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RESUME

Francisella tularensis est une bactérie & Gram négatif, hautement pathogéne, responsable
de latularémie, pathologie pour laquelle les fluoroquinolones (FQ) sont prescrites en premiére
intention. Le fort taux d’échecs thérapeutiques et de rechutes observées en dépit de traitements
adaptés demeure préoccupant. L’hypothése de I’émergence de bactéries résistances aux FQ
n’est donc pas a exclure et il est important d’y remédier.

J’ai d’abord abordé cette problématique par I’analyse des conséquences fonctionnelles de
mutations de I’ ADN gyrase (cible des FQ) observées sur des lignées de F. novicida hautement
résistantes aux FQ et générées in vitro. Les données obtenues, basées entre autres sur des tests
de supercoiling et de clivage de I’ ADN réalisés a partir de sous-unités gyrases recombinantes,
ont clairement démontré que les mutations de GyrA et de GyrB ne rendaient pas compte a
elles seules de la résistance aux FQ.

L’analyse génomique de mutants de F. tularensis subsp holarctica LVS résistants aux FQ
m’a ensuite orientée vers un autre acteur potentiel de la résistance aux FQ, soit la protéine
FupA/B. Ainsi, le second aspect traité au cours de cette thése a été de caractériser le réle de
FupA/B dans la résistance aux FQ. En utilisant des approches de trans-complémentation
/mutagenése, nous avons démontré que I'expression de FupA/B était bien liée a la sensibilité
aux FQ, ce qui valide I’hypothése de départ. De plus, nous avons montré que la souche
virulente F. tularensis subsp tularensis SCHU S4, dépourvue de la protéine homologue FupA,
présentait aussi une moindre sensibilité aux FQ. La délétion de la lipoprotéine FupA/B
favorise une sécrétion accrue d’ « Outer membrane vesicles» (OMVs). L’analyse
protéomique, par spectrométrie de masse, des OMVs des souches LVS et LVS-AfupA/B a
permis l'identification de 801 protéines parmi lesquelles un sous-ensemble de 23 protéines qui
présente une abondance différentielle entre les OMVs des deux souches. Les modifications
observées pourraient contribuer a l'augmentation de la sensibilité aux FQ. En particulier,
I’expression accrue de RecA est couplée a une augmentation de la tolérance de LVS-AfupA/B
non seulement a la ciprofloxacine, mais aussi a la gentamicine. Enfin nous avons démontré
que les OMVs sont des éléments structuraux des biofilms de F. tularensis qui assurent une
protection contre les FQ.

L’ensemble de ces résultats indiquent que les mutations ciblant FupA/B, contribuent a la
résistance aux antibiotiques par des modulations quantitatives et qualitatives de la production
d’OMVs et de la formation de biofilms. L’ensemble de ces résultats ouvrent de nouvelles
perspectives de recherche dans la lutte contre la résistance et/ou la persistance de Francisella

aux antibiotiques.






ABSTRACT

Francisella tularensis is a highly pathogenic Gram-negative bacterium responsible for
Tularemia, a disease for which fluoroquinolones (FQ) are prescribed as the first-line therapy.
The high rate of treatment failures and relapses observed despite appropriate treatment is a
main concern. The emergence of FQ resistant bacteria has been thus hypothesized and a better
characterization of the molecular mechanisms of bacterial resistance would be helpful.

In a first part, I analyzed the functional consequences of mutations on the DNA gyrase (FQ
target) observed on F. novicida isolates highly-resistant to FQ and generated in vitro. The data
obtained, based on supercoiling and DNA cleavage assays performed using recombinant
gyrase subunits, clearly demonstrated that mutations on GyrA and GyrB were not accounting
alone for FQ resistance.

In a second part, and based on the genomic analysis of FQ resistant mutants of F. tularensis
subsp holarctica LVS, | considered another potential actor of FQ resistance, namely the
FupA/B protein. Several approaches were thus carried out to characterize the role of this
protein found to be inactivated in FQ resistant isolates. Using trans-
complementation/mutagenesis approaches, we demonstrated that the expression of FUpA/B is
indeed related to the FQ sensitivity, thus validating our hypothesis. In addition, we have shown
that the virulent strain F. tularensis subsp tularensis SCHU S4, lacking the FupA homologous
protein, also had a lower FQ sensitivity. The deletion of FupA/B lipoprotein promotes
increased secretion of "Outer Membrane Vesicles” (OMVs). The mass spectrometry
proteomic analysis of the OMVs from the LVS and LVS-AfupA/B strains allowed the
identification of 801 proteins among which a subset of 23 proteins of differential abundance
between both strains. The observed changes could contribute to the increase in FQ sensitivity.
Importantly, we observed that the overexpression of RecA was coupled with a higher
tolerance of LVS-AfupA/B not only to ciprofloxacin, but also to gentamicin. Finally, we have
shown that OMVs are structural key elements of F. tularensis biofilms known to provide
protection against FQ.

Together, these results indicate that mutations targeting FupA/B contribute to antibiotic
resistance through quantitative and qualitative modulations of OMVs production and biofilm
formation. All these results open the way for exploring new pathways that would be helpful

to combat Francisella resistance and / or persistence against antibiotics.
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AVANT-PROPOS

Francisella tularensis, agent étiologique de la tularémie, est une bactérie coccobacille a
Gram négatif intracellulaire facultative, hautement pathogéne chez 1’homme. Il existe 6
formes cliniques de la maladie dont la forme pulmonaire qui entraine 30% de mortalité en
I’absence de traitement adapté. Ce micro-organisme est hautement infectieux dans la mesure
ou I’inhalation de 10 bactéries suffit & entrainer la maladie. Ces critéres de pathogénicité et de
virulence justifient son classement comme agent du bioterrorisme de classe A par le CDC

(Centers for Disease Control).

Les données microbiologiques et cliniques indiquent que les fluoroquinolones (FQ)
représentent la meilleure alternative pour traiter la tularémie. Toutefois, au cours des deux
derniéres décennies, I’utilisation excessive de ces antibiotiques est a 1’origine d’une
augmentation de la prévalence de bactéries résistantes. Ainsi, et malgré un traitement adapté,
des échecs thérapeutiques ainsi que des rechutes qui pourraient résulter d’une évolution des
Francisella ssp vers un haut niveau de résistance aux FQ sont observés dans 5 a 10% des cas.
C’est pourquoi la compréhension des mécanismes d’acquisition des résistances aux FQ est

d’un intérét majeur.

Afin de mieux comprendre 1’acquisition de la résistance aux FQ chez les bactéries du genre
Francisella, un protocole d’évolution expérimentale a été réalisé au laboratoire a partir de 3
souches de référence : Francisella tularensis subsp holarctica LVS (live vaccine strain:
souche de virulence atténuée), F. novicida et F. philomiragia. Ceci a permis d’obtenir des
clones de haut niveau de résistance aux FQ dont I’étude phénotypique et génotypique a été
réalisée a partir des mutants intermédiaires et terminaux. Cette étude a confirmé que chez F.
tularensis la premicére cible des FQ est I’ADN gyrase qui est un hétérotétramére A2B». En plus
de mutations dans les « quinolone resistance determining region » (QRDR-A et QRDR-B),
régions a fort taux de mutations, ce travail a mis en évidence plusieurs substitutions ou
délétions dans d’autres régions de GyrA ou de GyrB, mutations jamais décrites

antérieurement.

L’un des objectifs auxquels j’ai participé a été de clarifier I'impact de ces mutations de
I'ADN gyrase sur la sensibilité de cette enzyme aux FQ en utilisant des tests in vitro de
surenroulement et de coupure de I'ADN a partir des protéines A2B, recombinantes, et en
restaurant 1’expression des protéines natives chez les isolats mutés. Outre ces mutations

attendues sur I’ADN gyrase, hous avons observé que 80% des souches LV'S exposées aux FQ

15



présentaient des mutations non-sens au niveau du gene fupA/B. L’apparition de ces mutations
fait suite aux mutations sur I’ADN gyrase et est accompagnée d'une augmentation modérée
mais significative de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des FQ. FupA/B (Fer-
Utilization Protein) est une protéine exclusive aux bactéries du genre Francisella impliquee
dans I'acquisition du fer sidérophore-dépendante et dont le rdle dans la virulence bactérienne
a été suggéré. En revanche, la contribution possible de FupA/B dans la résistance aux FQ

n'avait jamais été rapportée.

L’objectif majeur de mon travail de These a été de rechercher un lien entre la protéine
FupA/B et la résistance aux FQ par une combinaison d’approches biochimiques et génétiques.
Au cours de ma premiere année de thése, la description par une équipe Ameéricaine, de
mutations de fupA/B chez des isolats de LV'S rendus résistants par exposition aux FQ nous a
confortés dans notre hypothése de travail. Enfin, plus réecemment, des travaux préliminaires
nous ont permis de mettre au point la formation de protéoliposomes et a aborder des aspects

structure-fonction de FupA/B.

Les données obtenues relatives aux mécanismes de résistance des bactéries Francisella aux
FQ évoqués ci-dessus sont rapportées dans la partie « Travaux Scientifiques » de ce manuscrit
et font I’objet de deux publications, I’une acceptée et I’autre sur le point d’étre soumise. Ces
données feront suite a une Introduction Bibliographique dans laquelle seront respectivement
décrits la bactérie, la maladie et les traitements ainsi que les mécanismes de résistance aux
FQ. Au cours de ma thése, j’ai également participé a 1’étude d’un mutant Afur de la souche
virulente CHUGA-Ft6. Fur est un régulateur de I’homéostasie du fer qui joue un réle crucial
dans la virulence bactérienne. L’article qui fait 1’objet de ce travail et dont je suis co-auteur

sera présenté en Annexe.
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A- FRANCISELLA, AGENT CAUSAL DE LA TULAREMIE

I- Le genre Francisella

I-1. Contexte historique
La bactérie Francisella tularensis a été décrite en tant que pathogéne humain au début des
années 1900. Divers cas d’infections animales s’apparentant a la tularémie avaient été
rapportés aux Etats-Unis en 1908, en Norvege en 1890 ou encore au Japon en 1818 (1).
Cependant, ce n’est qu’en 1911 que le premier cas réel de tularémie fut décrit par McCoy et
Chapin chez des écureuils atteints de « pseudo peste » en Californie, dans le comté de Tulare
(2). La souche fut isolée en 1912 par Mc Coy et Chapin, qui la nommérent Bacterium
tularense, en rapport avec le lieu de sa découverte. En 1925, Edward Francis établit que de
nombreux symptomes chez I’homme étaient liés a I’infection par cette bactérie ; il nommera
cette infection la tularémie en 1983. C’est en son honneur que la bactérie fut rebaptisée

Francisella tularensis (3).

I-2. Taxonomie
Le Tableau 1 ci-dessous illustre la position taxonomique des bactéries du genre Francisella.

Tableau 1. Taxonomie des Francisella

Domaine Bactérie
Embranchement Protéobactérie
Classe Gammaprotéobactérie
Ordre Thiotrichales
Famille Francisellaceae
Genre Francisella

La position taxonomique des bactéries du genre Francisella est complexe et a longtemps été
discutée. Dans les années 1920, et sur la base d’études sérologiques, la bactérie a d’abord été
considérée comme appartenant au genre Pasteurella puis provisoirement au genre Brucella
(4). En 1966, les résultats d’hybridation ADN-ADN ont montré que celle-ci n’était en fait pas
reliée au genre Pasteurella (5), ce qui a validé la proposition faite par Dorofe’ve de classer
ces bactéries dans un nouveau genre Francisella, unique membre de la famille des
Francisellaceae (6). Ultérieurement, 1’analyse de I’ARN 16S proposé par Woese a permis de
situer ces bactéries dans la classe des Gammaproteobactéries (7). Les résultats de cette étude
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indiquaient que I’organisme le plus proche de F. tularensis était la bactérie intracellulaire
Wolbachia persica, récemment reclassifié en Francisella persica (8). En outre, F. tularensis
possede un ancétre commun avec les pathogenes humains Coxiella burnetti et Legionella (9).
En 2005, I’analyse phylogénétique basée sur 1’alignement de dix protéines de 16
Gammaprotéobactéries dont F. tularensis a montré que celle-ci était la lignée la plus

profondément divergente au sein de cette classe (Figure 1) (10).
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100,100
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Coxiella burnetii

100,94 Legionella pneumophila

Francisella tularensis

Bacillus anthracis

Figure 1. Arbre phylogénétique de 16 especes de y-protéobactéries
basé sur I’alignement de 10 protéines (d’aprés Larsson et al. 2005)

On dénombre trois especes principales de Francisella qui sont F. tularensis, F. novicida et F.

philomiragia et dont les caractéristiques sont rapportées dans le Tableau 2.

20



Tableau 2. Classification des bactéries du genre Francisella

Espéce Sous-espéce | Biovar | Localisation géographique | Virulence
) tularensis o .
F. tularensis Ameérique du nord Tres forte
(TypeA)
Biovar | L
Hémisphére Nord
(Ery®)
holarctica Biovar Il L
. Hémisphére Nord Forte
(TypeB) (Ery")
Biovar
_ _ Japon
japonica
mediasiatica Asie Centrale Forte
F. novicida Amérique du nord, Australie | Faible
F. philomiragia Hémisphere nord Faible

L’espece F. tularensis est divisée en 3 sous-espéces : tularensis (Type A), holarctica (Type
B) et mediasiatica selon des criteres épidémiologique, biochimique, génomique,
géographique et de virulence (11). Ce sont les sous-especes tularensis et holarctica qui sont
responsables des cas de tularémie dans le monde. Elles ont été caractérisees en 1959 par
Olsufiev et al. qui ont montré qu’il existait différents niveaux de virulence des souches en
fonction de leur localisation géographique (12). Les souches de Type A sont majoritairement
retrouvées en Amérique du Nord. Quelques isolats ont également été identifiés dans
I’environnement et dans des arthropodes en Slovaquie et en Autriche (13). Ces souches sont
hautement virulentes, seulement 10 bactéries pouvant entrainer I’infection et &tre a I’origine
d’une forme sévere de la maladie. Les souches de Type B, moins virulentes, sont présentes
dans tout I’hémisphere nord et sont responsables des cas de tularémie en Europe. La sous-
espece holarctica est classiqguement divisée en 3 biovars : biovar | dont les souches sont
sensibles a I’érythromycine, biovar II dont les souches sont résistantes a I’érythromycine et le
biovar japonica dont les souches sont majoritairement retrouvees au Japon (14). Les souches
cliniques que nous avons étudiées appartiennent a cette sous-espece et au biovar I. F.
tularensis subsp mediasiatica a été isolée en Asie centrale et sa virulence est comparable a

celle de la sous-espece holarctica (15).
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Au début du XXeéme siécle, 1’incidence de la maladie en Russie a conduit au développement
de vaccins contre la tularémie, vaccins basés sur 1’utilisation de souches vivantes atténuées.
En 1956, 1’un de ces vaccins a été exporté aux Etats-Unis ou la bactérie a été isolée et a été
nommee F. tularensis subsp holarctica LVS pour « Live Vaccine Strain » (16). La vaccination
par la souche LVS diminuait I’incidence de la tularémie pulmonaire mais n’avait pas d’effet
sur la tularémie ulcéro-ganglionnaire (17). Cette souche qui ne protége pas tous les individus
n’est aujourd’hui plus utilisée comme vaccin aux Etats-Unis (1). Les mutations responsables
de I’atténuation de son caractere virulent n’ont pas été entierement caractérisees, bien que
récemment, la réintroduction des génes inactivés pilA et FTT_0918 ait permis de restaurer la
virulence de LVS au niveau de celle des souches de Type B (18). Actuellement, la souche
LVS qui présente un taux élevé de conservation génétique avec les souches de Type A et B
est largement utilisée comme modele expérimental, du fait de sa moindre pathogénicité pour
I’homme, elle est manipulable en laboratoire NSB2, elle présente une cinétique de réplication
intracellulaire comparable a celle des souches virulentes et est hautement pathogene dans le
modéle animal souris (19-21).

C’est en 1950, que F. novicida a été isolée a partir d’eau de la baie d’Ogden en Utah. Cette
souche morphologiquement identique a F. tularensis, fermente le sucrose et est non pathogéne
chez I’homme. Elle présente environ 98% d’identité nucléotidique avec la souche F. tularensis
(22). Du fait de ces caractéristiques communes, sa classification en tant qu’espéce et non sous-
espéce reste controversée (23). 11 s’agit de la souche la plus utilisée en recherche dans les
laboratoires. En effet, contrairement aux souches de F. tularensis, F. novicida n’est pas classée
en tant que MOT (MicroOrganisme et Toxines hautement pathogénes) dont la manipulation

impose des autorisations réglementaires relativement contraignantes.

Enfin, la troisieme espéce de Francisella est assez peu decrite dans la littérature. F.
philomiragia initialement appelée Yersinia philomiragia a été isolée pour la premiére fois en
1959 a partir d’un rat musqué en Utah et I’année suivante a partir de 4 échantillons de
prélevements d’eau (24). Sur la base de caractéristiques biochimiques, d’hybridation ADN-
ADN et de I’analyse de la composition en acide gras de la paroi bactérienne, elle fut reclassée

dans le genre Francisella en 1989 (25).
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Depuis les dix derniéres années, la diversité du genre Francisella a significativement évolue.
Aux especes majeures connues, soient F. tularensis, F. novicida et F. philomiragia, se sont
ajoutées F. noatunensis isolée en Norvége sur des morues d’élevage malades (26), F.
hispaniensis isolée a partir de sang humain (27), F. piscicida responsable d’infections graves
chez le cabillaud (28), F. haliaticida souche pathogéne d’ormeaux géants du Japon (29) et
enfin F. guangzhouensis isolée dans les systémes d’air conditionné en Chine (30). Tres
récemment, quatre autres nouvelles espéces ont été décrites dont trois proviennent
d’échantillons environnementaux : F. salina, F. uliginis, F. frigiturris. La quatrieme espece a
été isolée chez un patient immunodéprimé : F. opportunistica qui est décrite comme une

souche opportuniste capable d’infecter ce type de patients (11).

I1- Francisella tularensis

I-1. Caractéristiques phénotypiques

F. tularensis est une bactérie coccobacille & Gram négatif immobile, aérobie stricte, non
sporulée et de petite taille (0,2 um de large, 0,2 a 0,7 um de long) (Figure 2A). Cette bactérie
intracellulaire facultative est entourée d’une capsule de 100 a 250 kDa pour les souches
virulentes. Les lipides de la paroi sont, pour une bactérie a Gram-négatif, en proportions
inhabituelles (70 %), la nature des acides gras étant particuliére a ce genre bactérien. La
structure particuliére du lipide A du lipopolysaccharide (LPS) de F. tularensis est a I’origine
d’un faible effet endotoxinique du fait de 1’absence d’activation de la voie des récepteurs
TLR4 (Toll Like Receptors) (19). L’activité catalase est faiblement positive et celles de
I’oxydase et de I'uréase négatives.

F. tularensis est une bactérie exigeante dont la culture est fastidieuse et requiert des milieux
de culture enrichis, notamment en L-cystéine. En ce qui concerne les milieux solides, on utilise
les géloses « chocolat » enrichies en vitamines « PolyViteX » (BioMérieux®) ou des géloses
« Mueller-Hinton modifié » enrichies en glucose (0,1%), L-cystéine (0,1%) et pyrophosphate
de fer (0,025%). En ce qui concerne les milieux liquides, on distingue le milieu Chamberlain,
le bouillon Mueller-Hinton modifié et le bouillon « Schaedler K3 » (BioMérieux®). Les
bactéries poussent de maniére optimale a 37°C sous 5% de CO.. Les colonies présentent un
aspect nacré et glaireux avec une absence d’hémolyse et apparaissent en 48 heures (Figure
2B).
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Figure 2. Aspect phénotypique de F. tularensis subsp holarctica
A. Coloration de Gram : petit coccobacille a Gram-négatif
B. Colonies nacrées sur gélose chocolat supplémentées en « PolyViteX »

11-2. Caractéristiques génomiques et phylogéographiques

Le premier génome de Francisella a été séquencé en 2005 (10). Il s’agit du génome de la
souche F. tularensis subsp tularensis SCHU S4 qui est hautement virulente pour I’homme. Le
chromosome circulaire de petite taille (1,89 millions de paires de bases) est pauvre en guanine
et cytosine (32,9%) et contient 1 804 régions codantes dont 302 spécifiques du genre
Francisella. Les analyses du génome ont mis en évidence la présence de 201 pseudogenes
pouvant s’expliquer par un taux important (>10%) de mutations par délétions, insertions et
substitutions entrainant la perte de certaines fonctions métaboliques : biosynthése d’acides
aminés, transports et métabolisme de I’ADN.

C’est en 2006 que 1’analyse du génome de la souche Francisella tularensis subsp holarctica
OSU18, isolée chez un castor mort de la tularémie dans 1’état Oklahoma en 1978, a été
effectuée (31). Ce génome qui possede 1,89 millions de paires de bases, est constitué de 1 934
régions codantes et présente une homologie de séquence proche de 99% avec la souche SCHU
S4 de Type A. La différence majeure observée entre les deux sous-especes holarctica et
tularensis réside dans le nombre et la position de rearrangements genomiques observés et
orchestrés par de nombreuses séquences d’ADN répétées, appelées séquences d’insertion
ISFtul et ISFtu2 qui sont plus abondantes chez les souches de Type A.

Enfin, I’analyse du génome de la souche F. novicida U112 en 2007 par Rohmer et al, a montré
une homologie de 97,8 % avec la souche LVS et de 98,1 % avec SCHU S4. F. novicida
posséde moins de séquences d’insertion et seulement 1% de genes inactivés par mutations, ce

qui explique sans doute la réplication plus rapide de cette souche (32).

Au cours des deux derniéres décennies, les avancées technologiques en biologie moléculaire
et la disponibilité de ces génomes ont permis le développement de nouveaux outils pour le

typage et 1’étude phylogénétique et phylogéographique des souches de F. tularensis. Les
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techniques telles que 1’électrophorése sur gel en champs pulsé, 1’analyse multi-locus de
séquences répétées en tandem en nombre variable (MLVA, multilocus variable-number
tandem repeat analysis), I’analyse des régions de différences, et 1’étude du polymorphisme
nucléotidique (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), ont permis de distinguer des clades et
sous-clades au sein des sous-especes de Francisella (33).

La sous-espéce tularensis est sous divisée en 2 clades, A.l et A.ll, génétiquement et de
distribution géographique différentes. Le clade A.l, divisible en deux sous-clades (a et b) et
comprenant la souche SCHU S4, est retrouve dans 1’Est des Etats-Unis et en Californie. Le
second clade A.ll, divisible en quatre sous-clades, est retrouvé dans les zones montagneuses
de I’Ouest. Les 2 sous-populations se distinguent selon leur vecteur, leur hote, leur distribution
géographique et leur virulence (29).

Les souches de Type B présentent une diversité génétique moindre, suggérant une émergence
plus récente. L’étude du polymorphisme nucléotidique des génomes d’isolats de F. tularensis
subsp holarctica a permis de distinguer 4 clades principaux et de nombreux sous-clades
phylogénétiques au sein méme de la sous-espéce. A noter que toutes les souches francaises
responsables de cas humains de tularémie sont regroupées dans le sous-clade particulier

B.FNTF002-00 et se caractérisent par la présence de la région de différence RD23 (33-35).

11-3. Francisella tularensis : un agent potentiel de bioterrorisme

Du fait de leurs caractéristiques, les sous-especes de Type A et B sont considérées comme des
agents du bioterrorisme, classées catégorie A par le CDC comme c’est le cas de Bacillus
anthracis, Clostridium botulinum, Yersinia pestis, Variola et les Filovirus (Ebola, Marburg)
ainsi que les Arénavirus (Lassa, Machupo).

En effet, ces souches présentent un fort potentiel infectieux chez ’homme (<10 bactéries),
sont facilement isolables a partir du réservoir animal et persistent au sein de I’environnement.
Elles peuvent étre transmises par aérosol et entrainer des cas graves de tularémie pulmonaire
dont I’issue peut étre fatale. De plus, comme nous 1’avons évoqué ci-dessus, il n’existe pas de
vaccin efficace contre la maladie et peu d’antibiotiques sont actifs contre ces bactéries pour
lesquelles la construction de souches résistantes est largement envisageable. La propagation
intentionnelle d’aérosols infectieux pourrait étre a 1’origine de nombreux cas de pneumonies
associées a un fort taux de mortalité en 1’absence de traitement (>30%). Selon un comité
d’expert de I’OMS, la dispersion par aérosols de 50 kg de bactéries virulentes sur une ville de
5 millions d’habitants pourrait entrainer 250 000 victimes dont 19 000 déces (36,37).
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Dans le contexte de la préparation a la réponse contre une éventuelle action malveillante (plan
de prévention des risques nucléaires, radiologiques, biologiques et chimiques (NRBC)), la
surveillance nationale de la tularémie a été mise en place en France en 2002. La tularémie est
aujourd’hui une maladie a déclaration obligatoire (MDO) et un Centre National de Référence
(CNR) a été créé afin d’analyser les sérums et de caractériser les souches de F. tularensis
isolées a partir de patients infectés. Le CNR Francisella se trouve actuellement au sein du
laboratoire de bactériologie du CHU de Grenoble dirigé par le Pr Max Maurin.

