere est un établissement public appartenant a I'AP-HP (Assistance
Publique - Hopitaux de Paris), Groupe Hospitalier Universitaire (GHU) qui accueille
environ 8,3 millions de patients chaque année. L'h6pital Antoine Béclere dispose d'une
réanimation néonatale (RNN) adossée a une maternité de niveau Ill qui regoit de
nombreux nouveau-nés prématurés tout au long de l'année. C'est un hdpital
d'enseignement et de recherche rattaché a I'Université Paris-Saclay. Le service de
bactériologie-hygiéne, quant a lui, assure le suivi microbiologique des nouveau-nés
dont ceux admis en RNN, ainsi que la prévention et le contrdle des foyers épidémiques.
Fin 2015, une augmentation du nombre de bactériémies a Enterobacter a été observée
en RNN. Immédiatement apres I'identification du début de cette épidémie, les mesures
de prévention des infections associées aux soins ont été renforcées et un plan d'action
visant & rechercher le réservoir primaire a été mis en place. A cette fin, des prélévements
de surface ont été initiés et tous les nouveau-nés admis en réanimation néonatale ont

fait I'objet d'un dépistage pour la recherche d'Enterobacter spp.

Le taux de mortalité élevé associé au sepsis (70 %) et I'absence du profil classique de
multirésistance observé dans d'autres études ont suggéré I'existence d'un profil de
virulence particulier. La premiere difficulté majeure a laquelle I'unité de recherche a été
confrontée, a été l'identification précise des especes au sein du genre Enterobacter, car
comme mentionné dans la section d'introduction de ce manuscrit, sa taxonomie a subi
de nombreux changements au cours des 50 dernieres années. Actuellement, il existe
encore une ambiguité pour l'identification des isolats par MALDI-TOF, la méthode la
plus utilisée en routine pour I'identification des microorganismes au niveau de I'espece
dans la pratique clinique. Ainsi, I'intérét est né d'approfondir les connaissances sur
I'identification des especes au sein du genre Enterobacter et d'étudier I'hypothese selon
laquelle certaines modifications au niveau du LPS étaient directement reliées a la

gravité de la bactériémie chez les nouveau-nés.
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Objectif

L'objectif de cette these était l'identification de marqueurs microbiologiques et
épidémiologiques spécifiques des souches d'Enterobacter spp. responsables de

bactériémies chez les prématurés en RNN.

La premiere partie de mon travail a consisté a développer une méthodologie
moléculaire permettant I'identification précise au niveau de |'espece des bactéries du
genre Enterobacter, en raison de sa taxonomie complexe et de I'absence de méthodes
fiables en dehors du séquencage du génome entier. Je présente, en tant que premier
auteur, un premier article publié dans le journal Microbiology Spectrum de |'American
Society for Microbiology (ASM) en 2021 intitulé : « dnaJ: a new approach to identify

species within the genus Enterobacter».

La deuxiéme partie s'intéresse aux mesures de gestion et de controle de I'épidémie de
bactériémies a Enterobacter chez des nouveau-nés prématurés en utilisant le
séquencage du génome entier pour caractériser le contenu génétique des souches et
fournir une compréhension de la dynamique épidémiologique de I|'épidémie. Je
présente, en tant que premiere autour, un deuxieme article publié dans le journal
Microbiology Spectrum de |'American Society for Microbiology (ASM) en 2022,
intitulé : « Contaminated incubators: Source of a multispecies Enterobacter

outbreak of neonatal sepsis».

La troisieme partie consiste en la recherche et I'analyse de marqueurs de virulence
associés a la sévérité du sepsis. Nous présentons deux articles. Un premier article
(manuscrit en préparation pour le journal mBio), en tant que premier auteur, est
intitulé : « Comparative analysis of Enterobacter bugandensis genomes reveals
lineage-specific gene differences and evidence their high virulence ». Cet article

est également supplémenté avec I'analyse phénotypique et génotypique du résistome
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dans les souches SENSE. Enfin, je présente un deuxieme article, en tant que co-auteur,
publié dans la revue iScience de Cell Press en 2021, intitulé : « Presence of 2-
hydroxymyristate on endotoxins is associated with death in neonates with
Enterobacter cloacae complex septic shock ». Cet article est supplémenté avec la

construction d’'un mutant LpxO.
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Contexte

L'un des plus grands défis de la microbiologie est I'identification rapide et opportune
des especes impliquées dans un processus infectieux afin d'adapter le traitement du
patient pour vaincre l'infection. Au fil du temps, diverses techniques et méthodes ont
été développées pour l'identification microbienne. Cependant, méme aujourd'hui, il
existe encore des genres microbiens pour lesquels l'identification précise des especes
reste un défi. Dans ce contexte, le genre Enterobacter est I'un d'entre eux. En outre,
différentes stratégies d'identification ont été développées et, jusqu'a présent, le
meilleur schéma d'identification est celui proposé par Hoffmann et ses collegues en
2003, qui utilise la protéine de choc thermique Hsp60. Toutefois, ce schéma classe les
especes en groupes (Clusters) et certaines especes sont mal classées et deux sous-
espéeces peuvent partager le méme cluster. Voici quelques-unes des questions qui ont

conditionné I'élaboration du premier article :

e Existe-t-il une alternative a Hsp60 pour l'identification rapide et précise des 22

espéeces du genre Enterobacter ?

e Quel est I'impact clinique des especes d'Enterobacter ?

e L'identification précise des especes est-elle possible sans I'utilisation du génome

complet qui peut étre réalisé en pratique clinique ?

L'objectif général de I'article est d'optimiser des techniques couramment utilisées
comme la PCR et le séquencage d'amplicons pour permettre une identification au
niveau de |'espece validée par le séquengage du génome entier. Dans ce manuscrit,
nous avons dans un premier temps réalisé I'évaluation de la polymorphie de la protéine
de choc thermique Dnal également connue sous le nom de Hsp40. Les résultats ont

montré que ce polymorphisme est conservé au sein des espéeces. Dans un deuxieme
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temps, une PCR a été congue a lI'aide d'oligonucléotides dégénérés pour amplifier une
séquence spécifique du gene dnaJ en vue d'un séquengage ultérieur par la méthode
Sanger. Une analyse phylogénétique des séquences extraites des souches de référence
(ATCC) a montré une bonne discrimination permettant de différencier les différentes
espéeces au sein du genre. La technique a été validée en utilisant 100 génomes déposés
dans les bases de données. Enfin, notre méthode a été validée sur des souches
d'Enterobacter responsables de sepsis nosocomiaux en RNN, provenant d'une cohorte

rétrospective multicentrique (cohorte SENSE) séquencés par WGS.
En résumé, cet article propose une nouvelle approche pour l'identification rapide et

précise des especes du genre Enterobacter dans la pratique clinique, basée sur le

séquencage partiel du gene dnaJ préalablement amplifié par PCR.
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ABSTRACT The taxonomy of the genus Enterobacter can be confusing and has been
considerably revised in recent years. We propose a PCR and amplicon sequencing tech-
nique based on a partial sequence of the dnaJ gene for species assignment consistent
with DNA-DNA digital hybridization (dDDH) and pairwise average nucleotide identity
(ANI). We performed a validation of the method by comparing the type strains of each
species, sequences obtained from the GenBank database, and clinical specimens. Our
results show that the polymorphism of the target sequence of dnaJ allows the identifica-
tion of species. Using this gene, we assigned the species to 100 strains deposited in the
GenBank database that were consistent with the species assignment by dDDH and ANI.
The analysis showed that using the partial dnaJ sequence is congruent with WGS as far
as correct identification of Enterobacter species is concerned. Finally, we applied our dnaJ
method on a national collection of 68 strains identified as Enterobacter isolated from the
blood cultures of premature babies using an algorithm based on a type-strain library and
the SeqScape software. For the first time, we identified Enterobacter quasihormaechei in
blood cultures from four neonatal sepsis cases. We also noticed a higher prevalence of E.
bugandensis (36.3%; 32/88) and E. xiangfangensis (46.5%; 41/88). E. bugandensis is a novel
species recently described specifically in instances of neonatal sepsis. In conclusion,
sequencing a part of the dnaJ gene could be a quick, more economical, and highly dis-
criminating method of identifying Enterobacter species in clinical practice and research.

IMPORTANCE We propose a new approach for Enterobacter species identification based
on the diversity of the gene encoding the heat shock protein Dnal. This new tool can
be easily implemented in clinical laboratories in addition to identification by MALDI-TOF.

KEYWORDS Enterobacter bugandensis, Enterobacter cloacae, Enterobacter
quasihormaechei, Enterobacter, SeqScape software, dnaJ gene, gene PCR-sequencing,
neonates, sepsis, species identification

nterobacter species are increasingly involved in human infections particularly among

critically ill patients with sepsis. The incidence of these often-nosocomial infections is
particularly high in neonatology where they are facilitated by immune incompetence linked
to the immaturity of premature infants. (1, 2). The taxonomy of the genus Enterobacter has
been reevaluated in the last 10 years. Some species have been reclassified into other genera
such as Enterobacter aerogenes which has been moved to the genus Klebsiella (3). Recently,
Wu et al. suggested that Enterobacter timonensis should have been moved to a new genus
called Pseudenterobacter (4). Moreover, the concept of subspecies in the genus Enterobacter
has been a source of confusion and is no longer recommended (4). In recent years the use
of tools such as digital DNA-DNA hybridization (dDDH) and pairwise average nucleotide
identity (ANI) have allowed a more accurate classification of this genus. In particular, the
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DNA-DNA hybridization (DDH) 70% cutoff is now regarded as the “gold standard” for species
delineation (5). In practice, thresholds of 96.0% or 70.0% with ANI and dDDH (comparable
with DDH for all intents and purposes) have been used, respectively, for species identification
using Whole-Genome Sequencing (WGS) (6). The most recent taxonomic study of the ge-
nus Enterobacter according to the overall genome relatedness index (OGRI) using dDDH
and ANI values between the type strains showed that E. dissolvens, E. hoffmannii, E. hor-
maechei, and E. xiangfangensis are independent species. Furthermore, E. hormaechei subsp.
oharae and E. hormaechei subsp. steigerwaltii have been reclassified as E. xiangfangensis (4).
Nowadays, the genus Enterobacter consists of 22 species (Table 1). In a recent study Wu et al.
showed that E. asburiae, E. bugandentsis, E. cancerogenus, E. chengduentsis, E. cloacae, E. hoff-
mannii, E. huaxiensis, E. kobei, E. ludwigii, E. quasiroggenkampii, E. roggenkampii, and E. xiang-
fangensis are frequently isolated from blood cultures (4).

Correct species identification within the genus Enterobacter is still a challenge. Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrum (MALDI-TOF MS) is the
major tool used in clinical laboratories for bacterial identification. However, species identi-
fication using MALDI-TOF MS may have its limits (7). In clinical laboratories, tests based on
the phenotype and the MALDI-TOF MS usually identify Enterobacter isolates as E. cloacae,
thereby neglecting the clinical importance of other species in the hospital environment
(8). Nevertheless, a correct identification on the species-level is crucial for epidemiology,
pathogenesis, diagnosis, treatment, prognosis, and prevention (9, 10). According to Wu et
al.'s precise species study, among the 1,960 Enterobacter strains submitted in the GenBank,
only 80 (14.8%) of the 540 genomes labeled E. cloacae actually belonged to these species
(4). Several other species of the genus Enterobacter have also been associated with infec-
tions, particularly E. bugandensis in neonatal sepsis (11).

Although the WGS allows correct identification on the species-level, this tool is still
far from routine in clinical practice. It requires highly trained personnel for data assembly
and analysis, in addition to being too expensive to use in many countries. Faster and more
affordable methods of the species identification correlated with WGS as regards to species
identification, are essential in clinical microbiology.

The dnaJ housekeeping gene that encodes the heat shock protein 40 (Hsp40) has
been shown to have a high discriminating power in Enterobacterales showing better
resolution than 16S rRNA, tuf, hsp60, or atpD (12, 13). The dnaJ gene contains an immutable
sequence within each species of the genus Enterobacter that can be used for accurate identifi-
cation (14, 15).

In this study, we propose a PCR and amplicon sequencing method to correctly iden-
tify species within the genus Enterobacter using a partial sequence of the dnaJ gene.
Our method provides a highly discriminating tool in clinical practice.

RESULTS

dnaJ polymorphism analysis in Enterobacter type strains. The genomes of the 22
type strains were obtained from GenBank (Table 1). We extracted the partial sequence of the
dnaJ gene from position 385 to 1098 (714 bp), a region previously described for the analysis
of species in Enterobacterales (14). The DNA fragment is characterized by the presence of two
highly variable regions but identical within the same species (positions 541 to 558 and posi-
tions 1009 to 1027). We performed the alignment of the 22 sequences of the type strains. The
polymorphism within the sequence was visually inspected (Fig. 1). Visual analysis showed a
variation from 3.8% to 19.3% (corresponding to 27-138 different nucleotides). Using the align-
ment of the partial sequences of the dnaJ gene of the 22 type strains, we identified a percent-
age of similarity ranging from 87.8% to 95.9% (Table S1). The phylogenetic tree based on the
target sequence of the dnaJ gene showed that each species of the genus forms an independ-
ent branch separated from the others that allows for species discrimination (Fig. 2). In addition,
we determined the synonymous and nonsynonymous substitutions for a better understand-
ing of the evolutive molecular dynamics of the sequence (Table 1). In all type strains, the d\/ds
ratio was well below 1, clearly indicating a negative selection.

In silico validation of species-level identification using dnaJ. We downloaded
the genome of the 100 Enterobacter strains of interest that were taxonomically corrected in
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TABLE 1 Classification of the 22 type strains of the genus Enterobacter used in this study

Species (n = 22)

Accession

Type strain

Substitution rates?

Enterobacter asburiae

Enterobacter bugandensis

Enterobacter cancerogenus

Enterobacter chengduensis

Enterobacter chuandaensis

Enterobacter cloacae

Enterobacter dissolvens

Enterobacter hoffmannii

Enterobacter hormaechei

Enterobacter huaxiensis

Enterobacter kobei

Enterobacter ludwigii

Enterobacter mori

CP011863.1

LT992502.1

ERR1854846

CP043318.1

GCF_003594915.1

CP001918.1

WJWQO01000001.1

CP017186.1

MKEQO01000001.1

QZCT01000001.1

CP017181.1

CP017279.1

AEXB00000000.1

JCM 6051

EB-247

ATCC 35316

WCHECI-C4

090028

ATCC 13047

ATCC 23373

DSM 14563

ATCC 49162

090008

ATCC BAA-260

EN-119

LMG 25706

S=1833
N=530.7

ds = 0.2624
dy=0.0039
dy/ds=0.0147
5=187.8
N=526.2
dg=0.2265
dy=0.0019
d/ds = 0.0086
$=190.2
N=523.8
ds=0.3061
dy=0.0098
dy/ds = 0.0322
$=1758
N=538.2
dy=0.2814
dy=0.0038
dy/ds=0.0136
$=2136

N =500.4

d, = 0.2007
dy=0.0021
d\/ds=0.0103
5=186.7
N=527.3
d;=03218
dy=0.0019
d/ds = 0.0060
$=1925
N=5215
ds=0.3190

dy = 0.0020
dy/ds = 0.0061
$=180.2
N=533.8
dy=0.2423
dy=0.0019
d\/ds = 0.0079
5=1826
N=5314
ds=0.2536
dy=0.0019
dy/ds = 0.0076
S=1816
N=5324
dy=03211

dy = 0.0097
dy/ds = 0.0301
$=189.0
N=5250
dg=0.2929
dy=0.0019
d\/ds = 0.0066
S=1856
N=5284
ds=0.3056
dy=0.0039
dy/ds =0.0126
5=189.0
N=5250

Volume 9 Issue3 e01242-21

(Continued on next page)

@ spsstrany

MicrobiolSpectrum.asm.org 3

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/spectrum on 11 May 2022 by 193.52.24.6.


https://www.MicrobiolSpectrum.asm.org

Hernandez-Alonso et al.

TABLE 1 (Continued)

Species (n =22) Accession Type strain Substitution rates®
ds=0.1990
d, =0.0039
dy/ds=0.0198
Enterobacter oligotrophica AP019007.1 CCA6 $=1838
N=530.2
ds=0.2296
d, =0.0039
d\/ds;=0.0169
Enterobacter quasihormaechei SJONO01000001.1 WCHEs120003 $=1814
N=532.6
ds=0.2401
d, =0.0058
dy/ds =0.0242
Enterobacter quasimori RXRX00000000.1 090044 S=181.1
N=532.9
ds=0.2380
d, =0.0019
d\/ds =0.0081
Enterobacter quasiroggenkampii LFDQ00000000.2 WCHECL1060 $=1915
N=5225
ds=0.2672
d, =0.0020
d,/ds=0.0074
Enterobacter roggenkampii CP017184.1 DSM 16690 $S=1914
N=522.6
d;=0.2424
d, =0.0020
dy/ds=0.0081
Enterobacter sichuanensis POVL01000001.1 WCHECI1597 $=1947
N=5193
ds=0.3025
d, =0.0020
d\/ds = 0.0065
Enterobacter soli LXES01000001.1 ATCC BAA-2102 $=2029
N=511.1
ds=0.4126
dy=0.0101
dy/ds =0.0244
Enterobacter wuhouensis S JO001000001.1 WCHES120002 $=1873
N=526.7
d;=0.2919
d, =0.0059
dy/ds=0.0201
Enterobacter xiangfangensis CP017183.1 LMG 27195 $=1916
N=5224
ds=0.1984
d, =0.0020
d\/ds =0.0099
“The parameters were calculated using the web server PAL2NAL (18). S, number of synonymous sites; N, number
of nonsynonymous sites; d,, synonymous substitution rate; d,, nonsynonymous substitution rate.

2020 to determine the relationship between their genomes and that of the type strains by
dDDH (Table S2). We found an interval between 74.4% and 100% as did other studies (3).
Next, we extracted the 714 bp partial sequence of the dnaJ gene from those 100 strains and
established the phylogenetic relationship in conjunction with the 22 dnaJ partial sequences
of the type strains. The resulting phylogenetic tree showed separate branches for each spe-
cies as was the case with dDDH (Fig. 3).

Species-identification using PCR and amplification sequencing of dnaJ is consistent
with the results of the ANI and dDDH methods. First, we used the same 20 Enterobacter
clinical strains previously sequenced by WGS in our laboratory (BioProject access number:
PRINA770343) in order to perform the PCR and amplicon sequencing of the dnaJ gene.
After amplification, the 714 bp amplicon of each strain was sequenced, and the alignment
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FIG 1 Logo plot of partial sequence of the dnaJ gene from position 385 to 1098 (714 bp). Sequence sets are shown relative to a dnaJ sequence of 22
different type strains of the genus Enterobacter (Table S2). The DNA fragment is characterized by the presence of two regions highly variable but conserved
intraspecies (positions 541 to 558 and positions 1009 to 1027, showed by red line) descripted previously (14). All DNA sequences are listed 5’ to 3'.

and construction of the phylogenetic tree was carried out in conjunction with the type
strains. The tree shows a clear distribution of the different species based on the sequence of
the dnaJ gene (Fig. 4). According to the results of the phylogenetic analysis, the species were
assigned as E. bugandensis, E. cancerogenus, E. cloacae, E. hoffmannii, E. quasihormaechei, and
E. xiangfangensis (Table 2).

Second, we used the WGS data to confirm the species using ANI and dDDH values. We
identified a range from 98.4% to 99.9% and 87.0% to 96.8% for ANI and dDDH, respectively
(Table 2). The results showed a correct species assignment using dnaJ confirmed by the ANI
and dDDH methods for 100% of the strains studied.

Application of the dnaJ target sequencing to clinical specimens. First, to verify
the usefulness of this new technique based on the PCR and amplicon sequencing of
the target dnaJ sequence as a diagnostic tool, we retrospectively analyzed 68 blood
cultures isolates (named SENSE1-68) previously identified using MALDI-TOF MS as E.

Volume 9 Issue3 e01242-21

MicrobiolSpectrum.asm.org 5

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/spectrum on 11 May 2022 by 193.52.24.6.


https://www.MicrobiolSpectrum.asm.org

Hernandez-Alonso et al.

0.02
0.01
0.02
0.01

0 0.03

0.05
901 0.03
0.01
0.03
&l

lo
o
o
Y

0.01
0.04
0.04
0
0.04
0.01
0.04
0.04
0 0.03
0] 0 0.03
0.01
0.01
0.01
0.02
0.04
_— 0.01
0.04
0.01
0.02
0.03
0.03
0.08
9]
0.05
0.1

Microbiolog
] Spéctru V

E. quasiroggenkampii (WCHECL 1060)
E. quasimori (090044)

E. roggenkampii (DSM 16690)
E. sichuanensis (WCHECI1597)
E. chuandaensis (090028)

E. bugandensis (EB-247)

E. chengduensis (WCHECI-C4)
E. asburiae (JCM 6051)

E. mori (LMG 25706)

E. wuhouensis (WCHES120002)
E. huaxiensis (090008)

E. oligotrophica (CCA6)

E. quasihormaechei (WCHEs120003)
E. hormaechei (ATCC 49162)

E. xiangfangensis (LMG 27195)
E. hoffmannii (DSM 14563)

E. ludwigii (EN-119)

E. kobei (ATCC BAA-260)

E. dissolvens (ATCC 23373)

E. cloacae (ATCC 13047)

E. soli (ATCC BAA-2102)

E. cancerogenus (ATCC 35316)

K. aerogenes

FIG 2 Molecular phylogenetic analysis of the partial sequence of the dnaJ gene of the type strains. The tree was inferred using the Neighbor-Joining
method under the Tamura-Nei model with a 1000-bootstrap test. The analysis involved 22 partial nucleotide sequences (714 bp) of the dnaJ gene. The
tree was rooted with the dnaJ sequence of K. aerogenes download from GenBank (AB008141.1). The dnaJ gene partial sequences of the type strains used

are available in the Table S2.

cloacae complex. We found 9 different species: E. bugandensis (n = 24), E. cancerogenus
(n = 1), E. dissolvens (n = 2), E. hoffmannii (n = 7), E. kobei (n = 2), E. ludwigii (n = 1), E.
mori (n = 1), E. quasihormaechei (n = 3), and E. xiangfangensis (n = 27). The most preva-
lent was E. xiangfangensis (40.0%) followed by E. bugandensis (35.0%) (Fig. 5).

