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Introduction

KPC, Klebsiella pneumoniae carbapénémase

class A, serine b-lactamase

identification initiale dans K. pneumoniae 2001 en Caroline du Nord (Yigit et al. AAC)

hydrolyse les différentes classes de b-lactamines dont les carbapénèmes

blaKPC détecté dans différentes Enterobacteriaceae

dissémination mondiale

endémique aux USA chez K. pneumoniae

blaKPC dans Pseudomonas aeruginosa initialement Colombie en 2007 (Villegas et al. AAC)

blaKPC dans Acinetobacter baumannii initialement Puerto Rico en 2009 (Martinez et al. AAC)



TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA	
	

TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCTAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

tnpA							∆blaTEM-1				blaKPC-2	

IS26												Tn3	

(B)	

AGTGGGTCAGTTTTCAGTTGGTGTTGACACCGGCGTACCCTCGGTGCTATCTTCGCGCCCCAATAGTCGGGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGA	

	

GGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTTTTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTAC	

	

	

AGCCGTTACAGCCTCTGGAGAGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

istA																istB																					blaKPC-2	

ISKpn7	

(A)	

P2	

P3	

P1	

P1	

P2b	 P3b	

TAGGGCTTACGTTGGTTTTTGGTTCCATTGCTCCCCAAACCCCTGATAGGATTGAATCCTATTGAACCGATTGGAGGCTGCCCATGCGCACCACTCAACAACTGAGCATCAAAC	
	

	
AAGGAATATCGTTGATG	

TnpR																				blaKPC-5	

Tn5563	

P	

(C)	

RBS																Met									KPC									

RBS																Met									KPC									

		
ISKpn6	

tnpA	

RBS																Met									KPC									

• Largement identifiée chez Enterobacteriacae, P. aeruginosa 

• Forme tronquée uniquement P2 présent chez A. baumannii

(Yigit et al. AAC 2001; Roth et al. 2011; Naas et al. AAC 2012)

Les gènes blaKPC, localisés sur des plasmides ou dans le chromosome Tn4401, 

famille transposon Tn3



TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA

TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCTAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG

tnpA       ∆blaTEM-1    blaKPC-2

(B)

RBS                Met         KPC        
P1

• Identifiée chez P. aeruginosa PA-2, Colombie (Naas et al. AAC 2013)

IS26 Tn3



TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA	
	

TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCTAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

tnpA							∆blaTEM-1				blaKPC-2	

IS26												Tn3	

(B)	

AGTGGGTCAGTTTTCAGTTGGTGTTGACACCGGCGTACCCTCGGTGCTATCTTCGCGCCCCAATAGTCGGGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGA	

	

GGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTTTTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTAC	

	

	

AGCCGTTACAGCCTCTGGAGAGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

istA																istB																					blaKPC-2	

ISKpn7	

(A)	

P2	

P3	

P1	

P1	

P2b	 P3b	

TAGGGCTTACGTTGGTTTTTGGTTCCATTGCTCCCCAAACCCCTGATAGGATTGAATCCTATTGAACCGATTGGAGGCTGCCCATGCGCACCACTCAACAACTGAGCATCAAAC	
	

	
AAGGAATATCGTTGATG	

TnpR																				blaKPC-5	

Tn5563	

P	

(C)	

RBS																Met									KPC									

RBS																Met									KPC									

		

ISKpn6	

tnpA	

RBS																Met									KPC									

• Identifiée chez P. aeruginosa blaKPC-5, Puerto-Rico (Wolter et al. AAC 2009)



Objectifs

Identifier le promoteur utilisé dans ces 3 différentes 

structures pour l’expression de KPC dans les 3 espèces : 

E. coli, P. aeruginosa et A. baumannii  



Méthodes

• PCR du gène blaKPC-2 et des 3 séquences localisées en 

amont de blaKPC-2

• clonage dans un plasmide se répliquant chez 

E. coli (TOP10) et P. aeruginosa (KG2505): pBBR1MCS.3

E. coli (TOP10) et A. baumannii (CIP 70.10): pIMarr-2

• CMI (E-test)

• qRT-PCR

• 5’RACE (Invitrogen)

• Activité spécifique, hydrolyse de l’imipénème



E x p r e s s i o n b l a K P C - 2 d a n s E . c o l i TO P 1 0 ( p B B R 1 M C S . 3 )

A                                                     B                                                  C

Tn4401b : P1 + P2 + P3                 Tn3 P1 + IS26                           Tn5563 : P

Résultats



A                                                     B                                                  C

Tn4401b : P1 + P2 + P3                 Tn3 P1 + IS26                           Tn5563 : P

E x p r e s s i o n b l a K P C - 2 d a n s P. a e r u g i n o s a K G 2 5 0 5 ( p B B R 1 M C S . 3 )



A                                                     B                                                  C

Tn4401b : P1 + P2 + P3                 Tn3 P1 + IS26                           Tn5563 : P

E x p r e s s i o n b l a K P C - 2 d a n s A . b a u m a n n i i C I P 7 0 . 1 0 ( p I M a r r - 2 )