11-4. Pouvoir pathogéne et facteurs de virulence

11-4.1. Virulence
La différence de virulence entre les sous-espéces de F. tularensis a été déterminée via la
mesure du nombre de micro-organismes requis pour entrainer la mort de 50 a 100% des
modeles animaux infectés (souris, lapins, cochons d’Inde). Le délai entre I’étape d’infection
et la mort de I’animal constitue également un critére de virulence.
Les multiples expériences d’infection montrent que les bactéries appartenant a la sous-espece
tularensis sont les plus virulentes, quelle que soit la voie de contamination et le modéle animal
utilisés.
Les bactéries F. tularensis de Type A et B inoculées par voie sous-cutanée sont toutes les deux
hautement virulentes chez la souris et le cochon d’Inde avec une dose létale DL1oo égale a 1
bactérie (38). Le temps nécessaire pour entrainer la mort de I’animal est toutefois plus long
pour la sous-espéce holarctica. Au sein de la sous-espece tularensis, les résultats montrent
que les bactéries du clade A.l.b entrainent une mort plus précoce des souris infectées par voie
intradermique que les bactéries du clade A.l.a et A.ll (39). Chez le lapin, en revanche, la
difference de virulence entre les 2 sous-especes est nettement plus marquée avec une DLigo
égale a 1 pour les souches de Type A administrées par voie sous-cutanée versus 10° bactéries
pour les souches de Type B.
Bien que les souches de Type B soient moins virulentes, elles sont a 1’origine de plus de cas
de tularémie a travers le monde (4,19). Enfin, et bien que F. novicida soit tres rarement la
cause de maladie chez I’homme, cette souche est couramment utilisée comme substitut de
laboratoire pour F. tularensis. En effet, F.novicida dont le génome présente de fortes
homologies avec celui de F.tularensis (97.8%), est une bactérie hautement pathogéne chez la
souris (40,41). De plus, bien que des différences aient éte décrites en fonction de la voie

d’injection et du modéle animal utilisé, son injection chez la souris, le cochon d’inde, le lapin
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ou le rat peut étre fatale, la virulence de F. novicida étant toutefois moindre que celle de F.
tularensis SCHU S4 (39).

11-4.2. Cycle de vie intracellulaire
F. tularensis est une bactérie intracellulaire facultative. Son pouvoir pathogéne réside dans sa
capacité a entrer, persister et proliférer dans différents types de cellules hotes qui sont les
cellules phagocytaires telles que les macrophages et les cellules dendritiques mais également
les hépatocytes et les cellules épithéliales et endothéliales (20). La bactérie est décrite dans de
nombreuses publications comme un pathogéne « discret » capable d’échapper a la réponse
immune de I’héte tout en induisant une libération de cytokines par la cellule hote suivie de la
mort de celle-ci (20,42,43). De plus, F. tularensis possede des voies métaboliques et des

systemes de capture des nutriments lui permettant d’assurer sa survie intracellulaire (44).
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Figure 3. Cycle de vie intracellulaire de F. tularensis (d’aprés Pizzaro-Cerda et al. 2016)

Les cellules phagocytaires et notamment les macrophages, constituent le principal

compartiment cellulaire de multiplication de la bactérie. De ce fait, nous ne détaillerons que
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le cycle de vie intracellulaire de F. tularensis dans les macrophages. Les principales étapes
schématisées Figure 3, sont la phagocytose via I’attachement suivi de 1’internalisation dans
les cellules hotes, 1’échappement du phagosome, la réplication et la survie dans le cytosol et
enfin la libération de la bactérie qui fait suite a la lyse de la cellule infectée et entraine un autre

cycle infectieux (45).

e Attachement et internalisation dans la cellule hote

L’internalisation de la bactérie (A) est initiée par une étape de reconnaissance et d’attachement
a la surface de la cellule héte via I’interaction adhésine-récepteur. Bien que de nombreux
récepteurs cellulaires aient été identifiés, les facteurs bactériens qui contribuent a
I’attachement de la bactérie a la cellule hote parmi lesquels les pili de Type IV, la protéine
membranaire FsaP (FTL_1658) de LVS ou le facteur d’élongation Tu (EF-Tu) sont encore
mal caractérises (46). Cette étape de phagocytose met en jeu différents récepteurs présents a
la surface de la membrane du macrophage. En 1’absence d’opsonisation, les récepteurs du
mannose (MR) jouent un r6le important dans 1’adhésion de la bactérie. En effet, le blocage de
ces récepteurs par des anticorps, entraine une diminution de I’entrée de F. tularensis dans les
cellules hotes (47-49). Cette inhibition n’est cependant pas totale ce qui suggére I’existence
d’autres récepteurs impliqués dans 1’adhésion de la bactérie.

L’opsonisation de F. tularensis, c’est-a-dire son recouvrement par des molécules dites
opsonines, favorise son internalisation (49-51). Le facteur du complément C3 se lie au LPS
et a la capsule de la bactérie et permet 1’adhésion de celle-ci aux récepteurs du complément
CR3 présents a la surface du macrophage. Les récepteurs «scavenger » A (SR-A), du
fragment Fc des 1gG (FcyRs) et la nucléoline ont également été décrits comme ayant un role
dans I’adhésion des bactéries opsonisées. Apres opsonisation et adhésion, la formation d’un
long pseudopode asymétrique permet ’entrée de la bactérie a I'intérieur d’une vacuole

d’endocytose qui rétrécit progressivement pour devenir un phagosome (Figure 3).

e Echappement du phagosome
Aprés phagocytose, F. tularensis se retrouve dans un phagosome (B). Ce “Francisella-
containing phagosome” (FCP) exprime a sa surface les protéines EEA-1 et CD63 puis LAMP-
1, LAMP-2 et Rab7 qui sont respectivement les marqueurs endosomaux préecoces et tardifs.
A Tintérieur du phagosome, la bactérie fait face aux systémes de défenses antimicrobiens en
inhibant la production d’espéces réactives de I’oxygene (ROS) via le blocage de la formation

du complexe de ’enzyme NADPH oxydase. F. tularensis posséde également des enzymes
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telles que la superoxyde dismutase, la catalase et 1’acide phosphatase qui lui permettent de
résister a I’environnement hostile du phagosome (45). En fonction de I’état d’opsonisation des
bactéries, cet état phagosomal peut durer 30 minutes pour les bactéries non-opsonisées et
jusqu’a 4 heures pour les bactéries opsonisées. L’acidification ou non du FCP reste une notion
discutée. Certaines études montrent que celle-ci pourrait jouer un réle important dans
I’échappement de la bactérie (52), résultats en contradiction avec les travaux de 1’équipe de
Clemens (53).

Au lieu de fusionner avec le lysosome, la bactérie a la capacité de dégrader la membrane
phagosomale et est libérée dans le cytosol (C). Les mécanismes moléculaires impliqués ne
sont pas totalement caractérisés bien qu’il ait été montré que la délétion de génes de I’7lot de
pathogénicité de F. tularensis (FPI) rendait impossible 1’échappement de la bactérie (54,55).
Une fois libérées dans le cytosol, la disponibilité de nutriments favorise la réplication
bactérienne (D) qui s’initie rapidement et de maniere assez intense avec un temps de

duplication intracellulaire de la souche virulente SCHU S4 de I’ordre d’une heure (56).

e Diffusion de la bactérie
Enfin, la bactérie qui a la capacité d’échapper a I’autophagie (E) diffuse dans I’environnement
extracellulaire suite a la lyse de la cellule via apoptose et/ou pyroptose (F). Récemment, un
nouveau mécanisme de dissémination du pathogéne a été identifié. Il s’agit de la trogocytose
(G, H), un phénoméne unique qui permet 1’échange de contenu intracellulaire par contact
direct entre deux cellules donneuses et receveuses (57,58).

I-4.3. Facteurs de virulence

Au cours des derniéres décennies, les connaissances relatives aux facteurs de virulence de F.
tularensis ont été significativement accrues, notamment grace a la mise en place d’approches
génétiques qui ont permis d’identifier de nombreux genes impliqués dans la pathogénicité de
cette bactérie.

La création d’une banque de transposons de F. novicida par Gallagher et al. a largement
contribué a I’identification de génes nécessaires a la virulence de la bactérie (59). 1l s’agit
notamment des génes du FPI impliqués dans I’échappement du phagosome, des génes codant
pour I’antigéne O du LPS ainsi que de 44 autres génes essentiels pour la virulence de F.
novicida (20,60). La plupart de ces genes ont un role dans I’adaptation au milieu

intracellulaire, ’acquisition de nutriments et la modification de la réponse immune de 1’hote.
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De la méme maniere, un criblage des genes impliqués dans la réplication de la bactérie F.
tularensis SCHU S4 dans les macrophages a été réalisé (61). Les données obtenues ont montré
que les mutants de la banque de transposon de SCHU S4 délétés pour la production de la
capsule, de I’antigéne O, pour I’expression de génes du FPI ou encore nutritionnels
présentaient un défaut de réplication dans les macrophages.

Globalement, le pouvoir pathogéne de F. tularensis est principalement médié par les facteurs
de virulence suivants : la capsule, le LPS, le pilus de type IV et les protéines codées par les

genes du FPI que nous allons détailler ci-dessous.

e Lacapsule
On appelle capsule, I’enveloppe qui entoure la paroi de certaines bactéries (Figure 4) (62). Il
s’agit d’un systéme de défense de la bactérie qui se protege contre la lyse induite par le
complément, la phagocytose et la réponse immune de I’hote. Elle peut étre de nature
polysaccharidiqgue comme chez E. coli, Neisseria meningitidis et Streptococcus pneumoniae
ou protéique comme chez Bacillus anthracis.
Les bactéries F. tularensis de Type A et B possédent une capsule de nature polysaccharidique,
d’une épaisseur de 0,02 a 0,04 um, avec une masse moléculaire comprise entre 100 et 250
kDa. L’analyse biochimique de la capsule montre la présence d’une structure identique a
I’antigéne O composant le LPS. La capsule contient un motif répété de 3 sucres, le 2-
acetamido-2,6-dideoxy-o-glucose (0-QuiNAc), le 4,6-dideoxy-4-formamido-D-glucose (o-
Qui4NFm), et le 2-acetamido-2-deoxy-o-galacturnoamide (0-GalINACAN) (63). L’analyse de
la capsule purifiée montre que ni le lipide A, ni I’acide 2-keto-3-deoxyoctulsonic (KDO)
(constituants du LPS) ne sont attachés a la structure capsulaire suggérant que le LPS et la
capsule ne sont pas liés.
La capsule de F. tularensis joue un role essentiel dans la virulence in vitro et in vivo. Une
étude a montré que la perte de la capsule chez la souche SCHU S4 était a I’origine d’une
diminution de la réplication intracellulaire due a I’apoptose ou pyroptose de la cellule héte
(64). Ceci souligne I’'importance de la capsule qui permet d’éviter une induction précoce de
la mort du macrophage et la destruction de la niche réplicative. De la méme maniére, un
mutant de LVS non capsulé s’est avéré moins virulent dans des modéles de macrophages et
de souris infectés (65).
Enfin, le réle de la capsule dans la résistance a 1’activité bactéricide du sérum n’est pas encore

clarifié. Alors que certaines études suggérent que la capsule permet de bloquer la fixation des
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anticorps et du complément a la surface bactérienne, d’autres montrent que la résistance au

sérum ne peut pas lui étre exclusivement attribuée (19).

Figure 4. Morphologie de la souche parentale (A) et du mutant déficient en capsule (B)
de F. tularensis LVS (d’aprés Sandstrom et al. 1988)

e Le Lipopolysaccharide

Le LPS est un composant essentiel de la face externe de la membrane externe des bactéries a
Gram négatif. Il est composé de trois parties : le lipide A, le core oligosaccharidique et
I’antigene O (Figure 5) (66). Le lipide A constitue I’ancrage hydrophobique du LPS a la
membrane (Figure 6). Il est doté de propriétés toxiques et correspond a 1’endotoxine des
bactéries a Gram négatif. Le lipide A représente ainsi le domaine responsable de 1’activité
biologique du LPS et de I’activation du systéme immunitaire inné. Une variation dans le
domaine lipide A constitue une des stratégies des bactéries a Gram négatif pour échapper a la
reconnaissance par le systéeme immunitaire (67). C’est le cas de F. tularensis, bactérie qui
synthétise un lipide A qui n’est que tres faiblement reconnu par le TLR4. Son lipide A
atypique est constitué de 4 chaines d’acides gras acylés de 16 a 18 carbones contrairement a
celui de nombreuses bactéries a Gram négatif dont E. coli qui est constitué de 6 chaines
d’acides gras acylés de 12 a 14 carbones et d’un groupement phosphate permettant
I’interaction avec TLR4 et I’activation d’une réponse pro-inflammatoire (68).

Lors de I’infection de la cellule hote, le LPS bactérien induit la production de molécules pro-
inflammatoires qui, en cascade, vont conduire a I'élaboration d'une réponse immunitaire innée.
La nature du LPS des bactéries du genre Francisella leur permet de déjouer la surveillance du
systeme immunitaire. Toutefois, des travaux récents publiés par I’équipe de Thomas Henry
ont montré que chez I’homme, la caspase 4 et ses cofacteurs contribuent a la neutralisation de
I’agent infectieux ce qui pourrait rendre compte d’une plus grande sensibilité de ’homme au

choc septique que ne le sont les souris (69) .
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Figure 5. Structure du LPS de F. holarctica et F. novicida (d'aprés Gunn et Ernst. 2007)

e Le pilus de type IV
Les pili de type 1V sont des appendices filamenteux flexibles multifonctionnels. Ils participent
a I’adhésion et 1’agrégation bactérienne, a la mobilité par contraction et & la formation de
biofilm. Ces propriétés en font des acteurs importants pour la colonisation de I’hote et la
virulence de certains pathogenes comme Pseudomonas aeruginosa, Neisseria spp, vibrio
cholerae et Moraxella catarrhalis (Figure 6) (70).
Les analyses génomiques montrent que les bactéries du genre Francisella possedent tous les

génes requis pour 1’expression d’un pilus de type IV fonctionnel incluant les genes codants

pour 6 sous-unités pilines constituant le pilus: pilA, pilE, pilv, FTT0861, FTT0230, and
FTT1314. Toutefois, des différences ont éte identifiées entre les sous-espéces de Francisella.
L’ensemble de ces génes est conservé chez les souches de Type A alors qu’on les retrouve
sous forme de pseudogenes (pilE, pilV, FTT0861) chez les souches moins virulentes de

Type B.
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Parmi les différents genes codant pour une sous-unité piline, seul pilA est nécessaire a la
virulence des souches de Type A et B. L’étude d’une souche de Type B isolée a partir d’un
lievre possédant la délétion spontanée de pilA a montré une virulence réduite a des niveaux
comparables a ceux de la souche LVS, qui est également dépourvue de pilA et de plusieurs

genes d'assemblage du pilus (71).
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Figure 6. Représentation schématique de I'enveloppe de F. tularensis et son réle dans la
virulence (d'aprés Hannah and Jason Huntley. 2015)

o L’ilot de pathogénicité de Francisella
Les génes nécessaires a la survie intracellulaire et a la virulence de Francisella sont regroupés
dans le FPI dont la taille est d’environ 34 kb. Cet Tlot de pathogénicité est dupliqué dans les
souches virulentes des sous-espéces tularensis et holarctica alors qu’un seul exemplaire est
présent chez F. novicida et F. philomiragia ce qui pourrait expliquer la différence de virulence
des souches chez I’homme. Le pourcentage de GC dans cet Tlot est plus faible que pour le
reste du génome, ce qui témoigne d’un transfert horizontal de génes. Le FPI est constitué de
16 a 19 cadres ouverts de lecture répartis en deux opérons et sous le contréle positif de 5
protéines MglA, SspA, FevR (PigR), MigR, et PmrA. L'opéron iglABCD code les protéines
nécessaires a la réplication intra-macrophagique et a la virulence ; IglA, IgIB et IglC sont
essentiels a I'échappement bactérien du phagosome dans le cytoplasme. Des similarités entre
le systeme de sécrétion de type VI (SST6) de Vibrio cholerae et le FPI de F. tularensis ont été
mises en évidence. En particulier, il est important de souligner que le FPI de Francisella code
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un systeme de sécrétion de type VI (SST6), tres différent des autres SST6 décrits et dont le
fonctionnement et les effecteurs sont mal connus mais dont les homologies avec Shigella
flexneri suggérent qu’il pourrait intervenir dans la lyse de la vacuole de phagocytose (72). F.
novicida posséde un autre ilot génomique nommé FNI pour F. novicida Island, et qui coderait
un autre SST6 qui n'est impliqué ni dans la réplication bactérienne dans les macrophages de
mammifére ni dans un modele murin de tularémie (73). Selon ces auteurs, le FNI pourrait

favoriser la réplication de F. novicida dans I'amibe.

De nombreux autres déterminants de virulence ont pu étre caractérisés au cours des dernieres
années. Nous pouvons citer de mani¢re non exhaustive les transporteurs d’acides aminés
impliqués dans la « virulence nutritionnelle », tels que les transporteurs GadC, AnsP, lleP et
ArgP respectivement transporteurs de glutamate, d’asparagine, d’isoleucine et d’arginine (44).
Les protéines impliquées dans I’acquisition du fer sont également en lien avec la virulence de
la bactérie (74). Il s’agit en particulier des protéines codées par I’opéron fsSIABCDEF et FeoB
qui sont sous le controle transcriptionel de Fur (Ferric Uptake Regulator) et de FupA (Fer-
Utilization Protein). Enfin les appareils de sécrétion permettant le relargage de protéines

impliquées dans la survie intracellulaire constituent des facteurs de virulence essentiels (19).

I11- Latularémie

I11-1. Réservoirs et modes de contaminations
I11-1.1. Niche écologique

F. tularensis possede de nombreux réservoirs animaux vertébrés et invertébrés. La bactérie
est préférentiellement retrouvée chez les lagomorphes (lievres et lapins) et rongeurs
(campagnols, écureuils et castors ) qui constituent la source la plus importante d’infections
chez I’homme (35,39). Des cas d’infections d’animaux domestiques comme le chat et le chien
ont également été rapportés aux Etats-Unis et en Norvege (75-77). Le fait que les animaux
développent le plus souvent des infections aigues fatales suggere qu’il existe trés certainement
d’autres réservoirs « a long terme » de la bactérie.

Les arthropodes hématophages dont les tiques et les moustiques peuvent étre infectés par I’cau
ou les animaux contaminés et transmettre la bactérie a I’lhomme ou ’animal par morsure
(78,79). En Europe, les tiques les plus fréguemment retrouvées appartiennent au genre
Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalinema, Ixodes, Boophilus, Hyalomma et Rhipecephalus
(35). Une étude a montre que la bactérie pouvait étre transmise entre les différents stades de

développement de la tique Ixodes ricinus (80). En revanche, il n’y a pas de transmission
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transovarienne de F. tularensis subsp holarctica chez la tique ce qui pose la question de son
role en tant que réservoir. En 2015, Backman et al. ont démontré la possibilité de transmission
des bactéries chez la souris par des moustiques adultes ayant acquis le pathogéne a partir de
leur habitat larvaire aquatique (81). Plus que des réservoirs, les arthropodes sont davantage
considérés comme des vecteurs permettant le transfert du pathogene de son réservoir animal
ou aquatique vers I’homme ou d’autres animaux.

Des analyses par PCR (polymerase chain reaction) en temps réel ont mis en évidence la
présence de la souche F. tularensis subsp holarctica dans des échantillons d’eau et de
sédiments recueillis en Suéde, ce qui suggére que la bactérie persiste dans 1’environnement
(82). Une autre étude menée sur des échantillons d’eau prélevés en zone probable de
contamination, ont confirmé que 1’cau était également une source d’infection en Turquie (83).
Par ailleurs, il a été montré que F. tularensis était capable de se multiplier a lI'intérieur des
amibes Acanthamoeba ce qui pourrait expliquer ce mécanisme de persistance (84).

Ainsi, la survie de la bactérie dans la nature implique 1’existence d’un cycle dans lequel les
mammiféres hotes favorisent I’amplification de la souche et les arthropodes sa vectorisation

a I’homme ou d’autres espéces animales.

111-1.2. Modes de contamination

La tularémie est une zoonose qui peut étre transmise de 1’animal a ’homme. La contamination
intervient de maniére directe ou indirecte. La transmission directe peut se faire par voie
cutanéo-muqueuse lors de la manipulation d’animaux infectés (spécialement les liévres), par
voie digestive apres ingestion d’aliments ou d’eau contaminés ou encore par voie respiratoire
via I’inhalation d’aérosols lors de la manipulation d’animaux infectés ou a 1’occasion de
travaux de jardinage sur un terrain contaminé. La transmission indirecte vectorielle repose
essentiellement sur des morsures de tiques ou piqdres de moustiques. Les personnes les plus
touchées sont les chasseurs, fermiers et personnels de laboratoire. La transmission d’homme

a homme n’a jamais été documentée (35).

111-1.3. Cycle de vie de Francisella tularensis subsp holarctica en Europe
Sur la base de données cliniques et épidémiologiques publiées dans la littérature, en Europe,
deux cycles de vie de la bactérie F. tularensis sont pressentis: terrestre et aquatique (Figure 7).
Le cycle de vie terrestre est majoritairement decrit dans la plupart des pays Européens incluant
I’ Autriche, 1I’Allemagne, la Suisse, la France, la Hongrie, la Slovaquie et la République

Tcheéque (14,85-87). Les lagomorphes, les rongeurs terrestres et les tiques sont la principale
35



cause d’infection. Dans ce contexte, les cas sont rares et sporadiques bien que des cas groupés
familiaux puissent survenir apres ingestion d’aliments contaminés.

Le cycle de vie aquatique a été rapporté en Bulgarie, Kosovo, Turquie, Suede et Finlande.
L’environnement aquatique (rivieres, lacs, puits d’eau, étangs) contaminé par les excréments
et les carcasses d’animaux morts constitue la source premiécre d’infection de ’homme (35,88—
90). Le nombre de cas dus au cycle de vie aquatique est plus important que pour le cycle de
vie terrestre. Les deux cycles de vie peuvent co-exister au sein du méme pays a différents

endroits et a différents temps comme c’est le cas en Espagne (35).

Figure 1: The two main lifecycles—terrestrial and aquatic—of Francisella tularensis in Europe
Ticks and rodents are reservoir hosts in the terrestrial cycle. Lagomorphs, mosquitoes, mosquito larvae, and rodents are reservoirs in the aquatic cycle.

Figure 7. Les deux principaux cycles de vie de F. tularensis en Europe (d'aprés Maurin
et Gyuranecz. 2016)

111-2. Données épidemiologiques
111-2.1. Distribution géographique de la tularémie
La tularémie sévit principalement dans les pays de I’hémisphere nord et de rares cas
sporadiques ont été rapportés dans I’hémisphere sud. En 2017, une souche de F. tularensis
subsp holarctica biovar japonica a été isolée chez un possum a queue en anneaux malade a
Sydney en Australie (91). Les données épidémiologiques montrent que la tularémie est une
maladie émergente ou ré-émergente dans de nombreux pays de 1’Union Européenne (UE)
(92). Depuis 2005, le Centre Européen pour la prévention et le contréle des maladies assure
le recensement annuel des cas de tularémie dans la zone UE. En Europe, la maladie survient
majoritairement dans la partie Est du continent. Des zones d’endémies ont été décrites en
Turquie, Russie, Finlande et Suéde (93). De 1992 a 2012, sur les 18 343 cas de tularémie
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rapportés en UE, 25% ont été déclarés en Suede, 22% en Finlande et 13% en Turquie (92).
Des épidémies a I’origine de centaines de cas ont eu lieu au Portugal, en Su¢de mais également
en Espagne et Turquie (94,95). Bien que la pathologie soit rare en Allemagne, on observe une
réémergence de celle-ci, avec la multiplication par 10 du nombre de cas enregistrés depuis 15
ans. Ceci peut s’expliquer par l’augmentation de la présence du pathogéne dans
I’environnement, des contacts entre I’homme et 1I’environnement ou encore de la déclaration
plus systématique de la maladie (96). La Gréce, Chypre, I’Islande, I’Irlande, le Luxembourg,
la Lettonie, la Macédoine, Malte et le Royaume-Uni sont des pays dans lesquels la maladie
n’a pas encore été déclarée.

En ce qui concerne les Etats-Unis, et selon le CDC, 126 cas ont été déclarés en moyenne par
an de 2000 a 2010. Plus de 50% de ces cas ont été enregistrés en Arkansas, Missouri, Dakota
du Sud et Oklahoma.

111-2.2. Données épidémiologiques en France (Données CNR)

En France, du 1% octobre 2002 au 31 decembre 2012, 433 cas de tularémie ont été
diagnostiqués et déclarés, soit une incidence annuelle moyenne de 0,07 cas pour 100 000
habitants. Parmi les 433 cas déclarés, 395 étaient des cas sporadiques et 39 (9%) appartenaient
a 10 épisodes de cas groupés. Un pic épidémique a été enregistré (environ 2 fois et demi le
nombre moyen annuel de cas) durant ’hiver 2007/2008. Cette épidémie s’est produite de
maniére concomitante a I’augmentation du nombre de cas mis en évidence chez le liévre (97).
Environ 60% des cas déclarés ont été expertisés par le CNR Francisella pour confirmation du
diagnostic et recherche d’éventuelles résistances aux antibiotiques.