Second, we developed a local library using all the 22 partial sequences of dnaJ of
the type strains in order to implement this method in the microbiology department of
our hospital. This library was uploaded in the SeqScape software that provides library
functions for comparison to a known group of sequences. After Sanger sequencing of
partial sequence of dnaJ of 68 Enterobacter clinical strains from a national collection
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FIG 3 Molecular phylogenetic analysis of the partial sequence of the dnaJ gene between GenBank strains
with the type strains (*). The tree was inferred using the Neighbor-Joining method under the Tamura-Nei
model with a 1000-bootstrap test. The analysis involved 122 partial nucleotide sequences (714 bp) of the
dnaJ) gene. The tree was rooted with the dnaJ sequence of K. aerogenes download from GenBank

(AB008141.1). All 122 dnaJ gene partial sequences are available in the Table S2.
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FIG 4 Molecular phylogenetic analysis of the partial sequence of the dnaJ gene of type strains and 20 relevant
clinical strains from blood culture sequenced by WGS. The tree was inferred using the Neighbor-Joining

method under the Tamura-Nei model with a 1000-bootstrap test. The

analysis involved 42 partial nucleotide

sequences (714 bp) of the dnaJ gene. The tree was rooted with the dnaJ sequence of K. aerogenes download
from GenBank (AB008141.1). The dnaJ gene partial sequences of the type strains (*) used are available in table

Supplementary text file 1 and the 20 clinical strains sequences are
number from MT665008.1 to MT665027.1.

available in GenBank with the access

(16) all sequencing files were compared with our library. All the 68 strains (100.0%)
matched with the species previously identified by phylogenetic analysis.

DISCUSSION

The correct identification of bacterial isolates is crucial to patient care. It is essential
in predicting the clinical prognosis as well as in choosing an adapted antibiotic regi-
men. However, for the genus Enterobacter, species identification is complicated. The
traditional methods used in clinical laboratories, fail to correctly identify the species.
Therefore, other methods are needed. Pavlovic et al. observed that MALDI-TOF MS was
inadequate to differentiate E. asburiae, E. hormaechei, E. kobei, and E. ludwigii from E.
cloacae (15). We developed a method based on a partial sequence of the dnaJ gene for

species identification within the genus Enterobacter.
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TABLE 2 Comparison of species identification of Enterobacter clinical strains by MALDI-TOF
MS and dnaJ gene sequencing as well as OGRI

MALDI-TOF MS OGRI
dnal _ |
Strain  Organism identified  Score Organism identified” ANI dDDH
ECH1 E. cloacae 2.12 Enterobacter xiangfangensis 99.00 91.70
ECH2 E. cloacae 2.09 Enterobacter xiangfangensis 98.98 91.00
ECH3 E. cloacae 2.08 Enterobacter xiangfangensis 99.01 91.60
ECH4 E. cloacae 2.19 Enterobacter bugandensis 98.69 92.70
ECH5 E. asburiae 2.00 Enterobacter bugandensis 98.53 95.80
ECH6 E. cloacae 2.23 Enterobacter xiangfangensis 99.99 91.60
ECH7 E. cloacae 2.05 Enterobacter bugandensis 98.68 93.80
ECH8 E. cloacae 2.14 Enterobacter quasihormaechei ~ 98.76 95.80
ECH9 E. asburiae 2.02 Enterobacter bugandensis 98.70 95.40
ECH10 E. asburiae 2.11 Enterobacter bugandensis 98.37 96.80
ECH11  E cloacae 212 Enterobacter xiangfangensis 99.00 91.40
ECH19  E. cancerogenus 212 Enterobacter cancerogenus 99.14 91.30
ECH20 E. cloacae 2.24 Enterobacter xiangfangensis 99.26 93.90
ECH21 E cloacae 2.21 Enterobacter xiangfangensis 99.24 94.00
ECH23 E. cloacae 2.16 Enterobacter xiangfangensis 98.99 91.20
ECH24  E. cloacae 2.18 Enterobacter xiangfangensis 99.03 91.70
ECH25 E. cloacae 2.18 Enterobacter xiangfangensis 99.19 93.50
ECH26 E. cloacae 2.09 Enterobacter cloacae 98.68 88.90
ECH27  E. kobei 2.06 Enterobacter bugandensis 98.44 87.00
ECH28 E. cloacae 2.16 Enterobacter hoffmannii 98.44 93.30

“Species assignation according to the most recent classification. OGRI, overall genome relatedness index; ANI,
average nucleotide identity; dDDH, digital DNA-DNA hybridization.

In silico analysis of the partial sequence of the dnaJ gene of the type strains showed a
high interspecies polymorphism verified by the analysis of the phylogenetic evolution of
the partial sequence of the genus Enterobacter (d,/ds; <1). We observed that the polymor-
phism of the dnaJ target sequence allows precise Enterobacter species identification.

As dDDH values have often been used in taxonomic studies, 100 recent genomes of dif-
ferent Enterobacter species were compared with the type strains to verify the correct spe-
cies assignment. We observed a range from 74.4% to 100.0%. Our results were consistent
with the Wu et al. study (4). We used these genome data to extract the partial sequence of
the dnaJ gene for phylogenetic analysis and species assignment. The results show 100%
accurate species assignment of the strains analyzed using dnaJ verified by dDDH.

A phylogenetic analysis based on the dnaJ gene supports the idea that, using only
this partial sequence, it is possible to obtain correct species identification in the genus
Enterobacter (Fig. 2 and 3). The method described here allows for a correct and rapid
species identification as valid as OGRI.

Using our PCR-sequencing dnaJ method, we observed that 18/20 (86.0%) of the
whole-genome sequenced Enterobacter clinical strains were misidentified by MALDI-
TOF MS. Only one strain among 15 (6.0%) corresponded to E. cloacae. 3 E. asburiae and
1 E. kobei were identified as E. bugandensis,11 E. xiangfangensis were misidentified as E.
cloacae, and one E. cloacae was identified as E. hoffmannii (Table 2). Those results were
correlated with OGRI analysis and dDDH.

Then we applied our method on a historical sampling of 68 blood culture Enterobacter
isolates from neonates. We found a high prevalence (40.0%) of E. xiangfangensis. We also
identified E. quasihormaechei, a novel species reported in 2020 (17). E. quasihormaechei
could share the same virulence and pathogenicity mechanisms as E. xiangfangensis, previ-
ously identified in other studies as E. hormaechei, a species that often exhibits resistance to
multiple commonly used antibiotics and persists in nosocomial environments (18). In this
study, we report for the first time to our knowledge, four E. quasihormaechei isolates from
blood cultures in patients with neonatal sepsis.

We also detected a high prevalence of E. bugandensis, another novel enterobacterial
species associated with severe clinical infections, particularly with neonatal sepsis, sug-
gesting that this element of the genus Enterobacter is an emergent species in Europe
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FIG 5 Molecular phylogenetic analysis of the partial sequence of the dnaJ gene between SENSE strains with the type strains (*). The tree was inferred using the
Neighbor-Joining method under the Tamura-Nei model with a 1000-bootstrap test. The analysis involved 68 partial nucleotide sequences (714 bp) of the dnaJ
gene. The tree was rooted with the dnaJ sequence of K. aerogenes download from GenBank (AB008141.1).
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(19, 20). E. bugandenisis is considered to be a highly pathogenic Enterobacter species
with specific virulence mechanisms and usually a multidrug resistant profile (7, 10).
Our preliminary analysis showed that our isolates identified as E. bugandensis are sus-
ceptible to third generation cephalosporins revealing an antibiotic resistance profile
different from that previously reported (data not shown) (19).

Several epidemiological studies reported a high prevalence of E. cloacae in clinical iso-
lates which is contrary to our findings where E. cloacae is less prevalent. The high preva-
lence of E. cloacae in other studies could be explained by species misidentification in the
genus Enterobacter (21-23). In clinical practice bacterial identification is necessary for a bet-
ter understanding of pathogenesis, virulence, and resistance to antibiotics. The fact is that
identifying Enterobacter species has considerable medical significance since each species
behaves differently: for instance, some are more likely to lead to nosocomial outbreaks
while other are more prone to developpe resistance to antibiotics. For example, in a recent
study, we showed that E. bugandensis is more virulent in neonates than other species due
to the presence of specific factors of virulence (24). Moreover, E. xiangfangensis and E. stei-
gerwaltii have the highest prevalence of resistance of third generation cephalosporins and
these two species were found to be especially prone to produce carbapenemases (25). In
the future, the correct identification of species of the genus Enterobacter will also improve
the understanding of their epidemiology in the clinical environment and will permit imple-
mention of better strategies in the prevention of health care-associated infections. It will
also improve patients’ prognosis and treatment.

In conclusion, our method, based on a partial dnaJ gene PCR and amplicon sequencing,
could be used in clinical practice as a specific, rapid, and highly discriminating tool, with
similar results to those obtained using OGRI methods, for the correct identification of
Enterobacter species. This improvement in correct identification can also facilitate the man-
agement of nosocomial outbreaks and promote rapid environmental monitoring.

MATERIALS AND METHODS

Phylogenetic and in silico analysis of the partial sequence of the dnaJ gene in type strains. The
22 type strain genomes were downloaded from GenBank for in silico analysis. We aligned the dnaJ gene
(1146 bp) and then extracted a partial sequence from position 385 to 1098 (714 bp). The alignment and
pairwise distancing were performed using the MUSCLE method (26). The Neighbor-Joining phylogenetic
tree was constructed with the Tamura-Nei model and a 1000-bootstrap test using MegAlign Pro
(DNASTAR) and MEGAX (27). We determined the numbers of synonymous (S) and nonsynonymous (N)
sites as well as the rates of synonymous (ds) and nonsynonymous (d,,) substitutions using the web site
http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html (28).

Determination of overall genome relatedness. The dDDH among 100 genomes selected from
GenBank (Table S1) and type strains of Enterobacter species were determined using the web-service
http://ggdc.dsmz.de (formula 2). The pairwise ANI and dDDH among 20 clinically relevant bacterial iso-
lates (Table 2) and type strains of Enterobacter species were determined using the web-service http:/
enve-omics.ce.gatech.edu/ani/ for ANI and the web-service GGDC for dDDH. A =70% dDDH or a =96%
ANI value was used as the cutoff to species assignation (29). The genome of the 20 clinically relevant
strains conveniently used in this study have been deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the BioProject
accession number PRINA770343.

Designing of primers, PCR, and amplicon sequencing of the partial dnaJ gene. Degenerate pri-
mers Hsp40-Fw (5'-GACCTGCGCTACAACATGGAKCT-3") and Hsp40-Rv (5'-CCGCGYTCCAAAAGCTTCTTYGAT-3')
were visually designed and analyzed (OligoAnalyzer) according to the alignment of the dnaJ gene sequences of
the type strains. The primers were used to amplify a fragment of 750 bp. The amplification reaction was per-
formed with Master Mix GoTaq (PROMEGA, USA), with 0.5 ul of each primer (0.2 M final PCR concentration),
and 2.5 ul of DNA template in a final reaction volume of 25 ul. PCR amplification was carried out in a thermal
cycler (VERITI, Applied Biosystems) as follows: 4 min denaturation step at 94°C, followed by 30 cycles at 94°C for
50 s, 60°C for 35 s, and 72°C for 1 min, with a final extension step of 5 min at 72°C. PCR products were verified by
agarose gel electrophoresis, purified using WizardSV gel and PCR clean Up System (Promega), and then
sequenced using the Sanger sequencing technology with Hsp40-Fw/Hsp40-Rv primers by BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems, USA) according to the manufacturer’s instructions.
After sequencing, primer sequences were removed and partial sequences of the dnaJ gene (714 bp) were con-
firmed by at least two chromatograms (forward and reverse) for the phylogenetic analysis.

Bacterial strains. Eighty-eight Enterobacter spp. strains isolated from blood cultures of neonate
patients with sepsis were included. The strains were divided in 2 groups. The first 20 strains, already
sequenced by WGS were used, to validate our method (BioProject access number: PRINA770343) (24).

The second group included 60-eight Enterobacter spp. clinical strains collected from 8 French neona-
tal intensive care units (NICUs) known as the SENSE group between 2016 to 2019. They were grown on
tryptic soy agar at 37°C for 24 h in aerobic conditions, and all isolates were identified twice as E. cloacae
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complex in the respective hospitals and in our laboratory by MALDI-TOF MS (Bruker, Leipzig, Germany).
Microbial suspension at 1 on the McFarland scale was employed and 200 ul were used for DNA extrac-
tion following the easyMAG protocol (bioMérieux, France) according to the manufacturer’s instructions.

Species identification in clinical practice. We developed a local library using the partial sequence
of dnaJ. This library allows comparison of the dnaJ sequence of clinical isolates with the sequences of
the type strains. The local library was uploaded in the SeqScape software v4.0 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). The analyze protocol was generated according to the manufactured recommen-
dations. After Sanger sequencing, the amplicon sequences were analyzed with SeqSacape Software
v4.0. We employed original sequencing files and corrected sequencing files. The species identification of
a submitted clinical isolate sequence was given when the software algorithm assigns to each possible
way of arrangement a score, which is defined as the standard measure of sequence similarity within a
set of aligned sequences (30). A score of 800 was considered a cutoff value corresponding to 98.0-
100.0% of homology between type strains and clinical isolates (Fig. S1).

Data availability. Sequence data generated by this study is available at BioProject PRINA770343 (Whole
Genome Shotgun project has been deposited at DDBJ/ENA/GenBank. The version described in this paper is
version JAJAPCO00000000-JAJAPV000000000).

The GenBank accession numbers for the sequences reported in this paper for the dnaJ gene of these
20 Enterobacter isolates range from MT665008.1 to MT665027.1.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material is available online only.
SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.4 MB.
SUPPLEMENTAL FILE 2, XLSX file, 0.03 MB.
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Contexte

Le genre Enterobacter comprend des especes responsables d'épidémies nosocomiales
dues a des infections associées aux soins (IAS), principalement chez des patients
fragiles comme les nouveau-nés prématurés hospitalisés dans des unités de soins
intensifs néonatals (RNN). Déterminer la source primaire de l'infection lors d'une
épidémie nosocomiale est essentiel pour gérer I'infection et améliorer le pronostic des
patients. L'objectif de mon travail était de caractériser a I'aide d'outils moléculaires,
notamment WGS, les souches responsables de I'épidémie. L'étude a été menée sur une
période de 3 ans (2016 a 2018) incluant 20 prématurés présentant une bactériémie due
a Enterobacter. En outre, nous mettons en évidence une nouvelle méthode
d'échantillonnage des incubateurs développée pendant la gestion de I'épidémie pour
faciliter I'isolement bactérien et qui a permis d'identifier la source de I'épidémie ainsi
que son controle. L'analyse de la population bactérienne a montré que E
xiangfangensis était I'espece la plus fréquente, suivie par E. bugandensis, une espece

récente décrite comme responsable de bactériémies chez les nouveau-nés.

En résumé, cet article rend compte de l'importance d'identifier la source primaire de
contamination lors d'une épidémie pour sa gestion et son contréle. Nous rapportons
également I'utilité de ['utilisation du WGS pour la caractérisation moléculaire de

I'épidémiologie microbienne responsable de I'épidémie.
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ABSTRACT The genus Enterobacter includes species responsible for nosocomial out-
breaks in fragile patients, especially in neonatal intensive care units (NICUs). Determining
the primary source of infection is critical to outbreak management and patient out-
comes. In this investigation, we report the management and control measures imple-
mented during an Enterobacter outbreak of bloodstream infections in premature
babies. The study was conducted in a French NICU over a 3-year period (2016 to
2018) and included 20 premature infants with bacteremia. The clinical and microbio-
logical characteristics were identified, and whole-genome sequencing (WGS) was
performed on bacteremia isolates. Initially, several outbreak containment strategies
were carried out with no success. Next, outbreak investigation pinpointed the neo-
natal incubators as the primary reservoir and source of contamination in this out-
break. A new sampling methodology during “on” or “in use” conditions enabled its
identification, which led to their replacement, thus resulting in the containment of
the outbreak. WGS analysis showed a multiclonal outbreak. Some clones were identi-
fied in different isolation sources, including patients and neonatal incubators. In
addition, microbiological results showed a multispecies outbreak with a high preva-
lence of Enterobacter bugandensis and Enterobacter xiangfangensis. We conclude that
the NICU health care environment represents an important reservoir for Enterobacter
transmission and infection. Finally, extracting samples from the neonatal incubator
during active use conditions improves the recovery of bacteria from contaminated
equipment. This method should be used more frequently to achieve better monitor-
ing of the NICU for HAls prevention.

IMPORTANCE Neonatal incubators in the NICU can be an important reservoir of patho-

gens responsible for life-threatening outbreaks in neonatal patients. Traditional disinfection

with antiseptics is not sufficient to eradicate the microorganisms that can persist for long

periods in the different reservoirs. Identification and elimination of the reservoirs are cru-

cial for outbreak prevention and control. In our investigation, using a new strategy of Ry e € Catirall) Jstims [erslins [Sassiial
microbiological screening of neonatal incubators, we demonstrated that these were the Copyright © 2022 Hernandez-Alonso et al.
primary source of contamination. After their replacement, the outbreak was controlled. This is an open-access article distributed under
This new methodology was effective in containing this outbreak and could be a viable al- ﬁfﬁﬁfrg lenf:j:tvlsglr;?:szs
ternative for infection prevention and control in outbreak situations involving incubators Address correspondence to Florence Doucet-
as a reservoir. Populaire, florence.doucet-populaire@aphp.fr.
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Incubators: Source of Enterobacter Outbreak in NICU

ealth care-associated infections (HAls) have emerged as a major cause of morbid-

ity, mortality, and rising health care costs within neonatal intensive care units
(NICUs) (1). Newborns admitted to the NICU are at high risk of contracting nosocomial
infections due to the immaturity of their immune system and the prevalence of inva-
sive procedures (2). One of the most severe HAls in this context, especially in very low
birth weight (VLBW) infants (<1,500 g), is late-onset sepsis (LOS), which is frequently
associated with invasive procedures (3-5). HAls extend hospital stay by 19 days, caus-
ing 45.0% of deaths by 2 weeks of age (6). Epidemiological data show that in VLBW
infants, the predominant pathogens of neonatal LOS are Gram-positive bacteria (48.0
to 70.0%) such as coagulase-negative staphylococci and Staphylococcus aureus, but
Gram-negative organisms (19.0% to 25.0%) such as Enterobacterales are also important
(7-9). Over the last decades, the genus Enterobacter has emerged as an important
nosocomial pathogen in NICUs (10, 11). Today, more than 20 different species have
been identified by molecular techniques (12). Enterobacter spp. can colonize the gas-
trointestinal tract, as well as surfaces or devices in the NICU, constituting an important
reservoir of HAls (13-15). Improved methodologies for identifying and monitoring out-
breaks are necessary to reduce HAls in NICUs. In this study, we describe management
and control measures of a LOS Enterobacter outbreak in a French NICU. We used
whole-genome sequencing (WGS) to characterize Enterobacter strain gene content and
to provide a comprehensive understanding of the epidemiological dynamics of the
outbreak.

RESULTS

Outbreak description and demographics. In May 2016, an outbreak alert was emit-
ted following three cases of Enterobacter sepsis in the NICU. The rate of Enterobacter
invasive infections had risen from 0.7% in 2015 to 2.14% in 2016. We initiated an out-
break investigation and surveillance program as follows:

e To exclude cross-transmission, the NICU was divided into two sectors with

dedicated health care workers: one with infected and colonized babies and one

Enterobacter-free. The movement of neonates within and between units was

restricted, and entrance to the outbreak area was kept to a minimum.

Health care workers’ adherence to the infection control policies (hand hygiene,

use of gloves, change of health care clothes and individual protective equipment)

was assessed, followed by NICU feedback dissemination, on-site educational and

training sessions, and audits of the surveillance measures.

e Biocleaning practices of equipment and hospital environment were audited, and

environmental surveillance was introduced.

Supervision of antibiotic consumption was reinforced.

The Assistance Publique-Hopitaux De Paris (AP-HP) infection control team held

monthly meetings with the local infection control team (LICT), medical and

paramedical NICU infection control staff, and the hospital management to discuss

the decision needed to stop the outbreak.

e All parents and visitors were informed of the new hygiene measures and the
reason for enhanced infection control of the outbreak and were provided with a
written explanation.

Major outbreak control interventions are shown in Fig. 1. From January 2016 to
December 2018, 1,621 newborns were admitted to our NICU. During this period, we
identified 20 Enterobacter bacteremia cases among 20 separate newborns. In the blood
cultures, the 20 strains isolated were all identified as Enterobacter cloacae complex by
matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) at the time of the outbreak.

All 20 newborns (100.0%) had a low birth weight (<1,500 g). Mean birth weight
was 883.6 + 343.8 g, gestational age was 27.0 = 2.1 weeks, 53.0% of the patients were
female, 45.0% (9 of 20) of the births were by cesarean, and the mean of CRIB Il was
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FIG 1 Monthly number of Enterobacter isolates from sepsis and colonized newborns (blood culture/nasopharynx and rectum) from 2016 to 2018 in the
neonatal intensive care unit (NICU). Colonization strains are shown in gray, and bacteremia strains are identified by ID ECH. Pink and yellow show lineages
A and B, respectively. The figure also shows the timeline of events and the overview of the implementation of the various infection prevention and control
measures by the local infection control team. LICT, local infection control team.

10.0 = 3.6. Of the 20 patients, 14 (70.0%) died during the outbreak period, and 7 of the
14 patients who died had neutropenia (50.0%).

The highest incidence of bloodstream infection caused by Enterobacter was registered
in May to June 2016, November 2016, and January 2017. During these same periods, we
identified 220 newborns (13.6%) colonized with Enterobacter. The highest colonization rate
was in January 2017 (Fig. 1).

The 20 isolates from blood cultures were typed by enterobacterial repetitive inter-
genic consensus (ERIC)-PCR as the outbreak progressed. It showed 11 different clusters
(A-K) (Fig. 2). Two predominant cluster were identified: cluster A (25.0%) and cluster E
(23.3%). In addition, cluster A was associated with Enterobacter xiangfangensis, and
cluster E was associated with Enterobacter bugandensis.

Environmental microbiology investigation. At the start of the outbreak, 100 envi-
ronmental samples were collected for Enterobacter screening from surfaces, shared
devices, water, and drains in the NICU. All the cultures were negative.

After the assessment of risk factors, the neonatal incubators seemed to be the most
probable source of the outbreak. The local infection control team performed a thor-
ough examination and complete disassembly of the incubators (Fig. 3). The two mod-
els of incubators (model A [n = 22] and model B [n = 11]) were tested in both “off” and
active “on” modes between July 2017 and October 2017.

In model A of incubator, 45 samples were collected. Enterobacter was found in 26.0% (5
of 19) in “off” conditions versus 77.0% (20 of 26) in “on” conditions. The results remained
positive after changing various motor parts and all seals. In model B, 15 samples were col-
lected. However, Enterobacter was not found in either “off” or “on” conditions.

The 20 Enterobacter strains ECE1-ECE20 isolated from model A incubators were
typed by ERIC-PCR. Profiles A, E, F, G, |, and K were identified, showing the same profile
clusters as isolates from blood cultures. In addition, the two strains sequenced by WGS
showed that ECE1 (profile A) is a member of genetic lineage A, and ECE11 (profile E)
constitutes a third lineage C with strain ECH5 (sepsis).
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FIG 2 Phylogenetic tree of 20 Enterobacter strains isolated in blood culture during the outbreak period.
The phylogenetic tree was performed using the core genome single-nucleotide polymorphism (SNP)
analysis by pairwise distance matrix of distinguishing SNPs between the isolates. ERIC, enterobacterial
repetitive intergenic consensus; ND, not determined.

