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Contexte

- CH Argentan - Période 2019 - 2021

- Seize patients infectés/colonisés par des
Entérobactéries productrices d’oxacillinase de type
OXA-48

- Six especes bactériennes
- Comprendre la dynamique de circulation des souches

- Cellule Régionale d’Epidémiologie GénoMique (CREM)
de Normandie




Données demographiques et cliniques

Nom.etude Sexe DDN Age DDP Nature
Citro20191101 M  23/12/1933 85 28/11/2019 Selles . Population
Citro20191102 F  30/04/1943 76 25/11/2019 Selles
Citro20210302 F  19/02/1933 87 04/03/2021 Urines - Féminine sex-ratio F/H = 1,3
Ec20191110 F  06/051928 90  08/11/2019 Selles - Agée : 4ge médian 85 ans
Ec20191111 F  29/04/1927 91 21/11/2019 Selles
Ec20191112 F  01/10/1928 89 18/04/2019 Selles
Ec20191113 F  04/03/1937 82  31/10/2019 Urines - Octobre 2019 — Mars 2021
Ec20191114 F  05/07/1959 60 28/11/2019 Selles . Services d’hospitalisation différents
Ec20191115 M  16/04/1947 72 25/11/2019 Selles
Ec20210314 F  29/09/1960 60 11/03/2021 Selles * Novembre 2019
Ec20210315 M  16/04/1947 73 08/03/2021 Selles - Mars 2021
Kox20210302 F  25/02/1936 84 18/03/2021 Selles
Kox20210303 M  04/07/1934 85 01/03/2021 Broncho-pulmonaire
Kp20191107 M  23/03/1933 85 10/10/2019  Hémocultures - Responsables d’infections 30%
Kp20191203 M  27/07/1925 93 20/12/2019 Selles
Kp20191204 M  28/03/1931 87 15/11/2019 Urines




Antibiorésistance — phenotypes varies

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Citrobacter freundii




Questions

Etude populationnelle

- Quelle est la dynamique derriére la
diffusion de la carbapénémase ?

- Deux épisodes épidémiques ?
- Circulation de souches sporadiques ?

- Tous les cas ont un lien entre eux ?
Mais especes bactériennes et
phénotypes de résistances variables

Etude mécanistique

- Quelle est la nature exact de la
carbapénémase isolée ?

- Quel est son support génétique ?
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Premiers resultats

Nom.etude Taxon

Citro20191101 Citrobacter amalonaticus

Citro20191102 Citrobacter freundi Au total 6 especes isolées
Citro20210302 Citrobacter freundii

Ec20191110 Escherichia coli

Ec20191111 Escherichia coli Escherichia coli (n = 8)

Ec20191112 Escherichia coli . .

Ec20191113 Escherichia coli KlebSIe”a pneumonlae (n = 2)
Ec20191114 Escherichia coli Klebsie”a Oxytoca (n — 2)
Ec20191115 Escherichia coli

Ec20210314 Escherichia coli Citrobacter freundii (n = 2)
Ec20210315 Escherichia coli . .

Kox20210302 Klebsiella oxytoca Klebsiella variicola (n =1 )
Kox20210303 Klebsiella oxytoca Cltrobacter amalonatlcus (n = 1 )
Kp20191107 Klebsiella pneumoniae

Kp20191204 Klebsiella pneumoniae

Kp20191203 Klebsiella variicola
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Premiers resultats

Nom.etude Taxon ST

Citro20191101 Citrobacter amalonaticus ST645

Citro20191102 Citrobacter freundii ST216

Citro20210302 C/troba.cte.r freu'nd/l ST216 D|Ve rS|té popu Iat|0nne| Ie,
Ec20191110 Escherichia coli ST2015 , ,
Ec20191111 Escherichia cof s1770 13 sequences types retrouves
Ec20191112 Escherichia coli ST69

Ec20191113 Escherichia coli ST2015 \ .
Ec20191114 Escherichia coli ST216 Pour Chaque espece II y a
Ec20191115 Escherichia coli ST127 coexistence d’au moins deux ST
Ec20210314 Escherichia coli ST141 d Iﬁté I’entS

