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INTRODUCTION

La résistance aux antibiotiques est un probléme actuel de santé publique qui touche a la fois la santé
humaine, animale et 1’environnement. Elle concerne notamment des bactéries pathogeénes pour
I’homme et est liée a 'utilisation massive et non controlée d’antibiotiques dans ces différents
¢cosystemes (1). Ces derniéres années, la diminution du nombre de nouvelles molécules
antibiotiques disponibles sur le marché a augmenté le risque de pénurie d’antibiotiques actifs,
imposant une meilleure utilisation des antibiotiques en médecine humaine et une limitation de
certains antibiotiques en santé animale et dans I’agroalimentaire (2,3). Des systémes de surveillance
des bactéries les plus fréquemment résistantes a des antibiotiques « clés » ont également été mis en
place pour suivre et maitriser les niveaux de résistance aux antibiotiques au niveau national et
international (4).

Cependant, 1’émergence de bactéries multi-résistantes (BMR) et la diffusion des génes de résistance
aux antibiotiques n’est pas uniquement liée a ’utilisation généralisée des antibiotiques (5). Elle est
¢galement favorisée par la capacité des agents pathogeénes a échanger des éléments génétiques de
résistance et de virulence. Le transfert latéral de geénes (TLG) est le plus souvent médi¢ par des
plasmides, qui jouent un role clé dans la propagation de la résistance entre les souches bactériennes
(6).

En 2014, I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a établi une liste des bactéries les plus
fréquemment multi-résistantes et pour lesquelles il devient urgent de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques. Ces bactéries, regroupées sous 1’acronyme ESKAPEE, correspondent aux
especes suivantes : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., et Escherichia coli (7).
Parmi ces especes bactériennes, K. pneumoniae, Enterobacter spp. et E. coli appartiennent a la
famille des entérobactéries et présentent des taux croissants de résistance aux antimicrobiens (8).
Plusieurs études ont montré que les résistances aux céphalosporines de 3°™ génération (C3G) et aux
carbapénémes sont associées a un retard dans la mise en place d’un traitement efficace, a
I’allongement des séjours en unité de soin et conduisent a une augmentation du taux de mortalité
(9—11). Le transfert de plasmides joue un role central dans la diffusion des génes de résistance dans
cette famille, les souches multi-résistantes pouvant accumuler plusieurs plasmides de résistance dans
leur cytoplasme, et ces plasmides pouvant contenir de multiples génes de résistance et des ¢léments
génétiques mobiles (12,13). Cependant, la dissémination des genes de résistance peut ¢galement

résulter de I’expansion de clones multi-résistants (14). C’est ce dernier mode de diffusion de la
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résistance aux antibiotiques qui nous intéressera dans cette thése, et nous nous intéresserons plus
particulierement au role de ces clones chez I’espéce K. pneumoniae. Cette bactérie a Gram négatif
est fréquemment responsable d’infections communautaires mais surtout nosocomiales, a type
d’infections urinaires, intra-abdominales, de pneumonies, septicémies ou encore d’infections sur site
opératoire (15). Bien que les deux modes de transmission précédemment cités se produisent
simultanément, la diffusion de la résistance aux antibiotiques chez K. pneumoniae par I’expansion
de clones épidémiques a haut risque est un phénoméne qui prend de plus en plus d’ampleur ces
dernicres années (16,17).

Contrairement a d’autres entérobactéries, telle qu’E. coli ou les taux de résistance ont tendance a se
stabiliser voire a diminuer pour certaines classes d’antibiotiques comme les carbapénémes, nous
avons observé une réelle accentuation de la fréquence de la résistance chez K. pneumoniae ces
derniers années (4). Cette entérobactérie présente certaines caractéristiques telles que la plasticité de
son génome, sa capacit¢ a provoquer des infections nosocomiales séveres et a perdurer dans
I’environnement, qui peuvent expliquer le succés de I’émergence et de la diffusion des souches
multi-résistantes (18). Au sein de cette espéce, certains complexe clonaux (CC) multi-résistants, tels
que le CC258 ou le CC307 ont émergé et ont diffusé a 1’échelle mondiale (19,20). Ces clones sont
porteurs de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), de carbapénémases et sont parfois associés a
la résistance a la colistine, rendant le traitement des infections cliniques a ces germes difficiles (16).
La raison de leur succes et leur association avec certains plasmides porteurs de géne de résistances
reste incertaine, cependant leur capacité a diffuser rapidement est indiscutable (21).

D’autres études ont également démontré 1’émergence de clones hypervirulents mais sensibles aux
antibiotiques dans le milieu communautaire. Cependant, I’augmentation du nombre d’études mettant
en évidence des clones hypervirulents multi-résistants constitue un risque de santé public important
(22).

L’objectif de cette these était de réaliser une revue bibliographique des principaux complexes
clonaux internationaux multirésistants chez K. pneumoniae et d’identifier les facteurs associés a ces
complexes. Dans une premicre partie, nous rappelons I’épidémiologie de la résistance aux
antibiotiques et des génes de résistance associés chez K. pneumoniae. Dans une seconde partie, nous
rappelons la définition du clone bactérien et les méthodes utilisées pour le décrire. Enfin la troisieme
partie de cette thése consiste en une revue bibliographique des clones multi-résistants internationaux
de K. pneumoniae. Cette mini-revue a ét¢é commandée par le journal International Journal of
Antimicrobial Agents dans le cadre d’une édition spéciale sur les clones bactériens et la résistance

aux antibiotiques.
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PRESENTATION

I.  Epidémiologie actuelle de la résistance aux antibiotiques chez K. pneumoniae

K. pneumoniae présente différents génes de résistance chromosomiques, lui conférant une résistance
intrinséque a certains antibiotiques. Parmi eux, on compte la béta-lactamase de type sulfhydryl
reagent variable (SHV) (23), le gene de résistance a la fosfomycine fos4 (24), et la pompe a efflux
OxqAB de résistance aux fluoroquinolones (25). Ces genes de résistance constituent son résistome
intrinséque, que 1’on peut traduire par « l'ensemble des génes chromosomiques qui sont impliqués
dans la résistance intrinseéque et dont la présence dans les souches d'une espéce bactérienne est
indépendante d'une exposition antérieure aux antibiotiques et n'est pas due a un transfert latéral de

genes » (26).

Conjointement, K. pneumoniae peut acquérir des résistances par mutations chromosomiques ou par
acquisition de genes de résistance par TLG, comme les béta-lactamases de type oxacillinase (OXA),
K. pneumoniae carbapénémase (KPC) ou New-Delhi Métallo-béta-lactamase (NDM). Les souches
de K. pneumoniae peuvent se transmettre entre les différentes niches environnementales, les hotes
humains et/ou animaux, en transportant avec elles des génes et/ou des plasmides de multi-résistance.
Les voies de transmission peuvent se faire par contact ou par consommation de sources d'eau ou de
maticres végétales contaminées, par consommation de nourriture animale contaminée, ou par
diffusion dans l'environnement a partir des effluents ou des égouts. Ces €cosystémes représentent
des niches pour I’échange de matériel génétique entre K. pneumoniae et un éventail diversifié
d'especes, fournissant ainsi une voie pour le transfert de geénes de résistance des microbes

environnementaux aux pathogeénes humains (fig. 1) (2).

Les deux derniéres décennies ont été marquées par 1’augmentation du taux de résistance a de
nombreuses classes d’antibiotiques, notamment aux C3G, aux carbapénémes, mais aussi aux
fluoroquinolones et a la colistine (27-30). En Europe, plus du tiers des isolats de K. pneumoniae
transmis au réseau de surveillance Européen de la résistance aux antibiotiques, I’EARS-Net
(European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) sont résistantes a au moins une classe
d’antibiotiques (4). Ce réseau est le plus grand systétme de surveillance de la résistance aux
antibiotiques en Europe. Il est basé sur les données de routine de sensibilité aux antimicrobiens des
laboratoires locaux et cliniques, communiquées a 'ECDC (European Centre for Disease Prevention

and Control) par des représentants désignés dans chaque état européen.

14



STRAIN ACQUISITION CONTRETL K. pneumoniae strains
FROM ENVIRONMENT CONSUMPTION acquire AMR genes and
. . plasmids in all niches,

K. pneumoniae CONTACT & which they can carry between
f CONSUMPTION niches and donate to other
Er———— human pathogens.
- @ &
= { ﬂ' e
CONTACT
ENVIRONMENT ANIMALS HUMANS
}ﬂ““" ) N . K. pneumoniae
or @ ¢ . ®
HORIZONTAL GENE o F g @
TRANSFER waene Y /0 o Q@ % ‘ o Other species
. E > o/
[+] =
v ' (Q chromosome
STRAIN DEPOSITION 0o ¥ Gene
EFFLUENT SEWERAGE O Plasmid

IN ENVIRONMENT

Fig. 1 : Modéle de trafic de génes et de plasmides multi-résistants par K. pneumoniae (2).