Genomic analysis of Enterobacter isolates from blood culture. We found five
species belonging to E. cloacae complex: 50.0% (10 of 20) E. xiangfangensis, 30.0% (6 of
20) E. bugandensis, 5.0% (1 of 20) E. cloacae, 5.0% (1 of 20) Enterobacter hoffmannii,
5.0% (1 of 20) Enterobacter quasihormaechei, and one which did not, 5.0% (1 of 20)
Enterobacter cancerogenus. Multilocus sequence type (MLST) analysis distinguished 5
STs among the 10 E. xiangfangensis isolates and 5 STs among the 6 E. bugandensis iso-
lates, indicating a high genetic diversity (Fig. 2). The ST50 and ST1402 were observed
in blood cultures and environmental sources, specifically in neonatal incubators
(Fig. 4). In addition, ST50, ST1408, and ST118 persisted during the entire outbreak pe-
riod (2 years).

A core genome phylogenetic analysis identified two distinct lineages of genetically
related isolates (A and B), each of which correlated with different MLST (lineage A,
ST50; and lineage B, ST1408) and with ERIC-PCR clusters (lineage A, cluster A; and line-
age B, cluster E) (Fig. 2). Lineage A (n = 6) isolates were identified as E. xiangfangensis,
and lineage B (n = 2) isolates were identified as E. bugandensis. Clones were present
within each of the lineages, a level of genomic identity that is indicative of direct
descent and/or transmission. Within lineage A, ECH1, ECH2, and ECH3 demonstrate
five pairwise single-nucleotide polymorphisms (SNPs) and 8 for ECH2 and ECH6. Both
members of lineage B were genetically indistinguishable (0 pairwise SNPs) (supple-
mental file 1).

Drug susceptibility testing and antibiotic resistance genes. We determined the
antimicrobial and antiseptic susceptibility of the 20 strains recovered from patients
with bloodstream infection due to Enterobacter (Table 1). All strains were susceptible
to cefepime, aminoglycosides, and ciprofloxacin but resistant to colistin. In addition, in
all strains, we observed a heteroresistance to colistin. We found that 30.0% (6 of 20) of
the strains were cefotaxime-resistant (CTX-R). All CTX-R strains were identified as E.
xiangfangensis, and CTX-R was associated with overproduction of the cephalosporinase
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FIG 3 Incubators identified as the source of contamination during the Enterobacter outbreak. (A) Outdoor and indoor sites where microbiological control
was performed. (B through E) Red arrows show the sites where microbiological controls were performed under “on” conditions that allowed for isolation of
the Enterobacter strains.

AmpC. Lineage-specific patterns of resistance were also observed. Lineage A included
5 of the 6 CTX-R strains. In contrast, lineage B strains were susceptible to CTX. All
strains of lineage A carried the AmpC-type B-lactamase ACT-15, even the CTX-S strain
ECH23. All lineage A strains showed mutations in AmpR and AmpD. The only differen-
ces between the five CTX-R strains and the CTX-S strain (ECH23) were the presence of
an insertion (Ser-Ser-Ser-Met) at the amino-terminal end and of a four-amino acid
insertion at the carboxyl-terminal end in the AmpD protein in the CTX-R strains. These
differences might be associated with the AmpC overproduction (supplemental file 2).
The sixth CTX-R strain (ECH24) harbored an ACT-17.

WGS analysis did not show acquisition of resistance-associated genes. Patients were
treated with cefepime or piperacillin-tazobactam or meropenem plus gentamicin or
amikacin or ciprofloxacin according to the susceptibility of the strain. Finally, decreased
susceptibility to the antiseptics evaluated (chlorhexidine and benzalkonium chloride)
was observed in all the strains (100%).

DISCUSSION

In this investigation, we describe the clinical, microbiological and molecular charac-
teristics, as well as the management and control measures, of an Enterobacter outbreak
in one NICU over a 2-year time span. Identifying the primary source of infection is criti-
cal in the management of an outbreak and of each patient with bacteremia (16). Here,
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FIG 4 Evolution of pairwise distances by SNP analysis in the strains recovered from bacteremia (red circles) and neonatal incubators (green circles). (Left) E.
bugandensis population. (Right) E. xiangfangensis population. Tree branch numbers indicate SNP distances between genomes (circles), and each multilocus

sequence type (MLST) is represented with a different color.

we determined that the incubators were the primary source of Enterobacter strains re-
sponsible for the outbreak.

Clinical characteristics of the patients were consistent with the findings of other
studies (11, 17). A higher mortality rate (70.0%) was observed in our study compared
to other outbreaks of Enterobacter infection in NICUs with reported mortality rates of
34.0 to 63.6% (17-19). Recently, our group highlighted the association of fatal septic
shock and the presence of lipopolysaccharide (LPS) modifications that could explain
the mortality rate observed in Enterobacter outbreaks (20). The impact of this LPS mod-
ification on virulence has also been evidenced in other species such as Salmonella spp.
and Acinetobacter spp. (21, 22).

It is known that Enterobacter spp. colonizes the newborn immediately after birth
(23, 24). Interestingly, the cases of infection covered by this study did not necessarily
occur during periods of high incidence of colonization in the NICU. Furthermore, colo-
nization persisted after even after biocleaning, as has been reported in other studies
(11, 13). Enterobacter colonization in newborns follows different patterns of coloniza-
tion due to limited maternal contact, delayed enteral feeding, antibiotic treatment,
and exposure to the NICU environment. The hypothesis that Enterobacter infections
classically occur after intestinal colonization and translocation remains moot (11). In
our study, gut colonization never preceded sepsis.

The NICU environment plays an important role as a reservoir for invasive strains causing
neonatal sepsis (25). The multiclonal nature of our Enterobacter outbreak, quickly elucidated
by ERIC-PCR and then by SNPs analysis, supports the hypothesis that cross-contamination
in the NICU environment can be a cause of HAls (25, 26). Transmission of invasive strains
usually occurs from patient to patient through the hands of health care workers and
through shared devices (27, 28). In this context, premature newborns are especially suscepti-
ble to Enterobacter infection due to their immature immune system, their low birth weight,
and the invasive procedures they undergo (28, 29).

To control the outbreak, the NICU was divided into two sections in January 2017 to
prevent transmission. However, the incidence of sepsis cases, as well as colonization,
continued. The presence of Enterobacter and other pathogens in neonatal incubators is
common and was suspected to be the source of contamination for HAls in this NICU
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(30). We initially screened for Enterobacter spp. in the incubators following traditional
procedures, but no Enterobacter strain was isolated (31). In response, the hospital’s bac-
teriology team decided to carry out a new strategy. They collected specimens with the
incubators running, which facilitated bacterial recovery by raising humidity and tempera-
ture to more optimal conditions for microorganism growth. Using this new strategy, it
was possible to find Enterobacter isolates. In addition, several MLSTs were isolated from
multiple sources (blood cultures from patients with bacteremia and incubators), support-
ing the hypothesis that incubators were the principal source of contamination within
the NICU during this outbreak (Fig. 4), as was reported in other works (32, 33). In March
2018, due to the persistence of the outbreak despite the reinforcement of control meas-
ures, all 22 model A incubators, contaminated by Enterobacter were replaced. A signifi-
cant decrease in the number of cases of bloodstream infections due to Enterobacter was
observed.

Selective pressures from antimicrobials are another important factor in the emer-
gence of Enterobacter in the hospital environment. Interestingly, in contrast to other
studies (29, 34), multidrug-resistant (MDR) strains were not identified in our cohort.
Nevertheless, given the link between antimicrobial regimens and colonization of new-
borns with MDR Enterobacter strains, control of antimicrobial therapy during and after
an outbreak should be undertaken to avoid the emergence of potential MDR strains
(32). Measures such as revision of antimicrobial therapy and additional training of the
NICU staff to reduce antimicrobial consumption and to prevent cross-contamination in
the NICU were accordingly implemented by our hospital system. In addition, the preva-
lence of 100% of decreased susceptibility to quaternary ammonium compounds
observed in this study suggests that another method of incubator disinfection such as
steam decontamination should be used to reduce the presence of pathogens in the
NICU (33).

The prevalence and distribution of specific Enterobacter species in the NICU are not
well documented due to frequent misidentification of this pathogen in clinical practice.
In several studies where MALDI-TOF MS was implemented as a tool for bacterial identi-
fication, Enterobacter was reported as E. cloacae or an E. cloacae complex (13, 26, 28). In
our investigation, WGS was used to establish the precise taxonomy of bacterial isolates,
revealing E. xiangfangensis and E. bugandensis to be the most prevalent species in the
outbreak. E. bugandensis, a recently described species, was first identified as responsi-
ble for an NICU outbreak in 2016 (19, 34). In 2018, Pati et al. (35) reported the potential
of E. bugandensis for causing bloodstream infections, as well as its ability to induce the
release of proinflammatory cytokines. These results support the hypothesis that
E. bugandensis is an emerging pathogen in the NICU with a virulence potentially
greater than other species of the genus Enterobacter (35, 36). However, more studies
implementing tools for precise species identification are needed in additional settings
to better understand its epidemiology in the NICU (12).

Although illuminating, our study has some limitations. First and foremost, our study
was conducted in a single medical center, which does not authorize us to generalize
about the epidemiological dynamics of Enterobacter in all NICUs.

Our study shows the importance of long-term broad surveillance of NICUs to iden-
tify the epidemiology of neonatal outbreaks due to the different Enterobacter species
and shows the usefulness of WGS in understanding the transmission and prevention of
hospital-acquired bloodstream infections. Additionally, we find that sampling neonatal
incubators while they are in active use improves recovery of organisms from contami-
nated instruments. These methods should be employed more generally to achieve bet-
ter surveillance of the NICUs for HAIs prevention.

MATERIALS AND METHODS

Hospital characteristics, patient population, and data collection. AP-HP is a public health institu-
tion administering 38 teaching hospitals spread throughout Paris, its suburbs, and surrounding counties,
with 21,000 beds (10% of all public hospital beds in France). It serves 12 million inhabitants. Antoine-
Béclere Hospital is a 400-bed teaching AP-HP hospital providing primary care to adults and neonatal
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patients, including a level 3 NICU with 28 intensive care beds. A local infection control team (LICT) over-
sees the prevention and surveillance of HAls in the hospital. Clinical data at birth included gestational
age, weight, cesarean birth, Clinical Risk Index for Babies (CRIB) scoring and postnatal neutropenia
(<1,000 polynuclear neutrophils/uL). HAls were defined by positive blood culture = 48 h from NICU
admission.

Outbreak management. In May 2016, a significant rise in bacteremia due to Enterobacter spp. was
observed in the NICU. According to the accepted definition, an outbreak due to Enterobacter was sus-
pected (37). Surveillance cultures of rectal and cavum swabs were obtained from all admissions to the
NICU. Colonization was defined as a rectal/cavum swab sample that tested positive for Enterobacter. Soon
after the confirmation of the outbreak, neonatal HAI prevention actions were implemented by the LICT.

Environment investigation. In January 2017, the LICT set up an environment sampling campaign
to identify a possible environmental source of the outbreak. Multiple environmental sites were tested,
including shared devices in the ward (gloves, sheets, plaster, ultrasound gel, neonatal incubators, etc.)
using contact plates or swabs. In addition, water samples were collected in different rooms and filtered
to search for Enterobacter spp., and multiple siphons were swabbed. The swabs were inoculated on
Columbia agar with 5.0% sheep blood and Drigalski agar plates (bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France).
The isolated colonies were identified using the reference spectra library of the Bruker Biotyper MALDI-
TOF MS (Bruker Daltonics). After the absence of identification of the contamination source and as the
outbreak was still active, in July 2017, we implemented two different incubator sampling protocols. Both
methodologies included the sampling of the corners and of risky and unattainable areas (seals, ventila-
tor, holes, etc.) just after cleaning. The first method was performed under “off” conditions, and the sec-
ond was performed under “on” conditions, which were 37°C, and 85.0% humidity for 48 h. Both methods
were used on the two incubator models (model A, n = 22; and model B, n = 11) owned by the NICU.

Microbiology diagnostic. Blood cultures were processed for the diagnosis of bacteremia with auto-
mated microbial detection systems BacT/Alert 3D system (bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France). To
determine the evolution of HAls in neonatal patients and colonized babies, all newborns admitted were
routinely screened for bacterial colonization and received a nasopharynx and rectum examination on
their arrival in the unit and on a weekly basis following the admission. Rectal and cavum swabs collected
from patients and surfaces were inoculated on Drigalski agar (bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France). All
inoculated samples were incubated at 36°C for 48 h. The isolates recovered were routinely identified
using MALDI-TOF MS.

Antimicrobial and antiseptic susceptibility evaluation. MICs of cefotaxime (CTX), cefepime (FEP),
meropenem (MEM), piperacillin-tazobactam (PIP/TZ), ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN), kanamycin (KN),
and colistin (COL) were determined by the Mueller-Hinton broth microdilution method. Interpretation fol-
lowed the recommendations of the European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) (38).
MICs of chlorhexidine (CHX) and benzalkonium chloride (BZK) were determined by Mueller-Hinton broth
microdilution method in accordance with Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2019).
Antiseptic decrease susceptibility was acknowledged if the MIC was less or equal to 2 ug/mL in keeping
with previous reports (39, 40). Each antimicrobial and antiseptic susceptibility determination was performed
three times. Escherichia coli ATCC 2592 and E. cloacae ATCC 13047 were used as quality control in each run.

Strains molecular typing by ERIC-PCR. To quickly identify the clonal relatedness of Enterobacter strains
during the outbreak period, an ERIC-PCR was designed. DNA extraction was performed with the Easy Mag kit
(bioMérieux, France), and 2 uL was used as the DNA templates. Subsequently, the amplification was per-
formed using ERIC2 primers: 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'. The amplification reaction volume was
25 pL under the following conditions: an initial denaturation for 10 min at 94°C, followed by 40 cycles with
amplification at 94°C for 30 s, 55°C for 30 s for alignment, elongation stage at 72°C for 1 min, and a final stage
of 10 min at 72°C. The amplified products were resolved through electrophoresis and analyzed on 1.5% aga-
rose with GelRed revelator (Biotium, USA). Patterns of different strains were compared by visual inspection, as
described by Coudron et al. (41). The patterns were interpreted as identical if an identical number of bands of
the same size was found.

Whole-genome sequencing and analysis. Sequencing libraries were prepared using the Nextera
XT DNA sample preparation kit (lllumina, San Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s instruc-
tions. We multiplexed and sequenced samples on an lllumina NextSeq500. We obtained de novo assem-
bly using SPAdes assembler version 3. 10. 1. The bacterial genome was annotated using the Rapid
Annotation Subsystem Technology (RAST) online server. Antibiotic resistance genes were further investi-
gated using the Resistance Gene Identifier (RGI) of the Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(CARD) and ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/). Assignment of isolates to species was
ascertained by BLAST and ANIB analysis using pyANI (42). The core genome was determined as 1,106
genes. For the investigation of molecular epidemiology, a core genome SNP analysis was performed.
Reads were trimmed using fastg-mfc from ea-utils-1.1.2.779 (43), and de novo genome assembly of iso-
lates was performed using ABySS 2.0.2 (44). A core genome alignment was created from these assem-
blies using recombination-adjusted method (roary version 3.13.0) (45) with -s and -e flags. FastTree
v2.1.8 was then used to construct a phylogenomic tree (46). snp-dists v0.8.2 (47) was used to construct a
pairwise distance matrix for distinguishing SNPS between the isolates. Using thresholds previously
established for Enterobacterales, we defined clonality as =10 pairwise SNPs in the core genome (48).

Ethics approval. The study was approved by the ethical committee of the French Society of
Intensive Care (CE SRLF 19-40).

Data availability. The genome sequencing data are publicly available at the NCBI GenBank under
BioProject accession number PRINA770343.
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Contexte

Le projet SENSE est né de l'importance d'étudier I'épidémiologie, le résistome et le
virulome d'Enterobacter dans une collection multicentrique. L'étude nous permettrait
de faire une grande collection de souches. Le résultat de cet objectif a été une
collection de 88 souches. Au cours des premieres années de ce travail, il a été conclu
que E. bugandensis était une espece particuliere et que son virulome était différent de
celui des autres especes. De plus, notre équipe a collaboré avec I'Université de
Washington, Seattle, USA, afin d'achever le séquencage du génome complet de notre
collection. En 2021, nous avons obtenu les Drafts des génomes séquencés de notre
collection d'Enterobacter. Pati et al., ont mis en évidence le réle de certains facteurs de

virulence chez E. bugandensis (Pati et al., 2018).

Notre laboratoire avait également démontré la présence et I'association du géne [pxO
avec la mortalité dans les infections a E. bugandensis. Ces résultats préliminaires nous
ont motivés a réaliser une analyse bioinformatique par génomique comparative a I'aide
de divers outils bioinformatiques pour étudier les génomes d'E. bugandensis. A ce jour,
90 génomes d'E. bugandensis ont été rapportés dans la base de données GenBank,
dont 6 génomes ont été téléchargés au cours de ce travail, a savoir les génomes d'E.

bugandensis récupérés lors de I'épidémie a I'hopital Antoine Béclere.

Pour la réalisation de cet article, nous avons utilisé les génomes d'E. bugandensis. Dans
une premiere étape nous avons effectué la phylogénie et le sous-typage, dans une
deuxieme étape nous avons effectué la comparaison épidémiologique par
polymorphisme de nucléotide simple (SNP) et wg-MLST pour I'observation du
comportement phylogénétique dans les souches rapportées d'E. bugandensis. Dans
une troisieme étape nous avons procédé a l'identification des facteurs de virulence par

génomique comparative. Ensuite, dans une quatrieme phase, nous avons réalisé la
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caractérisation du systeme de sécrétion de type VI (TSS6) chez E. bugandensis et enfin,

la recherche de la présense du géne [pxO dans les génomes.

En résumé, nous avons réalisé une analyse suggérant que E. bugandensis possede
différentes caractéristiques génomiques, facteurs de virulence et systemes de sécrétion
associés a sa pathogénicité et a sa virulence et qui pourraient expliquer son succes

dans les infections néonatales.
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Abstract. Enterobacter bugandensis is considered the most virulent pathogen of the
genus Enterobacter. However, its epidemiology and mechanisms of pathogenicity are
unclear. The aim of this study was the characterization of 119 genomes of E.
bugandensis, including a collection of 35 genomes of strains responsible for
bloodstream infection in neonatal patients. Pan-genome analysis of the clinical isolates
shows that E. bugandensis contains 9561 pag-genes including 2192 core genes and
between 653 and 1753 accessory genes. Phylogenetic analysis shows the presence
of five clusters in the population of the 119 E. bugandensis genomes, four of which are
associated with the hospital environment and bloodstream infections and one
environmental cluster. Analysis by SNP and wg-MLST shows similarities and classical
MLST provides no evidence for epidemiology. Virulence-associated gene prediction
showed the presence of 14 families associated with adherence, imnume system
evasion and iron uptake, similar to those of Salmonella and E. coli pathogens.
Characterization of the type 6 secretion system showed a functional system similar to
that of P. aureuginosa in E. bugandensis. The analysis of antibiotic resistance in the
strains sequenced in our laboratory shows no resistance mechanisms acquired or
mobilized by plasmids. In conclusion, our results suggest that E. bugandensis has
different genomic characteristics, virulence factors, and secretion systems associated
with its pathogenicity and virulence and that could explain its success in neonatal

infections.

Introduction

Enterobacter bugandensis was identified as a new species of the genus Enterobacter

during a neonatal outbreak with a case fatality rate of 35% (1) and is currently
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considered to be the most pathogenic member of the genus (2). E. bugandensis has
recently been reported to cause life-threatening infections in immunocompromised
patients, such as bacteremia and neonatal sepsis (2, 3). Despite its importance at the
clinical level, the pathogenic mechanisms that favor its success in infectious processes
are poorly understood (4). The pathogenicity of E. bugandensis depends on a variety
of virulence factors such as adherence, biofilm, secretion systems, capsular
polysaccharides, lipid A composition, evasion of the immune response and the ability
to acquire iron (2). The presence of invasive proteins that facilitate persistence,
colonization and invasion such as adhesins are necessary for the virulence of
pathogens such as Salmonella (5, 6) and pathotypes of E. coli (7-9). However, the
presence of invasion mechanisms in Enterobacter species has not been studied in
depth. In addition, previous studies have reported the presence of potential virulence
factors in Enterobacter such as secretion systems (10). In this context, the whole
genome sequencing has become a powerful tool for bacterial molecular typing and
subtyping, as well as the prediction and identification of potential virulence factors (11-
13). The aim of this work was to perform a comparative analysis of genomes available
in the Genbank database and 35 E. bugandensis strains responsible for neonatal
sepsis sequenced in our laboratory for characterization of genomic content, subtyping,
and potential virulence factors prediction. The assemblage of results suggests the
presence of numerous virulence factors that make this bacteria an important pathogen
emergent that should be routinely identified in the hospital setting for infection

prevention.

Results
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General features of E. bugandensis genomes. The average size of the 118
genomes of E. bugandensis was 4.99 +0.42Mb (4 770 + 0.14 base pairs) and 55.970
+0.18% of G+C content. Among the 35 E. bugandensis genomes sequenced for this
study, we identified a genome size between 4.3 and 6.7Mb which corresponds to a
range of 4 324 192 to 6 174 429 base pairs and a GC content between 56.1 and 64.2%.
In our collection of 35 E. bugandensis strains, we identified between 3935 and 4666
CDC, while the number of rRNA was between 1 and 13 and the range of tRNA was

between 24 and 90 and in 18 strains only one tmRNA was identified.

Precise species identification by ANI. To confirm precise identification to species
level, we performed the average nucleotide identity (ANI) analysis based on the whole
genome on the 35 strains used for this study. The ANI analysis confirmed that all 35
clinical strains used in this study belonged to E. bugandensis. The range of ANI values
was between 97.94 and 100.00%. All values were higher than the species level cut-off
point for ANI (95%) indicating good consistency with the reference strain genome and

low interspecific variation between each genome pair (FIG 1).

Pan-genome analysis. Pan-genome analysis showed that the 35 strains of E.
bugandensis contain 9561 genes, including 2192 core genes and between 653 and
1753 accessory genes (FIG 2). Our analysis of the total number of genes and related

gene clusters shows that E. bugandensis has an open pan-genome.

E. bugandensis genomes information. A total of 119 E. bugandensis genomes were

studied. Among the 35 Enterobacter strains isolated in our laboratory, 30 of them
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(identified by ECH and S), were isolated from neonatal patients in France and 5
(identified by UW) were isolated from adult patients in USA. In addition, 84 genomes
were retrieved from the GenBank database. The origin of isolation is diverse, however,
67.8% (57/84) of the strains were associated with the hospital environment. Of the 57
hospital-associated strains, 28.0% (16/57) were isolated from blood cultures (FIG 3).
The genomes analyzed were isolated between 1999 and 2020 in different countries
(Brazil, China, France, Germany, India, Israel, Japan, Nigeria, Tanzania, United
Kingdom, USA). The classical MLST analysis showed the presence of 31 different STs,

with a prevalence of ST1070 and ST431.