Ec20210315 Escherichia coli ST127

Kox20210302 Klebsiella oxytoca ST141

Kox20210303 Klebsiella oxytoca ST176

Kp20191107 Klebsiella pneumoniae ST48

Kp20191204 Klebsiella pneumoniae ST48

Kp20191203 Klebsiella variicola ST5802




S
Premiers resultats

Nom.etude Taxon ST Beta-lactamase(s) acquise(s)

Citro20191101 Citrobacter amalonaticus ST645 OXA-48

Citro20191102 Citrobacter freundii ST216 CTX-M-15, OXA-1, OXA-48, TEM-1B, TEM-2

Citro20210302 Citrobacter freundii ST216 CTX-M-15, OXA-1, OXA-48, TEM-1B, TEM-2

Ec20191110 Escherichia coli ST2015 OXA-48

Ec20191111 Escherichia coli ST770 OXA-48

Ec20191112 Escherichia coli ST69 OXA-48, TEM-1B . i ..
Diversité de résistome

Ec20191113 Escherichia coli ST2015 OXA-48

Ec20191114 Escherichia coli ST216 OXA-48

Ec20191115 Escherichia coli ST127 OXA-48, TEM-1A Associations des beta-

Ec20210314 Escherichia coli ST141 OXA-48 lactamases

Ec20210315 Escherichia coli ST127 OXA-48, TEM-1A

Kox20210302 Klebsiella oxytoca ST141 DHA-1, OXA-48

Kox20210303 Klebsiella oxytoca ST176 OXA-48

Kp20191107 Klebsiella pneumoniae ST48 CTX-M-15, OXA-181, TEM-1B

Kp20191204 Klebsiella pneumoniae ST48 CTX-M-15, OXA-181, TEM-1B

Kp20191203 Klebsiella variicola ST5802 OXA-48
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Premiers resultats

Nom.etude Taxon ST Beta-lactamase(s) acquise(s)

Citro20191101 Citrobacter amalonaticus ST645 OXA-48
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Citro20210302 Citrobacter freundii ST216 CTX-M-15, OXA-1, OXA-48, TEM-1B, TEM-2
Ec20191110 Escherichia coli ST2015 OXA-48

Ec20191111 Escherichia coli ST770 OXA-48

Ec20191112 Escherichia coli ST69 OXA-48, TEM-1B

Ec20191113 Escherichia coli ST2015 OXA-48

Ec20191114 Escherichia coli ST216 OXA-48
Ec20191115 Escherichia coli ST127 OXA-48, TEM-1A

Ec20210314 Escherichia coli ST141 OXA-48

Ec20210315 Escherichia coli ST127 OXA-48, TEM-1A

Kox20210302 Klebsiella oxytoca ST141 DHA-1, OXA-48

Kox20210303 Klebsiella oxytoca ST176 OXA-48

Kp20191203 Klebsiella variicola ST5802 OXA-48
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Premiers resultats

Nom.etude Taxon ST Beta-lactamase(s) acquise(s)

Citro20191101 Citrobacter amalonaticus ST645 OXA-48

Citro20191102 Citrobacter freundii ST216 CTX-M-15, OXA-1, OXA-48, TEM-1B, TEM-2
Citro20210302 Citrobacter freundii ST216 CTX-M-15, OXA-1, OXA-48, TEM-1B, TEM-2
Ec20191110 Escherichia coli ST2015 OXA-48

Ec20191111 Escherichia coli ST770 OXA-48

Ec20191112 . ore . . : o .,
E2019111 Espéces différentes + Diversité populationnelle (ST) + Résistomes variés
Ec20191114 =

Ec20191115 Diffusion d’'un élément mobile porteur de I'oxacillinase blapyy, 45 a travers
Fc20210314 I'ensemble de ces souches

Ec20210315 & Saan

Kox20210302 Klebsiella oxytoca ST141 DHA-1, OXA-48

Kox20210303 Klebsiella oxytoca ST176 OXA-48

Kp20191107 Klebsiella pneumoniae ST48 CTX-M-15, OXA-181, TEM-1B

Kp20191204 Klebsiella pneumoniae ST48 CTX-M-15, OXA-181, TEM-1B

Kp20191203 Klebsiella variicola ST5802 OXA-48




N'allons pas trop vite...