Transcription de blaKPC-2
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TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA	
	

TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCTAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

tnpA							∆blaTEM-1				blaKPC-2	

IS26												Tn3	

(B)	

AGTGGGTCAGTTTTCAGTTGGTGTTGACACCGGCGTACCCTCGGTGCTATCTTCGCGCCCCAATAGTCGGGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGA	

	

GGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTTTTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTAC	

	

	

AGCCGTTACAGCCTCTGGAGAGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

istA																istB																					blaKPC-2	

ISKpn7	

(A)	

P2	

P3	

P1	

P1	

P2b	 P3b	

TAGGGCTTACGTTGGTTTTTGGTTCCATTGCTCCCCAAACCCCTGATAGGATTGAATCCTATTGAACCGATTGGAGGCTGCCCATGCGCACCACTCAACAACTGAGCATCAAAC	
	

	
AAGGAATATCGTTGATG	

TnpR																				blaKPC-5	

Tn5563	

P	

(C)	

RBS																Met									KPC									

RBS																Met									KPC									

		

ISKpn6	

tnpA	

RBS																Met									KPC									

E. coli et A. baumannii

P. aeruginosa

Caractérisation des promoteurs

Structure A 



TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA	
	

TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCTAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

tnpA							∆blaTEM-1				blaKPC-2	

IS26												Tn3	

(B)	

AGTGGGTCAGTTTTCAGTTGGTGTTGACACCGGCGTACCCTCGGTGCTATCTTCGCGCCCCAATAGTCGGGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGA	

	

GGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTTTTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTAC	

	

	

AGCCGTTACAGCCTCTGGAGAGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

istA																istB																					blaKPC-2	

ISKpn7	

(A)	

P2	

P3	

P1	

P1	

P2b	 P3b	

TAGGGCTTACGTTGGTTTTTGGTTCCATTGCTCCCCAAACCCCTGATAGGATTGAATCCTATTGAACCGATTGGAGGCTGCCCATGCGCACCACTCAACAACTGAGCATCAAAC	
	

	
AAGGAATATCGTTGATG	

TnpR																				blaKPC-5	

Tn5563	

P	

(C)	

RBS																Met									KPC									

RBS																Met									KPC									

		

ISKpn6	

tnpA	

RBS																Met									KPC									

E. coli
P. aeruginosa

A. baumannii

Caractérisation des promoteurs

Structure B



TAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA	
	

TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCTAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

tnpA							∆blaTEM-1				blaKPC-2	

IS26												Tn3	

(B)	

AGTGGGTCAGTTTTCAGTTGGTGTTGACACCGGCGTACCCTCGGTGCTATCTTCGCGCCCCAATAGTCGGGGCTTGGCCAGGACTTCCTGAGGCCGTCCGTAACGTGGATGCCGA	

	

GGTCAGGCGAGGTGGCCGACCCATGAACGCCGACCTGATTCGTTTTTCAATAGCGCTGGACGTTGTGGTGCCAGGGACTTACCAACCCGATGTGTGCCCATCCGGGGCAGTTAC	

	

	

AGCCGTTACAGCCTCTGGAGAGGGAGCGGCTTGCCGCTCGGTGATAATCCCAGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTA(n21)AAGGAATATCGTTGATG	

istA																istB																					blaKPC-2	

ISKpn7	

(A)	

P2	

P3	

P1	

P1	

P2b	 P3b	

TAGGGCTTACGTTGGTTTTTGGTTCCATTGCTCCCCAAACCCCTGATAGGATTGAATCCTATTGAACCGATTGGAGGCTGCCCATGCGCACCACTCAACAACTGAGCATCAAAC	
	

	
AAGGAATATCGTTGATG	

TnpR																				blaKPC-5	

Tn5563	

P	

(C)	

RBS																Met									KPC									

RBS																Met									KPC									

		

ISKpn6	

tnpA	

RBS																Met									KPC									

E. coli, P. aeruginosa et A. baumannii

Caractérisation des promoteurs

Structure C



Activité spécifique KPC

Hydrolyse de l’imipénème
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CMI IPM     >32         1        >32          3          0.5       0.75                    >32        8          >32       1 0.19     0.38       

(µg/ml)



Conclusions
• CMI ceftazidime et carbapénèmes

E. coli : structure A+++

P. aeruginosa : structures A+++ et C+++ 

A. baumannii : structures A+++, B++ et C+++ 

• Niveau de transcription de blaKPC-2

E. coli : structure A++

P. aeruginosa : structure C+++ 

A. baumannii : structures A, B et C faible 

• Promoteurs utilisés différents en fonction des espèces

• Nouveaux promoteurs identifiés sur la structure B

• Activité spécifique, hydrolyse de l’imipénème bien corrélée avec les 

CMIs chez P. aeruginosa, moins chez E. coli et A. baumannii

Epidémiologie : 

E. coli : A

P. aeruginosa : A>> B, C

A. baumannii :  A