Subtyping of E. bugandensis. Molecular analysis by SNPs in the E. bugandensis
genome population showed 5 distinct phylogenetic clusters (I-V) (FIG 3 (A)). Cluster Il
contain the reference strain EB-247, which was isolated during an outbreak in the NICU
in Tanzania. These cluster contain 3 strains isolated from the environment and the rest
associated with the hospital environment. Cluster | is the largest (33 strains) and
contains two strains of environmental origin. Cluster Ill contains 2 strains of
environmental origin. Cluster Ill was mainly associated with strains of environmental
origin (international space station). Finally, Cluster IV was associated exclusively with

strains of clinical origin.

Comparison of SNP and cgMLST. We applied both methods to observe the behavior
of the E. bugandensis population (Fig. 3). The cgMLST analysis showed five
phylogroups (I-V) as did the SNP analysis described in the previous section, however,
strain 217_ECLO and EB-247 are outside their SNP group. These differences between

the SNP and cgMLST analysis observed are due to a combination of factors. Unlike
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SNP analysis, a cgMLST scheme does not include intergenic regions and only one
allelic change is counted when there are multiple nucleotide changes within the same
gene. On the other hand, short insertions or deletions are ignored by many SNP
analyses but captured by the cgMLST scheme because they change gene sequences
(21). Visual analysis of both trees confirms that the E. bugandensis population is

composed of 5 clusters and is congruent in both cases.

Virulence factors related genes prediction. A total of 14 virulence factors groups
were predicted in the genomes of E. bugandensis (FIG 4). Analysis of E. bugandensis
genomes showed the presence of orthologs of the csgBAC and csgDEFG operon.
Orthologs of structural components related to intestinal adhesion and persistence such
as Ipf (long polar fimbriae), Type 1 fimbriae and the fimbrial operon bcf were also
identified. We identified a MisL-like adhesine protein with an amino acid identity of
70%. In addition, as in SPI3, the MisL ortholog gene present in E. bugandensis is
preceded by an ortholog of the rmbA gene with 52.6% similarity, as in the genetic
arrangement of SPI3. In addition, a duplicated 18 amino acid region rich in Pro, Asp
and Val, which was also identified in the E. bugandensis orthologue. Orthologue of the
CFA/I pili type IV pili called hemorrhagic E. coli pili (HCP) was also identified. The
iucABCD-iutA gene cluster encoding for aerobactin and its receptor also was
predicted. Gene cluster encoding for enterobactin siderophore Ent, the locus iroA (iroB,

iroC, iroD, iroE, iroN), and chuA, chuS and chuU genes were also predicted.

2-hydroxymyristic in lipid A associated with virulence. Recently our team

demonstrated that the presence of 2-hydroxymyristic acid (2HM) as a secondary

substituent in lipid A due to IpxO gene, is associated with sudden death due to sepsis
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in very low birth weight neonates (68). Our analysis showed the presence of a IjpxO
gene homologue in 30 genomes (FIG 4). Interestingly, the IpxO gene was only
identified in clusters |, Il and Ill. The homology between /pxO in E. bugandensis and
Salmonella is from 75.47% to 75.91%. Two alleles of IjpxO were identified in the
genomes of E. bugandensis with a homology between them of 95.93%. The correlation
between the presence of 2HM and patient death in the genomes analyzed was 21.7%

(5/23).

Secretion systems characterization. Genomic analysis showed the presence of
components of type | and type Il secretion systems in all E. bugandensis genomes,
Overall, in 55 of 57 strains the minimal functional components were present (FIG 5
(A)). tssJ, tssK, tssL, and tssM were absent in strain GN05729 and PppA, hsiE1, tagJ,
tssk were absent in strain WCHEBO090029. However, it is interesting to highlight that
2 and in some cases 3 T6SS loci were identified in all genomes. Genomic analysis
showed the constant presence of the T6SS structure from the membrane complex
(tssJ/L/M) to the spike complex (VrgG and PAAR), furthermore bioinformatic analysis
of the structure of VgrG and PAAR (FIG 5 (D-F)) showed the functional structure of the
complex. In 89.4% (51/57) of the T6SS, the protein serine/threonine phosphatase
(PppA) and serine/threonine kinase ppkA, a regulatory system via threonine

phosphorylation (TTP) associated with T6SS regulation, were identified

Antimicrobial resistance analysis. Three factors associated with antibiotic
resistance were predicted in the 30 genomes of clinical isolates: AmpC p-lactamase
(ACT), FosA and efflux pumps (oxq, arc, emr, mar, ram). In six strains: ECH4 (ACT-

77); ECH7 (ACT-77); ECHS (ACT-78); ECH9 (ACT-80); ECH10 (ACT-81); ECH27
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(ACT-82), ACT alleles were confirmed with an identity of 100%. All other strains have
an allele close to ACT-49. The fosA gene is a phosphomycin thiol transferase that
inactivates the antibiotic fosfomycin. The efflux pumps are chromosomal genes and
are directly involved with decreased susceptibility to antibiotics and antiseptics. All
three predicted antibiotic resistance mechanisms are common to all strains tested. No
plasmid-mediated mechanism or extended-spectrum p-lactamases were observed.

Strains S9, S17, and S41 were resistant to cefotaxime; S9 and S41 were also resistant
to piperacillin/tazobactam; S20, S30, S37, S42, S54, and S59 were resistant to
chloramphenicol, and all strains were resistant to colisitin. Resistance to cefotaxime
was due to overexpression of cephalosporinase ACT. All other strains were
susceptible to the antibiotics tested cefotaxime, cefepime, meropenem,

piperacillin/tazobactam, ciprofloxacillin, gentamicin, and chloramphenicol.

Discussion

E. bugandensis has been identified as the most virulent species of the Enterobacter
genus (1). In this context, we have recently reported that it is a highly prevalent bacteria
in the NICU (14) and is responsible for numerous outbreaks (1, 4). However, the
mechanisms associated with its high prevalence, colonization, and infection in
neonates are unclear. In an effort to understand the interaction of this pathogen with
host, we set out to delve into the genomic content of this pathogen for its molecular
characterization and to predict virulence factor-related genes by comparative genomic
analysis.

Bacteria have evolved different specialized strategies to adapt to the environment
including host cells. The curli system encoded in the c¢sgBAC operon in

Enterobacterales such as Salmonella and E. coli, also known as the type VIII secretion
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system, is responsible for the secretion of curli subunits to form unbranched and highly
aggregative cell-associated amyloid fibrils (15, 16). The formation of these fibrils
promotes the formation of biofilms that protect bacteria from physical and chemical
stress, host immune response, and antimicrobial agents (17-19). These biofilms play
a crucial role in infectious diseases, such as venous catheter sepsis, prosthetic valve
infective endocarditis, and catheter-associated urinary tract infections (20, 21). The
identification of both the csgD regulatory operon and the csgBAC operon (22) in the E.
bugandensis genome suggests the presence of a functional curli secretion system.
Similarly, the presence of structural components such as Ipf, type 1 fimbriae, and the
fimbrial bcf suggests that E. bugandensis may behave similarly to Salmonella and E.
coli pathogens in its adaptation and stress response mechanisms.

The prediction of a CFA/l and HCP orthologue could explain the mechanisms of
pathogenicity of some Enterobacter species, particularly E. bugandensis. On the one
hand, the CFA/I pili mediates the adherence of enterotoxigenic E. coli (ETEC) to
intestinal epithelial cells (23). On the other hand, type IV pili (HCP), expressed in
enterohemorrhagic E. coli enterohemorrhagic (EHEC) O157:H7 (16), mediates
different phenomena associated with pathogenicity, such as adherence to human
epithelial cells, epithelial cell invasion, erythrocyte hemagglutination, biofilm formation,
spasmodic motility, and specific binding to laminin and fibronectin (16), These data
suggest that E. bugandensis shares similar pathogenicity mechanisms to E. coli
pathogens.

Adhesion to the intestinal wall is one of the characteristic virulence mechanisms of
pathogens. The misL gene encodes an adhesin (25, 26) identified in Salmonella
pathogenicity island 3 (SPI3). Its product has similarity to the family of immunoglobulin

A1 self-transporting proteases that have been identified only in pathogenic bacteria
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that mediate functions important for host-pathogen iterations (26, 27). Characterization
of MisL in in vivo models showed that it is necessary for intestinal colonization (27).
MisL binds to fibronectin and collagen promoting adhesion and invasion of host
intestinal epithelial cells (27). The MisL adhesin ortholog present in 94.9% of the
genomes analyzed suggests that E. bugandensis may employ a mechanism of
intestinal colonization in humans similar to Salmonella.

Prl is a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from Streptococcus pyogenes
that is essential for evading the neutrophil immune response (28, 37). Helicobacter
pylori urease is an important colonization factor contributing to acid resistance,
epithelial cell damage, chemotactic behavior and nitrogen metabolism (38). The
presence of both virulence factors and the B and G subunits of urease, essential for
gastric colonization by H. pylori (39), identified in E. bugandensis could explain the
successful colonization and early persistence in newborns.

Iron is a nutrient necessary for bacterial growth and multiplication in host tissue (40).
The availability of this nutrient in the host is limited as most of it is predominantly found
in heme proteins or sequestered by ferritin. Pathogenic bacteria, such as pathogenic
E. coli, have developed different strategies to acquire this nutrient (41). One of the
most important mechanisms, is the synthesis of siderophores, iron chelating proteins
due to their high affinity for this nutrient. On the one hand, aerobactin is a siderophore
expressed in E. coli strains isolated from patients with urinary tract infection,
bacteremia or extraintestinal infections (42). This siderophore and its receptor encoded
in the iucABCD-iutA gene cluster were originally identified in a highly pathogenic
Yersinia island. On the other hand, Enterobactin (Ent), is considered the prototype
siderophore because of its high affinity for iron (43, 44), together with the salmochelins

(glycosylated forms of Ent) encoded by the iroA locus (iroB, iroC, iroD, iroE, iroN). The
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presence of these three siderophores and their regulators suggests a functional iron
uptake system in E. bugandensis and support the hypothesis that this pathogen has
sufficient capacity and mechanisms to install and develop in the host. Interestingly, the
iroA loci is partially absent in clusters 3 and 4, which were mainly associated with
strains of environmental origin.

Several studies have shown that in uropathogenic E. coli iron transport depends on
TonB and its accessory proteins ExbB and ExbD, which are required for virulence in
pathogens such as S. dysenteriae (45), Salmonella enterica serovar Typhimurium and
Salmonella enterica serovar Typhi (46), Vibrio cholerae (47), Pseudomonas
aeruginosa (48) or Haemophilus influenzae (49). Mutations of tonB give rise to an
avirulent phenotype. These orthologs together with the siderophores identified in E.
bugandensis follow the presence of a highly efficient iron uptake system in E.
bugandensis.

Another method of iron acquisition is the direct utilization of host iron sources, e.g.,
hemoglobin, transferrin, lactoferrin and the heme group. In E. coli O157:H7, the chuA
gene, which codes for a 69 KDa outer membrane protein responsible for the uptake of
the heme group (50), is part of a locus called heme transporter, which is widely
distributed among pathogenic strains of E. coli (51). The presence of orthologs of the
chuA, chuS, and chuU genes and the siderophores aerobactin, Ent, IroA, and pioverdin
in E. bugandensis suggests that this pathogen has both iron uptake mechanisms. The
ability to utilize heme and hemoglobin is an advantage for pathogens, which often
secrete cytotoxins to access the intracellular pool of heme and thus initiate tissue
invasion (52).

Structural modifications of the LPS of gram-negative bacteria not only have an effect

on the permeability of the outer membrane, but also on evasion of recognition by the
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immune system (53). The association between lipid A modification by the LpxO
enzyme and virulence in gram-negative bacteria has also been evidenced in
Salmonella (54), Acinetobacter (55), and Klebsiella (56). LpxO is an Fe 2+/o-
ketoglutarate-dependent dioxygenase encoded by the /[pxO gene (57). Here, our
analysis showed the presence of one IJpxO homologue in 30 of the 119 genomes
analyzed. Interestingly, IpxO is absent in cluster V. Our results suggest that /jpxO is not
presentin all E. bugandensis genomes although it localizes to one chromosomal locus.
These results could be associated with differences in outbreaks by these bacteria,
some being more fatal than others.

Bacteria have developed different molecular mechanisms for the transfer of virulence
determinants across the cell membrane, such as the secretion systems (I-VI) identified
in gram-negative bacteria (568). The type VI secretion system (T6SS) is a molecular
machinery that transfers effector proteins into eukaryotic and prokaryotic cells (59, 60).
The effectors delivered by the T6SS include antibacterial proteins, eukaryotic effectors
acting on the cell cytoskeleton, and toxins such as DNAases, phospholipases, and
NAD+ hydrolases (61-63). Genomic analysis showing the presence from the
membrane complex to the spike complex suggests a functional structure of the
complex. Taken together, these findings show that the E. bugandensis genome
encodes a functional T6SS different from that of other Enterobacter species (64) that
could play an important role in the virulence of this pathogen. In contrast to other
Enterobacter species (64), we identified the presence of two probable T6SS regulatory
pathways in E. bugandensis mediated by PppA and ppKA that have been reported in
the H1-T6SS regulatory system of P. aeruginosa (65, 66). This suggests that the T6SS

of E. bugandensis may be a similar functional homolog to that of P. aeruginosa.
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Some studies have evidenced the presence of BLSE in E. bugandensis, however our
analysis in the clinical strains sequenced in our laboratory do not show any acquired
mechanism of resistance. However, the presence of numerous efflux pumps identified
in the genomes of E. bugandensis could be mainly associated with resistance to
antiseptics used in the NICU such as benzalkonium chloride, which could explain the
numerous outbreaks of E. bugandensis.

In conclusion, E. bugandensis genomes analysis reveals key information about its
epidemiology, phylogenetic evolution, and virulence, all of these necessary for the
success of this pathogen in the hospital environment. However, further functional

studies are required to validate the findings reported here.

Methods

Strains data. In a mult-centre study of Enterobacter, thirty-five clinical strains isolated
from blood cultures of neonatal (n=30) and adult patients (n=5) hospitalized in different
hospitals in France and the USA were selected. The strains were identified as E.
bugandensis by dnaJ analysis (14). These thirty-five clinical strains, together with
eighty-four E. bugandensis genomes available in the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) genome sequence repository database

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) were included in this study.

Genome sequencing. The genomes were sequenced and assembled in our
laboratory and deposited in the database under project number PRJIJNA224116.

Sequencing details were published previously (14).
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Average Nucleotide Identity (ANI) analysis. The pairwise distance of thirty-five
clinical strains of E. bugandensis was evaluated at the genomic level using the EB-247
genome as reference for precise species assignation by ANIl. ANI values were
calculated using ANI calculator web server (67). Strains with a cutoff >95% were

considered as the same species.

Pan-genome analysis. The genomes of the thirty-five clinical strains of E.
bugandensis were annotated using Prokka. The annotated files were then collected in
a local database. Pan-genome analysis was performed using Roary software and the
presence and absence of pan-genome genes were visualized using phandango

available at http://phandango.net.

SNPs and wg-MLST analysis. The single nucleotide polymorphism (SNP)-based CSI
phylogeny Web server (https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny) was applied
with default setting (68). This method maps each conting against a reference genome
using BWA v. 0. 7.2. Subsequently, SNPs are called using SAMtools v. 0.1.18 eluting
SNPs within 10 bases of each other. Finally, CSI returns a newick file for tree
visualization. We use the E. bugandensis EB-247 strain as a reference genome. The
PGAdb web server was used to perform the cg- and wgMLST analysis by gene by
gene. For this analysis, 3538 and 12 852 loci were considered for the core- and whole-
genome, respectively. All trees in this work were visualized and annotated using iTOL

(74).
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Virulence factors analysis. The Virulence Factor Database (VFDB,

http://www.mgc.ac.cn/VFs/) was used to search virulence-related genes of E.

bugandensis.

T6SS analysis. For BLAST searches, we used 50% and 80% identity and coverage
thresholds, respectively. Homologous gene analysis was performed manually using
Clustal Omega and BLASTn. The genes with query coverage higher than 70% and

similarities higher than 50% were taken as homologs.

Antimicrobial resistance analysis. The Comparative Antibiotic Research Database
(CARD) was carried out to predict the antibiotic resistance genes of E. bugandensis.
Blast + parameters were a percentage of sequence identity and coverage > 80%. In
vitro susceptibility in thirty clinical strains (called S and ECH) was carried out by micro
broth minimun inhibitory concentration (MIC) method by triplicate using the E. cloacae
ATCC 13047 as an internal control. The results were interpreted according to the

EUCAST.

Ethics approval. The study was approved by the ethical committee of the French

Society of Intensive Care (CE SRLF 19-40).

Data availability. The genome sequencing data are publicly available at the NCBI

GenBank under the BioProject accession number PRINA770343
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FIG 1 Precise species identification by Average Nucleotide Identity (ANI) analysis of

the 35 strains of E. bugandensis included in this study.
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isolation. (B) Subtyping of E. bugandensis. The tree shows the presence of 5 clusters.
(C) Heatmap showing SNP distance. The 35 home-sequenced genomes are shown in

blue.
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FIG 4 Heatmap of the presence and absence of virulence factors in the non-clonal
genomes of E. bugandensis (n=87). The cg-MLST phylogenetic tree was inferred using
the core-genome. The predicted virulence gene families are shown at the top and
virulence genes at the bottom. 1 represents the presence and -1 the absence of genes.

The clusters predicted by SNP are shown on the right side of the figure.
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Résistance aux antibiotiques de la cohorte SENSE

Une identification précise des especes d'Enterobacter a été réalisée en utilisant le
génome complet de 86 souches. Les valeurs d’ANI sont présentées dans la Figure 32.
Nous avons identifié 30 (34,0%) souches d'E. bugandensis, 2 souches d'E. cancerogenus,
1 souche d'E. cloacae, 2 souches d'E. dissolvens, 7 souches d'E. hoffmannii, 2 souches
d'E. kobei, 1 souche d'E. ludwigii, 1 souche d'E. mori, et 38 (43,1%) souches d'E.

xiangfangensis.

L'évaluation de la sensibilité aux antibiotiques par diffusion en gélose montre un
phénotype de résistance de type sauvage (29.5%,). Malgré le fait que Enterobacter a
une résistance naturelle a la céfoxitine (FOX), nous avons observé 25% (13/88) des
isolats sensibles a FOX. Globalement, I'origine, I'espece précise et I'antibiogramme des

88 souches récupérées dans les RNN sont présentés dans la Figure 32.

Les concentrations minimales inhibitrices 50 et 90 des antibiotiques testés sont
présentées dans le Tableau 11. Les CMIso pour le céfotaxime étaient de 0,25 mg/L pour
E. bugandensis, de 0,5 mg/L pour E. xiangfangensis, 32 mg/L pour E. hoffmannii et de
0,5 mg/L pour les autres especes. Parmi les 88 isolats testés, 23 (26,1%) isolats étaient
résistants au cefotaxime dont 3 % E. bugandensis, 15 (17,0%) E. xianfangensis et 4(4,5%)
E. hoffmannii et 1 (1,1%) E. quasihormaechei

Les phénotypes des résistances au cefotaxime était pour 91,6 % (22/24) des isolats une
hyperproduction AmpC et 8,3 % (2/24) avaient une BLSE de type blactx-m-15 (E.

xiangfangensis (n=1) et E. hoffmannii (n=1).

En outre, 2,2 % (2/88) étaient résistants a la céfépime, 15,9 % (14/88) étaient résistants
a la pipéracilline/tazobactam. Les 88 souches étaient sensibles au Meropenem et

résistantes a la colistine. Les CMIso pour la colistine étaient de 64 mg/L pour E.
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bugandensis, de 16 mg/L pour E. xiangfangensis, 16 mg/L pour E. hoffmannii et de 32
mg/L pour les autres espéces. L'analyse par séquencage du génome entier (WGS) a
montré des mutations dans la régulation d'AmpC (AmpD et AmpR) impliquées dans
I'nyperproduction. En général, aucune acquisition de génes associés a la résistance liés

aux plasmides n'a été identifiée dans I'ensemble de la collection de souches.

Trois facteurs moléculaires associés a la résistance aux antibiotiques ont été identifiés
:I'AmpC -lactamase (ACT), FosA et les pompes d'efflux (oxq, arc, emr, mar, ram). Toutes
sont de nature chromosomique. Dans six souches : de E. bugandensis, ECH4 (ACT-77)
; ECH7 (ACT-77) ; ECH5 (ACT-78) ; ECH9 (ACT-80) ; ECH10 (ACT-81) ; ECH27 (ACT-82),
les alleles ACT ont été confirmés avec une identité de 100%. Toutes les autres souches
ont un alléle proche de I'ACT-49. Chez E. xiangfangensis, I'allele ACT était varié avec

une prévalence des alleles ACT-15 et ACT-17 et chez E. hoffmannii de I'allele ACT-24.

Les pompes a efflux sont directement impliquées dans la diminution de la sensibilité
aux antibiotiques et aux antiseptiques. Ces trois mécanismes de résistance aux
antibiotiques sont communs a toutes les souches. Enfin, parmi les souches résistantes
au céfotaxime, 82,6 % (19/23) étaient des hyperproducteurs AmpC et seulement 8,6 %
(2/23) étaient porteurs d'une BLSE (CTX-M-15).