Entre 2007 et 2017, le CNR Francisella a expertisé 1 960 dossiers de patients suspectés de
tularémie. Le diagnostic a été confirmé pour 253 d’entre eux, dont 175 hommes et 78 femmes
(sexeratio : 2,24), d’age moyen 49,5 ans. Parmi eux, 165 cas ont été confirmeés (58 par culture,
103 par PCR, 15 par séroconversion ou multiplication par 4 du titre sérologique). Les 88 cas
restants ont été classifiés comme probables (un titre sérologique positif associé a des données
cliniques et épidémiologiques compatibles). L’ensemble des cas confirmés par culture ou PCR
étaient des infections a F. tularensis subsp holarctica biovar I. La majorité des cas sont
survenus de maniere sporadique et sur le territoire de France métropolitaine. Quelques cas
groupés sont survenus aprés consommation d’aliments contaminés notamment des lievres.
Outre son role d’expertise, la mission du CNR est d’assurer la caractérisation et le stockage
des souches de Francisella. Certaines souches de cette collection ont été utilisées dans le cadre

de cette these.

37



111-3. Diagnostic clinique et biologique
111-3.1. Formes cliniques
Le diagnostic est difficile a établir d’autant que la maladie est rare en France et les signes
cliniques peu évocateurs. En France, seule la souche de Type B de virulence modérée est
retrouvee. La symptomatologie est trés protéiforme, le plus souvent il s'agira d'un état grippal.
C’est pourquoi, le contexte épidémiologique est d’une importance capitale pour orienter les

cliniciens.

La tularémie se manifeste apres une période d’incubation de 3 a 5 jours par un syndrome
pseudo-grippal se traduisant par les signes cliniques suivants : fievre, maux de tétes, myalgies
et arthralgies. Il existe six formes cliniques majeures de la pathologie qui dépendent de la

porte d’entrée de la bactérie (1,35). Ces formes sont décrites ci-dessous.

e Formes ulcéro-ganglionnaire et ganglionnaire
La transmission se fait par voie cutanée au niveau de la peau et des mugueuses. Elle se
manifeste par I’apparition d’un ulcére cutané d’inoculation (Figure 8A), associé a des
adénopathies se situant sur le territoire de drainage de la lésion. La forme ganglionnaire pure

est dépourvue de Iésions initiales (Figure 8B).

Figure 8. Ulcere d'inoculation et
tularémie ganglionnaire

Ces formes sont les plus fréquentes. En France, elles représentent 72% des cas déclarés de
2002 a 2012 selon I’Institut national de Veille Sanitaire (In\VS) (Figure 9). Entre 2007 et 2017,
sur les 253 patients répertories par le CNR, 117 (46,2%) cas correspondaient & une forme

ganglionnaire ou ulcéro-ganglionnaire.
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e Forme pharyngo-ganglionnaire
Elle survient apres ingestion d’eau ou d’aliments contaminés et se traduit par une pharyngite
chronique s’accompagnant parfois d’ulcéres muqueux associés a des ganglions lymphatiques

cervicaux gonflés et douloureux.

e Forme oculo-ganglionnaire de Parinaud
C’est une forme rare (5% des cas) qui se manifeste par une conjonctivite unilatérale tres

douloureuse accompagnée d’adénopathies localisées.

e Forme pulmonaire
Cette forme clinique rare survient aprés inhalation d’aérosols infectés ou dissémination
hématogene de la bactérie a partir d’une autre forme clinique. L’inhalation de 10 bactéries
peut suffire a entrainer la maladie. Elle se manifeste par une pneumonie aigué ou chronique.
L’atteinte respiratoire fait partie des signes de gravité de la maladie et peut mettre en jeu le
pronostic vital, avec possibilité de syndrome de détresse respiratoire. En I’absence de
traitement adapté, le taux de mortalité peut atteindre 30% dans le cas d’infection avec le

biotype A.

e Forme typhoidique
Il s’agit d’une forme septicémique qui peut étre associée a une forme digestive. Elle se traduit

par une fievre avec prostration et perte de poids.
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Figure 9. Distribution des formes
cliniques parmi les cas de tularémie
déclarés en France de 2002 a 2012
selon I'InVS (d'aprés Mailles and
Vaillant. 2014)

- ocuLo
PULMOMNAIRE; ./ S GANGLIONNAIRE;

42;10% OROPHARYNGEE; 8;2%
25; 6%

39



111-3.2. Diagnostic biologique
Le diagnostic de la maladie de la tularémie s’appuie sur les critéres définis par ’OMS.
Un cas de tularémie est confirmé des lors que le patient présente une clinique et un contexte
épidéemiologique compatible avec la pathologie, associé a 1’un des critéres suivants :
- Une culture positive a F. tularensis
- Une séroconversion ou la multiplication par 4 du titre d’anticorps, déterminée par
un test de micro-agglutination (MAT) et/ou test d’immunofluorescence indirecte
(IFI) a partir de deux sérums collectés a deux semaines d’intervalles
- Une PCR positive a F. tularensis

Le diagnostic biologique repose essentiellement sur la sérologie et la biologie moléculaire.

e Culture

F. tularensis est une bactérie exigeante dont la culture est fastidieuse. Sa croissance requiert
un milieu riche complémenté en cystéine ou avec un milieu nutritif (PolyViteX) et une
incubation a 37°C en présence de 5% de CO2 pendant 24 a 48 heures.

Cette bactérie est difficilement isolée (< 10 % des cas) a partir de prélevements ganglionnaires,
cutanés, conjonctivaux, oropharyngés ou sanguins. L utilisation d’antibiotiques sélectifs dans
les milieux et la diminution du délai entre le prélevement et la mise en culture pourraient
favoriser son isolement (98). Récemment, une étude a montré que sur 43 tentatives de mise
en culture de F. tularensis a partir d’échantillons de ganglions lymphatiques positifs par PCR
en temps réel pour la bactérie, seulement 1 souche a pu étre isolée (2%), ce qui confirme la
difficulté d’isolement de F. tularensis (99). Au CNR Francisella, 13 souches ont été isolées
a partir de prélévements humains au cours de I’année 2016.

Il est important de souligner que F. tularensis étant hautement virulente, sa manipulation se

fait dans un laboratoire de niveau de sécurité microbiologique de niveau 3 (NSB-3).

e Spectrométrie de masse : MALDI-TOF
L’identification rapide et a bas colt des sous-especes de bactéries du genre Francisella peut
aujourd’hui étre réalisée par spectrométric de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation- -Time of Flight Mass Spectrometry) (100). Cette technique impose
cependant d’isoler au préalable la souche, ce qui n’est pas tres fréquent comme nous venons
de I’indiquer. Pour des raisons de sécurité, la souche doit étre inactivée avant la réalisation du
dépdt sur la plague de MALDI-TOF, I’automate étant généralement situé a I’extérieur du

laboratoire P3.
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e Sérologie
Les tests sérologiques sont effectués en premiére intention. Il s’agit de mettre en évidence les
anticorps (IgM et IgG) dirigés contre la bactérie et présents dans le sérum des patients par une
technique d’immunofluorescence indirecte et une technique de séro-agglutination (micro et
macro-agglutination) sur plaque, qui sont les techniques les plus freqguemment utilisées
notamment au CNR. La souche LVS de virulence atténuée est généralement utilisée pour
préparer 1’antigéne qui sert de témoin positif. Les anticorps sont détectables environ 1 a 2
semaines apres la survenue des premiers signes cliniques, atteignent un taux maximal en 3 a
4 semaines puis diminuent progressivement. Le seuil significatif est de 1:160 en macro-
agglutination et 1:128 en micro-agglutination. Le diagnostic est confirmé dés lors que 1’on
observe une séroconversion ou une multiplication par un facteur d’au moins 4 des titres
sérologiques sur deux sérums prélevés a 15 jours d’intervalle (101). Les résultats de sérologie
sont spécifiques malgré des réactions croisées avec les bactéries du genre Brucella par
exemple. Récemment, une étude comparative entre les tests sérologiques « faits maison »
(MAT et IFI) utilisés au laboratoire de diagnostic du CHUGA et des tests commerciaux
rapides d’immuno-chromatographie (ICT) et de détection immuno-enzymatique ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) a été réalisée au CNR. Les résultats indiquent que le
test ELISA commercial permet une détection plus précoce des anticorps spécifiques dirigés
contre F. tularensis (1 a 2 semaines vs 2 a 3 semaines apres le début des symptdmes) par
rapport aux tests de MAT et d’IFI. Ce test ELISA peut donc étre utilisé dans le diagnostic de
la tularémie mais doit étre accompagné par d’autres tests tels que la MAT et I'IFI,
particulierement dans les zones de faible endémie. En revanche la faible spécificité de la

méthode ICT n’encourage pas a utiliser cette technique en routine (102).

e Biologie moléculaire : PCR

Les techniques de biologie moléculaire sont essentielles pour établir le diagnostic d’infection
a F. tularensis. La PCR basée sur I’amplification de séquences spécifiques du génome
bactérien présente deux avantages : 1) elle peut étre réalisée a partir de prélevements cliniques
(sang, lésions cutanées, biopsies ganglionnaires...) ne nécessitant pas ’isolement de la
bactérie et 2) de trés faibles quantités de 1’agent infecticux peuvent étre détectées. Les génes
cibles pour I’identification du genre Francisella sont :

- ISFtu2 : séquence d’insertion (103)

- Un géne codant une protéine de 23 kDa (104)

- tul4 : code une protéine de surface (105)
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- fopA : code une protéine de la membrane externe (106)

- IpnA: code une lipoprotéine (107)

La séquence d’insertion ISFtu2 est utilisée pour discriminer les especes. Le séquencage de la
région inter-génique de I’ARN 16S-23S permet de différencier les sous-espéces (108).

Des études cliniques ont montré ’intérét de la PCR dans le diagnostic de la tularémie
ulcéroganglionnaire (85). De plus, pour améliorer la détection de F. tularensis dans les
échantillons complexes, Versage et al. ont développé une PCR multiplexe ciblant ISFtu2, le
géne codant la protéine de 23 kDa et tul4 (109). Leurs résultats montrent que la technique est
plus sensible que la culture.

Le CNR arecours a la PCR ciblant la séquence d’insertion ISFtu2 pour réaliser le diagnostic
de la tularémie a partir des prélevements cliniques. En cas de réponse positive, une seconde
PCR en temps réel permet de vérifier ’appartenance de la bactérie au Type B. Cette PCR cible
une jonction entre ISFtu2 et une région flanquante en 3’ (GenBank AY06) (110).

D’autres méthodes ont été développées pour différencier les sous-espéces de F. tularensis et
génotypes incluant: la PCR couplée au sequencage, I’utilisation de puces a ADN,
I’amplification aléatoire de I’ADN polymorphe (RAPD), I’amplification par PCR de
séquences répétées palindromiques extragéeniques, le typage génomique multi-locus (MLST),
la recherche de SNP et insertions/délétions canoniques et enfin 1’analyse multi-locus de

séquences répétées en tandem en nombre variable (VNTR) (35).

I11-4. Prise en charge thérapeutique
I11-4.1. Le traitement
Malgré de nombreux progrés dans le diagnostic et la prise en charge de la maladie, 1’issue de
la tularemie de Type A peut encore étre fatale. La tularémie de Type B, bien que moins
virulente, est fréqguemment associée a des complications et a de longues périodes de
convalescence. Un traitement précoce et adapté a la gravité de la maladie est indispensable
pour une bonne prise en charge des patients. Les signes cliniques peu évocateurs, tels qu’une
fievre prolongee, sont cependant souvent associés a un traitement empirique par les f-
lactamines qui s’averent inefficaces. F. tularensis est en effet naturellement résistante in vitro
a divers antibiotiques dont les B-lactamines. F. tularensis de Type B biovar Il est quant a elle
résistante aux macrolides. Par ailleurs, du fait de sa localisation intracellulaire facultative,

I’utilisation  d’antibiotiques  présentant des  propriétés pharmacocinétiques et
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pharmacodynamiques adaptées est nécessaire. On distingue deux types de traitement : curatif
et prophylactique. Le traitement curatif est destiné aux patients infectés et atteints de tularémie
alors que le traitement prophylactique est destiné aux patients ayant été potentiellement en

contact avec F. tularensis.

e Traitement curatif
Les aminosides (streptomycine, gentamicine), les fluoroquinolones (FQ) (ciprofloxacine,
Iévofloxacine) et les tétracyclines (doxycycline) sont les antibiotiques utilisés en premiére
intention (36).

- Formes de gravité l1égére a modérée
L’utilisation de FQ ou de tétracyclines est préconisée dans les cas de formes de gravité légere
a modérée. La ciprofloxacine est administrée & une dose de 800 a 1 000 mg/jour par voie
intraveineuse ou orale pendant 10 a 14 jours. La doxycycline qui peut étre utilisée comme
alternative, est administrée a raison de 200 mg/jour. Du fait de son activité bactériostatique la

durée de traitement est allongée a 15 jours pour éviter les risques de rechute (111).

- Formes de gravité sévere
Les aminosides sont des antibiotiques avec une forte activité bactéricide. Ils représentent le
traitement approprié dans le cas des formes séveres de la maladie. La streptomycine a
longtemps été I’aminoside de référence (97% de guérison) mais du fait de sa toxicité cochléo-
vestibulaire et des risques de réaction d’hypersensibilité, elle a été remplacée par la
gentamicine qui est administrée a raison de 5 mg/kg/jour pour voie intra-veineuse pendant 10
jours. Des dosages sériques de 1’antibiotique sont effectués en paralléle pour limiter les risques

de néphrotoxicité et d’ototoxicité (111).

- Enfants
Dans les cas de formes séveres, la gentamicine a 5 mg/kg associée a un suivi par dosage
sérique est recommandée chez I’enfant. Pour les formes de gravité modérée, la ciprofloxacine
a la dose de 15 mg/kg est une alternative bien que non recommandée pour les patients de

moins de 15 ans. Dans tous les cas, la durée de traitement doit étre d’au moins 10 jours.
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- Femmes enceintes
Bien que la ciprofloxacine et la gentamicine soient des antibiotiques contre-indiqués par la
FDA durant la grossesse, leur utilisation a été préconisée par un groupe de travail de
biodéfense civile. Ces antibiotiques sont des options aux mémes doses que pour les patientes
non-enceintes mais avec une durée de traitement a adapter (112).
L’azithromycine peut également étre une option pour le traitement de la femme enceinte dans

le cas ou la souche de F. tularensis serait sensible aux macrolides (113).

- Patients immunodéprimés
Dans le cas des patients immunodéprimés, les aminosides sont prescrits en premiere ligne de
traitement et la ciprofloxacine reste une alternative. lls sont recommandés aux mémes doses

que pour les patients immunocompétents pour une durée de traitement de 14 jours.

e Traitement prophylactique
Le traitement prophylactique doit étre initi¢ 24 h apres 1’exposition, pendant une durée de 14
jours avec de la ciprofloxacine a la dose de 1 g/jour ou avec de la doxycycline 200 mg/ jour
(OMS Guidelines-2014).

I11-4.2 Sensibilité aux antibiotiques

Une étude américaine a détermine les valeurs des CMI de 92 souches F. tularensis de Type A
et 77 souches de Type B isolées aux Etats-Unis et au Canada entre 1974 et 2005 (114). Les
CMI ont été déterminées en milieu liquide selon la technique de dilutions en plaques en
utilisant le milieu Mueller Hinton ajusté en cations et enrichi en vitamine (2% Polyvitex®)
recommandé par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Aucune résistance
naturelle de F. tularensis aux antibiotiques utilisés en thérapeutique (FQ, aminosides,
tétracyclines) n’a été démontrée selon les seuils de sensibilité fixés par le CLSI.

Récemment, le CNR Francisella de Grenoble a évalué la sensibilité in vitro a 18 antibiotiques
de 59 souches de F. tularensis de Type B (sous clade B.FTNF002-00) isolees entre 2006 et
2016. Les mesures de CMI ont été effectuées en milieu liquide selon les recommandations du
CLSI. Les souches de référence F. tularensis LVS NCTC 10857 et Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ont été utilisées en tant que contréles. Les résultats obtenus sont regroupés dans
le tableau 3 ci-apres (115).

Les résultats de CMI montrent que toutes les souches sont sensibles a la ciprofloxacine,
Iévofloxacine, gentamicine, doxycycline et au chloramphénicol selon les seuils fixés par le
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CLSI. Les valeurs de CMI les plus faibles sont obtenues pour la ciprofloxacine et la
Iévofloxacine (CMlgo 0,03 et 0,06 respectivement). Par opposition, I’ensemble des bactéries
est naturellement résistante aux B lactamines, ampicilline et meropéneme, a la daptomycine,
au linezolide et a la clindamycine. A ce jour aucune souche résistante aux traitements indiqués
n’a été isolée.

Tableau 3. CMI (mg/L) de différents antibiotiques vis-a-vis de 59 souches de F. tularensis
de Type B isolées entre 2006 et 2016 (d'apres Caspar et al. 2017)

F. tularensis

Dilution F. tularensis subsp. holarctica (59 strains) SUb.SP' Breakpoints
Antibiotic range tested holarctica LVS (mg/L)
(mg/L) NCTC10857
MICso (mg/L)  MICeo (mg/L) Range (mg/L) MIC (mg/L) S< R>

Gentamicin 0.03-16 0.125 0.125 <0.03-0.25 0.06 42
Tobramycin 0.03-16 0.125 0.25 0.06-0.25 0.125
Ofloxacin 0.008-4 0.06 0.125 0.06-0.125 0.06 0.25° 0.5°
Ciprofloxacin 0.001-0.5 0.03 0.03 0.016-0.06 0.016 0.5°
Levofloxacin 0.001-0.5 0.03 0.06 0.016-0.06 0.016 0.5°
Moxifloxacin 0.002-1 0.125 0.125 0.06-0.25 0.03 0.25° 0.25°
Doxycycline 0.03-16 0.25 0.25 0.125-0.25 0.125 42
Tigecycline 0.032-16 0.25 1 0.125-1 0.06 0.25° 0.5°
Ampicillin 0.25-128 >128 >128 64> 128 >128 20 8>
Meropenem 0.06-32 >32 >32 >32 >32 20 8>
Erythromycin 0.06-32 1 1 0.5-2 >32 0.5¢ 16¢
Azithromycin 0.06-32 0.5 1 0.25-1 >32 0.125¢ 4¢
Telithromycin 0.016-8 0.125 0.25 0.03-0.5 >8 0.125¢ 8¢
Clindamycin 0.03-16 8 16 4-16 >16
Linezolid 0.125-64 8 16 4-16 4 20 4b
Chloramphenicol 0.06-32 1 2 0.5-2 1 8?
Rifampicin 0.004-2 0.5 1 0.125-1 0.03 1c 1c
Daptomycin 0.016-8 >8 >8 >8 >8
Ethanol (%) 0.016-8 2 2 1-2 2
Acetic acid (%), pH adjusted to
7.1 0.016-8 0.125 0.25 0.125-0.5 0.5

3CLSI breakpoints ; PEUCAST PK/PD breakpoints ¢ Haemophilus influenzae EUCAST breakpoints. MIC of all antibiotics tested for the
control strain S. aureus ATCC29213 were within the acceptable range determined by CLSI.

Les tests d’évaluation de la sensibilit¢ aux antibiotiques ne sont pas effectués
systématiquement en routine étant donné qu’il n’y a pas de résistance naturelle des souches
aux traitements recommandés. La mesure de CMI en milieu liquide (Mueller-Hinton
supplémenté en vitamines) peut étre utilisée selon les recommandations du CLSI (116).
L’antibiogramme par bandelettes E-test, basé sur un gradient de diffusion d’antibiotiques sur
géloses peut également étre employeé (117,118).

Du fait de I'utilisation potentielle de la souche a des fins de bioterrorisme, I’étude de la

résistance aux antibiotiques reste un sujet d’importance. Dans le cadre d’expérimentations in
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vitro, des souches de F. tularensis resistantes a la ciprofloxacine ont été générées afin
d’étudier les mécanismes potentiels d’acquisition de la résistance aux FQ et de développer des
outils pour déterminer la résistance éventuelle (119-121). Nous reviendrons sur ce point dans

la suite du manuscrit.

111-4.3. Résistances connues de F. tularensis
Comme nous I’avons évoqué dans le précédent paragraphe, F. tularensis présente des
résistances naturelles vis-a-vis de certaines classes d’antibiotiques dont les B lactamines.
L’un des mécanismes de résistance identifié contre les B lactamines repose sur 1’inactivation
enzymatique. Les bactéries F. tularensis produisent I’enzyme constitutive B lactamase FTU-
1 de classe A qui confére une résistance aux dérives de la pénicilline et a la ceftazidime.
L’addition d’acide clavulanique, un inhibiteur des [ lactamases permet de restaurer
partiellement la sensibilité aux pénicillines. Cette enzyme n’a qu’une faible activité sur les
céphalosporines de 1%¢/2¢™ génération et les carbapénémes (122). Une autre étude a montré
que le géne nommé bla2 de la souche F. tularensis LVS codait pour une B lactamase
fonctionnelle, qui hydrolyse les pénicillines mais qui n’exerce pas d’effet sur les
céphalosporines de troisieme génération (123).
Les systemes de pompes a efflux appartenant a la famille de transporteurs RND (resistance-
nodulation-division) sont également impliqués dans la résistance aux antibiotiques. Ainsi, le
systéeme d’efflux AcrAB RND de F. tularensis intervient dans la résistance aux 3 lactamines.
En effet, I’inactivation du géne correspondant entraine chez le mutant une augmentation de la
sensibilité pour les antibiotiques testés, pénicillines et céphalosporines. Cette pompe a efflux
est également impliquée dans la virulence de la bactérie chez la souris (124).
Enfin, les souches Biovar Il de F. tularensis subsp holarctica naturellement résistantes a
I’érythromycine, présentent une substitution (A2059C) sur le géne rrl, codant I’ARN
ribosomal 23S. Cette mutation est bien connue pour altérer I’interaction des macrolides avec

la sous-unité ribosomale 50S cible de cette classe d’antibiotiques (125).

111-4.3. Echecs thérapeutiques et rechutes
Bien que les aminosides, les FQ et les tétracyclines soient indiquées dans les cas de tularémie
de formes légére a grave, on observe jusqu’a 40% d’échecs thérapeutiques. Ils sont tres
souvent associes aux formes ganglionnaires, ulcéro-ganglionnaires, oculo-ganglionnaires et

oropharyngées ; se présentant sous la forme d’adénopathies chroniques fluctuantes. Dans la
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plupart des cas de rechutes ou d’échecs, le traitement consiste en une antibiothérapie
alternative associée au drainage ou a I’excision du ganglion.

Une étude a comparé I’efficacité de trois antibiotiques (streptomycine, ciprofloxacine et
doxycycline) utilisés lors de la premiére épidemie de tularémie en Espagne. Les résultats ont
montré que sur les 142 patients atteints, le taux d’échecs thérapeutiques était de 22,5%, les
FQ étant les antibiotiques avec le plus faible taux d’échecs (4,5%) et entrainant le moins
d’effets secondaires. Les échecs thérapeutiques sont majoritairement survenus dans les formes
ulcéro-ganglionnaires et en cas d’utilisation de la doxycycline en traitement de premiére
intention (94). Une autre étude menée de septembre 2009 & novembre 2012 sur 100 enfants
turcs atteints de tularémie a montré que la réponse au traitement était meilleure et les rechutes
moindres chez les enfants agés de 5 a 10 ans. Les facteurs de risques associés aux échecs
thérapeutiques, sont le sexe féminin, un délai de 16 jours pour initier le traitement et
I’utilisation de doxycycline (126). Ces observations ont été confirmées dans une récente étude
réalisée sur 19 patients atteints de tularémie oropharyngée. Cette derniére montre que le délai
d’initiation du traitement et que les ganglions suppurants sont des facteurs qui favorisent la
survenue d’échecs thérapeutiques (127).

La conclusion qui ressort de ces travaux est que les FQ sont a I’origine d’un plus faible taux
de rechute que les tétracyclines (35,128). Par ailleurs, on note que les échecs thérapeutiques
et les rechutes sont plus fréquents dans les cas ou le délai pour initier le traitement est allongé,
chez les patients immunodéprimés et en cas de lymphadénopathies suppurées ; cas pour

lesquels un traitement de 2 a 3 semaines est insuffisant.
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B- LES FLUOROQUINOLONES

I- Structure

Les FQ sont les premiers antibiotiques de synthese qui ont été mis sur le marché. Ces
molécules dérivées de I’acide nalidixique découvert en 1962 sont parmi les antibiotiques les
plus fréquemment prescrits dans le monde (129). La structure de base des quinolones est un
noyau pyridone-B-carboxylique (Figure 10). L'ajout de I'atome de fluor en position 6 et d’un
noyau aromatique en position 7 dans les années 1980 a permis d'augmenter fortement la
biodisponibilité et la pénétration des molécules quinolones (x200) dans les cellules et ainsi
donner naissance aux FQ. Depuis, de nombreuses molécules ont été développées dans le but
d’augmenter I’activité antibactérienne et d’élargir leur spectre d’action (130).
Au niveau de leur structure, toutes les FQ ont en commun :

- Un noyau pyridone B-carboxylique

- Un atome d’azote variablement substitué en position 1 (R1)

- Un groupement carboxyle non substitué en position 3

- Un groupement cétone non substitué en position 4

- Un atome de fluor en position 6 (R6)

- Un noyau aromatique variable en position 7 (R7)

Rs O O

Remplacé par un Fluor (FQ)

Figure 10. Structure commune aux quinolones et fluoroquinolones

II-  Spectre d’action

On compte actuellement quatre générations de quinolones dont les principales molécules
associées a leur spectre d’action sont décrites dans le Tableau 4 ci-dessous. La premiere
géneration de quinolones avait une activité réduite aux infections a entérobactéries du tractus

urinaire du fait de la diffusion restreinte de ces molécules dans I’organisme. Le spectre des
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autres générations de molécules, correspondant aux FQ, a été largement étendu aux bactéries
a Gram négatif et & Gram positif. Les derniéres molécules (3°™ et 4°™ générations) permettent

en particulier de cibler le pneumocoque et les anaérobies.