1. Résistance aux béta-lactamines

La résistance aux béta-lactamines est majoritairement obtenue par hydrolyse du noyau béta-lactame
contenu dans les antibiotiques de la classe des béta-lactamines, mais aussi par modification de la
cible, par imperméabilité cellulaire ou par efflux actif. Chez les entérobactéries, les deux principaux
mécanismes de résistance aux béta-lactamines sont [’acquisition de béta-lactamases et
I’imperméabilité cellulaire. Les béta-lactamases forment une classe tres diverse et hétérogene
d’enzymes. FElles sont classiquement réparties selon la classification d’Ambler (31).Cette
classification divise les béta-lactamases en quatre classes distinctes, appelées A, B, C et D (Fig. 2)
identifiées sur la base de motifs de séquence spécifiques. Une autre division fondamentale existe
entre les trois classes A, C, et D qui sont des protéases sérine (sérine béta-lactamases ou SBL) et la
classe B qui contient un groupe hétérogene de métalloenzymes de zinc (métallo béta-lactamases ou
MBL). Les SBL utilisent cette sérine comme nucléophile de la réaction et hydrolysent les béta-
lactames par un intermédiaire acylenzyme covalent. Les MBL, quant a elles, utilisent un nucléophile

aqueux activé par un métal pour conduire la réaction hydrolytique (32).
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Ambler molecular classification

Class B: MBL (Metallo-B-lactamase)
Subclass B1: (IMP, VIM, SPM, IND, NDM, DIM, GIM, SIM)
Subclass B3: (AIM, CAU-1, GOB-1,FEZ-1)
Subclass B2: (CphA, Sth-1, ImiS)

Class D: ESBLs (Extended-spectrum B-lactamase,){Oxacillinases, OXA) '
CHDLs (carbapenem-hydolyzing class D B-lactamases) -

Bush-Jacoby-Medeiros functional classification Carbapenemases
I Group 1: cephalosporinases (Ambler Class C)

Group 2: serine- 3 -lactamase (Ambler Class A and D)

Group 3: metallo- 3 -lactamase (Ambler Class B)

Fig. 2. Classification d’Ambler

Les BLSE, a I’exception des BLSE de type OXA (classe D) appartiennent a la classe A d’Ambler.
Les organismes produisant des BLSE sont résistants a toutes les pénicillines et aux céphalosporines
de 1°r¢, 2¢me et 3¢me génération ainsi qu’aux monobactames, mais restent sensibles aux carbapénémes
et aux céphamycines. Cette résistance peut €tre surmontée par 1’association d’une béta-lactamine et
d’un inhibiteur de béta-lactamases. On retrouve les enzymes TEM, SHV et CTX-M qui
appartiennent a la classe A d’ Ambler, tandis que les oxacillinases appartiennent a la classe D. Parmi
les oxacillinases, on retrouve des enzymes présentant un spectre d’activité trés varié. Les enzymes
telles qu’OXA-11 et OXA-15 par exemple, ont une activité de type BLSE.

Les béta-lactamases de type AmpC appartiennent a la classe C d’Ambler. Elles sont codées par le
gene ampC, présent sur le chromosome des entérobactéries du groupe 3. Ces organismes sont
résistants a tous les antibiotiques auxquels les producteurs de BLSE sont résistants, ainsi qu'aux
céphamycines (par exemple, la céfoxitine). IIs restent cependant sensibles aux carbapénémes.

Les carbapénémases sont réparties dans les différentes classes de la classification d’Ambler, a
I’exception de la classe C. La classe A contient les enzymes de type KPC, les Métallo béta-
lactamases appartiennent a classe B tandis que la classe D contient les oxacillinases de type OXA-
48 et OXA-23 par exemple. Ces organismes sont classiquement résistants a tous les antibiotiques
auxquels les producteurs de béta-lactamase AmpC sont résistants, et ils sont également résistants
aux carbapénemes. Il existe cependant des exceptions, comme les enzymes OXA-48 qui ont une tres
faible activité envers les C3G et les C4G (33).
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- Résistance aux C3G

Le niveau de résistance aux C3G chez K. pneumoniae a significativement augmenté entre 2005 et
2010 en France et en Europe, d’apres les rapports de I’EARS (34,35), passant de 4.9% en 2005 a
19.3% en 2010 en France. Depuis 2015, il n’y a pas eu d’augmentation significative de la résistance

aux C3G observée en Europe (27,35) (Fig. 3).

Antibiotic Resistance of K/ebsiella
pneumoniae in France
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Fig. 3 : Evolution des taux de résistance aux C3G et aux Carbapénémes chez K. pneumoniae en France

(https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php, consulté le 23/06/2021)

Le taux de résistance était de 31,7% en Europe, et de 30,8% en France en 2018. Ce taux de résistance
reste hétérogene dans le monde et en Europe ou il peut atteindre des taux plus élevés dans certains
pays d’Europe de I’Est comme en Bulgarie ou il est de 77.7% ou en Roumanie ou il est de 61.4%,

ou encore en Grece ou il est de 70,1% (Fig. 4, Fig. 5).
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Fig. 5 : Pourcentage (%) d'isolats invasifs de K. pneumoniae présentant une résistance aux C3G par pays dans le monde

(https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php consulté le 23/06/2021)
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La majorité¢ des K. pneumoniae résistantes aux C3G produisent des BLSE. D’aprés les données
rapportées a ’EARS en 2017, parmi les K. pneumoniae résistantes aux C3G, 87.8% des souches ont
¢été déclarées comme productrices de BLSE.

Des études récentes ont montré que le taux de BLSE chez K. pneumoniae était de 30% en Europe,
et qu’il n’avait pas augmenté¢ significativement ces derniéres années. Ce taux peut varier d’un pays
a Iautre : il est de 10% aux Etats-Unis par exemple, et varie entre 15 et 60% en Asie du Sud-Est

(36).
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Fig. 6 : Pourcentage (%) de résistance aux carbapénémes et aux C3G chez K. pneumoniae en Chine, France, Gréce, Italie et aux Etats-

Unis (https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php consulté le 23/06/2021)

Depuis I'émergence des BLSE chez K. pneumoniae, au cours des années 1990-2000, ce pathogene
est devenu le principal porteur de BLSE associées aux épidémies nosocomiales.

Le premier gene de BLSE, blasuy->, fut découvert en 1985 chez Klebsiella ozaenae, (37) puis une
autre BLSE a médiation plasmidique fut découverte peu de temps apreés chez K. pneumoniae :
blarer 3 (38). Initialement, les K. pneumoniae portaient majoritairement des béta-lactamases de type
SHV et TEM. Cependant, un changement de type de BLSE a eu lieu au début des années 2000, avec
I’acquisition de plasmides et de transposons porteurs de blacrx-u. La production de béta-lactamases
CTX-M devient alors majoritaire (Fig. 6) (39). D’autres BLSE de type oxacillinase (OXA-1, OXA-
17...) sont également rencontrées chez K. pneumoniae et proviennent du TLG (40). La plasticité
génomique de K. pneumoniae lui permettant d’intégrer des génes d’origine chromosomiques sur des
plasmides a entrainé 1’émergence des céphalosporinases AmpC a médiation plasmidique conférant
une résistance aux C3G. Les familles de genes blasmpc les plus abondantes chez cette espece

appartiennent aux types CMY, DHA, FOX et MOX (16).
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- Résistance aux carbapéne€mes

La propagation mondiale des BLSE a conduit a la résistance fréquente a toutes les pénicillines et a
toutes les céphalosporines, motivant I'utilisation plus accrue des carbapénémes, ce qui a augmenté
la pression de sélection et facilité la propagation des entérobactéries résistantes aux carbapénémes
(ERC) (41). Les carbapénemes sont des béta-lactamines possédant un spectre large. Leur activité est
liée a la rapidité de pénétration a travers la paroi des bacilles a Gram négatif (BGN), et leur stabilité
vis-a-vis de la plupart des béta-lactamases intrinséques ou acquises y compris les BLSE et les
céphalosporinases AmpC. Chez les entérobactéries, la résistance aux carbapénémes peut résulter de
mécanismes combinés associant une surexpression de céphalosporinases plasmidiques ayant une
treés faible activité de carbapénémase et une diminution de perméabilité de la membrane externe par
modification des porines de type OmpC, OmpF ou OmpK, ou de la présence de véritables
carbapénemases (42—44). Ces dernicres peuvent appartenir aux classes A, B et D de la classification
d’Ambler et étre de type KPC, de type métallo-enzymes (VIM, IMP, etc.), ou encore de type
oxacillinase, OXA-48 (45). Du fait du risque plus important de transmission par TLG de la résistance
aux carbapénémes par production de carbapénémases, il est important de distinguer les
entérobactéries résistantes aux carbapénémes par un mécanisme de surexpression de
céphalosporinases plasmidiques et d’imperméabilit¢ des entérobactéries productrices de
carbapénémases. Les souches productrices de carbapénémases ont diffusé largement ces derniéres
années et sont associées a un mauvais pronostic chez les patients infectés. Cependant, il est parfois
difficile d’estimer la propagation des K. pneumoniae productrices de carbapénémases avec des
données sur le taux de résistance aux carbapéneémes, du fait de la faible capacité de certaines
enzymes a hydrolyser les carbapénémes, c’est notamment le cas des OXA-48, et du fait de

I’existence d’autres mécanismes de résistance aux carbapénémes.