En conclusion, la présente étude a établi différents schémas de résistance selon les

especes d'Enterobacter. E. xiangfangensis et E. hoffmannii sont plus fréquemment

résistants aux antimicrobiens testés que E. bugandensis.
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SENSE 58 Bicetre
ECH20 Antoine-Beclere
ECH21  Antoine-Beclere
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SENSE50 Antoine-Beclere E. xiangfangensis 99,1
SENSE 51 Antoine-Beclere E. xiangfangensis 99,1
SENSE 68 Reims E. xiangfangensis 99
SENSE67 Reims E. xiangfangensis 99,1
SENSE 64 Reims E. xiangfangensis 99
SENSE 35 Necker E. xiangfangensis 100
SENSE 36 Necker E. xiangfangensis 100
SENSE 26 Limoges E. xiangfangensis 99,2
SENSE 25 Robert-Debre  E. xiangfangensis 99,1
————————SENSE1  Lyon E. xiangfangensis 99
—_ SENSE 27 Limoges E. xiangfangensis 99
1 SENSE 43 Nantes E. xiangfangensis 99,1
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ECH23  Antoine-Beclere E. xiangfangensis 99,8
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ECH6 Antoine-Beclere E. xiangfangensis 99
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Figure 32 Arbre phylogénétique utilisant le géne dnal) a partir de la collection historique (SENSE)
d'Enterobacter spp. isolés d'hémocultures de nouveau-nés dans différents centres hospitaliers en France
entre 2013 et 2019. ND : non déterminé, S : susceptible, | : intermédiaire, R : résistent.
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SENSE 3 E. xiangfangensis 1165 ACT-17 FosA OqxA/B
SENSE 11  E. xiangfangensis 1081 ACT-17 FosA OqxA/B
SENSE 33  E. xiangfangensis ND ACT-17 FosA OqxA/B
SENSE 49  E. xiangfangensis ND ACT-17 FosA OqxA/B
SENSE 29  E. xiangfangensis 93 ACT-17 FosA OgxA/B
SENSE 21 E. xiangfangensis 90 ACT-56 FosA
SENSE 15  E. xiangfangensis 174 ACT-35 FosA
ECH25 E. xiangfangensis 1401 ACT-17 FosA
SENSE 40  E. xiangfangensis ND ND
_| SENSE 50  E. xiangfangensis 982 ACT-17 FosA OgxA/B
SENSE 51  E. xiangfangensis 982 ACT-17 FosA OqxA/B
SENSE 68  E. xiangfangensis 664 ACT-7 FosA OqxA/B
SENSE 67  E. xiangfangensis 46 ACT-17 FosA OqxA/B
SENSE 64  E. xiangfangensis 782 ACT-40 FosA OqxA/B
SENSE 35  E. xiangfangensis 278 ACT-18 OqgxA/B
SENSE 36  E. xiangfangensis 141 ACT-44 OqxA/B
SENSE 26  E. xiangfangensis 97 ACT-5 FosA OqxA/B
SENSE 25  E. xiangfangensis 50 ACT-15 FosA OqxA/B
SENSE 1 E. xiangfangensis 51 ACT-40 FosA QnrB6
SENSE 27  E. xiangfangensis 964 ACT-17 FosA OgxA/B
SENSE 43  E. xiangfangensis 50 ACT-15 FosA OqxA/B
ECH1 E. xiangfangensis 50 ACT-15* FosA OqxA/B
ECH23 E. xiangfangensis 50 ACT-15* FosA OqxA/B
ECH11 E. xiangfangensis 50 ACT-15* FosA OqxA/B
ECH6 E. xiangfangensis 50 ACT-15* FosA OgxA/B
ECH2 E. xiangfangensis 50 ACT-15* FosA OqxA/B
ECH3 E. xiangfangensis 50 ACT-15* FosA OqxA/B

Figure 33 Corrélation entre le résistome génomique et la concentration minimale inhibitrice de la cohorte Enterobacter
spp. ND : non déterminé, S : susceptible, | : intermédiaire, R : résistant
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Tableau 11 Evaluation de la résistance aux antibiotiques par la méthode de microdilution en bouillon des souches non clonales d'Enterobacter spp.
(n=81) isolées a partir d'hémocultures de nouveau-nés.

Enterobacter species No. of strains Antibiotic Resistant strains (%) MICso (mg/L) MICq (mg/L) MIC range (mg/L)

E. bugandensis 24 Cefotaxime 83 (n=2) 0.25 0.5 0.125 to >128
Cefepime 00 (n=0) 0.0625 0.125 0.0313to 2
Meropenem 0.0 (n=0) 0.0625 0.25 0.0313to 2
Piperacillin/tazobactam 416 (n=1) 1 4 0.5to 64
Ciprofloxacin 00 (n=0) 0.0078 0.0313 0.0039 to 0.0313
Gentamicin 0.0 (n=0) 0.5 1 0.25to 2
Chloramphenicol 16.6 (n=4) 4 16 4to 32
Colistin 100.0 (n=24) 64 >128 64 to > 128

E. xiangfangensis 37 Cefotaxime 378 (n=14) 0.5 128 0.125 to >128
Cefepime 26 (n=1) 0.125 2 0.0313 to 32
Meropenem 0.0 (n=0) 0.0625 0.125 0.0313 t0 0.25
Piperacillin/tazobactam 216 (n=8) 2 64 0.5 to 256
Ciprofloxacin 53 (n=2) 0.0039 0.0625 0.0039to 8
Gentamicin 26 (n=1) 0.5 0.5 0.25to 64
Chloramphenicol 10.5 (n=4) 4 8 2to >128
Colistin 100.0 (n=37) 16 32 410 >128

E. hoffmannii 7 Cefotaxime 57.1 (n=4) 32 128 0.5to >128
Cefepime 142 (n=1) 0.0625 0.5 0.0625 to >128
Meropenem 0.0 (n=0) 0.0625 0.125 0.0313 to 0.125
Piperacillin/tazobactam 285 (n=2) 4 64 2 to 256
Ciprofloxacin 142 (n=1) 0.0039 0.125 0.0039 to 0.5
Gentamicin 0.0 (n=0) 0.5 1 0.25to 1
Chloramphenicol 0.0 (n=0) 4 8 4to8
Colistin 100.0 (n=7) 16 32 410 128

Other species: 13 Cefotaxime 7.7 (n=1) 0.5 1 0.0625 to >128
Cefepime 00 (n=0) 0.125 0.5 0.0313to 2

E. cancerogenus (n=2) Meropenem 00 (n=0) 0.0313 0.25 0.0156 to 0.25

E‘ (Cgf[ig;[c\]/eer(;r;?r:):Z) Piperacillin/tazobactam 77 (n=1) 2 2 1to 256

E. kobei (n=2) Ciprofloxacin 00 (n=0) 0.0078 0.0625 0.0039 to 0.0625

E. ludwigii (n=1) Gentamicin 0.0 (n=0) 0.5 1 0.25to 1

E. mori (n=1) Chloramphenicol 00 (n=0) 4 8 4t08

E. quasihormaechei (n=4) Colistin 1000 (n=13) 32 128 16 to >128
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Contexte

Suite a I'épidémie de bactériémie a Enterobacter en RNN de I'hdpital Antoine Béclere,
un taux de mortalité élevé (70%) a été observé chez les nouveau-nés. Notre équipe de
recherche a proposé I'hypothese selon laquelle les endotoxines comme le
lipopolysaccharide (LPS), et plus particulierement le lipide A, pourrait étre impliqué
dans la gravité du sepsis et serait lié a la mortalité des nouveau-nés. Dans ce travail,
mes objectifs étaient de corréler les modifications structurelles du LPS associées a la
virulence et a la sévérité des sepsis néonataux en fonction des espéeces ainsi que de

construire un mutant du marqueur associé a cette virulence.

L'étude a porté sur 19 souches d'Enterobacter isolées d'hémocultures de nouveau-nés
atteints de bactériémie. Les espéces bactériennes comprenaient E. hormaechei (n=11),
E. bugandensis (n=7) et une souche d'E. cloacae (n=1). Ensuite, I'analyse de la structure
du lipide A a montré la présence d'une molécule d'acide a-hydroxymyristique (20H-
C14) chez E. bugandensis. L'analyse in silico des génomes a révélé la présence d'un
homologue du géne codant pour I'enzyme LpXO qui génere le 2-hydroxymyristate
(2HM) par hydroxylation du myristate transféré au lipide A par |'acétyltransférase

MsB/LpxM.

La présence du marqueur était significativement associée a plus de défaillance rénale
(oligurie ; 71% vs. 15% ; p=0,02) et hémodynamique (score VIS médian ;200 vs. 40 ;
p=0,03), et la probabilité de déces parmi ces enfants était plus élevée avec un hazard-
ratio a 5,55 (p=0,007 par logrank test), particulierement chez E. bugandensis. Pour
étudier le rOle de virulence de LpxO chez E. bugandensis, des mutants du gene doivent
étre construits. Dans ce contexte, mon travail a consisté a générer un mutant LpxO.
Cependant, en raison de la crise sanitaire de la COVID-19, cet objectif a été

partiellement atteint avec la construction d'un mutant LpxO, a savoir la souche ECH4.
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Presence of 2-hydroxymyristate on endotoxins

is associated with death in neonates

with Enterobacter cloacae complex septic shock

Luis A. Augusto,’* Nadége Bourgeois-Nicolaos,’?¢ Aude Breton,’ Simon Barreault,"3

Enrique Hernandez Alonso,’ Stuti Gera,? Véronique Faraut-Derouin,” Nada Semaan, -3 Daniele De Luca,*

Richard Chaby,’ Florence Doucet-Populaire,’-? and Pierre Tissiéres':3>/.*

SUMMARY

Enterobacter cloacae complex species are involved in infections among critically
ill patients. After a recent E.cloacae outbreak of fulminant neonatal septic shock,
we conducted a study to determine whether septic shock severity and its lethal
consequence are related to structural features of the endotoxin (lipopolysaccha-
ride [LPS]) of the strains isolated from hospitalized infants and more specifically
its lipid A region. It appeared that the LPSs are very heterogeneous, carrying
fifteen different molecular species of lipid A. The virulence was correlated with
a structural feature identified by matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight mass spectrometry and gas chromatography coupled with mass
spectrometry: the presence of 2-hydroxymyristic acid as a secondary substituent
in lipid A. This is the first published evidence linking LPS structural moiety to
neonatal sepsis outcome and opens the possibility of using this fatty acid marker
as a detection tool for high-risk patients, which could help reduce their mortality.

INTRODUCTION

Species of a Enterobacter cloacae complex, gram-negative bacteria of the Enterobacteriaceae family, are
commonly isolated from soil, plants, and from the digestive tract of mammals and insects [Jang and Nish-
ijima,1990; Marchini et al., 2002]. As a facultative anaerobe, it has the ability to survive in various environ-
ments, including dry soil, water pipes, and metal or plastic medical equipment [Herson et al., 1987]. The
E. cloacae complex is a common catheter contaminant [Watson et al., 2005; Harbarth et al., 1999] and
can be an opportunistic pathogen of immunocompromised adults and neonates [Mayhall et al., 1979; Da-
vin-Regli et al., 2019]. The E. cloacae complex includes various species where Enterobacter cloacae,
Enterobacter bugandensis, and Enterobacter hormaechei represent the most frequently isolated species
in clinical infections, especially in the neonatal intensive care unit (NICU) [Davin-Regli et al., 2019; Pati et al.,
2018]. In humans, the E. cloacae complex is a member of the normal gut microbiota [Keller et al., 1998]. In
recent years, the E. cloacae complex has emerged as one of the most commonly found nosocomial path-
ogen in the NICU, but little is known and has been published about its virulence-associated factors [Dalben
et al., 2008]. The aim of this study was to search for an eventual correlation between lipopolysaccharides
(LPS) structure and the pathogenicity of strains of the E. cloacae complex isolated in premature infants
with septic shock.

Endotoxins (LPS) are recognized virulence factor by interfering with host recognition, immune response,
and action of antimicrobial agents. Modifications of the lipid A region of the LPS molecules are known
to modify the penetration ability of some antimicrobial agents [Nikaido, 2003]. Similarly, an increased viru-
lence of Gram-negative bacteria can be due to increased resistance to different host cationic antimicrobial
peptides (CAMPs) such as defensins, human neutrophil peptide (HNP-1), human cationic protein 18
(hCAP18 or LL-37), and the human platelet-derived kinocidin [Peschel and Sahl, 2006]. The main mecha-
nisms of resistance to CAMPs consist of LPS modification through the addition of 4-amino-4-deoxy-L-
arabinose or phosphoethanolamine, which decreases the negative charge of the lipid A. The operons
encoding enzymes involved in these modifications are arnBCADTEF and pmrCAB, respectively
[Olaitan et al., 2014]. Activation of the LPS-modifying genes is often mediated through PmrA/PmrB and
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PhoP/PhoQ, two-component regulatory systems that are interconnected depending on the species. For
instance, in Escherichia coli, Salmonella enterica, or Klebsiella pneumoniae, the phosphorylated form of
PhoP can stimulate the expression of PmrD that in turn activates PmrA promoting the transcription of
the arnBCADTEF and pmrCAB operons. Regarding the E. cloacae complex and its resistance to CAMPs,
it has been shown recently that the arn operon is involved, but in contrast to E. coli, Salmonella, or Kleb-
siella, only PhoP/PhoQ (and not PmrA/PmrB) seems to play a role [Gibbons et al., 2000].

An E. cloacae complex outbreak occurred in the NICU of Antoine Béclére Hospital (Clamart, France). The
“fulminating” course of nosocomial infection due to the E. cloacae complex in critically ill patients urges to
investigate the role of endotoxins in the pathophysiology of those infections. Suggested by the fulminating
and devastating course of septic shock, we hypothesized that LPSs structures of the patient’s isolated
E. cloacae complex strains, particularly their lipid A moiety, might display some specific structural signa-
tures associated with this severe pathophysiologic response.

RESULTS
Enterobacter cloacae complex fulminant neonatal septic shock

From January 2016 to June 2017, 18 patients admitted in the NICU of the Antoine Béclére Hospital (AP-HP
Paris-Saclay University, Clamart, France) had E. cloacae complex septic shock. Patient characteristics are
displayed in Table S1. All patients were extremely premature infants (median 27.0 weeks of gestational
age). Of the 18 infants, 12 infants displayed a fulminant course with death occurring within a median of
61 h (IQR 22-1062) after septic shock diagnosis. Death occurred on a median of 7 days (IQR 4-10) after birth.
Nineteen E. cloacae complex strains were isolated from blood cultures. For one patient, we isolated two
E. cloacae complex strains with different antibiotic-resistant pattern (H7i and H70). Among the 19
E. cloacae complex isolates, we identified E. hormaechei (n = 11), E. bugandensis (n = 7), and E. cloacae
(n=1)(Table S2). We identified 9 enterobacterial repetitive intergenic concensus (ERIC)-polymerase chain
reaction (PCR) profiles (Figure S1). In E. hormaechi species, 5 profiles were identified with a majority of the
profile A (7 of 11, 63.7%). In E. bugandensis species, 4 profiles were identified with a majority of the profile E
(4 of 7, 57.1%).

Among all E. cloacae complex strains, we detected an overproduction of AmpC cephalosporinase contrib-
utes to the resistance to third-generation cephalosporins in 8 of 19 strains (42.1%). Phenotypic antibiotic
resistance patterns were not evenly distributed among E. cloacae complex species. The species
E. hormaechei showed a higher resistance to third-generation cephalosporins (6 of 11, 54.5%) compared
to other species (2 of 8, 25.0%) (Table S2).

Composition of the molecular species present in the lipid A regions

LPSs were extracted from the cultured strains and the structures of their lipid A regions were analyzed by
matrix-assisted laser desorption ionization-time of flioght (MALDI-TOF). Like lipid A of other Gram-nega-
tive bacteria, the lipid A moieties isolated from the twelve selected strains of the E. cloacae complex con-
tained multiple molecular variants represented by multiple peaks in their mass spectra. Among the twelve
lipid A, one of the more heterogeneous was that isolated from strain H7i (E. bugandensis E profile with low
level of a chromosomal AmpC beta-lactamase), with more than 13 significant peaks (13 molecular species)
in its lipid A spectrum (Figure 1). The spectrum contained a series of peaks (1360-1388, 1570-1598, 1797-
1825, 1928-1956, 2035-2063) with an interpeak distance of 28 mu, suggesting that fatty acids of length
differing by two carbons were present in molecular variants of this lipid A. The composition of the molecular
species corresponding to the different peaks is indicated in Table 1. The base peak was at m/z = 1825 and
was likely due to a bisphosphorylated glucosamine disaccharide backbone substituted with two myristic
and four hydroxymyristic fatty acids (identified as 30H-C14 by gas chromatography coupled with mass
spectrometry [GC-MS]). This meant that in the homologous peak of the corresponding doublet, at m/
z = 1797, one of the two myristic (C14:0) acids was replaced with a lauric (C12:0) fatty acid. The following
doublets (1928-1956 and 2035-2063) could be easily explained by the addition of palmitate (C16:0) and
4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-Ara4N), respectively, to the m/z 1797 and 1825 molecular species.

In addition to the two dominant peaks of the spectrum (at m/z 1797.4 and 1825.4), small flanking peaks
at +16 Da (m/z 1813.4 and 1841.4, marked @ in Figure 1) indicating the presence of an alternative hydrox-
ymyristate residue which was used at low frequency in place of C14:0 by a variant acyltransferase. The anal-
ysis by GC-MS (Figure 2) indicated the presence in this LPS of trace amounts of a-hydroxymyristic acid
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Figure 1. Negative-ion MALDI/TOF mass spectrometry of lipid A from the E. cloacae complex H7i (E. bugandensis
ERIC-PCR Profile low level of chromosomal AmpC beta-lactamase)

P, L-AradN and C16 represent m/z shifts corresponding to phosphate, 4-amino-4-deoxy-L-arabinose and palmitate substituents,
respectively. Marked peaks represent species where C14:0 is replaced by C12:0 (#) or 2-hydroxymyristate (@).

(20H-C14), thus suggesting that a species of lipid A contained this fatty acid and accounted for the small
flanking peaks observed. This can be produced by an ortholog of the dioxygenase LpxO identified in Sal-
monella enterica serovar Typhimurium [Gibbons et al., 2000]. In silico analyses of several E. cloacae com-
plex genomes revealed that this pathogen carries one homolog of known [pxO in others Gram-negative
bacteria. Blast analysis of E. cloacae strain ATCC 13047 showed that LpxO (GenBank: NC_014121) is
84%, 63%, 57%, 56%, and 57% identical to S. enterica serovar Typhimurium, K. pneumoniae, Burkholderia
pseudomallei, Acinetobacter baumannii, and Pseudomonas aeruginosa LpxO, respectively (Figure 3).
Among E. cloacae complex species, E. cloacae LpxO shared 90% and only 67% sequence identity with
E. bugandensis (GenBank: NZ_POUP01000001) and E. hormaechei LpxO (GenBank: NZ_NJCO01000003),
respectively. LpxO is known to generate 2-hydroxymyristate by hydroxylation of the myristate transferred
to lipid A by the acyltransferase MsB/LpxM17. Another small peak (m/z 1769.3) in this spectrum (marked @
in Figure 1) can be explained by the presence of a minor species containing two secondary C12:0 instead of
the C12 + C14 (m/z 1797.4) or C14 + C14 (m/z 1825.4) present in the major species. Position of the amino-
arabinose and phosphate residues of the lipids A. Monophosphorylated species of lipid A can be produced
by acid hydrolysis (0.1 M HCI for 10 min at 100°C). Labile linkages such as pyrophosphates and the acetal
linkage of the proximal glucosamine (phosphate linked to C1) are hydrolyzed under these conditions. After
such a treatment of E. cloacae complex lipid A, the peaks corresponding to the bisphosphorylated and
hexa-acylated species containing aminoarabinose (m/z 1928.5 and 1956.5) were completely absent from
the MALTI-TOF spectrum (Figure 4). Therefore, the L-Ara4N group was not located on P4’ in the untreated
bisphosphorylated species because the L-AradN — phosphate and the phosphate —4'-GlcN linkages are
both resistant to this moderate acid hydrolysis. The loss of phosphoryl-aminoarabinose by mild acid hydro-
lysis proved that the L-Ara4N substituent was on phosphate at position 1 of the bisphosphorylated species.

Regarding phosphate groups, the presence of triphosphorylated molecules in the untreated lipid A (m/z
1877.4 and 1905.4) indicates that a pyrophosphate must be present in these two molecular species. How-
ever, we can note that molecules containing pyroposphate (m/z 1877.4 and 1905.4) do not contain L-Ara4N,
and molecules containing L-AradN (m/z 1928.5 and 1956.5) do not contain a pyrophosphate. This suggests
that during the biosynthesis of the E. cloacae complex lipid A, either a third phosphate group or an L-Ara4N
group is added on phosphate at position 1. It is noteworthy that the moderate hydrolytic procedure used
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Table 1. Composition of molecular species detectable by MALDI-TOF in Lipid A of E. cloacae complex

Peaks (calculated m/z)

Constituents 1388.7 1599.1 1717.4 17455 1769.3 1783.4 1797.4 1811.4 1813.4 18254 1841.4 1877.4 1905.4 1928.5 1956.6 2035.8 2063.9 2143.8
Total fatty acids 4 5 6 7

C12 1 1 1 1 1 1

C13 1

C14 1 2 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 2 2

C16 1 1 1
30H-C14 & 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
20H-C14 1 1

Phosphate 2 2 1 2 2 2 2 2 3 ) 2 2 2 2 8
L-Ara4dN 1 1

The figures shown represent the number of each residue present in the molecular species characterized by a particular mass peak.
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Figure 2. GC/MS analysis of E. cloacae complex H7i (E. bugandensis ERIC-PCR Profile low level of chromosomal
AmpC beta-lactamase) lipid A.

(A) Gas chromatogram of fatty acid methyl esters from the H7i LPS of E. cloacae complex. C12, C14, 20H-C14, 30H-C14
and C16 represent lauric, myristic, 2-hydroxymyristic, 3-hydroxymyristic and hexadecanoic (palmitic) acid respectively.
Trace amounts of 2-hydroxylauric acid (20H-C12) were also detected by the mass spectrometer coupled to the gas
chromatograph.

(B) Gas chromatogram quantification. Quantification was performed with an internal control based on arachidic
(ecosanoic) acid (C20). Values in triplicate are expressed as (mean + SD).

here did not induce important cleavage of fatty acids since the hepta-acylated and monophosphorylated
species (m/z 1955.8 and 1983.9) were still present after this hydrolysis.