Tableau 4. Principales quinolones et spectres d'action associés

Génération Molécule Spectre
1°¢ génération Acide nalidixique - Bactéries & Gram négatif
- Entérobactéries
2¢me génération FQ urinaires :
Norfloxacine NOROXINE® - Bactéries intracellulaires
Enoxacine ENOXOR® - Pseudomonas aeruginosa

- Staphylococcus aureus sensible a la
Loméfloxacine LOGOFLOX® méticilline

FQ systémigues :
Ofloxacine OFLOCET®
Ciprofloxacine CIFLOX®
Péfloxacine PEFLACINE®

3%me génération Lévofloxacine TAVANIC® - Bactéries a Gram positif

- Streptocoques (dont pneumocoque)
48me génération Moxifloxacine IZILOX® - Elargissement vers anaérobies

- Pneumocoque

I1l- Meécanisme d’action

Les FQ inhibent la réplication de I’ ADN bactérien en ciblant les ADN topoisomérases de Type
Il regroupant les ADN gyrases et ADN topoisomérases de type IV qui sont impliquées dans
latopologie de I’ADN. Ces enzymes qui sont spécifiques des procaryotes constituent une cible

idéale pour les molécules a visée antibactérienne.

I11-1. Les ADN topoisomérases

Les ADN topoisomérases sont des enzymes ubiquitaires retrouvées dans 1’ensemble des étres
vivants (bactéries, archées, eucaryotes et certains virus). En contrélant la topologie de I’ADN
elles jouent un rdle vital lors de nombreuses étapes de la vie cellulaire dont la réplication, la
transcription et la recombinaison de I’ADN (131,132).

La réaction enzymatique catalysée par ces enzymes consiste a faire passer un fragment d'ADN
au travers d'un autre en effectuant une coupure transitoire de I'ADN. L'opération se fait en
trois temps : coupure de I'ADN, passage d'un autre segment a travers la coupure, fermeture de
la breche. Dans tous les cas les enzymes utilisent un résidu tyrosine pour couper la liaison
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phosphodiester de I’ADN (133). La réaction de cassure s’cffectue en effet par attaque

nucléophile d’un oxygene d’une tyrosine de I’enzyme sur un groupement phosphate du

squelette de I’ADN. Ainsi, il se forme une liaison phosphodiester covalente temporaire entre

I’enzyme et I’ADN. Toutes les topoisomérases fonctionnent sur ce principe général. Il existe

deux groupes de topoisomérases qui sont principalement classees en fonction du nombre de

brins qu'elles coupent : ainsi, les enzymes de Type | et de Type Il coupent respectivement un
et deux brins d'/ADN.

Les topoisomérases de Type I, qui sont quasi-exclusivement monomeériques,

effectuent des coupures simple-brin dans I’ADN. Ces enzymes présentes chez les
eucaryotes, procaryotes, archées et virus ont une activité ATP-indépendante a
I’exception des gyrases inverses. En fonction de leur mode d’action et de
I’architecture des domaines structuraux, elles ont été sous-divisees en trois
familles IA, IB et IC. Les enzymes appartenant au sous-Type IA forment une
liaison transitoire avec le phosphate 5° de I’ADN tandis que celles du sous-Type
IB et IC interagissent avec le phosphate 3’ (134).

Les topoisomérases de Type I, qui sont toujours des dimeres ou des tétraméres,

effectuent un clivage double-brin dans un segment d’ADN. L’activité de ces
enzymes nécessite I’hydrolyse de molécules d’ATP. Elles sont retrouvées dans
tous les domaines du vivant et sont organisées en deux familles, Topo IIA et IIB.
A T’exception des Thermoplasmatales, les Topo 11B aussi appelées Topo VI, sont
ubiquitaires chez les Archées. On les trouve également chez les plantes que sont
les algues rouges et vertes. Les Topo IIA ont en commun un domaine ATPase et
un site de liaison et de clivage de I’ADN, domaines présents sur la méme chaine
polypeptidique ou sur différentes sous-unités. Ainsi, et en dépit d’une forte
homologie de séquence, les Topo I1A présentent différents états d’oligomérisation:
homodimeres pour les Topo Il eucaryotes, hétérotétrameéres pour les Topo IIA
bactériennes tandis la Topo IIA du bactériophage T4 forme un hétérohexameére
(135).

Les inhibiteurs de topoisomeérases cliniqguement pertinents sont extrémement sélectifs pour un

type d'enzyme. De nombreuses molécules ciblant les topoisomérases de Type | ou de Type Il

50



sont utilisées dans la chimiothérapie anticancéreuse. Ce sont les topoisomérases de Type Il

bactériennes, décrites dans le paragraphe suivant, qui sont la cible spécifique des FQ.

I11-2. Les ADN topoisomérases de Type 1A bactériennes
Il s’agit de I’ADN gyrase et des topoisomérases de Type IV. Ces enzymes s’assemblent sous
forme d’une structure hétérotétramérique (A2B2) dont les sous-unités sont respectivement
codees par gyrA et gyrB, ou parcC et parE. L’assemblage de ces complexes est illustré Figure
11. Les différents domaines s’assemblent de mani¢re a former un cceur catalytique de
I’enzyme dont la structure cristallographique a été résolue pour certains pathogénes dont

Mycobacterium tuberculosis (136).

Figure 11. Représentation schématique de la séquence et ['assemblage des
topoisomeérases de type I1A (d’aprés Mayer et al. 2012)

A

ATPase I TOPRIM . B Breakage-reunion || cTd
6yrB / ParE GyrA / ParC

N-gate

DNA-gate

' / C-gate

(A) Représentation schématique de 1’organisation des sous-unités de I’ADN topoisomérase
de Type l1A. (B) Les topoisomérases de Type A s’assemblent sous forme d’hétérotétrameres
(A2B2) composés de 2 sous-unités GyrA (bleu et vert) et 2 sous-unités GyrB (jaune et rouge)
dans le cas de la DNA gyrase (sous-unités ParE et ParC pour la Topo IV). Le cceur catalytique
est formé par le domaine C-terminal de GyrB et le domaine N-terminal de GyrA (C)
Proposition d’un modéle schématique de fonction de la topoisomérase 1A avec le brin d’ADN
en turquoise.
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111-2.1. L’ADN gyrase

L’ADN gyrase est formée par les sous-unités GyrA et GyrB. La sous-unité GyrA possede un
domaine N-terminal de 59 kDa appelé « Breakage-reunion domain » (BRD) jouant un réle
dans le clivage de I’ADN et un domaine C-terminal (CTD) de 35 kDa enveloppant I’ADN et
essentiel pour 1’activité de surenroulement négatif de I’ADN. La sous-unité GyrB comprend
un domaine ATPase N-terminal de 43 kDa impliqué dans la liaison et I’hydrolyse de I’ATP et
un domaine C-terminal de 47 kDa nommé TOPRIM (Topoisomérase primase) qui interagit
avec la sous unité GyrA et I’ADN (137).

L’ADN gyrase qui s’assemble sous forme d’hétérotétramere comme illustré Figure 11,
interagit avec deux domaines de I’ADN au sein de son cceur catalytique. Le domaine BRD se
lie au segment G (« gate ») de ’ADN (orange) au niveau du domaine « DNA-Gate » de
I’enzyme. La coupure double brin du segment G facilite le passage du segment T
(« transported ») de I’ADN (bleu) a travers le segment G et ainsi a travers I’interface protéique
de I’enzyme. L'ADN est ensuite refermé et le segment T est libéré par le domaine « C-Gate »
(Figure 11). Cette réaction se fait en présence d’ATP et aboutit a la formation d’un
surenroulement négatif. Il s’agit d’une spécificité exclusive de cette enzyme qui est aussi
capable de relacher le surenroulement positif qui se produit lors de la progression de la fourche
de réplication. Enfin, elle intervient dans la liaison (caténation) ou la séparation (décaténation)
de molécules circulaires de I’ADN (135,138).

111-2.2. L’ADN topoisomérase de Type IV

Les topoisomérases de Type 1V, découvertes plus réecemment, sont aussi des hétérotétrameres
composés de sous-unités distinctes appelées ParC et ParE qui sont respectivement
homologues a GyrA et GyrB. Le site actif tyrosine est situé sur la sous unité ParC et la sous-
unité ParE est responsable de I’activité ATPase. Bien que la topoisomérase de Type IV partage
environ 40% d’homologie avec I’ADN gyrase, leur mécanisme et leurs fonctions cellulaires
semblent étre trés différents : la topoisomérase semble étre une bonne décaténase, en
comparaison avec I’ADN gyrase. Elle serait donc davantage impliquée dans la séparation des
brins nouvellement répliqués en aval de la fourche de réplication. Certaines bactéries, en
particulier M. tuberculosis ne possédent pas de Topo IV mais seulement la DNA gyrase
(135,139,140).
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111-3. Mode d’action des fluoroquinolones
La gyrase et la topoisomérase IV générent des cassures double brin dans le chromosome
bactérien. Ainsi, tout en étant essentielles a la survie des cellules, ces enzymes ont le potentiel
de fragmenter le génome. Les FQ tirent profit de cette caractéristique en augmentant la
concentration des complexes de clivage enzyme-ADN, entrainant ainsi la mort cellulaire.
Comme dans la plupart des bactéries a Gram négatif, la cible principale des FQ chez F.
tularensis est I’ADN gyrase. Comme nous 1’avons évoqué ci-dessus, cette enzyme, essentielle
pour la réplication bactérienne est absente chez les eucaryotes, ce qui en fait une cible
antimicrobienne idéale (140). L’analyse de la structure cristallographique de ces complexes a
permis de mettre en évidence que les régions N-terminale de GyrA et C-terminale de GyrB
formaient avec I’ADN, une poche appelée QBP « Quinolone Binding Pocket » dans laquelle

s’inséraient les FQ (141,142). Cette structure est illustrée dans la Figure 12 ci-apres.

A
GyB ~ GyrA
[ |
[— | ]
1 426 6752 500 838

Figure 12. Structure du cceur catalytique de I’ADN gyrase de Mycobacterium
tuberculosis (d’apres Blower et al. 2016)

(A)  Le polypeptide de fusion GyrAB a été produit en incluant les acides aminés 426 a 675
de GyrB et 2 a 500 de GyrA. La structure du complexe recombinant obtenu et illustré ici
correspond a I’assemblage de 2 polypeptides de fusion, I’un dans les deux tons de rose et le
second dans deux tons de bleu. Les sections les plus foncées correspondent au domaine C-
terminal de GyrB. L’ ADN est représenté en orange, la moxifloxacine (FQ) en vert et les ions
magnésium en jaune. (B-D) Vues orthogonales du cceur catalytique représentées selon
différents angles de rotation.
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Les FQ se lient de manicre réversible au complexe formé par I’ADN et I’enzyme, a proximité
de la tyrosine du site actif (Tyr122 pour GyrA d’E. coli). Il a été démontré récemment que la
liaison quinolone-topoisomérase était liée a la formation d’un pont ionique eau-métal. L’ion
Mg?* non catalytique coordonné avec quatre molécules d'eau, forme un pont entre les
quinolones et les résidus sérine et acide qui servent de points d'ancrage a I'enzyme (143). En
outre, en inhibant I’action de I’enzyme, la fixation des quinolones entraine une accumulation
du complexe intermédiaire catalytique enzyme-ADN bloquant ainsi 1’évolution de la fourche
de réplication, le complexe de transcription et générant des cassures doubles brins de I’ADN
(143). La formation de ces cassures de I’ADN active la réponse SOS et d'autres voies de
réparation de I'ADN dont le couple LexA-RecA est I’acteur central chez E. coli et de
nombreuses autres bactéries. Il s’agit d’un systéme de survie en réponse a des 1ésions, qui dés
lors qu’il est confronté a des dommages trop importants, ne permet plus d’empécher la mort

de la bactérie.

IV-  Mécanismes de résistance aux fluoroguinolones
Les mécanismes principaux de résistance des bactéries a Gram négatif aux FQ sont la
modification de la cible et la diminution de 1’accumulation intracytoplasmique
d’antibiotiques. Plus rarement, la résistance aux FQ peut étre d’origine plasmidique par
protection de la cible ou modification de I’antibiotique. La Figure 13 regroupe I’ensemble des
mécanismes de résistance potentiellement développés par la bactérie. Ils seront détaillés dans

les paragraphes suivants.

IV-1. Résistances chromosomiques

IV-1.1. Modification de la cible enzymatique (Figure 13a)

A la suite d’une exposition aux FQ, il a été observé que les bactéries généraient des mutations
sur gyrA et gyrB (ou parC et parE), mutations qui se traduisent par des modifications
(Insertions/ Délétions/Substitutions) au niveau des acides amines. Chez les bactéries & Gram
négatif, la gyrase est plus susceptible d'étre inhibée par les FQ que la topoisomérase 1V, alors
que chez les bactéries a Gram positif, la topoisomérase IV est habituellement la cible
principale. Chez les bactéries a Gram négatif, ces mutations sont essentiellement retrouvées
au niveau de régions specifiques des ADN gyrases appelées « Quinolone Resistance
Determining Region » QRDR-A (pour GyrA) et QRDR-B (pour GyrB) (140).
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(b) Reduced membrane permeability
(b2) ALTERED OUTER MEMBRANE ORGANIZATION

LPS MODIFICATIONS
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Figure 13. Mécanismes de résistance aux FQ (d’apres Correia et al. 2017)

Les QRDR-A et -B sont localisées dans la QBP et il est évident que des mutations dans cette
région peuvent altérer la structure de la protéine et altérer I’affinité de I’antibiotique a sa cible.
Ainsi, le domaine QRDR-A décrit chez E. coli se situe entre les acides aminés 67 et 106 avec
des « hot spots » de mutations au niveau des acides aminés en position 83 et 87 (144). Cette
région est proche de la tyrosine 122 impliquée dans la liaison covalente de 1’enzyme au
groupement phosphate de I’ADN. Chez E. coli, le fort taux de mutations observé sur la sérine
en position 83 peut s’expliquer par le fait que cette mutation n’affecte que légérement
I’activité catalytique de 1’enzyme alors que les mutations présentes au niveau des résidus
acides entrainent une diminution de I’activité enzymatique de 5 a 10 fois (140,143).
Lorsqu’une premiére mutation au niveau de gyrA réduit la sensibilité d’une bactérie a Gram
négatif aux FQ, des mutations additionnelles sur gyrA ou encore sur gyrB ou parC augmentent
le niveau de résistance de la souche.

A ce jour, aucune bactérie du genre Francisella résistante aux FQ n’a été isolée a partir de
patient infecté. Les seules souches résistantes ont été générées in vitro apres exposition des
bactéries aux FQ. In vitro, la mutation c248t (substitution T83I) a été identifiée dans le QRDR-
A d'une souche de F. tularensis subsp holarctica ayant acquis une résistance aux quinolones
(isolat URFtCIPR) (145). Cette méme mutation, accompagnee de la substitution g259t
(D87Y) a également éte observée chez une souche SCHU S4 de F. tularensis résistante aux

FQ et obtenue aprés exposition & des concentrations croissantes de ciprofloxacine (121). Plus

55



récemment, une étude d’évolution expérimentale menée au laboratoire sur les différentes
souches de Francisella a généré un grand nombre de mutants résistants avec des mutations
sur les gyrases, dans le QRDR mais aussi en dehors de cette région (119). La méme approche
a été réalisée avec la souche LVS avec des résultats comparables (120). Nous reviendrons sur
les conséquences fonctionnelles des mutations identifiées notamment au niveau de gyrA et

gyrB dans la suite de ce manuscrit.

IV-1.2. Diminution de la concentration intracellulaire
Une diminution de la concentration intracellulaire en FQ peut étre la conséquence d’une

réduction du nombre de porines ou de I’altération de I’activité de diverses pompes a efflux.

= Perméabilité réduite (Figure 13b)
Pour atteindre leurs cibles, les quinolones doivent traverser la paroi cellulaire et la membrane
cytoplasmique des bactéries a Gram positif. Dans le cas des bactéries a Gram négatif, les
quinolones doivent traverser une membrane externe supplémentaire. La plupart des FQ
traverse de maniére passive la membrane externe des bactéries a Gram négatif via les porines
OmpD, OmpF et OmpC (chez E. coli).
Par conséquent, les mutations qui entrainent une diminution ou une perte de 1’expression des
porines (OmpF, OmpC, OmpD et OmpA) ou une modification de la taille ou de la conductance
du canal porine entraineront une diffusion limitée et sensiblement plus lente des quinolones
dans la cellule a I’origine d’une résistance aux antibiotiques généralement de bas niveau. De
plus, la surexpression d'OmpX, qui a été décrite comme un régulateur négatif de I'expression
des porines, entraine une diminution de I'expression des porines OmpC, OmpD, OmpF, LamB
et Tsx, entrainant une résistance accrue a une variété d'antibiotiques, dont les quinolones
(Figure 13, b1) (146).
Enfin, un autre aspect qui peut étre associé a la réduction de la perméabilité de la membrane
est l'altération de I'organisation de la membrane externe (Figure 13, b2). Il a en effet été montré
que des modifications de la structure du LPS avaient un impact sur la résistance aux
antibiotiques.

A ce jour aucune porine n’a été formellement identifiée chez F. tularensis.
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e Pompes a efflux (Figure 13c)

Les bactéries a Gram négatif et positif disposent de systémes actifs d’efflux non spécifiques.
L’augmentation de I’activité de ces pompes entraine une diminution de la concentration intra-
cellulaire en antibiotiques qui peut étre a I’origine d’une augmentation de la résistance aux
FQ.

Concernant les bactéries a Gram négatif, la majorité des pompes a efflux impliquées dans la
résistance aux FQ appartiennent a la famille RND, « resistance-nodulation-division ». Il s’agit
de complexes protéiques tripartites composés d’un transporteur protéique de la membrane
interne, d’un canal protéique de la membrane externe et d’une protéine de fusion situé au
niveau de I’espace périplasmique reliant les protéines des membranes externe et interne (147).
Du fait de leur structure, ces pompes peuvent directement excréter les molécules telles que les
FQ dans le milieu extérieur. Chez E. coli, il s’agit de la pompe AcrAB-TolC, des mutations
survenant dans le géne acrR (répresseur de acrAB) augmentent 1’activité de la pompe a
I’origine de la résistance aux FQ (148). D’autres pompes a efflux de type RND impliquées
dans la résistance aux FQ ont été identifiées chez de nombreuses espéces bactériennes.

Les pompes de type MFS, « major facilitor superfamily » et MATE, « multidrug and toxic
compound extrusion » capables d’extruder les FQ, ont également été identifiées chez des

bactéries a Gram négatif et peuvent étre impliquées dans la résistance aux FQ.

IVV-2. Résistances plasmidiques
IV-2.1. Les protéines Qnr (quinolone resistance) (Figure 13d1)
Les mécanismes de résistance aux quinolones médiés par un plasmide (PMQR) ont été décrits
pour la premiere fois a la fin des années 1990 et ont fait depuis I'objet de nombreuses
recherches. L’étude d’un plasmide pMG252 provenant d’un isolat clinique de K. pneumoniae
multirésistant a mis en évidence 1’existence du géne gnrA, impliqué dans la résistance aux FQ.
Ce plasmide confere une résistance subclinique aux quinolones et FQ, et entraine une
augmentation de la CMI vis-a-vis de I’acide nalidixique de 8 fois et de 8 a 64 fois pour les
autres FQ. A ce jour, environ 100 variants Qnr ont été identifiés, classés en six familles
distinctes : QnrA, QnrB, QnrS, QnrC, QnrC, QnrD et QnrVVC. Les protéines Qnr appartiennent
a la famille des protéines a motifs pentapeptidiques répétés. Elles exercent un effet protecteur
sur ’ADN gyrase et la topoisomérase IV contre les actions inhibitrices des FQ en se liant aux

enzymes (144).
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IV-2.2. Le mécanisme AAC(6¢)-1b-cr (d2)
En 2006, une étude menée par Robicsek et al. (149), a mis en évidence I’existence d’un second
mécanisme de résistance plasmidique. Ces travaux ont été réalisés a partir d’un plasmide isolé
d’une souche clinique d’E. coli collectée a Shanghai et conférant une augmentation de la CMI
a la ciprofloxacine a 1 mg/L, non liée a une augmentation du niveau d’expression du géne
gnrA (149). Cette equipe a découvert I’existence d’un variant d’une aminoside
acétyltransférase AAC(6’)-Ib, qui présente deux substitutions d’acides aminés spécifiques en
position 102 (Trpl102Arg) et 179 (Asp179Tyr). Cette enzyme nommée AAC(6”)-1b-cr pour
« ciprofloxacin resistant » et codée par le géne aac(6-‘)-Ib-cr est capable d’acétyler 1’azote
amine d’un groupement pipérazine en position 7 du noyau FQ a I’origine de la résistance aux
FQ. Du fait de cette réaction enzymatique trés spécifique, seule I’efficacité de la

ciprofloxacine et de la norfloxacine est affectée.

1V-2.3. Pompes a efflux plasmidiques (d3)

La pompe QepA, découverte en 2002, est codée par le géne gepA situé sur un plasmide de
résistance d’une souche clinique d’E. coli isolée d’urine. Cette pompe confére une résistance
de bas niveau aux FQ. QepA code une protéine de 511 acides aminés qui est une pompe a
efflux du type 14-TMS (« transmembrane segment ») appartenant a la famille MFS. Cette
pompe confére une resistance de bas niveau a I’origine d’une augmentation de la CMI des FQ
hydrophiles (ciprofloxacine, enrofloxacine et norfloxacine) de 32 a 64 fois (150). Depuis la
découverte de gepA, un variant, qepAl, a été identifié. Il confere un phénotype de résistance
similaire a celui de QepA.

En outre, un plasmide porteur d’un géne 0gxAB codant une pompe a efflux non spécifique
OgxAB a été mis en évidence dans une souche clinique d’E. coli. Ce mécanisme rare est

associé a une résistance de bas niveau aux FQ (151).

IVV-3. Autres mécanismes de resistance aux fluoroquinolones

IV-3. Les Biofilms
La grande majorité des scientifiques s’accorde a dire que les biofilms constituent le mode de
vie privilégié des bactéries dans la nature et que la phase planctonique ne serait qu’un passage
permettant la dissemination vers de nouvelles surfaces.
Les biofilms se définissent comme une population bactérienne englobée dans une matrice
extracellulaire, fixée sur des surfaces naturelles ou artificielles. Le développement de

I’architecture des biofilms bactériens est en grande partie lié a la production de la matrice
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extracellulaire par les bactéries du biofilm. Cette matrice inclut tous les éléments du biofilm
autres que les micro-organismes. Elle est essentiellement composée d’eau (jusqu’a 97 %), de
polymeres polysaccharidiques secrétés par les microorganismes, de produits de dégradation
et de substances provenant du milieu extérieur. Néanmoins, on peut également y trouver
d’autres composants, tels que de I’ADN, de I’ARN et des lipides (152,153).

Les étapes de formation du biofilm sont schématisées dans la Figure 14 ci-apres. L’étape
initiale d’attachement des bactéries fait intervenir des appendices générateurs de mouvement
qui permettent d’approcher la surface a coloniser. Cette étape d’attachement transitoire permet
a la bactérie « d’évaluer » la surface sur laquelle elle se trouve. Dans un second temps, une
association stable se met en place. Cette association de bactéries conduit a la formation de
micro-colonies aboutissant a 1’élaboration du biofilm (Figure 14).

o Bactéries Qe
Signaux planctoniques

environnementaux
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.

’ At 4
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Figure 14. Modé¢le de formation d’un biofilm par Pseudomonas aeruginosa (d’apreés
Filloux et Vallet. 2003)

Les biofilms posent de nombreux problémes dans le domaine médical car ils peuvent étre a
I’origine de nombreuses infections chez I’homme. Celles-ci sont de deux types, en fonction
du type de surface colonisée. D’une part, les biofilms peuvent se développer a la surface d’un
matériel implanté dans le corps du patient et induire alors des infections liées aux soins ou
nosocomiales. D’autre part, les biofilms peuvent étre responsables d’infections chroniques a
la surface d’une muqueuse humaine, indépendamment d’un corps étranger. Le point commun
de ces infections est d’étre difficiles a traiter du fait de la capacité des biofilms a survivre a
toutes sortes d’agressions, en particulier & la présence de fortes concentrations d’antibiotiques
(154).
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Bien que les infections chroniques dues aux biofilms concernent essentiellement des bactéries
commensales comme Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa, les bactéries du genre Francisella peuvent aussi produire des biofilms in vitro
(155). Ces bactéries sont des pathogénes a culture fastidieuse qui ont la capacité de survivre
dans I'environnement naturel. La formation de biofilm pourrait leur permettre une persistance
environnementale, similaire a celle observée pour Legionella pneumophila (156). C’est cette
hypothése qui a conduit 1’équipe de M. Van Hoek a mesurer la formation de biofilm par F.
novicida (155). La formation de biofilm a aussi été observée avec F. philomiragia (157) . En
revanche les travaux de Margolis et al, indiquent que la souche virulente SCHU S4 sécrete
beaucoup moins de biofilm que F. novicida (158).