Le taux de résistance aux carbapénemes en 2018 chez K. pneumoniae était de 0,5% en France, mais
il existe une grande variation de ce taux d’un pays a 1’autre (en Europe entre 0 et 63,9%) (Fig. 3).

Ce taux a significativement augmenté entre 2015 et 2018, atteignant une prévalence de 7,5% en
2018 en Europe d’apres les rapports de surveillance de ’EARS (4). Bien que 1’augmentation
annuelle du pourcentage moyen de résistance aux carbapéneémes ces 5 derniéres années soit plus
modérée que les années précédentes, ce taux a été multipli€ par 7 depuis 2006 (46). Ce taux est plus
¢levé chez K. pneumoniae que chez les autres entérobactéries (0,1% d’E. coli résistants aux
carbapénémes en Europe en 2018). K. pneumoniae est devenue I’ERC majoritaire et pose
actuellement un probléme de santé public majeur dans certains pays comme en Grece (47) ou en

Italie (48).
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En 2018, 16 pays d’Europe sur 37 pays participants ont signalé une propagation régionale ou
interrégionale d’entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) et 4 pays ont signalé une
situation endémique (Fig. 5). L'introduction des EPC par le biais de transferts transfrontaliers de
patients ou de voyageurs pourrait contribuer de maniére significative a la propagation de ces

bactéries dans les pays ou la prévalence des EPC est encore faible (49).
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Fig. 7. : EARS-Net : Situation épidémiologique des entérobactéries productrices de carbapénémase, évaluation par des experts

nationaux dans les pays européens, juillet 2018 (n=37).

Cette hétérogénéité de prévalence de K. pneumoniae résistante aux carbapénémes s’observe
¢galement dans le monde. Depuis leur premiére identification dans les années 1990s, les
K. pneumoniae productrices de carbapénémases ont diffusé au travers des pays et des continents,
cependant, I’épidémiologie exacte de leur expansion varie en fonction de la localisation

géographique (Fig. 5, Fig. 6) (50).
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Fig. 8 : Klebsiella pneumoniae. Pourcentage (%) d'isolats invasifs présentant une résistance aux carbapéneémes par pays dans le monde

(https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php consulté le 23/06/2021)

Dans la littérature, les EPC les plus importantes cliniquement sont celles qui produisent des béta-
lactamases de type KPC, IMP/VIM et OXA-48 (45). La premicre carbapénémase détectée fut la
métalloenzyme IMP-1, détectée au Japon dans une souche de Serratia marcescens isolée en 1991
(51), 5 ans avant la découverte de I’enzyme KPC aux Etats-Unis dans une souche de K. pneumoniae
(52,53). Depuis, d’autres genes de résistance aux carbapénémes ont été identifiés tels que blaox-4s
et blanpm-1, mais blagpc reste indéniablement le géne le plus souvent rencontré chez les
K. pneumoniae résistants aux carbapénémes. Les souches arborant blaxpc sont présentes sur tous les
continents (Fig. 8), blaxpc.> et blakpc-3 sont les génes majoritaires (Fig. 9). Mais les génes de
résistances aux carbapénémes n’ont pas la méme prévalence en fonction des pays (Fig. 10).
Actuellement, sur le pourtour méditerranéen, les isolats de K. pneumoniae producteurs d'OXA-48
sont endémiques en Turquie et a Malte, et diffusent de maniere interrégionale en Espagne, en France,
en Tunisie, au Maroc, au Liban et en Libye (54). Les K. pneumoniae productrices de NDM, elles,
sont endémiques en Inde, au Pakistan et au Bangladesh (55).

Les pays présentant les taux de résistance aux carbapénémes les plus élevés sont également parmi

les pays rapportant les pourcentages de résistance les plus élevés pour les autres groupes
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d'antimicrobiens. Les antibiotiques qui présentent le plus souvent une activité in vitro contre les EPC
sont la colistine, la tigécycline et la fosfomycine, mais leur efficacité suscite des inquiétudes,
l'expérience clinique de leur utilisation est limitée du fait des effets indésirables plus fréquents, le
développement rapide de la résistance pendant le traitement et 1'augmentation de la résistance au

niveau mondial (56).
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Fig. 9 : Fréquence des genes de résistance aux f-lactamines retrouvés chez K. pneumoniae. Tous les génomes assemblés ont été
téléchargés a partir du National Center for Biotechnology Information (NCBI) en 2016 (http://www.resistome.biosustain.dtu.dk/
species.html#573) consulté le 23/06/2021
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Fig. 10 : Répartition mondiale des carbapénémases dans les entérobactéries, par pays et par région (57)

La propagation des K. pneumoniae productrices de carbapénémases est liée a des lignées clonales

spécifiques telles que les ST11, 15, 101, 258/512 et leurs dérivés (20,58—63), qui feront 1’objet du

chapitre 3 de cette these.
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2. Résistance aux fluoroquinolones et aux aminoglycosides

L’introduction de 1’acide nalixidique et de la norfloxacine (en 1963 et en 1983 respectivement)
furent rapidement accompagnées des premieres preuves de résistance a I’acide nalixidique et a la
norfloxacine chez les BGN (64,65). La résistance aux fluoroquinolones a émergé dans les années
1980s, soit peu de temps avant I’émergence des BLSE.

En Europe entre 2015 et 2018, une augmentation du taux de résistance aux fluoroquinolones a pu
étre observée, ce taux de résistance est cependant resté stable en France. En 2018, le pourcentage
moyen de résistance aux fluoroquinolones pondéré en fonction de la population dans les pays de
I’Union Européenne a été signalé a 31,6%, soit le deuxiéme plus élevé apres la résistance aux C3G
(4). La résistance aux fluoroquinolones est souvent associée a d’autres résistances, le phénotype de
résistance le plus courant étant la résistance aux fluoroquinolones, aux C3G et aux aminoglycosides.

Les résistances isolées aux fluoroquinolones sont plus rares.
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Fig. 11. Evolution du taux de résistance aux Aminosides et aux Fluoroquinolones chez K. pneumoniae en France
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La résistance aux fluoroquinolones chez K. pneumoniae peut €tre d’origine chromosomique ou
d’origine plasmidique (16). Le principal mécanisme de résistance est le résultat de mutations
chromosomiques dans les sites de liaison des quinolones, ' ADN gyrase (sous-unités gyrA4-gyrB) et
la topoisomérase IV (sous-unités parC-parE). Cependant, K. pneumoniae peut également acquérir
des déterminants plasmidiques de résistance aux quinolones (PMQR) qui se distinguent par leur
mécanisme de résistance. On distingue les protecteurs de cibles gnr, les inactivateurs enzymatiques
AAC(6)-Ib-cr et les pompes a efflux tel que QepA ou OgxAB (66). OqxAB, qui était initialement
considérée comme étant chromosomique, est désormais reconnue comme impliquée dans la
résistance aux quinolones médiée par les plasmides (67). Le geéne de résistance aac(6)-1b-cr confere
une résistance concomitante aux aminosides et aux quinolones. La sélection croisée, notamment aux
aminosides et aux C3G est due a la présence concomitante de plusieurs génes de résistance
accompagnant les PMQR. La présence sur des plasmides de blacrx-a15 associée a aac(6)-1b-cr a été
mise en évidence dans de nombreux pays (68). Le co-portage de gnrB et de blacrx-am-15 a également
déja été identifié (69,70).
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Fig. 12 : Fréquence des genes de résistance aux aminosides et fluoroquinolones retrouvés chez K. pneumoniae. Tous les génomes
assemblés ont été téléchargés a partir du National Center for Biotechnology Information (NCBI) en 2016 (http://www.resistome.

biosustain.dtu.dk/species.html#573) consulté le 25/06/2021.
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Les principaux mécanismes de résistance aux aminosides ont émergé entre 1940 et 1980, quand ces
molécules étaient largement utilisées. La résistance aux aminosides chez les entérobactéries est
principalement causée par des enzymes modifiant I’antibiotique, par acétylation, adénylation, ou
phosphorylation. Il s’agit de genes de résistance de plusieurs classes portées par des plasmides tels
que les familles de génes codant pour des acétyltransférases aac, des nucléotidyltransferase ant et
des phosphotransférases aph. Avec la diminution de 1’utilisation des aminosides en santé humaine,
peu de nouveaux mécanismes de résistances ont émergg, jusqu’a la découverte de 1a méthylase 16S
ARNTr, a médiation plasmidique, appartenant a la famille de génes armA. Elle empéche la fixation
des aminosides a sa cible, et contrairement aux autres mécanismes, induit une résistance a tous les
aminosides (16). Il existe également des genes de résistance aux aminosides chromosomiques qui
entrainent une modification de la perméabilité cellulaire par altération des pompes a efflux AcrAB-
TolC et KpnEF (71,72), ou par perte de la porine KpnO (73).