Analysis of the acylation patterns of the lipids A

The sequential liberation of ester-linked fatty acids by mild alkaline treatment, as used in previous
studies [Olaitan et al., 2014; Silipo et al., 2002], usually provides valuable information on the positions
of the different fatty acids on the lipid A backbone. According to these studies, the more resistant are
the secondary fatty acids on C2' and C2 (particularly C2’), and the more labile are those on C3 (either
primary or secondary), substitutions on C3’ showing intermediate behaviors. In addition, secondary fatty
acids are more resistant to alkaline treatments than primary fatty acids. In order to analyze the acylation
patterns of the fatty acids in E. cloacae complex LPS, we treated the H7i lipid A with 28% NH4OH at 50°C
for 30 min or 3 h (Figure 5 and Figure 6). When the treatment was performed for only 30 min, new hexa-,
penta-, and tetra-acylated species were produced. Important information on this lipid A structure and
composition can already be gained from the group of four peaks of m/z between 1340 and 1390. The
peak at m/z 1344.7 (two phosphates, two hydroxymyristates, one C12:0, and one C14:0) indicate that
only C12:0 and C14:0 are the secondary substituents at 2 and 2’ of the two remaining, amide-linked, hy-
droxymyristate. The lauric residue C12:0 must be on C2' because this position is the most resistant to
alkaline hydrolysis and C12:0 remains present in several other de-O-acylated fragments (peaks at m/z
1797.4, 1571 and 1360.7), even after 3 h of hydrolysis (peak at m/z 1134.3). One myristic residue must
also be present on the same 2’ position because it is also found after a 3-h hydrolysis (triacylated species
at m/z 1162.4 with only one C14:0). Because the 2 position is substituted by either C12:0 or C14:0, it fol-
lows that in the species at m/z 1344.7 mentioned above, the C14:0 residue is at position 2. The peak at
1372.7 represents the homologous species with secondary C14:0 on 2 and 2'. Therefore, two major mo-
lecular species of this lipid A contain a C14:0 on position 2. On the other hand, the peak at m/z 1360.7
(two phosphates, three hydroxymyristates and one C12:0) results from the easy loss of only one hydrox-
ymyristate at position 3 (peak at m/z 1571.0) followed by the cleavage of a C14:0. Because secondary
substituents at position 2 are firmly linked, the cleaved myristate was not initially at position 2 but on
the only remaining position, 3'. Therefore, the peak at m/z 1360.7 containing C12:0, and its homolog
at m/z 1388.7 containing C14:0, derive from two other major molecular species, different from those
mentioned in the preceding paragraph, which contain a C14:0 on position 3’ and an unsubstituted pri-
mary hydroxymyristate on position 2. This means that the group of four peaks of m/z between 1340 and
1390 represent four major and structurally different molecular species present in this lipid A. In two of
those (general structure A), a secondary C14:0 is at position 2, whereas in the two others (general struc-
ture B), it is at position 3’ (Figure 7).
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Figure 3. E. cloacae complex LpxO homologs in Gram negative bacteria

In silico analysis revealed that E. cloacae complex carries one homolog of known lpxO in others Gram-negative bacteria. LpxO homology between E. cloacae
(GenBank: NC_014121), S. enterica serovar typhimurium (GenBank: NZ_CP043907), K. pneumoniae (GenBank: NZ_FO834906), B. pseudomallei (GenBank:
NC_017832), A. baumannii (GenBank: NZ_CP059041), P. aeruginosa (GenBank: NZ_CP017149), E. bugandensis (GenBank: NZ_POUP01000001), and

E. hormaechei (GenBank: NZ_NJCO01000003).

Regarding the addition of an acyl-oxo-acyl C14 at the 2 position, the observed peak at m/z 1344.7 (Figure 5)
found after mild alkaline treatment (30 min NH4OH) of E. cloacae complex lipid A can only result from struc-
ture A (shown in Figure 7) after the loss of the labile substituents on C3 and C3’ (see scheme in Figure 6). As
mentioned above, m/z 1344.7 correspond to a molecule with a C14:0 residue linked to the C140H at po-
sition 2 (it is not located at position 2 and would have been lost during this treatment if located elsewhere).
Therefore, between the two main structures of E. cloacae lipid A, one is palmitoylated (Figure 7B) and the
other is myristoylated (Figure 7A) on the C140H at C2. In the latter case, the addition of a C14 acyl-oxy-acyl
at the C2 position is rare but not novel. A similar feature has been described in Vibrio cholerae O 1 lipid A,
due to the activity of MsbB [Matson et al., 2010; Tanamoto et al., 2001].

Regarding the palmitic acid present in the hepta-acylated species of lipid A (peaks at m/z 2035.8 and
2063.9), after treatment with NH4OH for 3 h, we observe small peaks at 1372.7 and 1400.8 representing bi-
sphosphorylated and diacylated molecules containing one C12/C14 and one palmitate (C16:0). The fact
that C16:0 remains after this harsh treatment indicate that this palmitic group is on position 2. This can
only occur in the general structure B because position 2 is already occupied by C14:0 in structure A. Con-
cerning the latter, two positions are available to accommodate C16: 3 and 3. After 30 min of NH,OH treat-
ment, small peaks at m/z 1809.4 and 1837.5 are visible (not shown) and are attributable to hexa-acylated
species containing a secondary C16:0 at position 3" (because the hydroxymyristic acid at position 3 is
the absent). In conclusion, when present as a minor substituent in lipid A, C16:0 is on 3’ in structure A
and on 2 in structure B.

After the cleavage of ester-linked fatty acids with NH4OH for 30 min (Figure 6), a series of five small peaks
attributable to bisphosphorylated molecules with one L-AradN (m/z 1730.2, 1702.2, 1519.8, 1491.8, and
1293.5) and to trisphosphorylated molecules without L-AradN (m/z 1679.1, 1651.0, 1468.6, 1242.3, and
1214.3) were visible in the spectrum (marked with * and #, respectively, in Figure 4). In contrast, species
with three phosphates and one L-Ara4N were not detected. This is in line with the absence of such molecules
in the untreated lipid A (Figure 1) and strongly suggests that the phosphate at position 1 can be substituted
either by an L-AradN group, or by a phosphate group, but not by a phosphoryl aminoarabinose.

After this step of our analysis, the complete structures of the main molecular species present in E. cloacae
complex lipid A can now be proposed (Figure 7). Four major and structurally different molecular species are
present: In two of these (general structure A), a secondary C14:0 is at position 2, whereas in the two others
(general structure B), it is at position 3'. In addition, when present as a minor substituent, a palmitic group
(C16:0) is on position 3’ in structure A and on position 2 in structure B.
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Figure 4. Negative-ion MALDI/TOF mass spectrometry of E. cloacae complex H7i (E. bugandensis ERIC-PCR
Profile low level of chromosomal AmpC beta-lactamase) lipid A, untreated or hydrolyzed with HCI for 10 min at
100°C

P, L-AradN and C16 represent m/z shifts corresponding to phosphate, 4-amino-4-deoxy-L-arabinose and palmitate
substituents, respectively.

Similarities and differences in lipid A spectra from E. cloacae complex selected strains

Comparison of the lipid A spectrum of the twelve E. cloacae complex selected strains in this first step of
our study indicated that some peaks were not always present, and additional small peaks were some-
times detectable (Table 2). A tetra-acylated (three hydroxymyristic and one myristic fatty acids) and bi-
sphosphorylated glucosamine disaccharide (peak at m/z = 1388.7) is present in five strains (C17, C12,
H8, H70, and H10) but absent from the seven others. It should be noted that in E. coli, a tetra-acylated
and bisphosphorylated GlcN-disaccharide (precursor IVA) plays an important role in the biosynthesis of
the core region (attachment of two Kdo residues to precursor IVA). However, the tetra-acylated precur-
sor IVA of E. coli contains four 30H-C14, whereas the tetra-acylated molecular species observed in
these five strains of E. cloacae complex contains three 30H-C14 and one C14:0. The formation of
this tetra-acylated species is most likely due to the loss, by enzymatic cleavage, of a myristoxy-myristoyl
residue from the hexa-acylated form of lipid A at m/z 1825.4. Such a cleavage requires the general
structure B displayed in Figure 7, which carries a secondary C14:0 on 3'. No correlation was found be-
tween this enzymatic cleavage detected in only five strains (C12,C17, H70, H8, and H10) and the ERIC-
PCR profiles of these strains (profiles H, E, E,C, and F, respectively) and the identification E. cloacae
complex species.

The presence of other small peaks represents a second type of structural variation between the twelve
strains. The small peaks at m/z 1813.4 and 1841.4 mentioned above in the spectrum of strain H7i (presence
of an a-hydroxy myristic acid), were actually present in four strains: H1, H70, H7i, and H10 (Table 2). They are
due to a 2-hydroxymyristic acid (20H-C14) which takes the place of the secondary C14:0 in positions 2 (Fig-
ure 7A) or 3' (Figure 7B). The same C14:0 can also be replaced by C13:0 (peak at 1811.4 in strains C12, H2
and H8) or by C12:0 (peak at m/z 1769.3 in strains C17, C18, C12, H8, H70, and H7i) (Table 2 and Figure 6).

Analysis of the fatty acid composition of LPS by GC-MS confirmed the results obtained by MALDI-TOF,
including the presence of small amounts of tridecanoic and 2-hydroxymyristic groups in some LPSs (Fig-
ure 2). Trace amounts of a 2-hydroxylauric group (20H-C12), undetectable by MALDI-TOF, were also de-
tected by GC-MS in the LPSs of strains C12, H1, H9, H70, H7i, and H10. Other variations among the twelve
isolates are produced by the absence of significant MALDI peaks characteristic of the most complete mo-
lecular species. This is the case for the absence of pyrophosphate (trisphosphorylated species at m/z 1877.4
and 1905.4) in strains C17 and H11 and also the absence of L-AradN (peaks at m/z 1928.5 and 1956.6) in
strains C17, C16, and C12 (Table 2).
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Figure 5. Negative-ion MALDI/TOF mass spectrometry of E. cloacae complex H7i (E. bugandensis ERIC-PCR
Profile low level of chromosomal AmpC beta-lactamase) lipid A treated with ammonium hydroxide (28%, 50°C)
for 30 minor 3 h

Marked peaks represent molecular species containing two phosphates and one L-Ara4N (*) or three phosphates without
L-AradN (#). P, L-Ara4N, C12, C14 and C16 represent m/z shifts corresponding to phosphate, 4-amino-4-deoxy-L-
arabinose, laurate, myristate and palmitate substituents, respectively.

We observed no correlation between the lipid A structures of the different strains, as characterized by their
mass spectrum, and their other available features such as their ERIC-PCR profile (A to H), the source from
which they were isolated (cavum or blood), or the expression of the cephalosporinase (inducible or over-
produced). For example, strains H70 and H7i (isolated from the same infant) have the same ERIC-PCR pro-
file and very similar lipid A mass spectra but differ for the expression of cephalosporinase. Conversely,
strains H11 and H70 both have overproduced cephalosporinase but have different lipid A spectra and
ERIC-PCR profiles (profiles A and E, respectively).

Immunological effects of LPSs isolated from the E. cloacae complex strains

Early biological disturbances in infected newborns (neutropenia, increased C-reactive protein, and procalcitonin),
as well as the subsequent observation of a septic shock syndrome, led us to evaluate the production of proinflam-
matory cytokines (TNF-a and IL-6) induced by LPSs from the infecting strains. The cytokines were measured in vitro
after stimulation of monocytic THP-1 cells by purified LPSs extracted from the twelve strains of the E. cloacae com-
plex. Athigh concentrations (>20 ng/mL), the twelve LPSs activated the cells and induced TNF-a.and IL-6. To differ-
entiate the activities of these LPSs, we analyzed their inflammatory capacity at low stimulation dose: 1 ng/mL (Fig-
ure 8). The results show that the relationship between the structure of lipids A and the proinflammatory power of
LPS cannot be explained by the presence of a particular molecular species of lipid A or a particular constituent but
involves the contribution of all the different molecular species that compose each lipid A. Only three LPSs, ex-
tracted from strains C18, C12, and H11, were able to induce significant production of TNF-a and IL-6 (Figure 8),
although at a lower level than E. coli J5 LPS stimulation. Since each LPSs extract consists of several molecular spe-
cies, we can consider that the overall inflammatory response (e.g. IL-6 production) is the sum of the contributions of
each molecular species. In Figure 8, the high proinflammatory activity of LPSs C18 and H11 can be explained by the
presence of the species with m/z 1928.5 and 1956.6 (Table 2) with a high contribution factor of 71.5 (Table 3), which
both contain an L-Ara4N residue (Table 1). However, the presence of L-Ara4N is neither necessary (see LPS C12)
nor sufficient (see for instance LPSs H9 and H10) to trigger a strong proinflammatory response. For example, in the
strong inflammatory response secondary to LPS C12 stimulation (Figure 8), the absence of L-Ara4N can be over-
come by the presence of other species with high contribution factors such as those with m/z 1388.7 and 1717 4.
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Figure 6. Pattern of cleavage of the molecular species present in the E. cloacae complex H7i (E. bugandensis
ERIC-PCR Profile, with low level of chromosomal AmpC beta-lactamase) during alkaline treatment

Numbers are the m/zvalues observed in MALDI-TOF obtained after treatment with 28% NH,OH at 50°C for 30 min or 3 hr
(see Figure 5). The number of fatty acids (FA) in each species is indicated.

2FA:

Presence of 2-hydroxymyristate is associated with E. cloacae complex neonatal sepsis mortality

Although all the strains selected carry the same major molecular species of lipid A, they differ in minor var-
iants, such as the presence of an L-Ara4N or a pyrophosphate in position 1 and the presence of a 2-hydrox-
ymyristate (20H-C14) or a C13:0 replacing a myristate (Figure 6). It is therefore possible to classify the
strains as a function of the presence in their lipid A of molecular species bearing or not some of these
four constituents. By this method, the twelve strains can be clustered into six groups (Table S3). Remark-
ably, the lethal strains are not distributed randomly in the 6 groups identified but belong to only two
groups. This result may suggest that the presence of 2-hydroxy myristate (20H-C14) (100% [3 of 3] death)
and, to a lesser extent, tridecanoate (C13) (1 of 3 death; 33%) markedly enhances the pathological power of
the strain as compared to strains without these fatty acids (0% death).

To ensure that there was a correlation between strain lethality and a structural element of its LPS, E. cloacae
strains isolated from 18 bacteremic infant (septic shock group) and 18 nonbacteriemic infants (colonized group)
were analyzed. Nonbacteriemic infants were matched with bacteriemic infants using the Clinical Risk Index for
Babies Il score in order to have two homogeneous populations for comparisons (Table S1). Strains from the sep-
tic shock group were isolated from the blood culture, while in the colonized infants, 9 strains were isolated from
the cavum and 9 from the rectum (Table S4). Of the 36 infants, 13 infants died within the first month after birth; of
which, 12 in the group of infected infants and 1 in the group of colonized infants. When death occurred, it
occurred on a median of 8 days (IQR 4-11) after birth. The lipid A of 7 of the 18 blood culture isolates contained
20H-C14 (Table S1) (E. bugandensis n = 5 and E. hormaechei n = 2). In LPS H9, 2-hydroxymyristate (20H-C14)
was undetectable in the MALDI spectrum (absence of peaks at m/z 1813.4 and 1841.4; Table 2) and almost ab-
sent by GC-MS analysis (0.5%) as compared to the mean amount of this constituent in other strains (4.3 £ 1.4%).
Therefore, we considered that LPS H9 is devoided of 20H-C14.

Patients with E. cloacae complex septic shock and 20H-C14 on LPS Lipid A were compared with those
without the marker. Patients with LPS bearing 20H-C14 had higher Vasolnotropic score (p = 0.03) and
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Figure 7. Structure of the major molecular species in the E. cloacae complex H7i (E. bugandensis ERIC-PCR
Profile; with low level of chromosomal AmpC beta-lactamase)

Structures (A and B) are present in almost equal amounts. [x] minor substituents: L-Ara4N/PO3H2; [y] minor variants:
C12:0/C13:0/20H-C14; [z] minor substituent: C16:0.

were more likely to develop oliguria (p = 0.02) than those without 20H-C14. Excluding deaths nonattribut-
able to E. cloacae complex sepsis, the hazard ratio for death in children with E. cloacae complex septic
shock group with 20H-C14, as compared with the group without 20H-C14, was 13.5 (95% Cl, 1.61 to
113.1; p = 0.01¢). Survival curve of infants with septic shock with or without the presence of 20H-C14
showed a significant difference and confirm the pathophysiologic role of 20H-C14 in E. cloacae complex
neonatal sepsis (Figure 9). Six deceased infants without presence of 20H-C14 (infants H6, H8, H23, H24,
H27, H28) died of pulmonary hemorrhage, meningitis, necrotizing enterocolitis, or cerebral hemorrhage,
conditions not related to the E. cloacae complex septic shock.

DISCUSSION

Here, we provide the first evidence that presence of 2-hydroxymyristic acid moiety on lipid A structure is
directly associated with mortality in neonates with E. cloacae complex septic shock, linking endotoxins
structures with sepsis outcome.

Bacteria employ several means to protect themselves from adverse environmental stimuli, including expo-
sure to antibiotics. Most of these strategies target the cell surface and are related in part to LPS changes,
including modification of their O antigen or of their lipid A moieties [Simpson and Trent, 2019]. One strat-
egy used by bacteria to protect themselves includes deacylation, hydroxylation, and palmitoylation by
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Table 2. Peaks present in MALDI-TOF spectra of lipid A isolated from various E. cloacae complex strains

Source of isolation

Cavum Blood

Strain designation c17 C18 C16 C12 H1 H2 H11 H9 H8 H70 H7i H10
Identification species® NP NP NP NP E.h E.h E.h Eb E.h Eb Eb Eb
ERIC-PCR profile E F G H A A A B C E E F
Overproduction N N N N Y Y Y N N Y N N
of AmpC*®

Peaks present
m/z (calculated) in the spectra
1388.7 + + + + +
1599.1 +
1717.4 + + + +
1745.5 + + + + + + + + +
1769.3 1 A 4 + + +
1783.4 +
1797.4 ir 4 Ar dF i Ar 4 eI + + + +
1811.4 + + +
1813.4 4 i +
1825.4 + + + + + + + + + + + +
1841.4 + + + +
1877.4 + + + + + + +
1905.4 + + + + + + + + + +
1928.5 + + + + + + + + +
1956.6 + + + + + + + +
2035.8 + + + + + + + + +
2063.9 + + + + + + + + + + + +
2143.8 + + +

®N: No; Y: Yes. NP, not performed; E.h. Enterobacter hormaechei; E.b, Enterobacter bugandensis.

PagP of their lipid A (the biologically active region). With regard to deacylation, the retention of a primary 3-
hydroxytetradecanoic acid at the 3-O position in the lipid A of E. cloacae complex is presumably due to the
lack of expression of the Pagl deacylase, which has been associated in P. aeruginosa with enhanced resis-
tance to B-lactam antibiotics [Ernst et al., 2006]. Concerning palmitoylation, in the E. cloacae complex, spe-
cies described here a secondary C16:0 substituent can be fixed either on position 2 (Figure 7B) or on po-
sition 3" (Figure 7A). This reminds the result obtained with Bordetella parapertussis lipid A where a
secondary C16:0 substituent is present at both positions 2 and 3’ [Petrou et al., 2014]. However, in the
E. cloacae complex, these two positions are not simultaneously substituted with C16:0 (absence of a mo-
lecular species containing two C16:0 residues).

Other alterations of the lipid A moiety can be achieved through the addition of phosphoethanolamine and
4-amino-4-deoxy-L-arabinose (L-AradN), which decreases the net negative charge of lipid A. Interestingly,
one of these frequent cationic binding group (e.g., ethanolamine) has not been found in lipid A from the
E. cloacae complex, thus pointing to a preferential role for L-AradN.Unlike in E. coliand S. enterica where L-
Ara4N is mainly fixed at the P4’ site by the relevant glycosyltransferase ArnT [Trent et al., 2001], we found
that this phosphate substituent is linked to position 1 in the E. cloacae complex. This is due to the fact that
the site of transfer of L-Ara4N depends on the structural features of the homolog of ArnT present in a given
bacteria. For example, ArnT from Cupriavidus metallidurans yields only a single lipid A species modified at
the 1-phosphate position, whereas ArnT from S. enterica serovar Typhimurium adds L-Ara4N to both the 1
and 4’ phosphates of lipid A [Petrou et al., 2016]. In particular, in lipid A precursors that accumulate in
S. typhimurium mutants defective in Kdo biosynthesis, L-Ara4N is linked exclusively to the 1-phosphate

iScience 24, 102916, August 20, 2021 1
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Figure 8. Cytokines secreted by THP-1 cells stimulated by LPSs from various E. cloacae complex strains

10® THP-1 cells were stimulated for 24 hr with 1 ng/mL of purified LPS from different E. cloacae complex strains or from
E. coli J5.

(A) IL-6 production.

(B) TNF-a production. Results are expressed as the mean and standard deviation of 9 values (Three independent
experiments in triplicate). Significance was determined using the GraphPad Prism8 software, by two-tailed Student’s t-
test. *: p < 0.0001.

[Zhou et al., 2000]. In another bacterium belonging to the Enterobacteriaceae family, Yersinia pestis, the
substituent L-Ara4N is also in both the 1" and 4’ positions [Knirel et al., 2005]. Substitution of position 1
by L-Ara4N has also been found outside Enterobacteriaceae: Ernst et al. reported that L-Ara4N can also
be attached to the 1-phosphate in a penta-acylated form of P. aeruginosa lipid A isolated from cystic
fibrosis patients [Ernst et al., 2007]. The lipid A of Burkholderia cenocepacia contains also an L-Ara4N sub-
stituent on position 1 [De Soyza et al., 2008].

It has been noted by Zhou et al. [Zhou et al., 2001] that in a Salmonella mutant lacking L-Ara4N, a lipid A
species containing a 1-pyrophosphate moiety was detectable. On the other hand, E. coliinduced to incor-
porate L-Ara4N by culture in vanadate was no longer able to produce a 1-pyrophosphate variant of lipid A.
To explain these puzzling observations, the authors suggested that incorporation of an L-Ara4N group is
incompatible with the biosynthesis of the lipid A 1-pyrophosphate, possibly because of competition for a
common donor substrate. Our results show that this is not the case in E. cloacae complex since many strains
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Table 3. Contribution of the different molecular species of lipid A to the overall pro-inflammatory activity of the
LPSs of E. cloacae complex strains

Molecular species (m/z) Contribution factor to IL-6 production
1388.7 +78.4
1599.1 0
1717.4 +78.4
1745.5 +16.8
1769.3 =36
1783.4 0
1797.4 -41.2
1811.4 -16.5
1813.4 -44.6
1825.4 -41.2
1841.4 -44.6
1877.4 -35
1905.4 +33.4
1928.5 +71.5
1956.6 +71.5
2035.8 -42.7
2063.9 -41.2
2143.8 -5.0

of this microorganism can produce the two types of lipid A: with a 1-pyrophosphate or a 1-aminoarabinose
moiety.

One of the main objectives of our study was to identify relationships between the structures of the major
biologically active component of the bacteria - lipid A — and the proinflammatory effect of the bacterial
portage. The difficulty was that each E. cloacae complex strain bears multiple forms of LPSs that differ
even in their lipid A regions. However, a mathematical analysis of the correspondence between the pres-
ence of the different molecular species and the IL-6 response of THP-1 cells allowed us to determine a co-
efficient of contribution of each species to the overall inflammatory response (Table 3). Four major contrib-
utors emerged (molecular species at m/z 1717.4, 1388.7, 1928.5, and 1956.6), with contribution factors
higher than 70. The species at m/z 1717.4 results from the elimination of a phosphate group from the spe-
cies at m/z 1797.4 by the action of a lipid A phosphatase. Cleavage by a 4'-phosphatase is unlikely because
this type of phosphatase would also act on the species at m/z 1928.5 and lead to a peak at 1748.5, which is
not observed. Therefore, the species at m/z 1717 .4 is likely due to a 1-phosphatase as already found in Fran-
cisella and Rhizobium [Wang et al., 2006; Karbarz et al., 2003]. The second important contributor to inflam-
mation is the species at m/z 1388.7. The production of this tetra-acylated species is likely due to the loss, by
enzymatic cleavage, of a myristoxy-myristoyl residue from the hexa-acylated form of lipid A at m/z 1825.4.
This cleavage is typically due to a homolog of LpxR, a Ca2+-dependent outer membrane lipase which
cleaves the complete 3'-acyloxyacyl moiety of lipid A [Reynolds et al., 2006]. The fact that the peak at m/
7 1388.7 is present in only five of the twelve strains studied indicates that the activity of this homolog of
LpxR in the E. cloacae complex must be regulated. The mechanism of this regulation within the outer mem-
brane is unknown but would certainly deserve particular attention because it can be expected that removal
of the acyloxyacyl chain would substantially influence the recognition of LPSs by its TLR4:MD2 receptor
complex.