Outre ce role protecteur dans 1’environnement, il est désormais admis que le biofilm joue un
réle majeur en médecine humaine dans le cadre de nombreuses infections chroniques se
développant sur les muqgueuses de 1’hote. Deux situations pathologiques illustrent les
caractéristiques principales de ce type d’infections : les difficultés thérapeutiques et les
rechutes. Au sein du biofilm, les bactéries peuvent survivre a de tres fortes concentrations en
antibiotiques, on parle de « tolérance des biofilms ». Plusieurs mécanismes peuvent expliquer
ce phénomeéne (Figure 15) (159). Tout d’abord, la matrice qui entoure les bactéries est une
barriere de diffusion pour les antibiotiques ralentissant leur pénétration. Toutefois ce
phénomeéne ne peut rendre compte de la tolérance des biofilms pour les antibiotiques ayant
une bonne diffusion tels que les FQ. Il a été également démontré que les bactéries au sein du
biofilm étaient dans un état de carence nutritionnelle. En effet les micro-organismes situés en
profondeur dans la matrice accedent plus difficilement a Ioxygeéne et aux nutriments
nécessaires a leur activité métabolique. Ce métabolisme ralenti les rend insensibles a certains
antibiotiques actifs uniquement sur les bactéries en phase de multiplication. L’environnement
des bactéries au sein du biofilm peut également entrainer I’expression de génes impliqués dans
la résistance aux antibiotiques. Enfin, il a été démontré que la tolérance des biofilms était due
a D’existence de populations dites persistantes (1%) ou en état de dormance capables de
survivre a de fortes concentrations en antibiotiques (154).

Dans le cas des bactéries du genre Francisella, bien que la formation de biofilm ait été décrite,
a notre connaissance aucune étude rapportant un lien entre biofilm et augmentation de la

résistance aux antibiotiques n’a été publiée.
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PROBLEMATIQUE

F. tularensis est un agent pathogene classé dans la catégorie A de la liste des agents
du bioterrorisme du CDC. En dépit de son utilisation potentielle comme arme biologique,
aucun vaccin n’est disponible. Les FQ qui inhibent la synthése d'ADN en ciblant les
topoisomérases de type I, représentent la meilleure alternative pour le traitement de la
tularémie dans les formes de gravité légere a modérée. Cependant, au cours des deux derniéres
décennies, leur utilisation excessive a entrainé une augmentation de la prévalence des
bactéries résistantes, ce qui est une préoccupation majeure. Bien que les FQ soient les
antibiotiques recommandés dans les cas de tularémie de gravité l1égére a modérée qui sont les
formes les plus répandues en Europe, on observe en effet un nombre important de rechutes et
d’échecs thérapeutiques, et ce malgré un traitement adapté. A ce jour, aucune souche de F.
tularensis résistante aux FQ n’a été isolée a partir de biopsie de patient infecté, mais différents
modeles développés in vitro ont montré la capacité de la bactérie LVS ou SCHU S4, a acquérir
un haut niveau de résistance aux FQ.

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance
aux FQ des bactéries du genre Francisella pourrait permettre d’envisager le développement
de nouvelles molécules actives. Par ailleurs, I’identification et la caractérisation de nouvelles
cibles et/ou acteurs de la résistance bactérienne doit étre considérée. Dans les travaux décrits
ci-apres, ces deux aspects ont été abordés. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de

publication dont 1’'une est encore en préparation au moment de la rédaction de ce manuscrit.
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TRAVAUX SCIENTIFIQUES
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PUBLICATION N°1

FUNCTIONNAL CHARACTERIZATION OF THE DNA GYRASES IN
FLUOROQUINOLONE-RESISTANT MUTANTS OF FRANCISELLA NOVICIDA

Le point de départ de mon travail de These a été une collection de souches de Francisella
avec de tres hauts niveaux de résistance aux FQ (CMI 32-64 mg/l) obtenues a partir d’un
protocole d’évolution expérimentale appliqué in vitro a trois souches de référence que sont F.
tularensis (souche LVS), F. novicida et F. philomiragia (119). L’étude phénotypique et
génotypique de ces mutants a confirmé que chez F. tularensis, comme chez la plupart des
bactéries a Gram-négatif, la premicre cible des FQ est ’ADN gyrase qui est un
hétérotétramere A2B». Les mutations observées se situent essentiellement dans les régions
QRDR-A et QRDR-B et affectent des résidus clairement identifiés comme étant impliqués
dans la résistance aux FQ d’autres pathogénes dont E. coli ou M. tuberculosis. Toutefois, et
c¢’est particuliérement vrai pour F. novicida, cette analyse a aussi mis en évidence 1’existence
de mutations jamais décrites antérieurement et présentes dans d’autres régions des sous-unites
GyrA ou GyrB,

Notre premier objectif a donc été d’analyser les conséquences fonctionnelles des mutations
observées sur les lignées résistantes de F. novicida. Les différentes sous-unités de GyrA et de
GyrB, mutées ou non, ont été clonées puis exprimées chez E. coli et les protéines
recombinantes purifiées ont été utilisées pour reconstituer les complexes caractérisés au
préalable dans les souches sensibles et résistantes. A partir de ces complexes recombinants,
nous avons réalisé des tests fonctionnels (surenroulement et clivage de I’ADN) en présence
de FQ afin de déterminer si les mutations générées in vitro modifiaient la sensibilité aux
antibiotiques comparativement a la souche sauvage.

Les résultats obtenus, et en particulier la chronologie inhabituelle d’apparition des
mutations GyrA/GyrB, nous ont également amené a effectuer des expériences de
complémentation qui avaient pour but de restaurer 1’expression de la sous-unité GyrB native
et d’évaluer les conséquences des mutations sur cette cible précise.

Ces travaux ont fait I’objet d’un article publié en 2017 dans le Journal « Antimicrobial

Agents and Chemotherapy » dont je suis co-premier auteur.
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ABSTRACT Fluoroquinoclone (FQ) resistance is a major health concern in the treat-
ment of tularemia. Because DNA gyrase has been described as the main target of
these compounds, our aim was to clarify the contributions of both GyrA and GyrB
mutations found in Francisella novicida clones highly resistant to FQs. Wild-type and
mutated GyrA and GyrB subunits were overexpressed so that the in vitro FQ sensitiv-
ity of functional reconstituted complexes could be evaluated. The data obtained
were compared to the MICs of FQs against bacterial clones harboring the same mu-
tations and were further validated through complementation experiments and struc-
tural modeling. Whole-genome sequencing of highly FQ-resistant lineages was also
done. Supercoiling and DNA cleavage assays demonstrated that GyrA D87 is a hot
spot FQ resistance target in F. novicida and pointed out the role of the GyrA P43H
substitution in resistance acquisition. An unusual feature of FQ resistance acquisition
in F. novicida is that the first-step mutation occurs in GyrB, with direct or indirect
consequences for FQ sensitivity. Insertion of P466 into GyrB leads to a 50% inhibi-
tory concentration (ICs,) comparable to that observed for a mutant gyrase carrying
the GyrA D87Y substitution, while the D487E-AK488 mutation, while not active on
its own, contributes to the high level of resistance that occurs following acquisition
of the GyrA D87G substitution in double GyrA/GyrB mutants. The involvement of
other putative targets is discussed, including that of a ParE mutation that was found
to arise in the very late stage of antibiotic exposure. This study provides the first
characterization of the molecular mechanisms responsible for FQ resistance in Fran-
cisella.

KEYWORDS DNA gyrase, fluoroquinolones, Francisella

rancisella tularensis is a Gram-negative, facultatively intracellular bacterium respon-
Fsible for the zoonosis tularemia (1). Classically, the following two subspecies cause
most human infections: F. tularensis subsp. tularensis (type A) in North America and F.
tularensis subsp. holarctica (type B) throughout the Northern Hemisphere. Humans are
contaminated through direct contact with infected animals (especially hares), arthro-
pod bites (mainly from ticks), ingestion of contaminated food or water, and contact
with contaminated environments. Depending on the portal of entry of bacteria, the
disease may manifest in six clinical forms: the ulceroglandular and glandular forms,
which are regional lymphadenopathies with and without a visible skin inoculation
lesion, respectively; the oropharyngeal form, a pharyngitis with cervical lymphadenop-
athy; the oculoglandular form, a conjunctivitis with a pretragal or cervical lymphade-
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nopathy; the pneumonic form, acquired after inhalation of a contaminated aerosol or
through hematogenous spread of bacteria; and the typhoidal form, combining high
fever and neurological symptoms that may mimic those of typhoid. Among these
various clinical forms, respiratory tularemia has attracted the most attention because it
may cause up to 30% mortality in humans if left untreated (2, 3). This highly infectious
aerosolizable pathogen is considered a class A bioterrorism agent by the Centers for
Disease Control and Prevention. However, despite its potential use as a biological
weapon, no safe and potent vaccine is currently available (2, 3). A few antibiotic classes
are effective for treating tularemia, including aminoglycosides, tetracyclines, and fluo-
roquinolones (FQs) (4). Microbiological and clinical data show that ciprofloxacin, and
possibly other FQs, is the best alternative for oral therapy of tularemia in patients with
clinical manifestations of mild to moderate severity, but failures and relapses are
frequent (5, 6).

Quinolones are one of the most commonly prescribed classes of antibacterial agents
in the world (7). These drugs inhibit DNA replication through interaction with com-
plexes composed of DNA and either of the two target enzymes, DNA gyrase or
topoisomerase IV, which belong to the type IIA topoisomerases (8). As in most Gram-
negative bacteria, the primary target for FQs in Francisella strains is thought to be the
DNA gyrase (9-11), which functions as an A,B, heterotetrameric complex able to
catalyze negative supercoiling of the bacterial circular chromosome (12). Resistance to
FQs can result from single point mutations in GyrA and GyrB, leading to conformational
changes of the whole complex, which in turn impair antibiotic-target interactions. Such
mutations are described to be restricted mainly to discrete regions of the so-called
quinolone resistance-determining regions (QRDRs). Another major mechanism of resis-
tance relies on mutations affecting the bacterial entry/efflux systems, resulting in
reduced quinolone accumulation in bacterial cells. Most of these efflux pumps are
encoded on the chromosome, but quinolone-specific (QepA) as well as multidrug
(OgxAB) efflux pumps were also found to be encoded by bacterial plasmids. Other
plasmid-mediated quinolone resistance factors include the gnr genes, encoding pen-
tapeptide repeat proteins that act as DNA mimics and protect the type Il topoisomer-
ases, and an allele of the aminoglycoside acetyltransferase-encoding gene (aac) that is
able to decrease drug activity through acetylation (7, 13, 14).

Because of the widespread use (and overuse) of these drugs, the increased preva-
lence of quinolone-resistant strains is a growing concern for several bacterial species
(15). To date, no resistant strain of F. tularensis has been isolated from patients (16), but
successful culture of this fastidious pathogen is achieved in only 10% of tularemia cases
(5). In vitro, the C248T mutation (encoding a T83I substitution) was found in the GyrA
QRDR of a quinolone-resistant F. tularensis subsp. holarctica strain (URFtCIPR isolate) (9).
This mutation was also observed in an F. tularensis SchuS4 strain isolated after in vitro
exposure to increasing amounts of ciprofloxacin and was accompanied by the G259T
(D87Y) GyrA QRDR substitution (10).

An evolution experiment was conducted in our lab by exposure of several Francisella
sp. strains with attenuated virulence for humans to increasing concentrations of FQs
(11). This approach, considered a powerful tool for investigating the acquisition dy-
namics of drug resistance (17, 18), led to the emergence of high-level resistant mutants
on which phenotypic and genotypic analyses were carried out (11). Besides mutations
in the QRDR-A and QRDR-B hot spot regions, novel substitutions or deletions were
identified in both the Francisella GyrA and GyrB subunits. An elegant study by Jaing et
al. (19) recently reported genome-wide mutations associated with ciprofloxacin-
resistant F. tularensis LVS isolated in vitro and confirmed the GyrA and GyrB mutations
described by Sutera et al. (11). However, while a structural model of DNA gyrase was
built to achieve a better understanding of how mutations affect FQ resistance (19), their
functional role was not investigated.

Our aim in the present study was to clarify the functional consequences of GyrA and
GyrB mutations on FQ sensitivity in four independent lineages of F. novicida highly
resistant to such antibiotics. While this Francisella species is not pathogenic to humans,
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TABLE 1 Characteristics of the F. novicida lineages used in this study®

Amino acid mutation(s)

Lineage MIC (mg/liter) GyrA GyrB Reference or strain no.
Fno WT 0.064 No mutation No mutation CIP56.12

Fnol 128 D87Y +P466 11

Fno2 128 D87G D487E, AK488 1

Fno3 32 AE524, AS525 No mutation 11

Fno4 64 P43H No mutation 1

aThe bacteria used in this study included the FQ-sensitive parental strain F. novicida U112 (Fno_WT) and four
lineages (Fno1 to Fno4) that acquired high FQ resistance levels associated with mutations in GyrA and GyrB
after 14 subcultures in the presence of antibiotics (11). The ciprofloxacin MICs were measured on the
bacterial clones selected for whole-genome sequencing at the final stage of the evolution procedure, using
Mueller-Hinton 2 broth supplemented with 2% PolyViteX as described previously (11).

it is a widely used model for studying F. tularensis infections (20). This is the first study
to describe the DNA supercoiling activity and FQ-induced DNA cleavage activity of
Francisella proteins, using these functional characteristics as efficient ways to establish
relationships between DNA gyrase mutations and FQ resistance (21).

RESULTS

Expression and purification of recombinant F. novicida DNA gyrases. To assess
the relationships between resistance levels and mutations in GyrA and GyrB, we cloned
and expressed the wild-type and mutated proteins listed in Table 1. High yields of
recombinant His-tagged and soluble recombinant GyrB proteins were obtained with
only a few changes of the protocol described by Tari et al. (22). In contrast, several
attempts were required to optimize purification of the GyrA subunits, including varia-
tions in temperature, induction times, salt concentrations, and addition of detergents.
As judged by SDS-PAGE analysis (see Fig. S1 in the supplemental material), the purity
of all GyrA and GyrB constructs was =>90%.

DNA supercoiling activity of F. novicida DNA gyrases. The wild-type DNA gyrase
of F. novicida was reconstituted in vitro by use of equimolar amounts of the wild-type
GyrA and GyrB proteins and examined for the capacity to convert relaxed pBR322 to its
supercoiled form. As shown in Fig. 1, performing the assay with 35 mM Tris-HCl, pH 7.5,
24 mM KCI, 2 mM dithiothreitol (DTT), 0.1 mg/ml bovine serum albumin (BSA), 1.8 mM
spermidine, and various concentrations of MgCl, and ATP demonstrated that the
reconstituted complex could catalyze a magnesium-dependent supercoiling reaction,
although the effect was not optimal. The catalytic activity of F. novicida DNA gyrase was
significantly improved by the addition of 100 mM potassium glutamate (KGlu) and
required MgCl, and ATP at optimum concentrations of 2 and 1 mM, respectively.

Respective contributions of GyrA and GyrB mutations to FQ resistance. To
assess the respective roles of the GyrA and GyrB mutations in ciprofloxacin resistance,
the inhibitory effect of FQs was first tested against the supercoiling activity of DNA
gyrase complexes corresponding to the wild-type sensitive strain or complexes recon-
stituted using a recombinant mutated target in combination with its complementary

MgCl, (mM) ofof2|2|4|4af6(6(0(0|2|2|4]|4|6|6
ATP (mM) 1[5[1]|5|1|5[1[5[1|5]|1]|5|1]|5]|1]|5
KGlu (100 mM)

N

;
m
:
:
:
e
:
:
*
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FIG 1 Supercoiling activity of reconstituted F. novicida DNA gyrase complex. Recombinant GyrA and GyrB
subunits from F. novicida (250 ng of each) were assayed for DNA supercoiling activity for 30 min at 37°C,
with 0.15 pg relaxed pBR322 as the substrate and in the presence of different concentrations of MgCl,,
ATP, and KGlu, as indicated. The DNA product was analyzed in a 0.8% agarose gel. OC and SC, open
circular and supercoiled forms of pBR322, respectively.
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FIG 2 Ciprofloxacin inhibits DNA supercoiling and promotes DNA cleavage induced by wild-type and
mutated DNA gyrases from F. novicida. The inhibitory activity of increasing concentrations of ciprofloxacin
was measured for 30 min at 37°C against DNA supercoiling activity induced by DNA gyrase complexes
reconstituted with recombinant F. novicida wild-type GyrA and GyrB (A) or the mutated GyrA (D87Y) and
GyrB (+P466) proteins found in the resistant Fno1 lineage (B). Lanes A, relaxed pBR322 and GyrA (2 U); lanes
B, relaxed pBR322 and GyrB (2 U); lanes L, pBR322 linearized by BamHI digestion; lanes 4 to 11, supercoiling
activity obtained in the presence of increasing concentrations of ciprofloxacin in comparison to that with
the positive control (2 U of each subunit) without an antibiotic. The gels are representative of at least three
distinct experiments. (C) Ciprofloxacin sensitivity, expressed as the IC,, was measured on DNA gyrase
complexes sharing mutations in GyrA (white columns), GyrB (hatched columns), or both (dotted columns).
(D to F) The same experiments as those described above, but using supercoiled pBR322 incubated for 1 h
at 25°C in the presence of fixed amounts of recombinant proteins (125 nM) and increasing concentrations
of ciprofloxacin. Fragmented DNA was detected following addition of proteinase K and SDS. Data represent
the means = SEM for three to nine distinct experiments conducted with two different batches of
recombinant proteins. *, P < 0.05.

wild-type GyrA or GyrB subunit. Representative inhibition profiles are shown in Fig. 2A
and B. For each condition, we verified that neither the GyrA nor GyrB subunit alone
induced DNA supercoiling that could have resulted from a putative contamination of
the recombinant proteins with the Escherichia coli enzymes (wells 1 and 2). Given that
similar but not strictly identical patterns were obtained for experiments conducted with
different batches of proteins, the data were expressed as means *+ standard errors of
the means (SEM) for the ciprofloxacin concentrations required to inhibit 50% of DNA
supercoiling activity (ICs,) in different assays. As illustrated in Fig. 2C, the substitutions
at position 87 in QRDR-A generated a high level of FQ resistance, with an ICs,
approximately twice as high when the aspartic acid residue was exchanged for a
tyrosine as that when the aspartic acid was exchanged for a glycine (152.3 = 9.2
mg/liter [n = 4] for the D87Y mutant versus 83.82 + 15.2 mg/liter [n = 6] for the D87G
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FIG 3 Three-dimensional structure modeling of the F. novicida QRDR. (Left) Front view of the complex,
with the Toprim domains represented in magenta and pink, the breakage reunion domains in blue, and
DNA in transparent gray. The black arrow indicates the location of the QBP of the catalytic core. (Right)
Top-view zoom of the QBP. The catalytic Y122 residues are colored yellow, and residues at positions
critical for FQ resistance are indicated.

mutant) (P < 0.05). To a lesser extent, but significantly, the P43H substitution in the
GyrA N-terminal domain resulted in a ciprofloxacin sensitivity that was four times lower
(18.9 = 1.07 mg/liter [n = 6]) than that of the wild-type complex (4.11 = 0.91 mg/liter
[n = 5]). The three-dimensional (3D) structure of the F. novicida quinolone-binding
pocket (QBP) together with FQs and DNA that was generated through homology
modeling (Fig. 3) shows that this residue is located close to the catalytic Y122 residues
where the DNA is bound and close to the D87 residues that interact with FQ. From this
model, it can be assumed that the P-to-H substitution potentially affects the inhibitory
effect of the drugs. Finally, the AE524 and AS525 deletions found in the C terminus of
GyrA did not affect drug activity (4.98 = 0.65 mg/liter [n = 3]).

Supercoiling data also evidenced that the QRDR-B insertion (+P466) led to a high
resistance level (105.09 = 18.86 mg/liter [n = &]), in contrast to the D487E-AK488
mutation found in the C-terminal domain of the GyrB subunit, which failed to signifi-
cantly affect FQ sensitivity (9.6 = 1.07 mg/liter [n = 5]). The capacity of ciprofloxacin to
inhibit DNA supercoiling activity was then evaluated against reconstituted DNA gyrase
complexes corresponding to the high-level resistant clones isolated after the final
(14th) passage of the Fno1 and Fno2 lineages sharing GyrA/GyrB double mutations (Fig.
2C). The IC;, measured with the reconstituted Fno1 complex, which possesses muta-
tions in both QRDR-A (D87Y) and QRDR-B (+P466), was 186.9 = 40.69 mg/liter (n = 6).
This value was not significantly different from the value obtained with the reconstituted
Fno2 complex (181.1 = 43.09 mg/liter [n = 9]), which has a QRDR-A substitution (D87G)
accompanied by a GyrB mutation outside the QRDR (D487E-AK488). A strictly similar
pattern was obtained using moxifloxacin (not shown). Overall, these results are well
correlated with the data obtained from the ciprofloxacin-mediated DNA cleavage
assays (Fig. 2D to F; Table S3).

Stepwise appearance of GyrA and GyrB mutations. QRDR-A and the mutated
GyrB regions were sequenced from the F. novicida Fno1 and Fno2 initial lineages as well
as from resistant isolates saved at the different passages during the course of antibiotic
exposure (11). For each passage of interest, six clones were analyzed and showed
similar results. In both cases, and in contrast to what was expected, the GyrB mutation
occurred first. In Fno1, the CTC nucleotide insertion leading to the appearance of an
additional proline residue (+P466) in the GyrB subunit was detected as early as the
second passage. The G-to-T substitution responsible for the D-to-Y change at position
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FIG 4 Stepwise appearance of GyrA/GyrB mutations and FQ resistance. The QRDR-A and mutated GyrB
regions from initial lineages and resistant clones of F. novicida saved at different passages during the
course of antibiotic exposure were sequenced using specific primers (Table S1) to check for the
appearance of mutations, which are indicated by black symbols and arrows on the graph. Susceptibility
to ciprofloxacin was also evaluated before and after acquisition of mutations; MICs are presented as MIC
modal values. (A) Lineage Fno1; (B) lineage Fno2.

87 of QRDR-A arose later (passage 4). Similarly, in Fno2, the three-base deletion (TAA;
positions 1460 to 1462) accounting for the D487E-AK488 mutation in GyrB was found
at passage 4, while the A260G point mutation accounting for the GyrA QRDR D87G
substitution occurred at passage 9. To evaluate the precise impacts of the detected
mutations on ciprofloxacin resistance, MICs were then measured on the corresponding
bacterial clones both before and after each mutation occurred. The chronological
appearance of GyrA and GyrB mutations and the evolution of the ciprofloxacin MICs are
summarized in Fig. 4. The shifts in the MIC observed upon acquisition of a QRDR-A
substitution in bacterial isolates sharing a GyrB mutation (X4 in Fno1 and <32 in Fno2)
were within the same range of magnitude as the IC,, shifts obtained with the
recombinant DNA gyrase complexes carrying either single GyrB or double GyrA/GyrB
mutations (see above). This result reinforces the contribution of DNA gyrase mutations
to the FQ resistance of evolved bacterial clones. Moreover, the important shift in
resistance observed upon acquisition of the QRDR-A mutation in Fno2, together with
the moderate impact of the FQ resistance-conferring D87G mutation, suggests that the
D487E-AK488 mutation found in GyrB, which fails to significantly affect the resistance
phenotype on its own, indirectly contributes to an increased FQ resistance level.

Complementation study confirms the contribution of the GyrB D487E-AK488
mutation to FQ resistance. Complementation experiments were conducted on the F.
novicida Fno2 single mutant (passage 4; QRDR-B D487E-AK488) or double mutant
(passage 11; QRDR-B D487E-AK488 plus QRDR-A D87G), using a pFNLTP6 plasmid
carrying the gene encoding either wild-type or mutated GyrB. Whichever plasmid was
used, the MIC value obtained upon complementation of the F. novicida Fno2 clone
isolated at passage 4, i.e, before acquisition of the GyrA mutation, remained un-
changed. In contrast, we observed that the ciprofloxacin susceptibility of the clone
isolated at passage 11 was partially restored upon complementation with wild-type
GyrB, with this transformation conferring an approximately 2- to 3-fold decrease in the
MIC relative to that for the same mutant transformed with the mutated protein (64
mg/liter).
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TABLE 2 Single nucleotide polymorphisms and indels identified by whole-genome sequencing of the highly resistant evolved lineages

Mutation(s)

Other mutations identified in the genomes of sequenced mutants

Gene Type of
Lineage GyrA GyrB Gene no.” name Description mutation Consequence
Fno1l D87Y +P466 FTN_0480 fevR  Francisella effector of virulence regulation Point mutation in Unknown
the promoter
FTN_1418 manC Mannose-1-phosphate guanylyltransferase Insertion Stop codon 38
FTN_1510 secB2 Preprotein translocase, subunit B Deletion Stop codon 89
FTN_1652 atpB ATP synthase Deletion Stop codon 10
Fno2 D87G D487E, AK488 FTN_0402 aroC Chorismate synthase Deletion Stop codon 140
FTN_0480 fevR  Francisella effector of virulence regulation Point mutation in Unknown
the promoter
FTN_1083 Hypothetical protein Point mutation D128N mutation
FTN_1421 wbtH Glutamine amidotransferase/asparagine synthase Deletion Stop codon 313
FTN_1550 parE  Topoisomerase IV, subunit B Point mutation P742S mutation
FTN_1610 RND efflux transporter, AcrB/AcrD/AcrF family Point mutation Y320H mutation
Fno3 AES524, AS525 FTN_0444* fupA Fer utilization protein Deletion Stop codon 39
FTN_0480 fevR  Francisella effector of virulence regulation Point mutation in  Unknown
the promoter
FTN_0913 rpoD RNA polymerase sigma-70 factor Deletion Deletion D52
FTN_1029 Isoprenoid biosynthesis protein with Insertion Stop codon 43
amidotransferase-like domain
FTN_1115 pilB  Type IV pilus ATPase Insertion Stop codon 180
FTN_1430* wbtQ Aminotransferase Deletion Stop codon 145
Fno4 P43H FTN_0070 pilE  Type IV pili, pilus assembly protein Deletion Stop codon 117
FTN_0480 fevR  Francisella effector of virulence regulation Point mutation in Unknown
the promoter
FTN_0504 Lysine decarboxylase Insertion Stop codon 612
FTN_1471 pcs (CDP-alcohol) phosphatidyltransferase Deletion Stop codon 92
FTN_1609* MexH family multidrug efflux RND transporter Deletion Deletion of Y101

periplasmic adaptor subunit

a*, gene found to contain mutations in ciprofloxacin-resistant F. tularensis isolates (19).