D’apres les données de surveillance de ’EARS-Net, le pourcentage de K. pneumoniae résistants aux
aminosides aurait significativement diminué entre 2015 et 2018 en Europe, passant de 24.2% en
2015 a 22.7% en 2018. Ce taux est stable en France ou il était de 24.8% en 2018. On observe des
prévalences variables en Europe, et parallélement aux K. pneumoniae résistants aux carbapénémes,
on trouve des taux plus élevés en Europe de I’Est, avec par exemple en Bulgarie un taux de 59.2%

en 2018, et en Grece ou il atteint 54.4% (4).
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3. Résistance a la colistine

La colistine ou polymyxine E est un peptide cationique antimicrobien appartenant a la famille des
polymyxines. Elle est utilisée comme dernic¢re ligne de traitement contre les BMR, notamment
contre les ERC. Son activité est induite par un pole cationique qui confére a la molécule une forte
affinité pour les molécules chargées négativement. Elle exerce un role de détergent a la surface des
BGN en déplagant les cations divalents présents dans les lipopolysaccharides (LPS), principal
constituant de leur membrane externe, impliquant une fuite du contenu intracellulaire (74).

La résistance acquise aux polymyxines chez les especes naturellement sensibles est généralement le
résultat d’une modification de la surface cellulaire bactérienne, notamment par modification de la
structure du LPS. Il existe d'autres mécanismes de résistance qui ont été signalés, comme l'excrétion
de polysaccharides capsulaires, qui piegent ou lient les polymyxines, comme on le trouve dans
certains isolats de K. pneumoniae (75). Concernant la résistance par modification des LPS, elle se
fait par addition de sucres, le 4-amino-4-déoxy-L-arabinose (L-ara4N) ou la phosphoéthanolamine
sur le lipide A, fraction hydrophobe du LPS. La synthese et la fixation de ces sucres sont
respectivement gérées par un opéron de sept génes arnBCADTEF et par le géne eptA présent chez
toutes les entérobactéries. Chez K. pneumoniae, 1’activation de cet opéron est régulée par deux
systémes a deux composants : PmrA/PmrB et PhoP/PhoQ. L’activation de ces systémes a deux
composants est également modulée par d’autres régulateurs. Le géne mgrB codant pour la protéine
MgrB, réprime I’activation de PhoPQ.

Chez K. pneumoniae, 1’altération du géne mgrB chromosomique est fréquemment en cause dans la
résistance a la colistine. Il provoque la perte du rétrocontrdle négatif du systeme PhoPQ et conduit
a son activation constitutive ainsi qu’a la surexpression de 1’opéron arnBCADTEF (76). Selon les
données publiées dans la littérature, la prévalence de la mutation de ce géne parmi les mécanismes
de résistance a la colistine se situerait entre 25.5 et 86.4% chez K. pneumoniae et K. oxytoca (77).
La résistance résultant de mutations chromosomiques, telles que les mutations impliquant les
systémes PmrA/PmrB, ou les systémes PhoP/PhoQ n'est pas transférée horizontalement entre les
bactéries.

Un géne a médiation plasmidique, mcr-1 (mobilized colistin resistance), a été identifié pour la
premiére fois en 2015 en Chine dans une souche d’E. coli isolée d’animaux destinés a I’alimentation
et leur viande, et dans des souches d’E. coli et de K. pneumoniae issues de patients humains en 2014
en Chine (78). Ce geéne code pour une phosphoéthanolamine transférase, qui transfere la
phosphoéthanolamine sur le lipide A du LPS, diminuant ainsi I’affinité de la colistine pour sa cible.
Cette résistance aurait émergé chez les animaux du fait de 'utilisation massive de la colistine en

médecine vétérinaire, mais a ensuite diffusée dans I’environnement et chez 1’homme (79). Depuis,
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d’autres génes de résistance a la colistine contenus sur des plasmides ont émergés, (mcr-1 a 10).
Chez K. pneumoniae, on retrouve plus fréquemment les génes mcr-1, mcr-3 et mer-8 (80,81).

De maniere globale, la résistance a la colistine chez K. pneumoniae reste faible dans le monde.
Cependant, 1’absence de données brutes et la non-uniformisation des méthodes de détection entre
laboratoires entrainent 1I’impossibilité de déterminer le taux exact (82). Les données de résistance a
la colistine accessibles dans la littérature concernent essentiellement des souches multi-résistantes
notamment aux carbapénémes. La résistance a la colistine parmi les ERC peut se développer
rapidement dans les hopitaux et les pays ou l'utilisation de la colistine est en augmentation (83—85).
On observe une augmentation du taux de résistance a la colistine dans les pays ou le taux d’ERC est
¢levé, notamment en Asie du Sud-Est, dans quelques pays d’Europe comme en Italie et en Gréce,
ainsi qu’au Pakistan. En Europe, le taux de résistance a la colistine chez les souches de
K. pneumoniae productrices de carbapénémases était de de 31,9% en 2015, alors qu’il était de 2.6%
chez les K. pneumoniae non productrices de carbapénémases données (EARS-Net). Ces données
doivent étre cependant interprétées avec précaution (86). En Italie, la résistance a la colistine a été
identifiée chez 31,6% de souches résistantes aux carbapénemes isolées entre 2010 et 2011 (87), et
cette résistance augmente depuis : une étude italienne multicentrique réalisée sur des souches isolées
entre 2013 et 2014 montre une prévalence de la résistance a la colistine parmi les K. pneumoniae
productrices de carbapénémases atteignant 44% (85). On observe le méme phénoméne en Grece,
avec une augmentation du taux de résistance a la colistine chez les K. pneumoniae résistantes aux
carbapénémes passant de 0% en 2005 a 39% en 2014 (88). Dans le reste du monde cette résistance

reste relativement peu élevée.
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II. Caractérisation d’un clone bactérien : définition et méthodes

1. . Définition de clone bactérien

En biologie, on définit un clone cellulaire comme un « ensemble de cellules de méme patrimoine
génétique, obtenu in vitro par mitoses successives, a partir d'une seule cellule somatique originelle »

(http://www.culture.fr/franceterme/terme/COGB138). Les bactéries sont des &tres unicellulaires se

divisant par mitose, et tous les descendants d’une méme cellule mére sont par définition des clones.
Cependant, les bactéries peuvent ¢galement acquérir de I’ADN par transmission latéral de matériel
génétique, par I’intermédiaire de transposons, de plasmides ou encore par recombinaison homologue
(89). Cette définition stricte du clone ne peut donc étre appliquée aux bactéries.

D’un point de vu épidémiologique et évolutif, la notion de clone bactérien est un terme générique
utilisé pour définir plusieurs souches descendant d’un méme ancétre. La notion de clone va dépendre
de la technique utilisée pour définir que deux souches sont identiques, et plus généralement du
nombre de génes comparés entre plusieurs souches. Ainsi, plus le nombre de génes identiques est
élevé, plus le patrimoine génétique commun est grand et plus les souches seront considérées comme

de véritables « clones » au sens « clone cellulaire ».

2. Meéthode d’identification des clones

L’identification de clones bactériens peut se faire par différentes techniques :

a. Techniques phénotypiques :

Avant I’avénement des techniques de séquengage, les relations clonales entre différentes souches
bactériennes étaient réalisées en fonction de différents caractéres phénotypiques. Il existe des
méthodes phénotypiques basées sur les caractéres :

— biochimiques (classification en biotypes ou biovars)

— antigéniques (classification en sérotypes ou sérovars)

— de sensibilité aux antibiotiques (classification en antibiotypes)

— de sensibilité aux bactériophages (classification en lysotypes ou lysovars)...
Cependant, ces techniques sont incomplétes et ne permettent pas de différencier deux clones au sens

génomiques.
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b. Meéthodes phénotypiques moléculaires :

Electrophorese multilocus des isoenzymes (MLEE) : différentiation des souches en comparant
les profils électrophorétiques des enzymes intracellulaires.

Polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) : comparaison de souches
bactériennes apres clivage de ’ADN bactérien par des endonucléases, puis migration par
¢lectrophorese

Electrophorese en champs pulsé (PFGE) : séparation des fragments d’ADN selon le méme
principe que la RFLP, mais faisant appel a des endonucléases qui clivent I’ADN plus fréquemment.
Amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD) : amplification par PCR de différentes
parties du génome par utilisation d’amorces aléatoires, puis comparaison des différents profils en
¢évaluant le nombre et les localisations des sites d’hybridation des amorces aprés migration des
fragments amplifiés par électrophorese.

Ces techniques ont été considérées pendant longtemps comme le gold standard pour déterminer la
clonalité entre deux souches. Elles sont basées sur I’analyse de la diversité enzymatique ou génétique
des souches, en comparant les différents profils selon les profils enzymatiques, ou en comparant le
nombre et la taille des fragments d’ADN, avec ou sans amplification par PCR.