It is generally accepted that for complete activation of the TLR4:MD-2 complex, a lipid A structure with six
acyl chains and two phosphate groups is critical [Park et al., 2009]. Here, we see that the "incomplete”
E. cloacae complex molecular species, at m/z 1388.7 and 1717.4, which do not meet those conditions,
are nevertheless the best contributors to proinflammatory activity. Such theoretic discordance is also illus-
trated in Neisseria meningitidis expressing Pagl deacylase that provides tetra-acylated LPS species but is
biologically more active than the LPS from wild-strain Neisseria meningitidis [Zariri et al., 2016]. This

iScience 24, 102916, August 20, 2021 13



¢? CellPress

OPEN ACCESS

1.0
0.9 Absence of 20H-C14 in LPS
0.84
0.74
0.64
0.54
0.4
0.34

Probability of Survival

0.21 Presence of 20H-C14 in LPS
0.11

0.04

P=0.002 by log-rank test

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Hours since diagnosis sepsis
No. at Risk
Absence of 20H-C14 in LPS{ 11 10 8 7 7 7 7 7 7 7 7

Presence of 20H-C14 in LPS{ 7 5 3 2 2 1 1 1 1 1 1

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Figure 9. Kaplan-Meier survival curves in bloodstream infections due to E. cloacae complex, as a function of the
presence or absence of 20H-C14 on LPS Lipid A

Red line: presence of 20H-C14 on LPS Lipid A; Blue line: absence of 20H-C14 on LPS Lipid A. Log rank test was
performed using the R Statistical Software. p value < 0.05 was considered as significant.

paradoxical observation may result from the fact that the LPS:TLR4:MD2 complex triggers signaling via
both the MyD88 and TRIF pathways as well as LPS recognition may be modulated by others proteins
and cofactors. It is therefore possible that in conditions as encountered during sepsis where several molec-
ular species of lipid A are present, the joint existence of the two TLR4:MD2 signaling pathways may allow
incomplete forms of lipid A to contribute to inflammation through synergistic or antagonistic effects. The
only two species containing L-Ara4N (at m/z 1928.5 and 1956.6) are also important contributors to inflam-
mation. However, they are present in eight out of twelve LPSs (Table 2) and therefore cannot explain the
differences in their inflammatory activity alone.

Pathogenicity of E. cloacae complex sepsis is multifactorial, with the involvement of a number of puta-
tive virulence factors. Barnes et al. [Barnes et al., 1997] reported that E. cloacae complex strains pro-
duce enterotoxins, a-hemolysin, and pore-forming cytotoxins after adhesion to epithelial cells. In addi-
tion, Krzyminska et al. [Krzyminska et al., 2009, 2010] found that genes of the type Il secretion system
that delivers bacterial toxins directly into the host cells are present in 27% of clinical isolates of
E. cloacae complex, indicating that these bacteria may destroy phagocytes and epithelial cells and
then disseminate with the host interstitial tissue. It has also been demonstrated that E. cloacae complex
strains may induce apoptosis of human epithelial intestinal cells [Raetz, 2001]. This may represent
another strategy of the E. cloacae complex, leading to tissue destruction and bacterial spreading re-
sulting in systemic infection. Endotoxins remain a major, and well recognized, pathogenic effector of
septic shock. In our patients, the fulminant and lethal course of the disease was suggestive of acute
endotoxinemia. Whether patients with asymptomatic E. cloacae complex carriage had different endo-
toxins structures than patients with septic shock was obvious. Identification of small amounts of a-hy-
droxymyristic acid (20H-C14) replacing the secondary C14:0 chain in position 2 (Figure 7A) or in posi-
tion 3’ (Figure 7B) in patients with septic shock and not in patients with asymptomatic carriage urges to
re-evaluate its role in Enterobacteriaceae pathogenesis and 20H-C14 biosynthesis. In many bacteria
(Salmonella, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Bordetella pertussis, Legionella pneumophila) the lpxO
gene encodes a dioxygenase that transforms into 20H-C14 a secondary myristate exclusively the 3’ po-
sition [Raetz, 2001; Llobet et al., 2015; Bartholomew et al., 2019; Lo Sciuto et al., 2019]. In other bacteria
such as several Bordetella species (Bordetella avium, Bordetella trematum, Bordetella hinzii, and Bor-
detella petrii) a homolog of lpxO acts on the secondary substituted chains in positions 2 and 2’ (and not
in 3’ as in Salmonella) [Novikov et al., 2014].
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Our results showing that 20H-C14 is a secondary substituent at position 2 in some molecular species (Fig-
ure 7A) and 3" in others (Figure 7B) suggest that homologs of these two variants of LpxO are both presentin
the E. cloacae complex. It should be noted that 20H-C14 may be absent, even in the presence of LpxO, if
an enzyme homologous to LpxL2 is absent. Indeed, LpxO only modifies a secondary myristate group pre-
viously transferred by LpxL2. Only one study reported the virulence of E. bugandensis in the NICU (strain
EB-247) [Pati et al., 2018]. In silico analysis of EB-247 genome shows the absence of [pxO homolog (Gen-
Bank: NZ_LT992502). After isolating lipid A moieties from strain EB-247, no peak corresponding to the
2-hydroxymyristate residue (m/z 1813.4 and 1841.4) were identified from the MALDI-TOF spectrum (Fig-
ure S2) and LPSs analysis by GC-MS did not retrieve a-hydroxymyristic acid (data not shown).

Our analyses of lipid A structures by MALDI-TOF, followed by GC-MS analyses of their fatty acid content,
showed for the first time an indisputable correlation between the presence of 2-hydroxymyristic acid on
lipid A and mortality due to E. cloacae complex septic shock (Figure 8). In contrast, lethality was neither
correlated with any other structural features nor species identification within the E. cloacae complex and
phenotypic markers such as ERIC-PCR profiles or overproduction of AmpC cephalosporinase. The role
of 2-hydroxymyristate as a virulence factor is also supported by Merritt et al. with B. pseudomallei [Merritt
et al., 2006]. The effect of 2-hydroxymyristate could be to increase hydrogen bonds between adjacent lipid
A chains, which would increase the membrane’s resistance to the penetration of antimicrobial cationic pep-
tides used as defense mechanisms. Raetz's group [Gibbons et al., 2000] proposed another interesting hy-
pothesis that could explain the role of 20H-C14 as a virulence factor: during infection, 2-hydroxymyristic
acids released by LPS through leukocyte acyloxyacyl hydrolase would be converted to 2-hydroxymyristoyl
coenzyme A, a well-known potent inhibitor of N-myristoyl transferase that is required for cell signaling. This
would gradually destroy, by apoptosis, the immune cellular effectors.

Identification of 2-hydroxymyristic acid as a virulence factor and prognosis markers in E. cloacae complex
sepsis opens the possibility of using it as a marker of clinical severity, marker of antibiotics therapy initiation,
as well as E. cloacae complex pathogenicity stratification.

Limitations of study
Our findings need to be confirmed in larger studies and expended to other gram-negative bacteria such
K. pneumonia and other Enterobacter encountered in patients with septic shock.
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Software and algorythms

R Studio (R core Team, 2018; R Foundation for https://www.r-project.org/
statistical Computing)
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RESSOURCE AVAILABILITY
Lead contact

Further information and request for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the
lead contact, Pierre Tissiéres (pierre.tissieres@i2bc.paris-saclay.fr).

Materials availability

This study did not generated new unique reagents.

Data and code availability

Data reported in this paper will be shared by the lead contact upon request. This paper does not report
original code. Any additional information and requests for ressources and reagents should be directed
and will be fullfield by the lead contact.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS
Patients

Retrospective analysis of all newborn hospitalized in the NICU of the Béclére Hospital with E. cloacae com-
plex septic shock. Septic shock was defined as a sepsis associated with more than two organ failure
requiring vasoinotropic support. The study was approved by ethical committee of the French Society of
Intensive Care (CE SRLF 19-40). Legal representatives were informed and agreed on the use of the clinical
data. Gender of patients was equally balanced (male n = 15; female n = 21). All patients were neonates with
a median gestational age of 27 weeks (See Table S1). Influence of gender, age and developmental stage
may have influence host response to E. cloacae infection and were not studied.

METHOD DETAILS

Identification, antimicrobial susceptibility testing, molecular typing of E. cloacae complex

E. cloacae complex isolates from blood cultures or colonization sites (cavum) in hospitalized infants were
obtained from the microbiology laboratory of Antoine Beclere hospital. Bacteria were inoculated on
Columbia agar with 5% sheep blood ((bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) and were incubated overnight
at 37°C. Identification of the E. cloacae complex was performed with mass spectrometry (MALDI-TOF-
MS) (Brucker, Leipzig, Germany) according to the manufacturer’s instructions. In addition, we distinguished
the different species among the E.cloacae complex as previously described [Hoffmann and Roggen-
kamp,2003]. Antimicrobial susceptibility testing was performed using agar disk diffusion method on Muel-
ler-Hinton (MH, Bio-Rad, Hercules, CA) according to the Eucast guidelines (http://www.eucast.org/).
Enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) was performed according to Duan
[Duan et al., 2009]. ERIC banding patterns obtained from the agarose gel electrophoresis were used to
define different profiles.

LPS and lipid A extraction and analysis

We selected twelve of E. cloacae complex strains from blood cultures (n = 8) and from colonization sites
(n = 4) which differed in several of their characteristics, including ERIC-PCR profiles, antibiotic resistance
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profiles or identification species to lipid A extraction and analysis (Table 52). All MALDI-TOF and GC-MS
experiment were representative of two to five independent experiment in triplicate.

Bacteria were grown overnight at 37°C in LB broth (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, M), and LPSs were
isolated by the phenol/water method of Westphal and Jann [Westphal and Jann, 1965]. Briefly, the wet pel-
let of bacteria was stirred in 45% aqueous phenol at 65°C for 30 min, insoluble material was removed from
the cooled water phase by centrifugation and the clear extract was dialyzed under running tap water until
free of phenol, then dialyzed against distilled water [Chafchaouni-Moussaoui et al., 2011]. Extracts were
subjected to enzyme treatments (DNAse, RNAse, and proteinase K) to remove DNA, RNA, and proteins,
and further purified with acidified chloroform-methanol-water to remove contaminating phospholipids
and lipoproteins. LPSs were then washed by suspension in cold methanol, centrifuged (7000 x g) and dried
under a stream of air. Lipid A was prepared by the triethylamine-citrate method [Chafchaouni-Moussaoui
etal., 2011]. Briefly, the LPS sample was suspended at a concentration of 10 pg/uL in a0.01 M triethylamine-
citrate solution (1:1 molar ratio, pH 3.6) and heated for 1 hr at 100°C. The sample was then lyophilized and
suspended in methanol. After centrifugation (7000 x g for 10 min at 4°C), lipid A was extracted with a
mixture of chloroform: methanol: water (3: 1.5: 0.25; by vol.) at a concentration of 10 ng/uL. The molecular
species present in this preparation were analyzed using a AXIMA performance (Shimadzu Corp., Kyoto,
Japan) matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight (MALDI-TOF) mass spectrometer (Institute
of Integrative Biology of the Cell, CNRS, CEA, Paris Saclay University, Gif-sur-Yvette, France). A suspension
of lipid A (1 pg/pL) in chloroform: methanol: water (3:1.5:0.25, v:v:v) was desalted with a few grains of Dowex
50W-X8 (H+), 1 pL was deposited on the target mixed with 1 uL of a gentisic acid (2,5-dihydroxybenzoic
acid) matrix (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, Ml) suspended at 10 pg/plL in the same solvent or in
0.1 M aqueous citric acid, and dried. Analyte ions were desorbed from the matrix with pulses from a
337 nm nitrogen laser. Spectra were obtained in the negative-ion mode at 20 kV, with the linear detector.
Mass calibration was performed with the peptide mass standards kit of AB SCIEX, or with a purified and
structurally characterized LPS sample from B. pertussis and E. coli J5 prepared in our laboratory.

Fatty acid composition of LPSs analyzed by gas chromatography/mass spectrometry

The LPS samples (200 pg) were incubated at 85°C for 15 to 18 hrin 600 uL of a mixture of anhydrous meth-
anol/acetyl chloride (10/1.5 by vol.) containing 4 ng of arachidic (eicosanoic) acid (C20) used as an internal
standard. After this transmethylation reaction, methanol was evaporated under vacuum at room tempera-
ture, the resulting fatty acid methyl esters were extracted in ethyl acetate (600 pl), and the solvant was
evaporated at room temperature under a stream of nitrogen. The material was dissolved in 50 uL of ethyl
acetate and the solution (1-5 pl) was analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(GC-MS) in a Shimadzu (GCMS-QP2010SE) apparatus. A capillary column from Phenomenex (Zebron ZB-
5MS, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) was used with a temperature gradient from 50°C to 120°C (20°C/min)
followed by a gradient from 120°C to 250°C (3°C/min) and finally a constant temperature (250°C for
2 min). Fatty acids were identified by their mass spectra and their retention times compared to fatty acid
standards (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, MI).

Endotoxins cytokines assay

THP-1 cell (ATCC, Old Town Manassas, VA) were cultured at 37°C in humid air with 5% CO2, in RPMI 1640
medium supplemented with 10% heat-inactivated (56°C, 30 min) fetal bovine serum (Gibco, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA), 100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Sigma Aldrich, St. Louis, Mis-
souri, MI). Viable THP-1 cells (10° cells in 2 mL of culture medium) were added to each well of tissue culture-
treated, flat-bottomed, non-pyrogenic, polystyrene é-well plates and stimulated with 1 ng/mL LPS, no LPS
added was the control. The LPS extracted from E. coli J5 (ATCC, Old Town Manassas, VA) and purified as
indicated above, was used as a reference. In vitro stimulations were performed in triplicate for 24 hr and
supernatants were stored at —20°C for ELISA analysis. In the cell-free supernatants, transferred into micro-
plates (96-well Maxisorp Nunc), TNF-a and IL-6 levels were determined by ELISA kits (Ready Set Go, e-
Bioscience, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA). In each well, the OD at 450 nm was measured with a
microplate reader (Multiskan EX, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA).

Lipid A structures pro-inflammatory potency

To calculate specific contributions of each lipid A molecular species, mathematic model was constructed.
LPSs from twelve strains and eighteen molecular species (MALDI peaks), provide twelve equations and
eighteen unknowns. But we can limit the number of unknowns by making three reasonable approximations:
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i) The species 1599.1 and 1783.4 have a contribution coefficient of O (little influence) because presentin only
one strain. ii) The species 1813.4 and 1841.4 have the same coefficient (only 2 strains differ by them) and iii)
The species 1928.5 and 1956.5 have also the same coefficient, for the same reason. This leaves a system of
twelve equations with only twelve unknowns, where each equation indicates the number of times (0,1,2, or
3) that a molecular species contributes to the inflammatory activity of a given LPS. These presences can be
represented by a square matrix. To calculate each structure contribution, it is then sufficient to solve the
matrix equation: (Matrix of presence) x (Vector of contributions) = IL-6 concentration (pg/mL). Many com-
puter applications designed to solve linear systems can handle this matrix equation. The result is that this
linear system admits only one solution.

Screening of IpxO by real-time PCR

Isolates were screened for the presence of lpxO with a real-time PCR with primers (lpxO-F 5'-
GGCTCGGTTCGTTACCATCT-3; IpxO-R 5-AATAAAACGGATCAAACGCG-3'). Bacterial DNA was iso-
lated with easyMag (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). Realtime IpxO PCR was performed using the
following PCR mix conditions: 12.5 pL of Master mix GoTtag gPcr Promega (Promega, Madison, WI),
9 ulL sterile water and 0.2 uM of each primer in a total volume of 25 puL (including 2.5 pL of template).
PCR protocol was performed under the following conditions: pre-PCR of 10 min at 95°C to fully denature
the template DNA and activate the polymerase followed by 40 cycles of 15 s at 94°C for denaturation and
30 s at 60°C for annealing. Amplification and detection were carried out in an Applied Biosystems Prism
7500 System (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA).

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS
Statistical analysis

Kaplan-Meier survival curves were drawn and Log rank test was performed using the R Statistical Software.
p value < 0.05 was considered as significant.
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Construction du mutant LpxO

Souches et conditions de croissance

Le marqueur microbiologique était principalement associé a E. bugandensis et la
souche ECH4 a été sélectionnée comme candidat pour la délétion et la
complémentation du gene [pxO. La souche ECH4 a été récupérée de I'épidémie de

I'hpital Antoine Béclere (Publication 2).

Toutes les souches et tous les plasmides sont répertoriés dans le Tableau 12. Les
souches ont été cultivées sur gélose (LB, lysogeny broth) a 37°C et 150 rpm a partir de
stocks congelés a -20°C dans du glycérol. Les concentrations d'antibiotiques utilisées
a chaque étape étaient les suivantes : Kanamycine (Km), 25 pug /mL, chloramphénicol

(Cm), 10pg /mL, triméthoprime (Tp), 100ug /mL et tétracycline (Tet) 12, 5ug/mL.

Construction du mutant E. bugandensis (souche ECH4)

Les amorces pour la construction du mutant (Tableau 12) ont été concues en utilisant
la séquence du génome entier de E. bugandensis ECH4 (numéro d'accession GenBank
GCA_021650195.1). Les paires d'amorces [pxO-3-UP-Fw, [pxO-3-UP-Ryv, [pxO -3-Dw-Fw
et [pxO-3-Dw-Rv ont été utilisées dans deux PCR distinctes pour amplifier les fragments
flanquant le gene [pxO en utilisant le kit GoTagq Green Master Mix (Promega) (Figure
34 (a)). Chaque amplicon contient des sites de restriction internes Mlul ajoutés
intentionnellement pour effectuer I'étape suivante de fusion des régions flanquantes.
Les fragments UP et Dw (down) de [pxO ont été récupérés a partir du gel
d'électrophorese et ensuite purifiés pour la polymérisation (fusion de UP et Dw) en

utilisant la ligase T4. Ensuite, le produite a été amplifié par PCR pour générer un seul
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amplicon en utilisant les amorces [pxO-3-UP-Fw et [pxO-3-Dw-Rv. Ensuite, I'amplicon
a été digéré avec les enzymes Smal et Xbal. D'autre part, le plasmide commercial pGPI-
Scel-2 a été extraie, purifié et digéré avec Smal et Xbal, les deux produits ont été
assemblés (Figure 34 (b)) pour obtenir le plasmide pGPI-Scel-2AlpxO. Ce plasmide a

ensuite été transformé dans des cellules compétentes E. coli GT115.

Tableau 12 Souches et plasmides utilisés dans cette étude.

Souche/plasmide Génotype Source/référence

E. bugandensis ECH4 Wild type Chez nous

F — mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC ) 80

lacZ AM15 A lacX74 recA1 rpsL ( strA) .
GT115 . . InvivoGen

endA1 Adcm uidA (A mlul ):: pir-116

AsbcC-sbcD
Amorces
lpxO-UP-3Fw: 5'-AAAAAACCCGGGATGAAACCGGCGATTCTGGTG-3'
lpxO-UP-3Rv: 5'-AAAAAAACGCGTCATTGTTCCGGCGATAACGTAA-3'
lpxO-Dw-3Fw: 5'-AAAAAAACGCGTAGGGAAGAAAACGCCGTCATAAA-3’
lpxO-DW-3Rv: 5'- AAAGGCGCTCTAGATTGCGATTTTTCATTACAGTTCTATG-3'
pGPI-Fw: 5'-TAACGGTTGTGGACAACAAGCCAGGG-3'

pGPI-RV : 5'-GCCCTACACAAATTGGGAGATATATC-3'
Plasmides

Vecteur suicide, origine de réplication

pGPI-Scel-2 R6Kgamma, Mob -, porte un site AddGene
endonucléasique I-Scel, Tp r
Exprime le gene de I'endonucléase |-

pDAI-Scel-SacB Addgene
Scel, sacB, Tetr
Ori colE1, dérivé de RK2, KanR, mob+, Figurski and
pRK2013 .
tra+ Helinski (1979)
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Le plasmide pGPI-Scel-2AlpxO a été mobilisé dans E. bugandensis ECH4 a I'aide du
plasmide pRK2013 par conjugaison triparentale. Les clones co-intégrateurs ont été
sélectionnés en utilisant de la gélose LB supplémentée avec Tp a 37°C. Un deuxieme
croisement triparental a été effectué pour conjuguer le plasmide pDAI-Scel-SacB
pendant toute la nuit. Les exconjugants ont été sélectionnés sur de la gélose LB
contenant du Tet a 37°C. Les colonies des clones candidats ont été examinées pour
leur sensibilité a la Tp sur une gélose supplémentée en Tp. De plus, les colonies ont été
évaluées par PCR a chaque étape. sacB permet de faire sortir le premier plasmide en
passant de résistant a Tp a résistant a Tet. Les colonies confirmées avec la délétion [pxO
ont été criblées pour la résistance au Tet et le second plasmide a été expulsé en utilisant
la gélose LB avec 6% de saccharose sans NaCl pendant 24h a 30°C. Les colonies

résultantes ont été nommeées E. bugandensis mutant [pxO (Figure 35).
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IpxO

carbohydrate kinase (CK)

DNA-binding response (DNA-BR)
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DNA-binding response (DNA-BR)
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(PCR #1/ #2) (PCR #3 / #4)

pGPI-Scel AlpxO

TpR

Figure 34 Schéma montrant a) la stratégie d'amplification des régions UP et Down flanquant [pxO et

b) le clonage du fragment contenant la délétion dans le vecteur pGPI-Scel.
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Figure 35 Schéma montrant a) I'hybridation homologue permettant la délétion de IlpxO sur le
chromosome et b) le cross-over UP ou Down médié par sacB.
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DNA-binding response _
L , \

4——CATTACAGTTCTATGAATTTTATATTCCd@AACTACACTCTCTCCATCTGGCATA
5’TTCGGCGTGGGGAGCACTCTGTCCGCACGOETTTCCGAAATGAGATAGAAAGAGG
ACAAGGGAAAAATGTTCGCAGCAATCATCATCGGTATTTTCATTATCAGCGTTAT
TTATGCGCATTTATGCGCATTCACGCGGCAA&AAACAGACGCTTTCTCGTCAGCT
CTTCGACCATTCGACGTTCATGGCCCCCATCARNTATGTTTATGACGGCGTTTTCT

14
TCCCTACGCGTCATTGTTCCGGCGATAACGTAAGCCTTATGCCGCCTGTTCGGGT—1>

i ‘—\#4

Deleted region

GCCCGCCAGGCAGCCTTTCTTTGAAACAGAGCGCTTCCCGGAATTAAATAAGCTGACGGAAAACTGGCTGGTTATTCGCGAAGAGGCG
CTGCGTTTGCAGCATCATATTAAGGCGGCGGAAAATAATAACGACGCTGGCTTTAACACCTTTTTTAAACGCGGCTGGAAACGTTTTT
ACCTGAAATGGTATGCCGATGCCCATCCCTCCGCGCAGTCTTTATGCCCGGTGACGACCCGGCTGGTGAGTGAAATCCCCTCGGTGAA
GGCGGCCATGTTTGCCGAGCTGCCGGCGGGTGCGAAGCTGGGTAAGCACCGGGATCCGTACGCGGGATCGGTTCGTTACCATCTGGGC
TTATTCACACCGAATGACGATCGCTGCTTTATTGAAGTCGACAGGCAGCGCCACAGCTGGCGGGATGGCGAAGCCGTTATTTTTGATG
AGACCTACGTCCACTGGGCAGAAAATAAATCGGATCAAACGCGCATTATTCTCTTCTGCGATATTGAACGTCCGATGAAGTGGCGCTG
GGCGCAGGCGGTTAACCATTGGGTGGGGACCACGCTGATGTCTGCAGCCCGCTCACCGAATGACGAGAATGACAGCACCGGCGGCATT

Figure 36 Confirmation du mutant lpxO par séquencage Sanger.