Genome sequencing of F. novicida clones highly resistant to FQs. As shown
above, the GyrA deletion found in the Fno3 lineage was not associated with FQ
resistance; concerning Fno4, the inhibitory effect of ciprofloxacin on DNA supercoiling
in vitro (Fig. 2C) did not correlate with the high MIC measured for the final bacterial
isolates (Table 1). In addition, sequencing of gyrA and gyrB in the Fnol and Fno2
lineages at different passages clearly showed that the MIC continued to increase after
the appearance of mutations in these FQ target genes. Together, these data suggest
that mutational events may occur in other genes. The genomic analysis of the four
lineages highly resistant to FQs (passage 14) is summarized in Table 2. An interesting
feature found in the Fno2 lineage was a mutation of the topoisomerase IV gene
encoding ParE. However, sequencing data revealed that this mutation occurred at the
final stage of antibiotic exposure (passage 14), as previously reported for the F.
tularensis lineage (11). These data revealed that, besides changes in the DNA gyrases,
another characteristic shared between all these isolates was a mutation within the
promoter of the FTN_0480 gene. Other mutations detected were specific for each
clone. Their putative impacts on FQ resistance are discussed below.

DISCUSSION

In the present study, we successfully produced the recombinant GyrA and GyrB
subunits found in FQ-resistant and -susceptible lineages of F. novicida. All affinity-
purified proteins were enzymatically active, as shown by the capacity of reconstituted
complexes to promote supercoiling of relaxed pBR322. This specific in vitro DNA
supercoiling assay has not been reported before for Francisella proteins and allowed us
to clarify the roles of the different mutations in the FQ susceptibility of these bacterial
pathogens.
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One of the main features of F. novicida lineages exposed to FQs is a substitution
affecting the D87 residue, located in QRDR-A, that has been associated with acquired
quinolone resistance in several bacterial species, including E. coli and Mycobacterium
tuberculosis (23) (corresponding residue D94 [see Fig. S2 in the supplemental material]).
The work presented here clearly demonstrates that this residue is also a hot spot
quinolone resistance target in Francisella strains. Its replacement by glycine or tyrosine
indeed confers high-level resistance on mutated recombinant DNA gyrases from F.
novicida, a result in agreement with structural studies showing that these substitutions
adversely affect interactions with FQs by modifying the geometric properties of the
QBP and by displacing the conserved water molecules involved in Mg?* ion preserva-
tion, which is essential for FQ activity (13). The functional analysis of other F. novicida
mutated GyrA subunits revealed that the P43H substitution, which has not been
reported before, also contributes to FQ resistance, though to a lesser extent. The
capacity of mutations outside QRDR-A to confer small increases in the MICs of cipro-
floxacin and gatifloxacin was previously described for E. coli (A51V mutation) (24). The
molecular model of the structure of the functional core of F. novicida DNA gyrase
presented here shows that residue P43, which is conserved in several pathogens (Fig.
S2), is located in close proximity to the catalytic tyrosine residues and to DNA and may
thus play a role in the interaction between FQs and their target. In contrast, deletions
within the C terminus of GyrA (AE524 and AS525) are not associated with resistance to
ciprofloxacin. DNA supercoiling assays also showed that GyrB mutations are associated
with high-level FQ resistance in F. novicida. Thus, insertion of residue P466 into QRDR-B
alters the FQ inhibitory effect on supercoiling as efficiently as the QRDR-A D87
substitution does. While it is inactive on its own, the D487E-AK488 mutation indirectly
contributes to the acquisition of a high level of FQ resistance in double GyrA/GyrB
mutants, as confirmed by complementation experiments carried out on mutated
lineages of F. novicida resistant to FQs.

In Gram-negative bacteria, resistance to FQs has predominantly been attributed to
GyrA mutations, with GyrB mutations being encountered less commonly and often
found secondary to alterations in GyrA (14). In Gram-positive bacteria, depending on
the FQs used, different levels of inhibitory activity against DNA gyrase and topoisom-
erase IV are observed, but in several cases topoisomerase |V seems to be the more
sensitive enzyme (25). In this case, the C subunit of topoisomerase IV (ParC) is consid-
ered the primary target of FQs, whereas mutations affecting the E subunit (ParE) occur
at a lower frequency and as second-step mutations.

Here we identified, for the first time, mutations in GyrB that are associated with a
high level of resistance and that represent the first step in selection for decreased
susceptibility to FQs. This unusual order, in which GyrB is altered before GyrA, is
consistent with our data on topoisomerase IV. While in the F. novicida lineages
examined here topoisomerase IV mutation is a rare event that occurs at the late stage
of FQ exposure and seems to play a minor role in the development of FQ resistance, it
should be noted that the ParE substitution observed in the Fno2 lineage is not
preceded by ParC changes. Such an unusual first-step mutation in GyrB was confirmed
following a single-step selection with ciprofloxacin on plates in vitro (Table S3). Thus, of
the 15 independent single-step mutants selected, 5 had a QRDR-A mutation and 10
shared a GyrB substitution, including 1 isolate with a P466 insertion and 7 isolates with
a substitution of the GyrB 5465 residue. Interestingly, a first-step mutation in GyrB was
also recently evidenced in an FQ-resistant Salmonella enterica isolate from an infected
patient (26). From this observation, it can be hypothesized that the mutation pattern
observed in F. novicida is not based on the in vitro selection protocol but is likely to be
observed in vivo. The preponderant role of GyrB in FQ resistance highlighted here fits
well with the recently proposed inverted binding mode of FQs to gyrase-DNA com-
plexes (27). Using Mycobacterium smegmatis as a model, Mustaev et al. (27) indeed
proposed a role for the GyrB E466 or K447 residue as an alternative way to ensure
stabilization of the drug-enzyme-DNA complex known to be mediated through the
magnesium-water bridge with GyrA residues 83 and 87.
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Overall, our findings provide new insights into the molecular mechanisms of FQ
resistance in F. novicida. We noted some discrepancy between the IC,, of reconstituted
DNA gyrase and the MICs for resistant bacterial lineages, most particularly concerning
Fno3 and Fno4 mutants, suggesting that other mechanisms, independent of GyrA or
GyrB mutations, contribute to resistance, as is the case for several human pathogens
(28, 29). Genome sequencing of the FQ-resistant F. novicida isolates identified, for each
of the four lineages, a mutation within the promoter of the FTN_0480 gene, encoding
the 110-amino-acid Fev protein, which is weakly homologous to the MerR family of
transcription factors and characterized as an essential regulator of virulence in Franci-
sella (30). Given that reports on the incidence of promoter mutations in Francisella are
lacking, it is difficult to speculate on the consequences of this mutation for resistance
to FQs. With this exception, the mutations detected are specific for each lineage. A set
of three to five targets is mutated after antibiotic exposure, leading to several inter-
rupted coding sequences. Concerning Fno3, for which the IC,, against DNA supercoil-
ing is low compared to the bacterial MIC, nonsense mutations are present in the pilB
and pilE genes, required for the expression of functional type IV pili (31), as well as in
FTN_1029, coding for a protein involved in the isoprenoid biosynthesis pathway.
Interestingly, this metabolic pathway, known to be involved in major cellular processes,
including cell wall biosynthesis or the regulation of membrane fluidity (32), has been
described as a promising target for the development of novel antimicrobial drugs
against F. tularensis (33). Another nonsense mutation is found in Fno3 wbtQ, which
contributes to the biosynthesis of the F. novicida O antigen involved in bacterial
resistance to macrolides (34). The wbtH gene targeted in the Fno2 lineage belongs to
the same gene cluster. Overall, we noted that several mutations target genes encoding
proteins located at the membrane or involved in transmembrane transport that may be
impaired in their functions, leading to changes in antibiotic susceptibility. The eryth-
romycin and doxycycline cross-resistance patterns of F. novicida lineages highly resis-
tant to FQs reported in the work of Sutera et al. (11) reinforce the hypothesis of
alterations in outer membrane permeability. While the precise consequences of such
mutations remain to be investigated, it is tempting to speculate that they are somehow
relevant to the emergence of F. novicida mutants that are highly resistant to FQs. This
hypothesis is reinforced by the data of Jaing et al., who identified proteins possibly
involved in F. tularensis ciprofloxacin resistance through a careful analysis of both
microarray and next-generation sequencing data for 11 isolates that had acquired
resistance in vitro upon exposure to increasing antibiotic concentrations (19). Besides
the GyrA and GyrB substitutions, three identified F. tularensis LVS mutated targets are
also mutated in F. novicida, including fupA (FTL_0439/FTN_0444), coding for the protein
responsible for siderophore-mediated iron acquisition and thought to be involved in
bacterial virulence (35, 36); wbtQ (FTL_0601/FTN_0430), as discussed above; and an
efflux pump-encoding gene (FTL-1547/FTN_1609).

In summary, while the whole-genome analyses of resistant clones suggest that the
response to FQ exposure might be much more complex than initially thought, we have
functionally characterized, for the first time, DNA gyrase mutations through which FQ
resistance emerges in F. novicida.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection. The phenotypic and genotypic characteristics of the F. novicida lineages selected
for this study are reported in Table 1. In contrast to the FQ-susceptible parental strain F. novicida U112,
the four lineages studied here, designated Fno1 to Fno4 and propagated for 14 passages in the presence
of ciprofloxacin, are highly resistant to FQs (11). A common feature of these FQ-resistant strains is the
presence of mutations in the gene encoding GyrA. Concerning Fno1 and Fno2, the GyrA substitutions are
localized within the QRDR and are accompanied by additional GyrB mutations, whereas Fno3 and Fno4
are mutated in GyrA regions outside the QRDR, without an additional GyrB mutation. Bacterial cultures
grown from glycerol stocks stored at —80°C at each passage were used for sequencing, MIC determi-
nation, and preparation of competent cells. Whole-genome sequencing was performed for each lineage
(Fno1 to Fno4) on one clone at the end of the evolution experiment (passage 14), using ABI Solid
sequencing technology (ABI 5500x| genetic analyzer), and mutations observed were further confirmed by
PCR amplification and sequencing of the corresponding DNA regions by use of a dye terminator
sequencing approach.
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Expression and purification of F. novicida GyrA and GyrB. The genes for GyrA and GyrB were
amplified from genomic DNAs of the selected isolates by use of gene-specific primers (see Table S1 in
the supplemental material) and were cloned into the pDEST-17 vector with a 6XHis N-terminal tag
sequence (Invitrogen, Carlsbad, CA). The integrity of all constructs was confirmed by DNA sequencing
(Eurofins, Ebersberg, Germany). Protein expression was carried out in Escherichia coli BL21(DE3) or
C41(DE3) grown at 37°C to an optical density at 600 nm (OD,,,) of 0.6 in Luria broth (LB) supplemented
with 100 pg/ml ampicillin before addition of 0.5 mM isopropyl B-p-thiogalactopyranoside (IPTG).
Optimized conditions for each mutant are reported in Table 52. After sonication, the lysate was clarified
by centrifugation and then passed over a Ni2* affinity column (Qiagen) and extensively washed with
Tris-HCI-NaCl buffer supplemented with 25 to 50 mM imidazole before elution of the His-tagged proteins
in the presence of 300 mM imidazole. The purity of recombinant proteins was analyzed by SDS-PAGE and
Coomassie blue staining before concentration using an Amicon Ultra centrifugal device. Purified proteins
(0.5 to 1.0 mg/ml) were dialyzed overnight at 4°C (50 mM Tris-HCl, pH 7.9, 40% glycerol, 1 mM EDTA, 1
mM DTT) and stored at —80°C after flash freezing in liquid nitrogen. For Fno2 GyrA, 500 mM NaCl was
added to the dialysis buffer to avoid protein precipitation.

DNA supercoiling assays. DNA supercoiling assays were carried out with reconstituted combina-
tions of the GyrA and GyrB subunits from the wild-type and/or mutated strain. The protocol was similar
to that applied for the analysis of Mycobacterium tuberculosis DNA gyrase (37), with minor modifications.
The experiments were conducted in a final volume of 10 pl containing 35 mM Tris-HCI, pH 7.5, 24 mM
KCl, 4 mM MgCl,, 2 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA, 1.8 mM spermidine, 100 mM potassium glutamate, 1 mM
ATP, 6.5% (wt/vol) glycerol, and 0.15 ug relaxed pBR322 (Inspiralis, Norwich, United Kingdom) as the
substrate. After 30 min of incubation at 37°C, the reaction was stopped by adding gel loading dye (New
England BioLabs). Samples were analyzed by electrophoresis in 0.8% agarose gels run at 50 V for 6 h in
1 Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer, stained with GelRed, and imaged on a UV transilluminator. For all
combinations of GyrA and GyrB tested, we determined the minimal amounts of wild-type and/for
mutated proteins required to convert 0.15 ug of relaxed pBR322 DNA to the supercoiled form (1 U). The
inhibitory effect of ciprofloxacin (Sigma-Aldrich) or moxifloxacin (Bayer) against the wild-type and
mutated DNA gyrases was assessed by determining the concentration of drug required to inhibit
supercoiling activity by 50% (IC,,). Each experiment was conducted at least in triplicate, using two
different batches of proteins, Statistical analysis was done using Prism v5.0 (GraphPad). The unpaired
Student t test was used to determine the difference between the means of values obtained in
independent experiments, with P values of <0.05 being considered significant,

DNA cleavage assays. DNA cleavage assays were performed in a 10-pl reaction volume, using the
same buffer as that for supercoiling assays (but without ATP), 0.2 ug supercoiled pBR322 DNA (Inspiralis,
Norwich, United Kingdom) as the substrate, and 125 nM (each) GyrA and GyrB subunits. Following 1 h
of incubation at 25°C, SDS and proteinase K were added, and the incubation was continued for 30 min
at 37°C as described previously (38). The extent of DNA cleavage was quantified after electrophoresis as
described above, and the result was expressed as the FQ concentration required to induce 25% of the
maximum DNA cleavage (CC,).

Molecular modeling. The breakage reunion (GyrA N terminus) and Toprim (GyrB C terminus)
domains were modeled using Phyre2 (39). The catalytic core model, composed of the breakage reunion
and Toprim domains, DNA, and FQs, was generated by superpositioning onto the crystal structure of the
M. tuberculosis DNA gyrase (40), using SSM implemented in Coot (41).

Transformation of F. novicida with a GyrB-encoding plasmid. The gene encoding F. novicida
wild-type or D487E-AK488 GyrB was amplified using a primer pair in which Notl and Agel restriction sites
had been engineered (Table 51) and then was cloned into the pFNLTP6 shuttle plasmid downstream of
the gro promoter (42) by use of T4 DNA ligase (New England Biolabs). Following restriction enzyme
digestion and sequencing, the constructs were introduced into selected F. novicida isolates by electro-
poration as described previously (43). Transformed colonies appeared after 2 days of incubation, and the
presence of the plasmid was checked by PCR using specific primers (Table 51).

Accession number(s). The sequences of the final evolved clones are available in the Sequence Read
Archive under accession numbers SRX2188198, SRX2188197, SRX2188196, and SRX2188195.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material for this article may be found at https://doi.org/10.1128/
AAC.02277-16.

SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.9 MB.
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1 Supplementary Files

2 FIG S1 SDS-PAGE analysis of purified F. novicida DNA gyrases. Recombinant proteins expressed in E. coli and purified by Ni-NTA affinity
3 chromatography were resolved on SDS-PAGE (10%) and stained with Coomassie blue. Values on the left indicate molecular weights of the marker
4  proteins.

5  This figure shows that the apparent molecular weights of GyrA and GyrB are of around 100 and 93 kDa that corresponds to their expected molecular

6  masses. For each construct, the protein was purified to >90% purity.
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FIG S2 Multiple sequence alignment of DNA gyrases. The regions of DNA gyrase from F. novicida close to the QRDRs and exhibiting mutations
were aligned with the sequences of other bacterial strains using Clustal Omega. (a) GyrA subunits from F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4
(gb|AJ168698.1), F. tularensis subsp. novicida U112 (gb|AJI61584.1|), F. philomiragia subsp. philomiragia ATCC 25015 (gb|AJI74730.1]), M.
tuberculosis H37Rv (gb|AFN47847.1|) and E. coli POAES4 (gi|84028817). (b) GyrB subunits from F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4
(gb|AJ169659.1), F. tularensis subsp. novicida U112 (gb|AJI61801.1|), F. philomiragia subsp. philomiragia ATCC 25015 (|gb|AJI74249.1|), M.
tuberculosis H37Rv (|gb|AAA83016.1]), and E. coli POAES4 (gi|84028820|). Mutated residues are indicated by arrows.
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TABLE S1 List of primers used in this study

gene

primer name

nucleotide sequence

Cloning in pDESt-17 expression vector

gyrA

gyrB

Fno_gyrA_F
Fno_gyrA_Rev
Fno_gyrB_F
Fno_gyrB_Rev

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACCTGTACTTCCAGGGTTCTATAATTACTAAAGAGTC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTATTCACTCTGCACAGTAACATCAG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACCTGTACTTCCAGGGTTCTGAGAATAAAGCTTATGACTC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAAACGTCCAAGTTAACGAC

Screening, PCR amplification and sequencing

gyrA

gyrB

parkE

attBl

attB2

Fno_gyrA_F
FnoGyrA_598R
Fno_gyrA_Rev
Fno_gyrB_F
FnoGyrB_839F
Fno_gyrB_Rev
Fno_ParE_1267Fw
Fno_ParE_1516Rv

ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
as above
TATCAATAAGAGCTATAGTACC

as above

see above
ATCCCACAAAGAGATGGTGG

as above
GGAGGTTCTGCTAAACAAGCAC
ACATTGCACATAGTAGTGTTGCG

Cloning in pFNLT6, screening and sequencing

gyrB

GyrB_FnoF_Notl
GyrB_FnoR_Agel
GyrB308F
GyrB956F

GyrB1698F
pFNLT6_3925F

pFNLT6_5403R

aattaaGCGGCCGCATGTCTGAGAATAAAGCTTATGACTC
aattaaACCGGTTTAAACGTCCAAGTTAACGACATTAAGAGC
TTATTTTGACGGTGTTGCATGCAGG
AACAGGTGAAGATACACGCGAAGG
TATAGGTCTAGAAGGCGCGTG
AATATCTAGACTTGCAAGAGCTTGG
AATGCACGCAAATACATACCTGCC
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TABLE S2 Purification conditions for GyrA and GyrB proteins used in this study

Proteins Nucleotide changes  AA changes Optimized purification conditions
cells induction Lysis buffer
GyrA_Fno wild-type - - C41(DE3) ON 18°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - CHAPS 1%
GyrA_Fnol g259t D87Y BL21 (DE3) ON16°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - CHAPS 1%
GyrA_Fno2 a260g D87G C41(DE3) ON 16°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - CHAPS 1%
GyrA_Fno3 Agagtca 1570-1575 AE524,AS525 C41(DE3) ON 16°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - lyzozyme 0.25 mg/ml- DTT
GyrA_Fno4 cl128a P43H C41(DE3) ON 16°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - lyzozyme 0.25 mg/ml - DTT
GyrB_Fno wild-type - - BL21 (DE3) 4h37°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - CHAPS 1%
GyrB_Fnol +ctc 1396-1398 +P466 BL21 (DE3) ON16°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - CHAPS 1%
GyrB_Fno2 Ataa 1460-1462 D487E,A488K  BL21 (DE3) 4h37°C  Tris 50mM pH 8.8 - NaCl 500mM - imidazole 10 mM - CHAPS 1%
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TABLE S3 Concentrations of ciprofloxacin inhibiting supercoiling activity (IC50) and stabilizing the cleavable-complex formation (CC 25) by

the recombinant wild-type or mutant DNA gyrases from F. novicida.

X GyrA GyrB
Lineage mutations mutations IC50 (mg/L)  cc25 (mg/L)
Wild-type No mutation No mutation 411 +091 0.9+0.28
Fno1 D87Y +P466 186.9 + 40.69 105.9 +26.28
- D87Y No mutation 1562.3£9.2 44.84 +1.67
- No mutation +P466 105.09 + 18.86 35.74 + 14.58
Fno2 D87G D487E, AK488 181.1 £43.09 129 + 33.05
- D87G No mutation 83.82 £15.2 23.39£2.438
- No mutation D487E, AK488 9.6 £1.07 1.667 £
Fno3 AE524,AS52  No mutation 4.98 £ 0.65 1673 ¢
Fno4 P43H No mutation 18.9 £1.07 3.293 + 0.2945
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TABLE S4 GyrA and GyrB mutations identified in ciprofloxacin resistant mutants obtained starting from a same single F. novicida colony and
through a one-round selection protocol on enriched MHB agar plates containing 0.075 pg/mL Cipro as decribed by Jaing ef af (1). Fifteen
resistant colonies were picked from the plates and propagated in enriched MH broth with 0.05 pg/ml of antibiotic before sequencing of the
QRDR-A and QRDR-B regions using primers described in Table (Fno_gyrA_F /FnoGyrA_598 and FnoGyrB_839F / Fno_gyrB_Rev).

GyrA GyrB

Mutant Nucleotide change AA change Nucleotide change AA change
Fno_0S1 c248t T83I No mutation No mutation
Fno_0S2 No mutation No mutation +ctc 1396-1398 +P466
Fno_0S53 No mutation No mutation c1394t S465F
Fno_054 No mutation No mutation c1394t S465F
Fno_0S5 No mutation No mutation c1394t S465F
Fno_05S6 c248t T83I No mutation No mutation
Fno_0S57 No mutation No mutation c1394a S465Y
Fno_0S8 g259a D87N No mutation No mutation
Fno_0S9 No mutation No mutation al780t 1594F
Fno_0S10 No mutation No mutation g1430a C477Y
Fno_0S11 8259t D87Y al0n20g No mutation
Fno_0S12 No mutation No mutation c1394a S465Y
Fno_0S13 No mutation No mutation t1393c¢ S465P
Fno_0S14 c248t T83I No mutation No mutation
Fno_0S15 No mutation No mutation t1393c¢ S465P
Number of mutants 5 10

1. Jaing CJ, McLoughlin KS, Thissen JB, Zemla A, Gardner SN, Vergez LM, Bourguet F, Mabery S, Fofanov VY, Koshinsky H, Jackson PJ. 2016.

Identification of Genome-Wide Mutations in Ciprofloxacin-Resistant F. tularensis LVS Using Whole Genome Tiling Arrays and Next Generation
Sequencing. PLoS One 11:e0163458.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude avait pour objectif d’analyser les conséquences fonctionnelles des mutations
de I’ADN gyrase observées sur des lignées de F. novicida résistantes aux FQ et générées in
vitro. Pour répondre a cet objectif, les sous-unités recombinantes GyrA et GyrB mutées ou
sauvages ont éte exprimées et purifiées afin de reconstituer les complexes
hétérotétramériques. Grace a la mise au point de tests de surenroulement et de clivage de
I’ADN in vitro, jamais décrits jusqu’alors chez Francisella, nous avons ensuite pu clarifier le
role des mutations identifiées dans la résistance aux FQ.

Les résultats obtenus ont montré que la substitution de 1’acide aspartique en position 87
(D87) de GyrA était associée a un haut niveau de résistance aux FQ, avec une valeur d’I1Cso 2
fois plus élevée pour la mutation D87Y par rapport a la mutation D87G. Le role de ce résidu
dans I’acquisition de la résistance aux FQ a été décrit dans la littérature pour d’autres bactéries
dont E. coli et M. tuberculosis (160). Nos résultats indiquent qu’il s’agit également d’un « hot
spot » de mutation associée a la résistance aux FQ pour les souches de Francisella. Dans une
moindre mesure, nous avons aussi observé que la substitution P43H de GyrA, jusqu’alors
jamais décrite, était également associée a la résistance aux FQ. La modélisation 3D de la
structure du QRDR que nous avons réalisée en collaboration avec Claudine Mayer (Institut
Pasteur, Paris), montre que ce résidu, qui est conservé dans I’ADN gyrase de nombreux
pathogenes, est situe a proximité du site catalytique tyrosine Y122 de I’enzyme qui se lie a
I’ADN et du résidu D87 qui interagit avec les FQ. Ainsi, compte tenu de sa localisation, il est
vraisemblable que la mutation du résidu P43 puisse altérer I’interaction entre les FQ et la cible.
Enfin, la délétion AE524-AS525, située en position C-terminale de GyrA et présente chez
Fno3, n’affecte pas la sensibilité aux FQ. Les résultats des tests de surenroulement/clivage de
I’ADN témoignent également des conséquences des mutations de GyrB dans la résistance aux
FQ. Ainsi, I’insertion +P466 est associée a un haut niveau de résistance, contrairement a la
mutation D487E-AK488 situee sur la région C-terminale de GyrB qui n’a pas d’incidence
directe sur la résistance aux FQ.