Elles sont toutefois de plus en plus abandonnées au profit des techniques de séquengage, car il est
difficile de comparer les clones identifiés a I’échelle mondiale. Elles peuvent cependant étre utilisées

a I’échelle locale afin de mieux comprendre la pathogénicité de certains clones (90,91).

c. Techniques génomiques :

Les progreés de la technologie de séquencage des génomes ont fourni un accés sans précédent a
I'énorme diversité génétique qui s'est accumulée dans le domaine bactérien au cours de 3,5 a 4
milliards d'années d'évolution. Dans un premier temps, la caractérisation de clones bactériens se
faisait grace a la réalisation de la MLST (MultiLocus Sequence Typing) par séquengage de type
Sanger. Au sein d’une méme espece, la MLST permet d’identifier les souches possédant sept génes
de ménage strictement identiques, définissant ainsi le terme de complexe clonal (CC) ou séquence
type (ST) (92). Cette méthode utilise les alleles comme unité de comparaison. Chaque combinaison
allélique correspond a un ST. La capacité de la MLST a distinguer des espéces étroitement liées est
limitée par la diversité de séquences contenues dans le génome bactérien « non couvert » par cette

méthode (93).
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Depuis I’avénement des techniques de s€équencage a haut débit (Next Generation Sequencing, NGS),

les techniques génomiques permettent désormais de séquencer des génomes entiers. Si le

séquencage MLST est toujours réalisable a partir des données de NGS, il existe maintenant trois

niveaux de résolutions qui permettent de discriminer les souches entre elles, sur le principe de la

MLST, en utilisant les nucléotides comme unité de comparaison et permettant ainsi de fournir une

meilleure résolution au sein méme des complexes clonaux (92) :

rMLST (ribosomal MLST) : comparaisons des génes des sous-unités ribosomales : les
genes rps. La comparaison de ces 53 génes permet de fournir un profil allélique rMLST,
ou Séquence Type ribosomique (rST), permettant de résumer avec précision les relations

entre les génomes bactériens, et d’identifier des clusters bactériens.

cgMLST (core genome MLST) : Le core-génome représente la partie du génome
présente invariablement chez une population bactérienne donnée. En effet, comme la
MLST, elle permet d'analyser un grand nombre de génomes bactériens et fournit une
nomenclature standard des souches facilement partageable dans un contexte
international. Les schémas cgMLST contiennent généralement des centaines a des
milliers de génes, qui ne représentent qu'une partie du génome entier. Chez K.
pneumoniae, elle permet de comparer au sein d’un groupe de souches 594 geénes. Ces
méthodes sont désormais au point et ont été appliquées avec succes a l'analyse d'un

certain nombre d'épidémies bactériennes (93).

wgMLST (whole-genome MLST) : 11 s’agit du niveau de résolution le plus élevé, basé
sur 1’analyse de tous les loci d’un isolat donné, y compris les régions intergéniques.
Cependant, un défi de la wgMLST est que peu de bactéries partagent la totalité de leurs
loci. Ainsi, la comparaison entre les loci partagés seulement par des sous-ensembles
bactériens, et non pas tous les membres du groupe a analyser, peut présenter des
difficultés statistiques. Les méthodes de cgMLST résolvent ce probléme en comparant
uniquement les genes communs a 1’ensemble des isolats bactériens et en fournissant des
données a haute résolution sur un groupe d’isolats apparentés mais non identiques.
L'approche wgMLST est applicable aux pathogénes monoclonaux a génomes rapprochés
ou a des variantes trés proches d'organismes, elle permet I’identification de clone avec la

plus grande résolution, se rapprochant le plus du « clone cellulaire » (92-94).
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L’émergence de clones épidémiques multi-résistants et/ou hypervirulents justifie une étude sensible
et précise des génomes bactériens afin de mieux reconnaitre et identifier les souches épidémiques.
Les techniques de NGS ont fondamentalement changé I'étude des épidémies bactériennes et jouera

un role de plus en plus central dans 1'épidémiologie hospitaliere a 1'avenir.

Phyvlum 165 rRNA Ribosomal Whole-, core-
' sequences MLST and accessory-
Class (1 locus) (53 loci) genome MLST

Order (=500 loci)

Family
MLST

Genus (7 loci)

Species

Lineage or clonal complex

Strain

Meroclone

Clone

Fig. 15 : Relation entre les différentes analyses de séquences et leur nomenclature (92)

En résumé :

- Les termes « souche » et « clone » sont largement utilisés, mais leur signification peut
étre sujette a interprétation.

- Il n'existe pas de définition précise du degré de parenté que doivent avoir les isolats pour
étre considérés comme représentant la méme souche, et tout dépend de la méthode de
typage utilisée.

- 1l est difficile de déterminer s'il faut utiliser le terme « souche » ou « clone », d'autant
plus que l'usage logique du mot "clone" est de décrire des isolats qui descendent
directement d'un ancétre commun (95). Néanmoins, il a été proposé d'utiliser le mot
« clone » pour décrire des « isolats qui, bien qu'ils aient été cultivés indépendamment a
partir de sources différentes, dans des lieux différents et peut-€tre a des moments
différents, présentent encore tant de similitudes phénotypiques et génotypiques

identiques que l'explication la plus probable est une origine commune » (96).
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III.  Clones de K. pneumoniae multi-résistants a haut risque épidémique

C’est en 2011 que l'importance des clones bactériens a haut risque au sein de plusieurs espéces de
BGN, en particulier E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae, dans le contexte de la dissémination
internationale de la résistance aux antibiotiques, a été reconnue pour la premiére fois. Des auteurs
ont défini un "clone & haut risque" comme des isolats qui appartiennent au méme ST selon le schéma
de type MLST, bien que les isolats puissent avoir été isolés dans un lieu géographique et a une
époque différente (95). Les CGs ou CCs sont apparus peu apres et sont corrélés avec le ST (réalisé
avec la méthode MLST standard).

Chez K. pneumoniae, méme si les genes de résistance peuvent diffuser par la transmission de
transposons et de plasmides a des souches sensibles, ces derni¢res années, 1’expansion clonale de
clones épidémiques a hauts risques a pris de plus en plus d’ampleur (14,16,17). Certains clones ont
ainsi disséminé dans le monde entier et dans différents écosystémes, constituant un réservoir de
genes multi-résistants (Figure 16). Ils sont souvent associés au milieu hospitalier mais ont également
été rapportés dans I’industrie agroalimentaire, ou dans 1’environnement sauvage (20,97,98). Ces
clones sont ¢galement associés a des résistances particulieres : ainsi, le ST258 de K. pneumoniae est
majoritairement porteurs de carbapénémases de type KPC (17).

Dans la revue bibliographique que nous avons réalisée, nous relatons 1’émergence et I’expansion
des clones multi-résistants internationaux de K. pneumoniae. Nous nous intéressons au support de
la résistance associée a ces clones et aux caractéristiques qui pourraient €tre associées a leur succes
et a leur capacité d’expansion et de persistance. Ces raisons demeurent incertaines, cependant, leur

capacité a se propager rapidement est incontestable (21).
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Abstract (181 words)

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic, frequently multidrug-resistant (MDR) bacterial
pathogen that affects humans, often causing severe infections worldwide, and is associated with
high mortality in hospitalized patients. Over the past two decades, numerous studies have
reported an increase in the rate of resistance to certain antibiotics, including third-generation
cephalosporins (3GC) and carbapenems. Some clonal complexes (CC) characterized by their
multi-resistance have been identified as the cause of hospital epidemics on all continents, which
constitutes a real threat to public health.

The objective of this review is to report the emergence and expansion of these high-risk K.
pneumoniae clones, and to discern their specific characteristics, such as the resistance genes
with which they are most often associated, as well as the virulence factors that may be added
to them. Here, we are particularly interested in seven clonal complexes (CC258, CC147,
CC307, CC101, CC15, CC37, CC20) that have spread worldwide for the most part, and have
been found in human, environmental and animal samples. Additional studies are needed to

better understand the circulation of these clones and their ability to acquire resistance genes.

45



Introduction

The Klebsiella pneumoniae complex currently consists of seven members, namely Klebsiella
pneumoniae stricto sensu (Kpl), Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2),
Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4), Klebsiella variicola subsp.
variicola (Kp3), Klebsiella variicola subsp. tropica (Kp5), Klebsiella quasivariicola (Kp6) and
Klebsiella africana (Kp7), the latest of which was described in 2019 [1]. From these species,
their ecological niches, pathogenicity, and acquisition of antibiotic resistance genes are not yet

fully understood, as they have long been misidentified [2].

Antibiotic resistance is a current public health problem that affects human, animal and
environmental health and is linked to the massive and uncontrolled use of antibiotics in these
different ecosystems [3]. The emergence of multidrug-resistant bacteria (MDR) and the spread
of antibiotic resistance genes is not, however, only linked to the widespread use of antibiotics
[4]. It is also facilitated by the ability of pathogens to exchange genetic elements of resistance
and virulence. Horizontal gene transfer (HGT) is mostly mediated by plasmids, which play a
key role in the spread of resistance between bacterial strains, and MDR strains may accumulate
multiple resistance plasmids in their cytoplasm [5]. However, the dissemination of resistance
genes can also result from the expansion of multi-resistant clones [6]. In recent years, a real
increase in resistance to certain classes of antibiotics such as carbapenems has been observed
in K. pneumoniae (Figure 1) [7]. This enteric bacteria presents certain characteristics such as
the plasticity of its genome, its capacity to cause severe community infections and to persist in
the environment which can explain the success of the emergence and the diffusion of multi-

resistant strains [8].