Perspectives

Les études génomiques ont confirmé que nous avons obtenu le mutant exempt de
toute autre mutation indésirable qui pourrait affecter I'analyse. Ce mutant sera utilisé
pour étudier I'impact de [pxO sur E. bugandensis dans des modeles animaux. Dans un
premier temps, les souches ECH4AlpxO, la souche ECH4 de type sauvage et la
complémentation ECH4AlpxO seront utilisées pour réaliser des expériences de
virulence dans le modele G. mellonella. L'étude d'une souche délétée permettra
d'observer I'impact de ce gene sur la virulence et son role éventuel dans le sepsis
néonatal. Par la suite, la souche AlpxO sera également utilisée dans des expériences sur

des modeéles cellulaires pour évaluer son impact sur la réponse immunitaire.
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DISCUSSION




Discussion générale

Les infections nosocomiales constituent un probleme majeur en réanimation
néonatale, affectant plus de 20% des nouveau-nés de faible poids a la naissance (< 1
500 g). Le choc septique est la forme la plus grave d'infections chez le nouveau-né et
constitue la principale cause de déces dans ce groupe d'age. Les facteurs liés a I'hOte
et plus précisément l'immaturité des mécanismes de réponse aux infections
contribuent a la gravité des symptomes dans cette population (Weiss et al, 2020 ;

Ershad et al,, 2019).

Les entérobactéries appartenant au genre Enterobacter ont été maintes fois signalées
comme un des agents majeurs de ces infections associées aux soins et des épidémies
ont été rapportées (Davin-Regli et al., 2019). Les objectifs de ce travail de these étaient
d'identifier les marqueurs microbiologiques de sévérité chez Enterobacter afin d'aider
a prévenir les bactériémies, en particulier chez les prématurés, par la caractérisation

phénotypique et génotypique apres WGS d'isolats cliniques.

Le premier marqueur que nous avons identifié est I'espéce. En effet, lors de I'étude
approfondie de I'épidémie de bactériémies a Enterobacter a I'Hopital Antoine Béclere,
I'identification précise par la technique de PCR/séquencage dnal (article 1) des
différents isolats et clones a montré que E. xiangfangensis et E. bugandensis étaient les
deux espéces les plus fréquentes. Cependant, ces 2 especes présentent un profil de
résistance aux antibiotiques et de virulence différente. Je me suis plus particulierement

intéressé a E. bugandensis.

E. bugandensis est une bactérie récemment décrite et associée a des foyers
nosocomiaux (Doijad et al., 2016). Elle a été caractérisée en 2018 par I'équipe de Pati
et al, qui a montré dans des essais d'infections chez la souris qu’elle était aussi effective

que Salmonella Typhimurium pour induire une infection systémique et la libération de
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cytokines pro-inflammatoires. lls ont démontré que E. bugandensis avait un potentiel
septicémique et émis I'hypothese qu'elle était I'espece la plus virulente du genre (Pati
et al, 2018). Lors de I'épidémie a I'HOpital Antoine Béclére, parmi les 20 nouveau-nés
atteints d'une bactériémie, 14 sont décédés dont 13 (93%) présentaient une
bactériémie a E. bugandensis. Cela suggere que ce pathogene est une espéce associée
a la gravité et a la mortalité dans le sepsis néonatal. L'association d'E. bugandensis avec
des taux de mortalité élevés a aussi été mise en évidence dans d'autres études (Girlich

et al, 2021 ; Pati et al., 2018).

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques des souches a montré un
phénotype particulier de résistance aux antibiotiques. Contrairement a I'étude de
Mshana et al.,, ces souches ne présentaient pas de mécanisme de résistance acquise et
la faible résistance aux céphalosporines de troisieme génération (C3G) observée était

associée a une hyperproduction d'’AmpC (Mshana et al., 2011).

Dans le genre Enterobacter, le phénotype de résistance aux antibiotiques est associé a
I'espece. Contrairement a I'épidémie en Tanzanie, ou les souches de E. bugandensis,
portaient une BLSE de type CTX-M-15 associée a une séquence d'insertion
ISEcp1/tnpA, aucune BLSE n'a été identifiée chez cette espece dans notre étude
(Mshana et al,, 2011). Par contre, E. xiangfangensis présente un taux de résistance plus
élevé aux C3G que E. bugandensis ce qui suggere une plus grande plasticité génétique
chez cette espece (Wu et al, 2021 ; Makhlouf et al,, 2021). On peut noter que nous
avons observé un taux de mortalité plus élevé (70%) que dans le foyer de Tanzanie

(35%).

Ces marqueurs de résistance chez Enterobacter suggerent que la propagation des
mécanismes de résistance a médiation plasmidique est plus fréquente chez E
xiangfangensis comme cela avait été précédemment documenté (Wu et al, 2021) et

gu'un meilleur contréle épidémiologique devrait donc étre envisagé, afin de freiner la
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propagation de BLSE. Chez E. bugandensis la sensibilité au céfépime reste stable alors
que chez E. xiangfangensis elle pourrait étre compromise par la présence de BLSE. Enfin,
les deux espéces restent sensibles aux carbapénémes en France contrairement a
d'autres pays ou régions d'Europe (Stoesser et al., 2015; Matsumura et al, 2017 ;
Wendel et al,, 2022), ce qui en fait un bon choix pour le traitement probabiliste. Ce
travail montre que la gravité du sepsis néonatal a E. bugandensis chez les nouveau-nés

n'est pas associée au profil de résistance.

L'absence d'un profil de multirésistance et le taux de mortalité élevé, nous a conduit a
rechercher d'autres marqueurs microbiologiques susceptibles d'expliquer la

dynamique épidémiologique et la gravité du sepsis néonatal au cours de I'épidémie.

L'un des facteurs possibles de lI'augmentation du risque de mortalité au cours du
processus septique par E. bugandensis pourrait étre la présence du géne [pxO (article
3). Ce gene qui a été identifié dans toutes les souches des nourrissons décédés dans
notre étude, a été associé comme facteur de virulence dans d'autres bactéries Gram-
négatif telles que Salmonella, Klebsiella et Acinetobacter (Gibbons et al., 2008 ; Llobet
et al, 2015 ; Bartholomew et al, 2019). La modification dépendante de LpxO réduit
I'activation des réponses inflammatoires et sert de médiateur a la résistance aux
peptides antimicrobiens. Les souches dépourvues de LpxO sont atténuées in vivo, ce
qui souligne I'importance de cette modification dans la biologie de I'infection par des
pathogenes tels que Klebsiella (Llobet et al., 2015). Nos résultats sont en accord avec
I'étude de Pati et al, ou il a été mis en évidence que E. bugandensis a un potentiel de
virulence élevé chez Galleria mellonella, la capacité d'induire une réponse immunitaire
ainsi que de posséder divers mécanismes de réponse au stress par I'hote (Pati et al.,
2018). Cependant, certaines études ont rapporté un taux de mortalité élevé associé a
E. bugandensis en I'absence du géne [pxO (Mshana et al,, 2011). Ce fait suggere que la
mortalité des nouveau-nés associée a E. bugandensis est multifactorielle, mais que

LpxO pourrait étre un facteur clé de la mortalité chez les nouveau-nés.
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La modification structurelle du lipide A par LpxO pourrait également étre associée aux
niveaux élevés de MICsg a la colistine chez E. bugandensis (128 mg/L) par rapport a E.
xiangfangensis (16 mg/L) ou LpxO est absent. Des études ont mis en évidence que LpxO
est un des médiateurs de la résistance a la colistine chez Klebsiella et Acinetobacter

dans les souches ou le gene est présent (Llobet et al.,, 2015 ; Bartholomew et al., 2019).

Le potentiel élevé de colonisation et de persistance des foyers associés a Enterobacter
a été récemment signalés (Ferry et al., 2020). L'étude de Ferry et al rapporte I'existence
de deux épidémies a Enterobacter d'une période deux ans chacune en RNN. L'analyse
des 6 génomes rapportés par ces auteurs montre une prévalence de E. xiangfangensis
(2/6), E. hoffmannii (2/6), (1/6) E. bugandensis et (1/6) E. cloacae. De plus, le taux
d'infection était indépendant du taux de colonisation du patient comme dans notre
étude. La persistance de I'épidémie et la forte colonisation des nouveau-nés dans notre
étude et celle de Ferry et al. suggéerent que les souches d'Enterobacter et en particulier
appartenant aux especes E. bugandensis et E. xiangfangensis ont un fort potentiel de
colonisation. Ce fait suggere que ces deux pathogenes devraient étre identifiés
précisément lors des protocoles de surveillance épidémiologique et qu'une attention
particuliere devrait étre portée, notamment lors des périodes de forte colonisation par
E. bugandensis en RNN. En outre, de nouvelles stratégies d'identification rapide d'E.

bugandensis portant le marqueur de virulence LpxO devraient étre explorées.

La persistance et le potentiel de colonisation d'E. bugandensis sont associés a la
résistance aux antiseptiques et aux désinfectants utilisés en RNN. Dans notre étude
comme dans d'autres le bio-nettoyage intensif n'a eu qu'un effet modéré sur
l'incidence de la colonisation mettant en évidence la persistance de ces agents
pathogenes méme apres le bio-nettoyage (Ferry et al,, 2020 ; Wendel et al., 2022). Dans
notre étude, I'identification de clones (ST50, ST1402) a la fois dans les incubateurs et

dans les hémocultures suggere que le bio-nettoyage ne suffit pas a éradiquer ces
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micro-organismes des surfaces. D'autres études ont aussi identifié les incubateurs
comme réservoir bactérien lors d'épidémie en RNN (Chavignon et al., 2021 ; Girlich et
al, 2021). La mise en ceuvre de nouvelles stratégies de désinfection des incubateurs
comme la vapeur chaude, pour la prévention du sepsis néonatal est a envisager. (article

2)

Les résultats de notre étude monocentrique nous ont incité a mener une étude
multicentrique afin d'avoir un échantillon plus représentatif de nos observations. Notre
collection historique de souches d'Enterobacter spp. provenant de 15 RNN (cohorte
SENSE) a montré le méme schéma de prévalence des especes, c'est-a-dire que E.
bugandensis est la deuxieme espéce la plus fréquente apres E. xiangfangensis. Nos
résultats permettent de conclure qu'une identification précise au niveau de I'espece est

importante pour connaitre le potentiel de pathogénicité de chacune d’entre elles.

Récemment, le WGS offre la possibilité d'explorer le génome pour la prédiction de
marqueurs microbiologiques associés a I'épidémiologie, au résistome et au virulome.
Dans ce contexte, au cours de ce travail, nous avons utilisé le WGS de la cohorte SENSE

pour effectuer une analyse du virulome d'E. bugandensis.

L'étude de Pati et al. a conclu que E. bugandensis possede des facteurs de virulence
associés a la réponse au stress in vivo (Pati et al., 2018). Nous avons identifié aussi une
grande variété de loci génétiques associés aux genes de virulence. Les loci associés a
I'adhérence, a la formation de biofilms, aux pompes d'efflux ainsi qu'a la résistance aux
antiseptiques, identifiés chez E. bugandensis pourraient expliquer sa persistance a long
terme dans la RNN. Le potentiel de colonisation d'E. bugandensis par le biais
d'adhésines telles que MisL, une adhésine présente chez Salmonella et essentielle a la
colonisation de la paroi intestinale, et d'autres mécanismes tels que les pilis et les

fimbriae, également associés a la colonisation chez des pathogénes comme E. coli, tous
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identifiés chez E. bugandensis favorisent son potentiel d'infection, de persistance et de

colonisation chez les nouveau-nés (article en préparation).

De plus, la présence de cinq loci codant des chélateurs du fer et du groupe héme tels
que Ent, iroA, aerobactine, pioverdine, ChuA, ChuS et ChuU favorise son acces a ce
nutriment permettant son développement dans I'hdte, la régulation de ces loci en
hausse pendent 'adaptation au sérum humain, démontrant son pouvoir pathogene
(Pati et al., 2018). Nos résultats suggerent que E. bugandensis est une bactérie porteuse
de plusieurs mécanismes potentiels de virulence, ce qui explique que méme en
I'absence d'un profil de résistance aux antibiotiques, elle peut coloniser, persister et
envahir la paroi intestinale des nouveau-nés en provoquant une bactériémie. Par
conséquent, le portage d'E. bugandensis chez les nouveau-nés constitue une alerte de

la possibilité d'une épidémie avec des taux de mortalité élevés chez les nouveau-nés.

La caractérisation du T6SS chez E. bugandensis montre une structure similaire a celle
de P. aeruginosa (Chen et al, 2015) contrairement aux autres especes d'Enterobacter
ou le T6SS est caractéristique des entérobactéries (Mustafa et al., 2020 ; Soria-Bustos
et al, 2020). Le systeme T6SS a été associé a la virulence d'autres agents pathogenes
car il permet la libération d'effecteurs cellulaires dans les cellules procaryotes et
eucaryotes. En outre, ces systemes de sécrétion sont importants pour la compétition
bactérienne (Soria-Bustos et al., 2020). Le T6SS d'E. bugandensis pourrait étre plus
efficace que celui des autres especes et cela pourrait expliquer, ainsi que d'autres

facteurs biologiques de I'hote, la prévalence de cette espéce chez les nouveau-nés.

Nous avons pu identifier dans ce travail des marqueurs liés aux différentes especes
d'Enterobacter. Ces travaux ont mis en évidence l'importance de la taxonomie et de
I'identification précise, car chaque espece a un potentiel de colonisation et de virulence
différent qui détermine le pronostic de la bactériémie néonatale. Contrairement a

d'autres travaux, ou l'exploration épidémiologique se limite a l'identification d'E.
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cloacae ou d'CEC, notre travail suggere que E. bugandensis devrait étre considéré
comme un agent important dans la RNN et que l'attention devrait étre
portée aux infections dont il est responsable. D'autre part, le role de LpxO dans la
virulence, la résistance et la pathogénicité d'E. bugandensis devrait étre confirmé par
des expériences de fonctionnalité comme cela a été fait chez d'autres pathogenes pour
mieux comprendre son réle dans la virulence et connaitre sa pertinence et son impact

sur la gravité de l'infection bactérienne néonatale.

Ces résultats, ainsi que d'autres études, suggerent que E. cloacae n'est pas I'espece la
plus souvent isolée en milieu hospitalier et que son importance dans les maladies
infectieuses devrait étre réévaluée, car historiquement, de nombreuses infections a
Enterobacter ont été rapportées comme E. cloacae. De méme, la taxonomie dans les
bases de données telles que GenBank devrait étre réévaluée et corrigée a l'aide de
méthodes telles que I'ANI ou la dDDH afin de mieux comprendre la dynamique
épidémiologique dans le monde, particulierement I'impact d'E. bugandensis en RNN.
Bien que la premiére description de cet agent pathogéne ait eu lieu en Tanzanie en
2011 mais caractérisé en 2016, puis en Allemagne en 2018 et en 2021 en France, il est
probable que cet agent pathogene était présent depuis plus longtemps et qu'il soit
responsable de foyers nosocomiaux dans les RNNs. Cependant, en raison de sa
mauvaise identification, il n'a pas été signalé comme E. bugandensis mais comme

Enterobacter sp. ou encore E. cloacae (Wu et al., 2020)

Enfin, les caractéristiques identifiées tels que (a) la prévalence et le potentiel de
virulence élevés d'E. bugandensis, (b) la prévalence élevée d'E. xiangfangensis et son
faible potentiel de virulence, (c) le potentiel de colonisation et de persistance sur les
surfaces comme les incubateurs des deux pathogenes, (d) le profil de sensibilité aux
antibiotiques d'E. bugandensis et le profil de résistance d'E. xiangfangensis, mettent en

évidence la dynamique épidémiologique d'Enterobacter dans la RNN et alertent sur la
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gravité des bactériémies néonatales causées par ces pathogenes, en particulier E.

bugandensis, que nous avons associé a un pronostic fatal chez les nouveau-nés.
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Conclusions

Premierement, notre travail souligne l'importance de l'identification au niveau de
I'espece du genre Enterobacter, en particulier E. bugandensis. Apres avoir démontré son
potentiel hautement pathogéne, il est important d'employer de nouvelles approches
telles que celle proposée ici (article 1). En raison du taux de mortalité éleve associé a E.
bugandensis, principalement di a la présence du marqueur LpxO, une surveillance
épidémiologique de la colonisation par E. bugandensis chez les nouveau-nés devrait

étre mise en place pour éviter les infections de mauvais pronostic.

Deuxiemement, notre travail a mis en évidence que les épidémies d'Enterobacter
acquises a I'hopital sont de nature multi-espéces et multi-clonales. Ces résultats
confirment I'hypothése d'une propagation hospitaliere par contamination croisée lors
d'une épidémie et le fait que tant que la source primaire de I'épidémie n'est pas
identifiée, I'évolution de I'épidémie se maintient dans le temps. Le potentiel de
colonisation et de persistance d'Enterobacter et particulierement d'E. bugandensis,
souligne l'importance de la recherche de ces pathogénes dans les protocoles de
surveillance épidémiologique. D'autre part, le potentiel élevé de résistance aux
antiseptiques et désinfectants utilisés dans la RNN suggere que de nouvelles
méthodologies pour éradiquer ces pathogenes du matériel médical tels que les
incubateurs, qui fonctionnent comme un réservoir, devraient étre explorées. Le
potentiel de résistance aux antibiotiques et aux antiseptiques, ainsi que la capacité de
formation de biofilms, compromettent I'environnement hospitalier qui joue un role

important dans la transmission des infections.

Troisiemement, I'analyse génomique de notre collection historique de sepsis néonatal
a Enterobacter a montré que ce genre est composé d'une diversité d'especes ayant un
potentiel pathogéne différent selon I'espece. Nos résultats suggerent I'hypothése d'un

tropisme d'E. bugandensis pour les nouveau-nés. Cependant, d'autres études visant a

207



expliquer cette hypothese seront nécessaires pour mieux comprendre son
épidémiologie et sa pertinence chez les nouveau-nés. E. bugandensis possede un
arsenal de facteurs de virulence qui favorise son succes dans les infections humaines
et compromet la vie des nouveau-nés. Enfin, la présence du marqueur de sévérité LpxO
chez E. bugandensis pourrait étre associée a la sévérité et a la mortalité. Ce résultat
renforce I'importance d'une identification précise au niveau de I'espéce, en particulier

d'E. bugandensis lors d'une épidémie nosocomiale au sein de la RNN.

Perspectives

Nos résultats suggerent qu'il est nécessaire de développer ou d'améliorer une nouvelle
base de données de spectrométrie de masse utilisant le MALDI-TOF pour permettre
une identification plus rapide et plus précise des especes d'Enterobacter dans la
pratique clinique, en particulier des E. bugandensis [pxO-positif. Une identification
rapide, précise et opportune pourrait sauver la vie de nombreux nouveau-nés atteints
d'une infection a E. bugandensis. Dans ce contexte, notre équipe a commencé a
travailler avec I'équipe de Godmer et al., pour améliorer l'identification des especes au
sein du genre Enterobacter par MALDI-TOF MS, ce qui est crucial pour un diagnostic

précis et rapide. (Godemer et al., 2021)

Par ailleurs, Enterobacter possede de nombreux mécanismes de résistance naturels aux
antibiotiques et antiseptiques par rapport a d'autres bactéries, cependant, nous
n‘avons réalisé ici que l'identification phénotypique et dans certains cas, génotypique,
de certains de ces mécanismes. Des études centrées sur la caractérisation de ces
mécanismes sont nécessaires pour mieux comprendre comment Enterobacter échappe
a l'antibiothérapie, mais aussi comment il évite l'action des antiseptiques et des
désinfectants. Une compréhension précise de ces mécanismes sera nécessaire dans un
avenir proche pour trouver de nouvelles cibles thérapeutiques et/ou améliorer les

antimicrobiens actuels. En outre, la compréhension des mécanismes de persistance sur

208



les surfaces inertes, tels que le développement de biofilms, sera également cruciale
dans un avenir proche pour la prévention, le controle et I'éradication des épidémies
hospitalieres d'Enterobacter. Ces mécanismes peu compris ouvrent la porte a de
nouveaux projets au sein de I'équipe pour mieux comprendre la persistance
d'Enterobacter dans I'environnement hospitalier et prévenir les infections chez les

nouveau-nés.

Le séquencage du génome complet de la collection de 88 souches du projet SENSE a
permis |'exploitation de certains résultats, principalement ceux associés a la virulence.
Cependant, I'étude des plasmides portant des génes de résistance comme le CTX-M-
15 doit étre complétée pour comprendre le transfert horizontal de la résistance aux
antibiotiques. L'analyse des génomes est en cours pour une meilleure compréhension

de la génomique de ces souches associées aux infections néonatales.

L'étude de la virulence associée au gene IlpxO étudiée dans des modeles animaux
comme G. mellonella en présence et en absence du gene doit étre complétée. Un des
objectifs de mon travail était la construction de mutants de LpxO. En raison des
contraintes de temps dues a la pandémie de la COVID-19, seul le mutant LpxO a été
construit. La complémentation avec le gene [pxO de la souche délétée reste une
perspective a court terme. Cependant, Simon Barreault, actuel étudiant en doctorat
dans notre équipe, sera responsable de finaliser ces constructions génétiques et de

réaliser des tests de virulence pour confirmer le réle de LpxO.

Enfin, bon nombre de nos résultats sur le virulome d'Enterobacter sont des approches
bioinformatiques. Cette derniere est sans aucun doute une approche rapide et fiable
utilisant la génomique comparative pour rechercher des facteurs de virulence qui ont
été caractérisés chez d'autres micro-organismes, mais des études fonctionnelles seront
nécessaires pour confirmer leur role dans la virulence, ainsi que pour rechercher de

nouvelles thérapies anti-infectieuses. Les résultats de ce travail répondent a de
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nombreuses questions, mais ils ouvrent également de nouvelles questions auxquelles
notre équipe ou la communauté scientifique devront sans doute répondre dans les
années a venir pour mieux comprendre |'épidémiologie, la résistance et la virulence de

I'un des pathogenes cliniques les plus importants : Enterobacter.
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