Nom.etude Taxon ST Beta-lactamase(s) acquise(s)

Citro20191101 Citrobacter amalonaticus ST645 OXA-48

Ec20191111 Escherichia coli ST770 OXA-48
Ec20191112 Escherichia coli ST69 OXA-48, TEM-1B

Ec20191114 Escherichia coli ST216 OXA-48

Ec20210314 Escherichia coli ST141 OXA-48
Kox20210302 Klebsiella oxytoca ST141 DHA-1, OXA-48
Kox20210303 Klebsiella oxytoca ST176 OXA-48

Kp20191203 Klebsiella variicola ST5802 OXA-48

Ne pas meéconnaitre de phénomenes de dissémination clonale




Pour aller plus loin

Recherche de diffusion clonale Explorations plasmidiques
- Distance génomique: 1. ldentification des familles de
- Deux souches de méme ST plasmides portées

- Single Nucleotide Polymorphism (SNP :
J ymorp (SNP) 2. Analyse de la distance

génomique basée sur les SNP
- Définition d’une transmission entre les plasmides de méme
croisée famille
- Données épidémiologiques en faveur

. Distance < 10 SNP 3. Etude du transposon présent

dans les plasmides
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Figure 1| Genomic coverage of genetic typing methods.




Résultats de analyses SNP

Distance génomique

Espéces Souches ST  Année d'isolement Genome de reference (SNP)
Citro20191102 2019
Citrobacter freundii ST216 CP056314.1 34
Citro20210302 2021
Ec20191115 2019
ST127 CP016358.1 5
Ec20210315 2021
Escherichia coli
Ec20191110 2019
ST2015 ESC_VA3377AA 10
Ec20191113 2019
Kp20191107 2019
Klebsiella pneumoniae ST48 CP029388.1 5

Kp20191204 2019




Résultats de analyses SNP

Espéces Souches ST  Année d'isolement Genome de reference Dlstanc(eé'gi;;n)omlque Identification de la méme
population bactérienne (ST)
Citro20191102 aprés deux ans
Citrobacter freundii ST216 CP056314.1
Citr020210302 Promiscuité génomique
Ec20191115 importante E. coli ST127
ST127 CP016358.1 )
Ec20210315 Réservoirs
Escherichia coli environnementaux ?
Ec20191110 2019
ST2015 ESC_VA3377AA 10
Ec20191113 2019
Kp20191107 2019
Klebsiella pneumoniae ST48 CP029388.1 5

Kp20191204 2019




Résultats de analyses SNP

Especes Souches ST  Année d'isolement Genome de reference BISEIED GRS

(SNP)
Citro20191102 2019
Citrobacter freundii ST216 CP056314.1 34
Citro20210302 2021
Ec20191115 2019
ST127 CP016358.1 5
Ec20210315 2021
Escherichia coli
Ec20191110
ST2015 ESC_VA3377AA Données génomiques et
Ec20191113 chronologiques sont
compatibles avec une
Kp20191107 transmission croisée de
Klebsiella pneumoniae ST48 CP029388.1 entre les patients
Kp20191204




Résultats de analyses SNP

Distance génomique

Espéces Souches ST  Année d'isolement Genome de reference (SNP)

Citro20191102 2019

'existence des souches bactériennes de méme ST au sein du CH peut
s’expliquer par deux mécanismes :

1. Existence de réservoirs environnementaux

2. Transmission croisée d’'une méme souche

Kp20191107 2019
Klebsiella pneumoniae ST48 CP029388.1 5
Kp20191204 2019




Pour aller plus loin

Recherche de diffusion clonale Explorations plasmidiques
- Distance génomique: 1. ldentification des familles de
- Deux souches de méme ST plasmides portées

« Single Nucleotide Polymorphism (SNP )
7 e (SNF) 2. Analyse de la distance

genomique basée sur les SNP
« Définition d’'une transmission entre les plasmides de méme
croisee famille
- Données épidémiologiques en faveur

. Distance < 10 SNP 3. Etude du transposon présent

dans les plasmides




e
Détermination des familles de plasmides

Souche Famille de plasmides
Citro20191101
Citro20191102

. - Les bactéries n‘ont pas toutes
itro20210302 . ~ .
Ec20191110 des plasmides de méme famille :

Ec20191111
Ec20191112 - 12/16 plasmides IncL

IncL

Ec20191114

Ec20191113 - 2/16 famille non retrouvée (souches
Fc20210314 productrices de OXA-181).