The K. pneumoniae species consists of various clones that differ in terms of ecological niche,
host source, pathogenicity, and the capacity to acquire antibiotic resistance genes or virulence

genes [1]. Although K. pneumoniae stricto sensu is the most commonly found species

3
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associated with human infections, all species have been isolated from human samples. After K.
pneumoniae, K. variicola and K. quasipneumoniae are the most frequent species found [2,9,10].
These two species can acquire antibiotic resistance genes and virulence genes from K.
pneumoniae and have been responsible for nosocomial infections and primary liver abscesses
[9,10]. Within the K. pneumoniae species, isolates are conventionally characterised according
to their sequence type (ST), defined by a nucleotide sequence-based method known as Multi-
Locus Sequence Typing (MLST) [11]. In short, every isolate of the same ST has the same
combination of allelic profiles of seven housekeeping genes (rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB
and tonB). There are currently 5,587different STs (last updated 1 June 2021) that have been

deposited on the Pasteur website (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella) and this number is

constantly increasing. With the more widespread use of whole-genome sequencing (WGS), the
databases have been enriched and isolates are increasingly differentiated by the comparison of
their ribosomal genes (rMLST) or their core genome (cgMLST) [12,13]. High levels of
discrimination among closely-related clones is obtained with rMLST, comparing the variation
of 53 ribosomal protein subunit (7ps) genes across the bacterial domain [14]. ST profiles are
grouped into clonal complexes or clonal groups (CC or CG) defined by cgMLST (Figure 1),
corresponding to isolates that share at least 594 cgMLST alleles (of the 694 alleles), with a least
one member of the clonal group [13]. An even higher level of resolution exists, known as
wgMLST, which compares the entire genome of isolates. However, very few bacteria share the
same loci due to bacterial plasticity (horizontal and vertical transfer of genetic material), and as
a result, wgMLST is only used to compare closely related organisms during epidemics within

the same structure, for example [14].

CGs are correlated with STs (performed with the standard MLST method), which remains a
reference to study genetic relationships between isolates worldwide [1]. However, cgMLST

makes it possible to understand the relationship between these STs. For instance, the
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international multi-drug resistant clone ST258 is part of the CG258, which also includes ST512
and ST11 (Figure 2) [13]. Although most clones have already been isolated in human samples,
some clonal complexes are more frequently found in human diseases and have been associated
with higher virulence or antibiotic resistance and a greater ability to spread locally and globally
[1]. In this review, we will focus on the major international multi-drug resistant (MDR) K.
pneumoniae clonal complexes that are of current concern to the scientific community. We will
recall the history of the emergence of these strains and antibiotic resistances, sources, and other

particularities with which they are associated.

CG258

Most MDR K. pneumoniae isolates belong to one CG designated as CG258 [13]. Within
CG258, ST258 and ST512 isolates form a large cluster, whereas ST11 and ST340 differ from
this cluster by 11.0% allelic mismatches, indicating a genetic substructure within this CG. The
ST258 clone is the dominant ST in CG258 [13] that was first described in 2009, during an
epidemiological analysis of K. pneumoniae-carbapenemase-(KPC)-producing K. pneumoniae
strains isolated from different parts of the United-States, Israel and India between 1996 and
2008. This KPC carbapenemase was first described in 1996 in a non-ST258 isolate of K.
pneumoniae in the United States [15]. Shortly after that, a report described numerous strains of
KPC-producing K. pneumoniae in New Y ork city hospitals between 1997 and 2001[16]. It was
only in 2009, during a retrospective molecular epidemiological study, that the ST258 clone was
identified by PFGE and MLST. Thus, ST258 strains would have emerged in clinical outbreaks
in New York in April 2000, and these strains were genetically related to strains isolated in the
Israel outbreak in 2006 [17,18]. KPC-producing ST258 was also identified in isolates from
Norway and Sweden obtained from patients who had previously been hospitalised in Greece
and Israel, suggesting the possible spread of these strains [19]. In 2009, the ST258 clone was
predominant in the United States, and was responsible for 70% of the blaxpc producing K.

5

48



pneumoniae isolates obtained from different parts of the country. In Israel, the incidence of
KPC-producing K. pneumoniae decreased, but ST258 remains the most predominant clone
[20]. Bayesian analysis estimates the most recent common ancestor of the global ST258 group
to date to around 1995 (95% highest posterior density [HPD] 12.3 to 23.1 years), that to say
five years before the first outbreaks of ST258 clones. A report analysing ST258 genomes
isolated from more than 20 countries showed that ST258 isolates from the United States were
basal in the phylogenetic tree, supporting the hypothesis that K. pneumoniae ST258 emerged
in the United States. This was succeeded by the introduction of ST258 clones in Greece, before
it spread throughout Europe (especially Italy), North and South America and, with a lower
prevalence, Asia and Australia [21]. ST258 clones have been described as a cause of prolonged
outbreaks in Intensive Care Units (ICU) [22]. It appears to be highly associated with human-
host and hospital environments, and has rarely been isolated in animals, but has been identified
as the cause of bovine mastitis, and was isolated from river water for the first time in 2019 [23—
26]. Comparative genomic analyses suggest that the ST258 clone is a hybrid of ST11 (~80% of
genomic DNA) and ST442-like strains (~20% of genomic DNA) [27]. Meanwhile, ST258
strains can be divided into two ST258 clades, with distinct capsule polysaccharide gene (cps)
regions [28]. ST258 clade I strains carry the cps-1 gene cluster characterised by the wzi29 allele
variant. They would have evolved from clade II strains which carry the cps-2 gene cluster
characterised by the wzil 54 allele variant through homologous recombination of the cps region
Clade I is associated with KPC-2, while clade II is associated with KPC-3. To date, only one
isolate of K. pneumoniae ST258 has been reported to carry hypervirulent-associated
siderophores [29]. However, it has been demonstrated that the acquisition of single
hypercapsule-conferring mutations among ST258 strains resulted in virulence phenotypes such
as dissemination and increased lethality, and that these mutants were undergoing selection

which could explain the high mortality and rapid spread reported for carbapenem-resistant K.
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pneumoniae (CRKP)[30]. As described above, the ST258 clone has been widely associated
with KPC-producing K. pneumoniae and the transmission of colistin-resistant ST258-KPC
isolates have been documented among ICU patients [31]. Resistance to the association of
ceftazidime and avibactam has also been described in a ST258 clone harbouring a blakpc.23
gene in Greece [32]. Unlike ST258, other CG258 strains are associated with a variety of

carbapenemases such as KPC, NDM, VIM, and OXA-48 [33].

The ST11 clone was first reported in France in 1997 and has now spread worldwide, with a
predominance in Asia [34]. It has also been sporadically described in Latin America, Europe,
the United States, the Middle East and North Africa [35]. ST11 is a single locus variant of
ST258 which indicates a close relationship between them. In China, ST11 CRKP is the
dominant clone and accounts for up to 60% of CRKP [35,36]. It has been shown that the
integrative and conjugative element ICEKp258.1, which is harboured by both ST11 and ST258
clones, carries a type IV secretion system, which could potentially promote the transfer of
genetic elements such as plasmids and explain the success of epidemics of these clones [37].
Most infections caused by ST11 clones appear in ICUs and are associated with nosocomial
infections [38]. The pan-genomic analysis of 364 ST11 K. pneumoniae isolated from 13
different countries identified three clades of ST11. There are 15 different K-types that have
been identified among ST11 clones. The most common ones are KL.64 and KL47. Clade 1
contains the most diverse K types, clade 2 contains only KL47 and clade 3 contains mainly
KL64 [39]. Among the ST11 clones, a variety of carbapenemases and extended-spectrum f3-
lactamase (ESBL) genes have been identified, but the most predominant ones are blaxpc-2,
blanpar1 and blaoxa-as for carbapenemases and blacrx-arss, blacrx-a-15 and blacrx-u-14 for ESBL
[40]. Co-resistance to 3GC and fluoroquinolone have been reported in this clone [41,42]. ST11
may also harbour resistance genes against other antibiotics, including ceftazidime/avibactam

and colistin [40,43]. ST11 K. pneumoniae strains are therefore not only highly resistant to
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antibiotics. Some isolates were described for the first time in 2018 to have acquired well
established virulence factors (rmpA2 and aerobactin) in South-East Asia, which raises concerns
about the possible occurrence of infections with high mortality and limited treatment
options[36]. The genomic analysis of clinically important ST11 K. pneumoniae suggests that
K-type KL64 ST11 CRKP strains carry more resistance and virulence genes, thus becoming a
newly-emerged superbug [39]. Furthermore, in 2018, following the identification of
homologous regions between a non-conjugative virulence plasmid and a conjugative plasmid
carrying the blaxpc-2 resistance gene, it was suggested that transmission of the K. pneumoniae
ST23 virulence plasmid to the ST11 CRKP is mediated by the co-integrated transfer of these
two plasmids. [44]. Carbapenemase-producing ST11 K. pneumoniae have also been previously

identified in pets and hospital environments [45,46].