Un point intéressant que nous avons mis en évidence dans ce travail concerne la
chronologie d’apparition des mutations. Dans la littérature, il est en effet décrit que la
résistance aux FQ des bactéries a Gram négatif est majoritairement associée aux mutations de
GyrA, les mutations de GyrB étant moins fréquentes et consécutives a ’apparition des

mutations sur GyrA. Le séquencage des génes correspondant chez les isolats résistants qui
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avaient été stockés a différentes étapes du protocole d’évolution expérimentale, a mis en
évidence une caractéristique inhabituelle chez F. novicida puisque les mutations de GyrB
surviennent antéricurement a celles de GyrA. Ce schéma inhabituel d’apparition précoce des
mutations GyrB a été confirmé par des expériences d’évolution sur gélose « en une étape »
que j’ai réalisées pour répondre a une question des reviewers au moment de la soumission de
I’article. Le séquengage des régions cibles gyrA et gyrB des colonies résistantes a la
ciprofloxacine a en effet montré que sur les 15 mutants sélectionnés, 5 présentaient une
mutation sur gyrA et 10 sur gyrB dont 1 porteur de la mutation +P466.

En outre, nous avons observé que certaines mutations « fonctionnellement silencieuses »
de GyrB et en I’occurrence la mutation D487E-AK488 qui n’a pas d’effet direct sur la
sensibilité aux FQ, amplifie les conséquences fonctionnelles des mutations de GyrA et
participe donc indirectement a 1’acquisition de résistance aux FQ. Cette observation a été
confirmée par des expériences de complémentation dans lesquelles je me suis plus
particulierement impliquée. Les résultats montrent que la complémentation du simple mutant
GyrB_D487E-AK488 Fno2 avec le plasmide pFNLTP6 codant la sous-unité GyrB sauvage
ne modifie pas les valeurs de CMI a la ciprofloxacine ce qui confirme que cette mutation sur
GyrB n’a aucune conséquence fonctionnelle. En revanche, la sensibilité aux FQ du double
mutant GyrB_D487E-AK488/GyrA_D87G_Fno2 est partiellement restaurée par
complémentation avec la sous-unité GyrB native ce qui suggeére un role indirect de cette
mutation de GyrB dans la résistance aux FQ.

Ces travaux ont permis de souligner I’'importance des mutations GyrB dans la résistance
aux FQ des souches Francisella. Ces résultats sont cohérents avec le modele de Mustaev et
al. sur Mycobacterium smegmatis qui propose un réle alternatif des résidus E466 ou K447 de
GyrB dans la stabilisation du complexe FQ-enzyme-ADN, dont on sait qu’il est maintenu par
les liaisons H,0-Mg?* formées avec les résidus 83 et 87 de GyrA (161). Trés concrétement,
cela pourrait ouvrir la voie au développement de nouvelles molécules inhibitrices dont le
positionnement dans la QBP serait différent de celui des FQ dont on dispose actuellement.
Dans cette perspective, des expériences preliminaires ont été réalisées au laboratoire afin de
tenter de résoudre la structure du complexe DNA-gyrase de F. novicida. Les premiers résultats
sont treés encourageants car le complexe soluble a été purifié mais les tests de cristallisation
n’ont pas ét€ poursuivis pour le moment.

Une conclusion majeure qui ressort de ce travail est que, clairement, les mutations de GyrA

et de GyrB ne rendent pas compte a elles seules de la résistance aux FQ. Ainsi, nous avons
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montré que la délétion de GyrA observée chez le mutant résistant Fno3 n’avait pas d’effet sur
la sensibilité aux FQ. En outre, les valeurs de CMI continuent d’augmenter apres apparition
des mutations sur ces deux cibles. Ces données suggérent que d’autres mécanismes sont
impliqués. Le séquengage et I’analyse du génome des mutants terminaux résistants aux FQ a
permis de mettre en évidence d’autres mutations pouvant étre lies a la résistance (données
non publiées). Leur analyse a servi de support a la suite de mon travail de Theése qui est

développée dans le prochain paragraphe.
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PUBLICATION N°2

THE FUPA LIPOPROTEIN OF FRANCISELLA TULARENSIS PLAYS A MAJOR ROLE
IN FLUOROQUINOLONE RESISTANCE THROUGH REGULATION OF VESICLE
SECRETION AND BIOFILM FORMATION

Les résultats décrits précédemment suggerent 1’existence de mécanismes de résistances aux
FQ additionnels, indépendants des mutations sur GyrA et GyrB. Le séquengage des génomes
des isolats intermédiaires et finaux a été réalisé sur toutes les lignées de Francisella engagées
dans le protocole d’évolution expérimentale et ayant acquis un fort degré de résistance aux
FQ (données non publiées). Plus spécifiqguement, et de maniére remarquable dans le cas des
souches resistantes de F. tularensis LVS, nous avons observé que I’exposition aux
antibiotiques induisait des mutations non-sens au niveau du géne fupA/B dans 70% des
souches. L’apparition de ces mutations, qui sont précédées par les mutations sur I’ADN
gyrase, est accompagnée d'une augmentation modérée mais significative de la CMI des FQ.
Cette observation nous a conduits a formuler I’hypothése d’un role de FupA/B dans la
résistance aux FQ. Des travaux publiés par une équipe américaine en 2016 (120), alors que
nous avions amorcé ce projet, nous ont confortés dans cette approche. En appliquant des
méthodes de séquencage de nouvelle génération par microarrays et a haut débit sur des
mutants LVS résistants aux FQ développés in vitro, des résultats comparables aux nétres ont
été obtenus. Ainsi, et outre les mutations sur gyrA (FTL_0533), Jaing et al. ont observé que 7
des 11 isolats résistants a la ciprofloxacine présentaient au moins un polymorphisme
nucléotidique simple sur le géne FTL_0439 codant la protéine FupA/B. Avant de détailler la
maniere dont nous avons abordé la problématique, je vais exposer brievement ce qui était

connu de FupA/B au moment ou nous avons commencé ce travail.
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La protéine FupA/B (Fer Utilisation Protein) de la souche LVS est une protéine hybride
qui correspond aux protéines FUpA et FupB présentes chez les isolats cliniques de F.
tularensis de Type A ou B ainsi que chez F. novicida et F. philomiragia (Figure 16).

5/ fupA/B 3/

— Génome LVS
5’ //// //’// 3’ 5’ \\\\\ \\\\ 3’ )
IR [N Génomes

fupA fupB Francisella tularensis (Type A et B)
Francisella novicida
Francisella philomiragia

Figure 16. Représentation schématique du géne fupA/B de la souche LVS

Lors du séquencage du génome de la souche Francisella tularensis subsp tularensis SCHU
S4 (premier génome de Francisella séquence), les genes FTT_0918 (FupA) et FTT_0919
(FupB) ont été annotés comme codant des protéines membranaires de fonction inconnue et
exclusives au genre Francisella (10). C’est I’analyse d’un mutant spontanné de SCHU S4 de
virulence atténuee, isolé en Suéde (FSC043), qui a permis de mettre en évidence pour la
premiere fois la fusion FupA-FupB (162). Cette observation a motivé 1’étude phénotypique
de mutants de délétion afin de caractériser le role de ces génes dans la virulence bactérienne.
Ainsi, la construction du mutant de délétion SCHU S4-AfupA a permis de démontrer que ce
géne était associé a la virulence de Francisella, contrairement a fupB (162). En paralléle, les
travaux de Nallaparaju et al. ont montré que la protéine FupA de F.novicida était impliquée
dans la virulence in vitro et in vivo (163). En effet, les mutants F. novicida-AfupA sont plus
sensibles aux macrophages actives par I’TFNy et présentent une stabilité membranaire réduite.
Il a aussi été montré que FupA jouait un role dans I’aquisition du fer sidérophore-dépendante
et indépendante, ce qui contribue a sa réplication et renforce son réle dans la virulence. De ce
fait, la protéine a été nommeée FupA pour « Fer Utilization Protein » (164). Plus récemment,
il a été décrit que I'expression de FupA n'était pas sous contréle de la protéine régulatrice de
I'acquisition du fer (Ferric Uptake regulator) Fur et était indépendante de la concentration en
fer, ce qui a conduit les auteurs a formuler I'nypothese que FupA pourrait avoir d'autres

fonctions que le transport du fer (74).
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En ce qui concerne la souche LVS de F. tularensis, la fusion des genes fupA et fupB a été
considérée comme 1’un des facteurs d’atténuation de la virulence de la souche (165). Il a été
démontreé que la protéine hybride homologue, FUpA/B, jouait un réle similaire & celui de FupA
dans l'aquisition du fer ferreux et du fer ferrique lié au sidérophore (166,167). De méme,
FupA/B participe a la croissance intracellulaire et a la virulence de la bactérie chez la souris

infectée.

A notre connaissance aucun lien n’a été rapporté entre FupA, FupB, FupA/B et la résistance
aux antibiotiques. Les observations décrites ci-dessus nous ont toutefois conduit a considérer
le role potentiel de la protéine FupA/B dans la résistance aux FQ & partir du modele
expérimental LVS. Dans ce but, nous avons tout d’abord restauré par complémentation
I’expression de la protéine dans les mutants d’évolution. Nous avons ensuite généré une
souche knock-out (KO) grace a laquelle nous avons confirmé le réle de FupA/B dans la
résistance aux FQ. L’étude phénotypique de ce KO nous a permis de mettre en évidence des

caractéristiques associées a I’acquisition de la résistance.

Ces travaux font I’objet d’un article en préparation.
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Abstract

Francisella tularensis is a Gram-negative bacteria responsible for tularemia, a disease for
which the high prevalence of failures and relapses is a main concern. Directed evolution
experiments carried out in presence of antibiotics revealed that acquisition of fluoroguinolones
(FQ) resistance was not exclusively related to mutations in DNA gyrase genes which are the
first targets of these molecules. Here, using F. tularensis LVS as model, we investigated the
role of FUpA/B (Fer-Utilization Protein), whose possible contribution to FQ resistance was
recently hypothesized. Using trans-complementation/mutagenesis approaches we definitely
connected FUpA/B expression to FQ sensitivity. Furthermore, we showed that the virulent strain
F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4, lacking the homologous FupA protein, exhibited a
lower FQ susceptibility. Importantly, the deletion of this lipoprotein promotes an increased
secretion of outer membrane vesicles (OMVs). Mass spectrometry-based quantitative
proteomic characterization of OMVs from LVS and LVS-AfupA/B strains led to the
identification of 801 proteins among which a subset of 23 proteins exhibiting differential
abundance between both strains and may therefore contribute to the observed increased FQ
susceptibility. Thus, overexpression of RecA could well correlate with the observed tolerance
of the FupA/B deleted strain against bactericidal compounds. We finally demonstrated that
OMVs are structural key elements of F. tularensis LVS biofilms providing protection against
FQ. Taken together, these results showed that mutations targeting FupA/B contribute to
antimicrobial resistance through quantitative and qualitative modulations of OMV biogenesis
and biofilm formation, providing new basis for understanding and fighting against Francisella

antibiotic resistance and/or persistence.
Significance statement

Therapeutic failures and relapses are an important problem in the treatment of tularemia, a

severe disease caused by Francisella tularensis, a class A bioterrorism agent. While mutations
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on DNA gyrases are for long considered as the essential way by which bacteria acquire
resistance against fluoroquinolones (FQ), this work identified a new target used by F. tularensis
LVS strain to cope with FQ stress. Among the phenotypic changes associated with FupA/B
deletion are an increased secretion of OMVs and formation of biofilms that provide bacteria
with better survival opportunities through enhanced resistance toward antibiotic stresses. This
study provides new insights into the mechanisms of F. tularensis resistance against FQ which

could be amenable to new therapeutic strategies.
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Introduction

Francisella tularensis is a Gram-negative, facultative intracellular bacterium responsible for
tularemia, a re-emerging infectious disease. This highly infectious (<10 bacteria), aerosolizable,
and high-mortality rate pathogen naturally resistant to penicillin is classified as a class A
bioterrorism agent by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (Oyston, Sjostedt
et al., 2004). The genus Francisella comprises three species, i.e. F. tularensis, F. novicida, and
F. philomiragia. F. tularensis is further subdivided into subspecies tularensis (Type A) and
holarctica (Type B) which are primarily responsible for human disease, while F. philomiragia
and F. novicida are avirulent in healthy humans. No safe vaccine is available and only a few
antibiotic classes are effective in treating tularemia, including fluoroquinolones (FQ). In the last
two decades, the overuse of these drugs in clinical practice led to an increased prevalence of
highly resistant bacteria of many species (Fabrega, Madurga et al., 2009) including Francisella.
Failures and relapses that are indeed frequently observed in patients suffering from tularemia
pose a serious threat in public health making the development of new antibiotics a priority
(Maurin & Gyuranecz, 2016).

To investigate the acquisition dynamics of drug resistance in Francisella ssp., directed
experimental evolution protocols were applied on sensitive strains exposed to increasing FQ
concentrations (Jaing, McLoughlin et al., 2016, Loveless, Yermakova et al., 2010, Sutera,
Levert et al., 2014). These approaches led to the emergence of high-level resistant mutants and
confirmed that, in Francisella spp as in most Gram negative bacteria (Fabrega et al., 2009), the
DNA gyrase is the primary target of FQ. Through genomic analysis coupled to functional DNA
supercoiling and cleavage assays, we provided evidence that other mechanisms, independent
from GyrA or GyrB mutations, also contribute to FQ resistance in F. novicida (Caspar, Siebert
et al., 2017). Based on a careful analysis of both microarrays and next-generation sequencing

data from isolates that had acquired resistance in vitro upon exposure to increasing antibiotic
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concentrations, a similar conclusion has been drawn with the attenuated F. tularensis subsp.
holarctica live vaccine (LVS) strain (Jaing et al., 2016). Interestingly, and besides gyrA
(FTL_0533) mutations, 7 out the 11 third round ciprofloxacin resistant isolates exhibited at
least one single-nucleotide polymorphism (SNP) in the gene FTL_0439 encoding FupA/B (Fer
Utilization Protein), the most common mutation observed being an Asp substitution at position
417. The hypothesis of a role played by FupA/B in the resistance of F. tularensis LVS against
FQ was reinforced by whole genome sequencing of highly resistant clones obtained in our lab
after 14 selective passages in presence of ciprofloxacin (Sutera et al., 2014) and which also
evidenced a high proportion of mutations on fupA/B. Such mutations arise as second-step events
after gyrase mutations are acquired and are accompanied with a moderate but significant
increase of the FQ minimal inhibitory concentration (MIC). While some amino acid
substitutions have been observed in FupA/B under our experimental conditions, 70% of mutants
analyzed resulted in stop-codon point mutations in the N-terminal region of the protein
(unpublished data).

FupA/B is a 58 kDa protein required for iron acquisition and bacterial virulence in F.
tularensis LVS (Lindgren, Honn et al., 2009, Sen, Meeker et al., 2010). It is encoded by the
fupA/B hybrid gene which results from a recombinational deletion event between adjacent fupA
(FTT_0918) and fupB (FTT_0919) paralogs present in the chromosome of F. tularensis subsp.
holarctica FSC200 and of other close relatives including F. tularensis subsp. tularensis SCHU
S4 (Rohmer, Brittnacher et al., 2006). Together with FTT_0025c¢ (fsIE), FTT_0267 (Francisella
metal and virulence; fmvA) and FTT_0602c (fmvB), fupA and fupB belong to a family of genes
described as unique to Francisella genus (Larsson, Oyston et al., 2005). These genes encode
outer membrane proteins sharing a DUF3573 domain of unknown function but harboring
functional divergences (Table S1, Fig. S1). FsIE was described to be a siderophore receptor that

shares with FupA the remarkable capacity to mediate iron uptake (Ramakrishnan, Meeker et
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al., 2008) and to be a virulence factor (Twine, Bystrom et al., 2005) while FmvB was shown to
be another virulence factor involved in magnesium but not iron acquisition (Wu, Ren et al.,
2016). To date, and despite high degree of sequence homologies within this protein family (Fig.
S1), no functional role has been attributed to FupB and FmvA which were associated neither
with metal acquisition nor with bacterial virulence (Ramakrishnan, Sen et al., 2012, Twine et
al., 2005, Wu et al., 2016). Globally, the precise roles of these DUF3573-containing proteins
for which no structural data is available remain to be clarified. It was thus recently evidenced
that FupA expression is not regulated by the ferric uptake regulator (Fur) protein and is
independent of iron concentration, leading to the assumption that FupA may have alternative
functions besides iron transport (Ramakrishnan, 2017).

FupA/B contains the first 297 amino-terminal residues of FupA and the C-terminal region
of FupB. While a decreased virulence accompanies fupA and fupB gene fusion (Lindgren et al.,
2009, Sen et al., 2010), the chimeric protein retains high-affinity ferrous iron transport ability
(Ramakrishnan & Sen, 2014). Furthermore, unlike FupA from the SCHU S4 strain, FupA/B
can mediate siderophore-dependent ferric iron uptake (Ramakrishnan & Sen, 2014). Whether
the hypothesized link between FupA/B mutations and ciprofloxacin susceptibility (Jaing et al.,
2016) is another specific feature of the fusion protein or whether it is inherited from FupA
or/and FupB ancestors is questionable. In agreement with the latter hypothesis, we observed
that a FQ highly resistant mutant of F. novicida (Fno3) handling a DNA gyrase mutation
without functional defect (GyrA_AE524, AS525) exhibited a nonsense mutation in FTN_0444
(fupA) (Caspar et al., 2017). Moreover fupA was identified by others as one of the seven mutated
genes in a ciprofloxacin-resistant mutant of F. tularensis SCHU S4, besides gyrA and parE
(Chance, Chua et al., 2017).

In this work, we show that FupA/B deletion can be used by Francisella spp. as a new strategy

to cope with FQ stress. First, trans-complementation of F. tularensis LVS deletion mutants
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allowed us to confirm the link between FupA/B and intracellular iron concentration measured
through Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy (ICP-AES) and to
validate the hypothesized relationship between deletion of this protein and FQ susceptibility.
We then demonstrated, using the virulent strain F. tularensis subsp. tularensis SCHU S4, that
fupA deletion contributes to a reduced FQ susceptibility whereas removal of the gene encoding
FupB has no effect. Interestingly, we observed that LVSAfupA/B is more prone to secrete outer
membrane vesicles (OMVs) than the wild-type strain. Mass spectrometry (MS)-based
quantitative proteomic analyses identified a subset of proteins whose abundance in OMVs is
modified between wild-type and AfupA/B LVS strains and which may therefore contribute to
the observed lower FQ susceptibility. Notably, a correlation could be established between the
increased expression of RecA and the observed tolerance of the FupA/B deleted strain against
ciprofloxacin and gentamicin. Finally, phenotypic analysis of the deletion mutant also revealed
that increased OMV secretion is accompanied with enhanced biofilm formation, a process

known to be associated with antibiotic resistance and bacterial persistence.
Results

FupA/B deletion confers FQ resistance to F. tularensis LVS

To investigate the impact of FupA/B deletion on FQ resistance in F. tularensis LVS, we first
complemented resistant mutants. For this, we took advantage of a directed experimental
evolution protocol achieved in our lab and based on sub-culturing of bacteria in the presence of
progressively increasing concentrations of FQ (Sutera et al., 2014). Because FupA/B mutations
arise as a second-step event after gyrase substitutions are acquired, we selected as control the
P2V1 mutant isolated at passage 2 and that exhibits a T83K substitution in GyrA accompanied
by a lower sensitivity (50 times) to ciprofloxacin than wild-type LVS (MIC 1 mg/L vs 0.02
mg/L). The P12V3 mutant, isolated at passage 12, exhibits the same T83K substitution as P2V1

as well as a nucleotide insertion at position 108 of the FTL_0439 gene producing a stop codon
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at position 41 of FupA/B. This mutant which also presents a four amino acids deletion in the
FTL_0594 gene encoding the UDP-glc-4-epimerase is more resistant to ciprofloxacin than
P2V1 (Fig. 1A, right panel). Importantly, complementation of this clone with the wild-type
fupA/B restored not only protein expression (Fig.1A, left panel) but also ciprofloxacin resistance
at a level similar to the P2V1 parental strain while no difference was observed using an empty
plasmid (Fig.1A, right panel). This effect is likely to be specific for FQ since no difference was
observed for the other tested compounds including doxycycline, azitromycine, gentamicine and
linezolide (not shown). To definitely demonstrate that FupA/B deletion contributes to FQ
resistance and exclude a possible role for the UDP-glc-4 epimerase, we generated a FTL_0439
knock-out mutant of F. tularensis LVS (LVSAfupA/B) in a two-step process using the sacB
suicide vector pMP812 (LoVullo, Sherrill et al., 2009b). While the sucrose-resistant colonies
lacking fupA/B had a small-colony phenotype, their growth Kkinetics in liquid modified Mueller
Hinton (MHM) media was comparable to wild-type LVS (Fig.S2A-D). Consistent with the
described role of FupA/B in iron acquisition (Lindgren et al., 2009, Sen et al., 2010),
LVSAfupA/B exhibited a lower iron content than the wild-type strain (44.74 + 5.65 pg/L vs
102.5 £ 12.7 pg/L; n=4; P<0.05), a defect restored by the trans-functional complementation of
fupA/B (183.2 + 1.72 ug/L) (Fig.S2E). As shown in Fig.1B, the deletion of fupA/B in LVS
increased the ciprofloxacin MIC by a factor of 3, while a sensitivity comparable to the wild-
type was restored in the rescue strain. While the ciprofloxacin MIC values of these strains which
are devoid of DNA gyrase mutations are much lower than those of the directed evolution
mutants (Fig. 1A), these results strongly validate the role played by FUupA/B in FQ sensitivity.
In agreement with the observations made with the evolution strains, this effect was found to be
specific for FQ (not shown).

To investigate whether the functional link between FupA/B and FQ resistance was inherited

from FupA and/or FupB or whether this effect was specific to the fusion protein, we compared
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the susceptibility to ciprofloxacin of the highly virulent F. tularensis SCHU S4 to that of
mutants lacking fupA, fupB or both. The obtained results showed that FupA but not FupB
deletion is accompanied with an increased FQ resistance in F. tularensis SCHU S4 (Fig.1C).
Remarkably, and consistent with the relationships between FupA expression and the phenotypic
FQ sensitivity, the SCHU S4 mutant harboring the double deletion AfupA/AfupB exhibited a
susceptibility profile similar to those of SCHU S4AfupA.

F. tularensis LVS lacking FupA/B produce more OMVs

Bioinformatic analysis of FupA/B paralogs (Table S1, Fig.S1) showed that FupA and FupA/B
share a lipoprotein signature at their N-terminus end (residue C18) (Huntley, Conley et al.,
2007). Ensuring envelope stability of Gram-negative bacteria is one of the functional
assignments of lipoproteins (Wilson & Bernstein, 2016). Thus, deletion of FupA/B may induce
outer membrane destabilization, an hypothesis supported by experiments in F. novicida
showing the presence of a greater abundance of proteins in the supernatant of a AfupA
(FTN_0444) strain compared to that of the wild-type strain U112 (Nallaparaju, Yu et al., 2011).
In agreement with these observations made for F. novicida, our comparative proteomic analysis
of LVS and LVSAfupA/B secretomes revealed a strong enrichment of numerous proteins in
LVSAfupA/B supernatant. Despite the absence of bacterial lysis assessed by LDH release
measurement, the identified proteins included a large and unexpected proportion of cytosolic
candidates (not shown). In several Gram-negative bacteria the deletion of lipoproteins was also
found to promote OMYV biogenesis (Schwechheimer & Kuehn, 2015). This point, together with
our preliminary proteomic results and the increased number of surface protrusions observed on
LVS lacking fmvB which belongs to the same gene family than fupA (Wu et al., 2016) (Table
S1), prompted us to explore the influence of FupA/B deletion on OMV production. We thus
purified OMVs from the different LVS strains grown either in the mid-exponential or stationary

phase and compared counting and sizing using a Nanoparticle Tracking instrument (Movie S1).
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Results obtained show that fupA/B deletion induces an approximately 5-fold increase in number
of OMVs at the stationary phase, this hypervesiculating phenotype being restrained by
complementation with FupA/B (Fig.2A). The OMV size distribution between the strains is in
the same diameter range of around 220 nm (Fig.2B), a characteristic confirmed by dynamic
light scattering (DLS) which estimates an hydrodynamic diameter of 250.9 + 2.96 and 249.9 +
2.79 nm for LVS and LVSAfupA/B OMVs respectively (mean + SEM; N=20 ; P>0.05).
Immunostaining of the whole bacterial lysates and OMVs with anti-LPS antibody showed
similar ladder-like patterns for LVS, LVSAfupA/B as well as for the fupA/B complemented
strain (Fig.2C, left and middle panels). Of note, LPS profiles from bacteria and OMVs were
quite similar. Interestingly, protein patterns of OMVs from wild-type LVS and AfupA/B mutant
were shown to be similar as revealed by silver-stained SDS-PAGE (Fig.2C, right panel).
OMV proteomes from wild-type F. tularensis LVS and AfupA/B mutant are slightly
different

In order to finely characterize the proteome content of OMVs from wild-type F. tularensis LVS
and its AfupA/B mutant, we undertook a MS-based quantitative proteomic analysis. For this, the
proteins from 3 biological replicates of OMVs from both conditions were extracted and digested
with trypsin before analysis of the resulting peptides by nanoliquid chromatography coupled to
tandem MS. Informatics and statistical filtering allowed us to identify with high confidence 801
different proteins quantified in at least 3 biological replicates of one condition (Table S2). A
majority of these 801 proteins were already identified in published proteomic characterizations
of membrane fractions prepared from F. tularensis LVS strain (Chandler, Sutherland et al.,
2015, Post, Slutter et al., 2017). Interestingly, we identified the FtlA lipase recently shown to
be a component of F. tularensis LVS OMVs (Chen, Cui et al., 2017), as well as 13 proteins
encoded from the pathogenicity island. The use of LipoP (Juncker, Willenbrock et al., 2003)

allowed us to predict lipoprotein signal peptides for 53 of the identified proteins. As expected,
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comparing localization prediction inferred by PSORTb (Yu, Wagner et al., 2010) of the total
predicted LV'S proteome with our repertoire of 801 OMV proteins indicated that OMYV fraction
is enriched with proteins predicted to be localized in the outer membrane, periplasm, cytoplasm,
or exhibiting multiple localizations (Fig. 3A). The crossing of intensity-based absolute
quantification (iBAQ) with localization prediction for each identified protein demonstrated that
the most represented categories in the OMV fraction were of outer membrane, cytoplasm and
unknown localization, regardless of whether OMVs were prepared from wild-type F. tularensis
LVS or AfupA/B mutant (Fig. 3B). However, a thorough quantitative comparison of the
proteomes of OMVs purified from both strains revealed 23 proteins with statistically
differential abundance (Fig. 3C, Table S2). Among them, FupA/B was the only protein to be
found enriched in OMVs purified from wild-type F. tularensis LVS. Interestingly, this group
of 23 proteins was found to be statistically enriched in predicted lipoproteins (Fisher’s exact
test p-value < 0.02).