Kp20191203

Kox20210303 - 2/16 plasmides nck

Kox20210302

Kp20191107

Kp20191204

Ec20191115

Ec20210315

Inconnue

IncF

Carattoli A, Zankari E, Garcia-Fernandez A, Voldby Larsen M, Lund O, Villa L, et al. In Silico Detection and Typing of Plasmids using PlasmidFinder and Plasmid Multilocus Sequence Typing. Antimicrob Agents
Chemother. juill 2014;58(7):3895-903



e
Détermination des familles de plasmides

Souche Famille de plasmides Accession number Taille
Citro20191101 CP018461.1
Citro20191102 CP018461.1
Citro20210302 CP018461.1
Ec20191110 CP018461.1 - Au sein d’'une méme
Ec20191111 CP018461.1 fami”e, les Séquences
Ec20191112 el CPO18461.1 63503 « matchent » toutes contre
Ec20191114 CP018461.1 la méme référence
Ec20191113 CP018461.1
Ec20210314 CP018461.1 . . . N
- Diffusion inter espéces de
Kp20191203 CP018461.1 plasmides
Kox20210303 CP018461.1
Kox20210302 CP018461.1
Kp20191107 CP044088.1
Inconnue 1410
Kp20191204 CP044088.1
Ec20191115 CP045282.1
IncF 27029
Ec20210315 CP045282.1

PLSDB: a resource of complete bacterial plasmids. Galata, V., Fehimann, T., Backes, C., & Keller, A. (2019). Nucleic acids research, 47(D1), D195-D202.



Etudes au sein de la famille IncL - Mapping

Kox20210302
Kox20210303

10/12 souches portent des
plasmides dont les

séguences ne sont
distantes que d'un
maximum de 1 SNP

15
Argentan OXA-48 IncL plasmides
63593 bp

Transposon porteur
dela bIaOXA_48



Transposon porteur
dela bIaOXA_48

W CG Content

M Citro20191101 | Kp20191203
M Citro20210302 |l Kox20210302
M Ec20191110 [ Kox20210303
M Ec20191111 | Citro20191102
W Ec20191112 W Ec20191113
M Ec20191114

W Ec20210314

I51 family transposase

alycosyltransferase

g /DGR domain-conaining protein
/mothetical provin

/hypothetical protein
hypothetical protein

151999

151 family transposase
glycosyltransferase.

lass D beta-lactamase OXA-48 '

Argentan OXA-48 IncL plasmides
63593 bp

SR family transcriptional regulator- I

151999, ‘

Nypothetical protein

“\conjugal transfer protein Tra0 <

DUF4942 domain-containing protein

_hypothetical protein
" _DUF1380 domain-containing protein
_hypothetical protein

Etudes au sein de la famille IncL - Mapping

—

<
" conjugal transfer protein TraP
 transfer protein TraQ
othetical protein
hypothetical protein

conjugal transfer protein TraW o ihetical protein

Perte de séquences

nucléotidiques pour
deux plasmides




Etudes au sein de la famille IncL - Mapping

W CG Content

M Citro20191101 | Kp20191203
M Citro20210302 |l Kox20210302
M Ec20191110 [ Kox20210303
M Ec20191111 | Citro20191102
W Ec20191112 W Ec20191113
M Ec20191114

W Ec20210314

151999
151 family transposase—_-
glycosyltransferase.

lass D beta-lactamase OXA-48 '

I1 family transposas

alycosyltransferase
g /DGR domain-conaining protein
/mothetical provin
/ / y0a . /DUF4942 domain-containing protein

. hwpothetialprotein
hypothetical protein

_hypothetical protein
UF1380 domain-containing protein
_hypothetical protein

Les deux derniéres
séquences plasmidiques
des souches
Citro202191102 et

SR family transcriptional regulator- I

151999, ‘

Transposon porteur
dela bIaOXA_48

15 kbp -

Argentan OXA-48 IncL plasmides
63593 bp

Ec20191113 ne peuvent
pas étre formellement
rattachées a I'épisode de
transmissions croisées

P Neypotvetca potein
“\conjugal transfer protein Tra0
ransfer protein TraP
conji
hypothetical protein

| hypothetical protein
nTraW pypothetical protein
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Détermination des familles de plasmides