The ST340 clone was first described in Oman in 2010, harbouring a blaypu-; gene [47], and is
now widely associated with this gene. However this multidrug-resistant clone can be associated
with other antibiotic resistance genes, such has blacrx-ar1s, blasmy-1> and blarer; [48], can
harbor gnrb genes [49] and has been reported to be colistin-resistant in one study [50]. This
clone is the most dominant of CRKP isolates in Thailand, and has been sporadically reported
in Russia [51]. It has been shown that, when associated with the blakpc.2> gene, the plasmid was
carrying the Tn4401b isoform of the Tn4401 transposon, which has no deletion upstream of
blakpc.2, affecting the production of blakpc.>. Therefore, the ST340 strains reveal lower
resistance levels to B-lactams as compared to those derived from the isolates of other STs
containing the 7n4401a isoform [52]. ST340 has been isolated in pets, domestic animals and

hospital environments, which could lead to a potential spread of this clone [53-55].

The ST512 clone emerged in 20062007 after a single mutation of ST258 in an outbreak in
Israel and became a successful new lineage. It differs from the ST258 clone by a C176A
transversion in the gapA locus [56,57]. ST512 is invariably associated with the cps-2 capsular
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type, suggesting that ST258 wzil54 could be the ancestor of ST512 [58]. This clone is
associated with blagpc.3 resistance and can be associated with other antimicrobial resistance
genes. In Italy, GC258 K. pneumoniae producing KPC-type carbapenemases have been highly
represented in the epidemic of CRKP which has been ongoing since 2010, the majority being
ST512 clones [59]. ST512 is mostly a cause of human infections, but has been isolated in wild

animals [60].

CG147

The first data in the literature concerning K. pneumoniae ST147 date to 2008 in Hungary, in 46
strains that had been isolated in 2005 [42,61]. These strains were harbouring the blacry-u-15
gene, gyrA S831 and parC quinolone resistance determining regions (QRDR) mutations. As
described above for ST11 isolates, the dissemination of CTX-M-15 is mostly associated with
ciprofloxacin-resistant bacterial strains [42]. K. pneumoniae ST147 has now been isolated
worldwide, and associated with blays, blaxpc-2, blanpi , blaoxa-4s and blaoxa-1s1 [62]. ST147
is the most common clone among VIM-producing K. pneumoniae, and the second most
common, behind CG258 clones, among KPC-producing K. pneumoniae, as shown in global
collection surveillance data [52,63]. Moreover, KPC-2 producing CRKP ST147 can also
transfer ceftazidime-avibactam resistance through the acquisition of a Vietnamese extended-
spectrum PB-lactamase variant (VEB-25), as demonstrated during an outbreak in two ICUs in
Greece [64]. Some isolates have also been described as pan-drug resistant, including colistin-
resistant [65,66]. Nevertheless, ST147 is predominantly associated with the production of CTX-
M-15. An investigation of the CRISPR regions showed that all ST147 shared the same CRISPR
contents in region 1, while the other regions showed differences among ST147 [67], and it was
recently shown for Clostridium difficile that the analysis of CRISPR loci is a useful
epidemiological tool for studying the diversity of the genomes of closely related strains [68].
Infections caused by the ST147 clone are mainly healthcare-related, but sometimes associated
9
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with a recent travel to endemic regions [47,63]. The ST147 clone is often responsible for
hospital outbreaks in many parts of the world [69-73], [69-73], and can rectally colonise
patients and/or cause urinary tract infections, bloodstream infections and respiratory tract
infections with mortality of up to 50% [71,72]. The ST147 clone has been isolated in samples
other than human samples, such as wastewater, pets and food production animals, which
suggests that this clone is spreading in the environment, and could be a key vehicle for the

transfer of resistance genes between animals and humans [74-76].

CG307

The ST307 clone was first described in 2013 from one strain isolated in 2009 in Pakistan and
another isolated in 2010 in Texas [77,78]. However, the oldest strain dates back to 2008 in the

Netherlands. (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html). Since then, the emergence

and worldwide spread of this clone have been reported in numerous studies describing the
ST307 clone in all five continents and in many countries in the past decade [62,79—-82]. Reports
have shown that this clone appeared in the 1990s at about the same time as CC258, probably in
the United States, before spreading globally [79]. However, the ST307 clone was reported and
recognised as a globally disseminated clone a decade after the ST258 clone. The phylogeny of
ST307 shows that four deep-branching lineages exist, one of them spreading globally, the
second being only located in Texas [79]. The two other clades first emerged around 2013 in
South Africa and then evolved in two distinct clades that are now the most prevalent clones in
South Africa, where a recent study reported that 61% of the CRKP belonged to the ST307 [80].
The “global” clade of ST307 has spread in recent years to become one of the most important
AMR high-risk clones around the world, including in Italy where it progressively replaced
CG258 [81,83]. This clone has been strongly associated with the hospital environment and
human hosts [81]. ST307 strains have also been isolated from animal and environmental
samples. Recently, strains belonging to ST147 and ST307 were isolated from chimpanzee
10
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faecal samples and termite mounds from a reserve in Senegal, where wildlife have very limited
contact with human activities (Baron et al., unpublished data), suggesting a more global spread
of these clones, and expanding their potential reservoirs. Regarding AMR determinants, K.
pneumoniae ST307 is associated with ESBLs and carbapenemases: CTX-M-15, KPC-2 and -3,
OXA-48, NDM-1, OXA-181, and VIM-1 [62,84,85]. Colistin resistance not mediated by mcr
genes [86,87] and resistance to ceftazidime-avibactam has also been described in this clone due
to the emergence of a KPC-3 variant [88]. All ST307 clones share the same K and O antigen
loci (KL102), and WGS of the capsular loci of ST307 clones identified two different capsular
loci: the wzi-173 allele, and another cluster encoding for a different capsular type (Cp2). This
cluster has similar sequences with capsular clusters previously identified in K
quasipneumoniae and Klebsiella aerogenes and has never been described in other K.
pneumoniae. It has been shown that capsulated ST307 isolates endowed with the two clusters
were more resistant to serum complement than ST258 isolates [81]. Analysis of a ST307
hospital outbreak in Germany through a pangenomic study and phenotypic tests demonstrated
the capacities of these isolates (hypermucoviscosity, siderophore secretion capacities, heavy
metal efflux) which were similar to an archetypal hypervirulent K. pneumoniae. Some virulence
and antibiotic resistance genes are co-located on plasmids K. preumoniae ST307 and could be
responsible for increased fitness, persistence and adaptation to the hospital environment and the
human host [89]. Numerous studies suggest that the association of hypervirulence and
multidrug resistance on plasmids may facilitate the successful spread of these bacteria

[81,85,90,91].

CG15

CG15 is known to be hypervirulent and responsible for serious illnesses. ST15 K. pneumoniae
is the main clone of CG15 and has been identified worldwide [92-94]. It is the major group
among the strains producing the blacrx-u-15 gene in many countries, especially in Asia [95]. The
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association of ST15 K. pneumoniae and resistance to all fluoroquinolones has been highlighted
several times [42,45]. blanpy.1 -positive K. pneumoniae ST15 isolates have frequently been
reported in many countries in Europe and North Africa, as well as in China, Thailand and
Canada [92]. In Bulgaria, this clone initiated a dissemination of KPC-2 producing-K.
pneumoniae [96]. Moreover, some studies show that K. pneumoniae ST15-CTX-M-15
producers are widely disseminated among pets, causing several infections. STI5 K.

pneumoniae has also been isolated from environmental samples [97,98].

CG37

The earliest ST37 strain was a KPC-producing K. pneumoniae and was identified in North
Carolina in 1996 [18]. ST37 K. pneumoniae have been detected sporadically in many parts of
the world, but mainly in Europe, China and India [99,100]. They are associated with MDR K.
pneumoniae such as ESBL, AmpC or carbapenemase producers [101]. ST37 K. pneumoniae
seems to be a newly emerging clone, and a DHA-1-producing-ST37 clone has caused an
outbreak in Spain, harbouring carbapenem and colistin resistance [102]. ST37 clones were
responsible for an outbreak in Chinese neonates, harbouring blanpa; [100], and have also been
isolated harbouring the blaox4-1 gene in neonates in China [103]. ST37 clones have also been
identified sporadically harbouring blaxpc.> in China, Croatia and Italy [104—106]. MDR IncR
plasmids appear to have disseminated in ST37 clones, and captured the armA-blavua-gnrB
resistance gene cluster, since it has been identified in strains isolated in the United States and
in Spain, and that plasmids from both countries were genetically close [101,102]. A study also
showed the faecal carriage of ST37 K. pneumoniae in healthy individuals. This digestive
colonisation could become a reservoir for possible infections [107]. Moreover, ST37 K.
pneumoniae was isolated in pets, was harbouring 16S rRNA methyltransferase (16S-RMTase)

genes, and possessed high-level resistance to amikacin and gentamicin [108].
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ST101 K. pneumoniae, belonging to the CC101, were originally identified in 2009 in Rio de
Janeiro [109], before being responsible for outbreaks and sporadic cases in Mediterranean
countries such as Italy and Tunisia. It is now considered as a newly emerging phenotype in
several countries [110]. These ST101 clones mostly harbour blakpc.2, blakpc.s and blaoxa-4s
genes, conferring resistance to carbapenems, but are always associated with genes conferring
resistance to aminoglycosides and fluoroquinolone [83,111]. ST101 clones can harbour many
types of ESBL genes, but the most frequent are CTX-M-15-producing-K. pneumoniae [112].
Colistin resistance has also been observed in blaoxs-4s and blagpc> ST101 K. pneumoniae
[112,113]. These isolates are mainly associated with hospital-acquired infections. Some studies
have shown that ST101 clones are associated with an increased mortality in comparison with
non-ST101 clones [112]. The siderophore genes irp/ and irp2 and the integrative conjugative
element ICEKp3 mobilizing the ybt locus (locus encoding the siderophore yersinobactin and its
receptor) are found in lineage ST101. These are known virulence factors, and ICEKp increases
the ability of the ST101 clone to spread. [112]. Such characteristics of this clone make it a major
threat to public health, as it could become a dual-risk epidemic clone: multi-drug resistant and
hypervirulent.. A recent study showed the spread of the NDM-1-producing-ST101 clone in
chicken meat in North Africa, demonstrating that food could be a reservoir of carbapenemase-
encoding genes [114] ; Furthermore, ST101 had already been isolated from pets in Italy [115].
One study has also shown that this clone survived in treated hospital wastewater, highlighting

the highly adaptative potential of this clone [116].

CG20

The ST20 K. pneumoniae lineage carries ESBLs genes, mostly blacry.u-109, blacrx-m-14 , and

blacrx-m-15 but KPC-producing ST20 K. pneumoniae have already been isolated [117-119].

The first outbreak due to ST20 ESBLs producing K. pneumoniae was in China in 2012,

followed by an outbreak in Greece the same year, where it was mostly reported in human
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infections [120,121]. This clone is frequently the cause of outbreaks in neonatal care units,
including an outbreak producing NDM-1 in 2015 in China, and has now been isolated
sporadically in other parts of the world [118,119,122,123]. ST20 has already been isolated from

hospital environments, in hand basins, producing carbapenemases [124].

What about hypervirulent clones?

One of the main current concerns is the emergence of K. pneumoniae clones carrying both
virulence and antibiotic resistance determinants. Hypervirulent clones of K. pneumoniae
(hvKP) emerged in Asia in the 1980s, and then disseminated worldwide, being responsible for
bacteraemia with metastasis, mostly pyogenic liver abscesses but also endophthalmitis and
meningitis[125]. Infections were mostly associated with isolates carrying a K1 or K2 capsular
serotype and with CG23, CG65 (including ST65 and ST375), and CG86 clones. Identified
virulence factors associated with hvKp are a positive string test, defining the hypermucoviscous
phenotype, and genes associated with the hypermucoid phenotype such as rmpA (regulator of
mucoid phenotype A), rmpA2, magA (mucoviscosity-associated gene A) or weaG (GDP-fucose
synthetase of the capsular cps locus), which can be located on a virulence plasmid pLVKP
(Genbank AY378100). At first, these clones were characterised by their high-level
susceptibility to antibiotics, suggesting that virulence and resistance were inversely correlated.
In recent years, the first K. pneumoniae clones carrying both virulent and antibiotic resistance
genes have been detected, mostly in Asia. KPC-producing K. pneumoniae belonging to the
ST11 were detected in patients in China with a hypervirulent phenotype[36,126,127]. Other
STs (such as ST15, ST307 and ST101 cited above) have now also been found carrying both

hypervirulent and antibiotic resistance genes [36,39,45,89,112].

Conclusions and perspectives
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The discovery of new antibiotics and antibiotic resistance have evolved concomitantly
throughout the 20" century. However, since the end of the 20" century, antimicrobial resistance
has emerged globally and rapidly spread worldwide, while fewer and fewer new antibiotics
have been made available [128]. Massive or inappropriate use of antibiotics in human and
animal medicines, as well as in agriculture, are partly responsible for this dissemination [128—
130]. The increase of international trade and travel, as well as the increase of population density,
are also contributing factors [131]. The massive use of non-antibiotic compounds such as
herbicides may also be implicated [132]. Factors related to the bacteria also favour the
acquisition and transfer of antibiotic resistance genes, which explains why some species appear
to be more receptive to accumulate multidrug resistance than others. This is the case for K.
pneumoniae, the topic of this review, for which we have detailed the CC-associated MDR.
Thus, some antibiotic resistance genes have been more associated with certain CCs, as well as
capsular or virulence gene acquisition features that may explain why some isolates can
disseminate and/or resist more easily in humans or in the environment. The identification of the
reservoir of these clones, in animals and in the environment through a more global “One Health”
approach, should be considered in order to better understand the movements and transfers
allowing the diffusion of these clones. Further work is also warranted to better understand the

factors that allow these clones to spread and accumulate resistance to antibiotics.
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Tables and Figures

Table: 1

Table 1. Characteristics of the international multidrug resistant clones of Klebsiella pneumoniae

Figures: 2

Figure 1. Chronology of the emergence of resistance and the appearance of clones

Figure 2. MSLT and distance relation between the different major clones
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Tout au long du 20°™ siécle, la découverte de nouvelles molécules antibiotiques et I’émergence de
résistances aux antibiotiques ont évolué parallélement. Cependant, dés la fin du 20°™¢ siécle, la
résistance aux antimicrobiens s'est rapidement répandue dans le monde entier, alors que de moins
en moins de nouveaux antibiotiques ont été mis a disposition sur le marché. Cette dissémination
des résistances est liée a plusieurs facteurs, comme 1’utilisation massive et inappropri¢e des
antibiotiques en santé humaine et animale, ainsi que dans I’agroalimentaire. Elle est également liée
aux transferts transfrontaliers des patients et des voyageurs et a I’accroissement des populations.
L’utilisation de composés chimiques non antibiotiques tels que les herbicides sont également des
facteurs qui pourraient contribués a cette résistance.

A travers cette these et cette revue, c’est davantage les facteurs liés a la bactérie qui nous intéressent.
La plasticité génomique de K. pneumoniae lui permet d’acquérir et de transférer facilement des
genes de résistance grace aux TLG par les transposons et les plasmides, et on a vu son épidémiologie
changer au cours des deux derniéres décennies. Cette espece, de par sa capacité a accumuler les
geénes de multi-résistance, en fait une véritable menace pour la santé publique. Afin de mieux
comprendre son épidémiologie, nous avons détaillé pour chaque CC leurs caractéristiques et les
genes de résistance associés. Ainsi, on a pu identifier des associations entre génes de résistance et
certains CC, ainsi que des facteurs de virulence, qui pourraient expliquer la meilleure diffusion de
certains clones chez I’homme et dans I’environnement. Une approche plus globale pour mieux
discerner le réservoir de ces clones chez les hommes et dans 1’environnement devrait étre envisagée
pour mieux comprendre les mouvements et les transferts a I’origine de la circulation de ces clones.
Des travaux complémentaires sont également nécessaires pour mieux comprendre les facteurs qui
permettent a ces clones de diffuser et d'accumuler les résistances aux antibiotiques.

En pratique clinique, I’identification en temps réel des sous-populations clonales de K. pneumoniae
par séquengage génomique a haut débit permettrait d’améliorer la prise en charge du patient, et

d’adapter rapidement 1’antibiothérapie.
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Résumé

Klebsiella pneumoniae est une bactérie pathogéne opportuniste souvent multi-résistante
(MDR) qui affecte les humains, fréquemment responsable d’infections séveéres dans le
monde entier, et qui est associée a un taux de mortalité élevé chez les patients hospitalisés.
Ces deux dernicres décennies, de nombreuses études ont rapporté une augmentation du
taux de résistance a certains antibiotiques, notamment aux céphalosporines de
3éme g¢nération (C3G) et aux carbapénémes. Certains complexes clonaux (CC)
caractérisés par leur multi-résistance ont été identifiés comme étant a 1’origine
d’épidémies hospitalieres sur tous les continents, ce qui constitue une véritable menace
pour la santé publique.

L’objectif de cette thése est de relater ’émergence et I’expansion de ces clones de
K. pneumoniae a haut risque épidémique, et de discerner leurs caractéristiques propres,
tels que les génes de résistance auxquels ils sont le plus souvent associés, ainsi que les
facteurs de virulence qui peuvent s’y adjoindre. Ici, nous nous intéressons
particuliérement a sept complexes clonaux (CC258, CC147, CC307, CC101, CC15,
CC37, CC20) qui ont diffusé dans le monde entier pour la plupart, et qui ont été trouvés
dans des échantillons humains, environnementaux et animaux. Des études additionnelles
sont nécessaires pour mieux appréhender la circulation de ces clones et leur capacité a

acquérir des genes de résistance.

Mots-clés : Klebsiella pneumoniae, clones épidémiques a haut risque, résistance aux

antibiotiques, carbapénémases.
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