Dist
Souche Famille de plasmides Accession number Taille . N arjnce
génomique

Citro20191101 CP018461.1
Citro20210302 CP018461.1
Ec20191110 CP018461.1
Ec20191111 CP018461.1
Ec20191112 CP018461.1

IncL 63593 0-1 SNP
Ec20191114 CP018461.1
Ec20210314 CP018461.1
Kp20191203 CP018461.1
Kox20210303 CP018461.1
Kox20210302 CP018461.1
Kp20191107 CP044088.1

Inconnue 1410 0 SNP*
Kp20191204 CP044088.1
Ec20191115 CP045282.1

IncF 27029 0 SNP
Ec20210315 CP045282.1

* Au regard de la taille de la séquence de référence soit 1410 paires de bases



Quelle est la nature du transposon ?

Atir blapya-ag lysR Atir

Tn1999
(AY23%073) ¥ 1571999 = 151999 Y@

Tn1999.2
(UN714122)

Tn1999.3
(HE617182)

AlysR'"" blactx-ms AlysR
Tn1999.4 \
(JX423832)

Tn2015

Tn1999.5
(KX523902) A | 1s7R | S— IS Kpn19 Y=

AlysR 1kb
p—

FIG 5 Genetic environments of Tn71999 and its variants within pOXA-48a-like plasmids. Mobile elements are indicated with
black (e.g., 1IS1999) or gray (others). Genes from background plasmids are indicated with cyan. Yellow triangles indicate target
site duplications.

The global ascendency of OXA-48-type carbapenemases. Pitout, J. D., Peirano, G., Kock, M. M., Strydom, K. A., & Matsumura, Y. (2019). Clinical microbiology reviews, 33(1), €00102-19.
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Détermination des familles de plasmides

Famill Dist
Souche am g de Accession number Taille X 'S ar?ce Transposon
plasmides génomique
Citro20191101 CP018461.1
Citro20210302 CP018461.1
Ec20191110 CP018461.1
Ec20191111 CP018461.1
Ec20191112 CP018461.1
IncL 63593 0-1 SNP Tn1999.3
Ec20191114 CP018461.1
Ec20210314 CP018461.1
Kp20191203 CP018461.1
Kox20210303 CP018461.1
Kox20210302 CP018461.1
Kp20191107 CP044088.1
Inconnue 1410 0 SNP* Tn2013
Kp20191204 CP044088.1
Ec20191115 CP045282.1
IncF 27029 0 SNP Tn1999.3
Ec20210315 CP045282.1

* Au regard de la taille de la séquence de référence soit 1410 paires de bases

The global ascendency of OXA-48-type carbapenemases. Pitout, J. D., Peirano, G., Kock, M. M., Strydom, K. A., & Matsumura, Y. (2019). Clinical microbiology reviews, 33(1), €00102-19.



Conclusion — mécanisme complexe
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Conclusion — mécanisme complexe
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- Ne pas meconnaitre une épidémie de plasmides dans le cadre d'une diffusion de carbapénémases

- L’identification d’espéces différentes n’est pas « rassurant »

- En savoir plus sur la dissémination de ce plasmide, collaborations régionales



Disseémination regionale ?

2015 - 2021

31 souches productrices de
OXA-48

23 souches porteuses du
plasmide IncL + Tn1999.3

19 plasmides divergents de 0 a
2 SNP

154 family transposase.

151 family transposase

glycosyltransferase.

class D beta-lactamase OXA-48.

LysR family transcriptional regulator-

1S4-like element ISL0A family transposase-

I
|
\

63593 bp

W CG Content

M Argentan - Citro20191101
M Argenan - Citro20210302
M Argentan - Ec20191110

M Argentant - Ec20191111
M Argentan - Ec20191112

B Argentan - Ec20191114

M Argenant - Ec20210314

M Argentan - Kp20191203
M Argentan - Kox20210302
W Argentan - Kox20210303
W CHU de Caen - Ec18506

Ml CHU de Caen - Ec20200303
W CHU de Caen - E20200509
Ml CHU de Caen - Ec20200901
Ml CHU de Caen - Kp20190710
Ml CHU de Caen - Kp20191106
M CHU de Caen - Kp20190712
M CHU de Caen - Ec20190709
M Avranche - Carb20190501
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