Strikingly, among the 22 proteins found to be enriched in OMVs purified from the AfupA/B
mutant, FTL_1836, a member of FupA/FupB protein family (Table 1), was one of the highly
overexpressed protein. Deletion of fupA/B also led to an increased presence in vesicles of a
protein functionally related to iron acquisition as being involved in the synthesis of the
LucA/lucC siderophore family (FTL_1832). The LVSAfupA/B OMVs were also characterized
by a higher amount of proteins playing a role in bacterial replication (FTL_1025; FTL_ 1407
; FTL_1842 ; FTL_1850; FTL_1931) and in the metabolism of glycerolipids (FTL_1644),
carbohydrates (FTL_1591 ; FTL_1899) or that of cofactors and vitamins (FTL_1274).
Interestingly, some of the identified candidates are possibly related to antibiotic resistance such
as RecA (FTL_0012). Other proteins that could be classified into the so-called intrinsic
resistome are membrane transport proteins that might potentially contribute to the permeability

of drugs into cells and including the Bcr/CflA drug resistance efflux transporter (FTL_1835),
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the ABC transporter ATP-binding protein (FTL_0146) and the outer membrane protein
assembly factor BamB (FTL_1724). Upregulated targets also include the FTL_0449-encoded
protein which belongs to the MerR family of bacterial transcription regulators that mediate
responses to environmental stress including exposure to heavy metals, antibiotics, or oxygen
radicals (Brown, Stoyanov et al., 2003).

To check whether the observed upregulations result solely from a selective packing of proteins
that could take place during OMV biogenesis (Bonnington & Kuehn, 2014, Haurat, Aduse-
Opoku et al., 2011) or could reflect a differential expression of the selected genes in wild-type
and mutant strains, we undertook quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) analyses.
Globally, our results showed a good correlation between protein enrichment in OMVs and over-
expression of the corresponding gene, suggesting that differences in OMV content between
wild-type LVS and AfupA/B strains are probably linked to differences in selected gene
expression (Table 1).

FupA/B deletion confers tolerance of F. tularensis to FQ

Among LVSAfupA/B upregulated targets is RecA, a key activator of the widespread SOS
response allowing bacteria to counteract DNA damage and thus promoting their survival to FQ
exposure (Baharoglu & Mazel, 2014, Dorr, Lewis et al., 2009). This observation led us to
investigate whether the FUpA/B deletion contributes to FQ tolerance in Francisella. For this,
we first determined the minimal bactericidal concentration (MBC)/MIC ratio which were found
to be of 66 vs 8.3 for LVSAfupA/B and the wild-type strain, respectively (n=3). Thus, and
according to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines which defines
tolerance as a MBC/MIC ratio >32, LVSAfupA/B exhibits a tolerant phenotype (Barry, 1999).
This result was confirmed through the estimation of the MDKgg (Minimum Duration for Killing
99% of the population), a new measure of tolerance recently proposed (Brauner, Fridman et al.,

2016, Brauner, Shoresh et al., 2017). As illustrated Fig.4A, when bacteria were exposed to 25x
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the ciprofloxacin MIC, the delay required to reach 99% killing was substantially higher for
LVSAfupA/B than for the wild-type strain. Such an increased survival of the FupA/B deleted
strain was also observed with gentamicin (Fig.4B) while exposure of bacteria to 25x the
doxycycline MIC failed to induce 99% killing under the same time period (Fig.4C).

F. tularensis lacking FUpA/B produces more biofilm

Among the many roles attributed to OMVs, their ability to promote bacterial resistance to
antibiotics is of particular interest in the context of this work (Schwechheimer & Kuehn, 2015).
OMVs can indeed exert this effect by acting as decoy targets for these compounds, by ensuring
the transfer of antibiotic-resistance genes or of enzymes with ability to degrade antibiotics, by
mediating the export of the drugs and by participating to biofilm formation (Medvedeva,
Baranova et al., 2014, Schwechheimer & Kuehn, 2015). Several arguments, e.g., the presence
of genomic DNA onto the outer surface of F. novicida OMVs (Pierson, Matrakas et al., 2011),
support a possible structural role for such vesicles in the formation of Francisella biofilms that
was described as a key mechanism for bacterial survival and persistence within the environment
(van Hoek, 2013). Accordingly, results obtained here demonstrate that the biofilm formation is
significantly increased when fupA/B is lacking, an effect observed with the genetically modified
strain LVSAfupA/B (Fig.5A) as well as with the isolates P12V3 derived from the directed
evolution experiment (Fig.S3). Importantly, we also noticed a significant enhancement of
biofilm production when the LVSAfupA/B cell suspension was supplemented with purified
vesicles (Fig.5B).

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) analysis of bacteria gently collected at the air-
buffer interface after a 48 h incubation without shaking at 37°C showed that, in contrast to LVS,
LVSAfupA/B was embedded into an extracellular polymeric substance (EPS) (Fig.5C-E). The
size of OMVs which is in the order of 200 nm is close to resolution limit of the confocal

microscope, making their observation tricky, whereas some particles seem to be distinguished
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within the biofilm matrix (Fig.5E, arrows). The production of EPS was further confirmed by
specific staining. Interestingly, and besides the presence of a-mannopyranosyl and a-
glucopyranosyl residues in EPS specifically stained with the fluorescent-lectin-concanavalin A,
this analysis evidenced that, when embedded in a three-dimensional matrix, bacteria moves
from a bacillus-coccobacillus planktonic form to a coccus biofilm form with clusters of
bacterial cells (Fig6; Movie S2).

Contribution of biofilm formation on FQ susceptibility

To investigate whether biofilm was contributing to FQ resistance, planktonic and biofilm (72
h) populations of LVSAfupA/B were exposed to increasing concentrations of ciprofloxacin
above the MIC. The survival of bacteria was then determined by both the resazurin-based
metabolic activity assay and CFU counting. Using the broth dilution method and following the
CLSI recommendations (Barry, 1999), the ciprofloxacin MIC was previously determined to be
0.064 pg/mL for LVSAfupA/B (Fig.1B) and considered as a reference value for such
experiments. To carefully compare the effects of ciprofloxacin on biofilm vs planktonic cells,
the effect of the antibiotic was evaluated in parallel on a bacterial cell suspension normalized
to the CFU detected in a 72h-biofilm (0.6 to 0.8 x10° bacteria) and the antibiotic effect was
monitored by metabolic activity measurement. Under these conditions, following 24h
incubation with 0.064 ng/mL of ciprofloxacin (MIC x1), the planktonic bacteria display a small
but significant (P<0.05) decrease of metabolic activity (Fig. 7A) accompanied with a cell
replication decay (Fig.7B). In biofilm conditions, LVSAfupA/B was found much less vulnerable
to ciprofloxacin, the metabolic activity being altered starting from 10x the ciprofloxacin MIC
(Fig.7C). Interestingly, viable and metabolically active bacteria colonizing biofilm lost

culturability on gelose-enriched plates (Fig.7D).

108



335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

DISCUSSION

In this work we demonstrated that deletion of the hybrid gene fupA/B results in an lower FQ
susceptibility of the F. tularensis LVS strain (Type B) and we characterized the related
phenotypic changes responsible for such an antibiotic resistance also observed following fupA
but not fupB deletion in the highly virulent SCHU S4 strain (Type A). While the role of the
lipoproteins FupA and FupA/B in iron acquisition and bacterial virulence is established since
long (Lindgren et al., 2009, Sen et al., 2010), these results provide the first evidence of their
relationship with FQ resistance. The time-Kkill curves of FQ susceptibility generated in this study
clearly demonstrated that LVSAfupA/B are FQ-tolerant bacteria as compared to the wild-type
strain. More strikingly, such an approach unveiled that LVSAfupA/B also exhibits an increased
survival under treatment with the bactericidal antibiotic gentamicin. In contrast, no difference
was observed doxycycline, a result in agreement with the fact that tolerance applies only to
bactericidal and not to bacteriostatic compounds (Brauner et al., 2016). The MDK metric used
here thus allowed to highlight a tolerance phenotype previously overlooked due to comparable
CMI level. Such a phenotype may well contribute to relapses and failures observed after
tularemia treatment completion in infected patients. As a consequence, and as previously
proposed (Brauner et al., 2017), this method should be used as standards for the in vitro
characterization of antibiotics sensitivity which ultimately may lead to more appropriate
treatments for recalcitrant infections.

Our results pointed out that the deletion of fupA/B results in a hypervesiculating phenotype in
Francisella LVS. The formation of OMV has been described as a physiological response of
several Gram-negative bacteria exposed to antibiotics (Schwechheimer & Kuehn, 2015).
Furthermore, and while the precise molecular mechanisms involved are still to be elucidated,
these vesicles are now considered as playing a crucial role in protecting bacteria against

antibiotics (Chattopadhyay & Jaganandham, 2015). In line with what we observed for FQ
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resistance in F. tularensis, a higher amount of produced OMVs was reported for a
ciprofloxacin-resistant mutant of the mycoplasma Acholeplasma laidlawii (Medvedeva et al.,
2014). The capacity of several Francisella strains, including F. tularensis LVS and SCHU S4,
to produce OMVs was previously described (Brudal, Lampe et al., 2015, Chen et al., 2017,
McCaig, Koller et al., 2013, Pierson et al., 2011, Sampath, McCaig et al., 2017), but the
regulation of their biogenesis and secretion is still poorly documented. Since lipoproteins are
known to play critical roles in biogenesis and stabilization of OM (Wilson & Bernstein, 2016),
we hypothesized that removal of the FupA/B lipoprotein could directly promote OMV over-
production. Three main mechanisms can trigger an increase of OMV budding: a reduced
lipoprotein-dependent cross-linking between the OM and the underlying peptidoglycan layer,
the accumulation of peptidoglycan exerting a turgor pressure on the OM, and the enrichment
of OM with phospholipids or LPS (Jan, 2017). Several pieces of evidence obtained here suggest
that the increased OMV secretion observed in LVSAfupA/B results from a reduced envelope
cross-linking. First, the electrophoretic pattern of LPS of the different strains was found
unchanged, meaning that the increased secretion of OMVs is not induced by LPS remodeling.
Moreover, homogeneity of vesicle size indicates that the bacterial phospholipid composition
which could affect the curvature is preserved whether FUpA/B is expressed or not. Finally, our
analyses also revealed that whole cells and OMVs display similar LPS profiles, confirming the
OM origin of vesicles. Another recently proposed mechanism of OMV biogenesis involves the
ferric uptake regulator (Fur)-dependent downregulation of a lipid transport system under iron
limitation conditions (Roier, Zingl et al., 2016). While several combinatorial effects between
iron and antibiotics have been described, an impressive heterogeneity in published results has
been pointed out (Ezraty & Barras, 2016). Whether the lower intracellular iron concentration
detected in LVSAfupA/B modulates in some way the FQ resistance cannot be formerly

excluded. Of note is that the enhanced antibiotic resistance observed with iron-deficient bacteria
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is often associated with a growth defect that does not occur upon deletion of fupA/B which is
not under Fur-regulation.

OMVs are multifaceted particles whose composition depends on the regulation of their
biogenesis and which trigger either offensive or defensive functions aimed to protect bacteria
against various environmental stress (Schwechheimer & Kuehn, 2015). The analysis of the
proteomes of OMVs purified from F. philomiragia (Pierson et al., 2011), F. novicida (McCaig
et al., 2013, Pierson et al., 2011) and F. tularensis SCHU S4 (Sampath et al., 2017) allowed to
identify 100 to 400 different proteins. One of the common features that emerged from these
analysis is the high proportion of virulence factors and OM proteins, such as the highly
antigenic FopA, that make OMVs promising candidates for the development of protein-based
vaccines, an hypothesis strengthened by their capacity to reduce the severity of Francisella
infection in both mouse (McCaig et al., 2013, Pierson et al., 2011) and zebrafish (Brudal et al.,
2015) infection models. The proteomic analysis presented here provides a unique repertoire of
801 proteins identified in the OMVs purified from F. tularensis LVS. In line with the vesicle
biogenesis process (Schwechheimer & Kuehn, 2015), and as discussed above, many of the
OMV-enriched proteins are OM and periplasmic proteins.

The thorough quantitative comparison of the protein content of OMVs from wild-type LVS
and LV SAfupA/B strains grown under similar conditions and in absence of antibiotic challenge
revealed a subset of differentially expressed proteins. With a few exceptions, and as assessed
by gRT-PCR, the differentially expressed targets are in striking qualitative agreement with the
differential abundance of the corresponding bacterial mMRNAs. Thus, and as observed for LPS,
the protein content of OMVs collected from bacteria grown at the stationary phase under
shaking is likely to reflect the underlying bacterial cell composition rather than resulting from
a selective sorting of cargo proteins (Bonnington & Kuehn, 2014). Interestingly, we observed

that the majority of changes arising from the fupA/B deletion was associated with upregulation
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of proteins involved in bacterial metabolism. It is now acknowledged that the metabolic
alterations arising from antibiotic resistance are not necessarily conferring a reduced bacterial
fitness but can also trigger a gain of fitness in such a way that, in the absence of antibiotics,
resistant populations are not outcompeted by susceptible ones (Martinez & Rojo, 2011). The
need to increase pathogen survival when FupA/B is lacking is consistent with its role in iron
acquisition (Lindgren et al., 2009, Sen et al., 2010). On its own, a reduced level of this
nutritional element represents a main perturbation that most probably contributes to a reduction
of LVSAfupA/B fitness that could be compensated by such a metabolic adaptation. Another
strategy displayed by this mutant and relevant for iron uptake is the overexpression of the
siderophore biosynthesis protein encoded by FTL 1832 that presents some homologies with
the cytosolic legiobactin A endowed for the capacity to stimulate the growth of iron-starved
Legionellae (Allard, Viswanathan et al., 2006). Otherwise we showed that the fupA/B deletion
in F. tularensis LVS is also accompanied by an increased expression of RecA. By promoting
the autocatalytic cleavage of the LexA repressor, this protein is a central actor of the SOS-
response to DNA damage that could indirectly confer a phenotypic resistance and help bacteria
to survive antibiotic aggression (Baharoglu & Mazel, 2014). In agreement with this hypothesis,
we highlighted that LVSAfupA/B was more tolerant to the wild-type strain against both
ciprofloxacin and gentamicin.

Beyond the qualitative changes of the OMV composition that may reflect bacterial
adaptation to face antibiotic stress, we also demonstrated a quantitative modulation of their
production rate that could play a major role on FQ resistance by providing a structural support
for biofilm formation. Although previously suggested (van Hoek, 2013), this work reports the
first experimental evidence for of the role played by OMVs in the biofilm formation in
Francisella ssp. Through an accurate comparative analysis of the survival of planktonic and

biofilm LVSAfupA/B exposed to FQ, we established a clear relationship between the biofilm
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growth mode and a lower FQ susceptibility. While biofilm bacteria from various species were
described as endowed with a greater capacity to resist to antibiotics than their planktonic
counterparts, such a contribution to drug resistance was never examined before for Francisella
ssp. Interestingly, and while still metabolically active, we observed that biofilm-embedded
LVSAfupA/B cells presented a growth defect and were likely to acquire a viable but non
culturable (VBNC) state as described for Staphylococcus aureus (Pasquaroli, Zandri et al.,
2013). We also noticed that LVSAfupA/B cells present within biofilms undergo morphological
changes, moving from a bacillus to a rounded shape, a phenomenon that may be related to a
survival mode.

The issue of antibiotic tolerance is complex and the resistance of F. tularensis against FQ is
definitely not the sole consequence of DNA gyrase mutations (Caspar et al., 2017, Jaing et al.,
2016). The work presented in this paper highlighted a new pathway based on FupA/B alteration
through which FQ could drive the emergence of drug resistance. Data gathered here shed light
on the tolerance phenotype of LVSAfupA/B, the increased MIC of biofilm bacteria as well as
on their VBNC state, thus providing new basis for more comprehensive studies in relation to
antibiotic challenge. The antibiotic tolerance/resistance is undoubtedly a multifactorial event
and we believe that these mechanisms contribute to treatment failures and to the development
of persister cells responsible for relapse events in vivo.

Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions.

F. tularensis subsp holarctica LVS (NCTC 10857) and F. tularensis subsp tularensis SCHU
S4 were used as parental strains. LV'S strains were grown on Polyvitex-enriched chocolate agar
(PVX-CHA) plates (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) and SCHU S4 on Modified Mueller-

Hinton (MMH) agar plates incubated at 37°C in a 5% COz-enriched atmosphere for 48-72 h.
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Liquid cultures were carried out at 37°C in different media, as indicated. All experiments were
conducted in a biosafety level 3 laboratory.

Production of anti-FupA antibody

All the primers used for cloning and sequencing are listed in Table S3. The N-terminus end of
fupA/B (pb 4 to 528) was amplified from the genomic DNA of F. tularensis LVS using the
gene-specific primers p1/p2 and the High-Fidelity PCR master mix (Phusion, Finnzymes). The
resulting PCR product was cloned into the pDEST-17 vector with a 6xHis N-terminal tag
sequence using the Gateway cloning system from Invitrogen and following the manufacturer’s
instructions. (Invitrogen, Carlsbad, CA). The integrity of the construct was confirmed by DNA
sequencing (Eurofins, Ebersberg, Germany).

The E. coli BL21(DE3) strain was used as the host for protein expression. The cells were grown
in Luria broth (LB) supplemented with ampicillin (100pg/ml) to an absorbance of
approximately 0.6 and expression was induced overnight at 16 °C by addition of 0.5 mM
isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG). The cells were pelleted by centrifugation (5,000
X g, 20 min), resuspended in lysis buffer (50 mM Tris pH 8.8, 200 mM NacCl, 10 mM imidazole,
1% CHAPS and Complete Protease Inhibitor® (Roche Diagnostics)), then disrupted by
sonication. After centrifugation (20,000 rpm, 30 min, 4°C) the bacterial lysate was applied onto
a Ni?*-NTA column (Qiagen) for affinity purification. After extensive washings (50 mM Tris
pH 8.8, 200 mM NaCl, 20 mM imidazole) the protein was eluted in presence of 300 mM
imidazole. The eluted fractions were analyzed on 12% SDS-PAGE and Coomassie blue
staining. The fractions containing the purified protein were pooled and concentrated using an
Amicon Ultra centrifugal device with 10-kDa cutoff membrane and further purified by size
exclusion chromatography (SEC) using an ENrich SEC 650 column and the NGC

Chromatography System (Bio-Rad). The purity of the N-ter-FupA/B protein was assessed by
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SDS-PAGE before concentration to 1 mg/ml for rabbit immunization and production of a
polyclonal antibody (Biotem, France).

Construction of the FupA/B complementation plasmid

The pfslA promoter and fupA/B were amplified from LVS genomic DNA using the High-
Fidelity PCR master mix and primer pairs p3/p4 and p5/p6, respectively. PCR primers were
engineered to introduce a BspEl restriction site in the 3’ region of pfsIA and in the 5” region of
fupA/B allowing to generate the fusion. After purification (QlAquick PCR purification Kit,
Qiagen) both PCR products were digested with BspEl and ligated with T4 DNA ligase. The
fused 1,979 bp construct was then amplified with the primers p3 and p6 which also contain
BamHI and EcoRl restriction sites, respectively.

Digested amplicon was cloned into the replicative plasmid pMP828 (LoVullo et al., 2009b)
digested by the same restriction enzymes. The resulting FupA/B complementation plasmid
designed pMP828-fupA/B was verified by sequencing. It was introduced by electroporation into
LVS strains and selected on media containing kanamycin. Complementation was confirmed by
PCR on purified DNA and by western-blot with the anti-FupA antibody on whole bacterial
extracts.

Construction of a FTL_0439 knock-out strain

LVSAFTL 0439 (LVSAfupA/B) was produced by a two-step process and using the suicide
plasmid pMP812 as previously described (Gesbert, Ramond et al., 2014, LoVullo, Molins-
Schneekloth et al., 2009a). Briefly, the recombinant plasmid pMP812-AfupA/B was obtained
by overlap PCR. A 829 bp 5’ flanking region and a 421 bp intragenic region of fupA/B were
amplified from LVS genomic DNA and using primers p7/p8 and p9/p10, respectively. Primers
p8 and p9 have an overlapping sequence of 13 nucleotides resulting in deletion of the fupA/B
coding sequence from nucleotides 1 to 1,232 after cross-over PCR with primers p7 and p10

containing specific sequences of restriction sites Notl and BamHI to limit the fusion. The final
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1,261 bp PCR product was digested by Notl and BamHI and cloned into the digested pMP812
to generate pMP812-AfupA/B. This suicide plasmid was introduced into F. tularensis LVS
strain by electroporation and recombinant cells which have integrated the plasmid into their
genomes, were selected on PVX-CHA plates supplemented with kanamycin (10 pg/ml).
Plasmid integration was checked on isolated colonies using primers located on the pMP812 and
either downstream or upstream the integration region (primer pairs p11/p12, p13/p14). Positives
clones were then grown in liquid medium without selection to allow the second recombination
to occur and were plated on PV X-CHA plates supplemented 5% (w/v) sucrose. Colonies were
analyzed for FTL_0439 deletion with primers pl11/pl4. The gene deletion was confirmed
through PCR and sequence analysis.

Iron measurement

Intracellular iron concentration was measured on stationary phase bacteria grown in MMH not
supplemented with iron over 15h into a shaking incubator (200 rpm at 37 °C). Briefly, the cells
have been washed several time with PBS-EDTA 10 mM before hydrolysis with HNO3 at 65%
overnight at 95°C and measurements were performed ICP-AES (Shimadzu ICP 9000 with Mini
plasma Torch in axial reading mode) as previously described (Perard, Coves et al., 2016) and
using Ytterbium as an internal standard to prevent calibration drift and fluidic perturbation. The
results obtained were expressed in pg/L.

Minimal Inhibitory Concentration Measurement (MIC)

For the F. tularensis LVS strains, the MICs were determined using a broth micro dilution
method recommended by the CLSI, as previously described (Sutera et al., 2014). To maintain
the plasmids into the evolution strains and LV SAfupA/B transformed with pMP818 or pMP828-
fupA/B, kanamycin (10 pg/ml) was added to the Mueller-Hinton broth supplemented with 2%
PolyViteX® (MH-PVX) (bioMérieux, Marcy L'Etoile, France). One row of a 96-well microtiter

plate was filled with 75 pL of two-fold serial dilutions of ciprofloxacin in MH-PVX medium,
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to obtain final FQ concentrations ranging from 0.125 to 32 ug/mL for the evolution mutants
and from 0.001 to 0.5 pg/ml for the other strains. A bacterial inoculum (75 pL per well, 5 x 10°
CFU/mL of final inoculum) was then added to each well. Antibiotic free cultures were used as
a positive control and MH-PVX medium served as a negative control. Microplates were
incubated at 37°C in a 5% CO; atmosphere. The MICs were read after 48 h culture incubation.
MICs corresponded to the minimum ciprofloxacin concentration that allowed complete
inhibition of visual growth of bacteria. Experiments were conducted at least thrice in triplicate.
The F. tularensis SCHU S4, SCHU S4AfupA, SCHU S4AfupB and SCHU S4AfupAAfupB
strains were exposed to a two-fold serial dilutions of ciprofloxacin in Chamberlain's medium
in a range from 0.016 to 0.5 pg/mL. The ODgoonm Of the inoculum was 0.02. The MICs were
read after 72 h and corresponded to the minimum ciprofloxacin concentration where the
ODsoonm from triplicate cultures did not significantly exceed 0.02 (P > 0.05). Otherwise the MIC
assay of ciprofloxacin for the SCHU S4 strain and mutants was determined essentially as
described for the LVS strain and mutants.

Tolerance measurement

The tolerance was first determined by the MBC/MIC ratio measured from the 96-well plates
used for the MIC determination. Briefly, supernatants were aspirated from wells where no
visible bacterial growth was observed and collected samples were diluted before plating onto
PVX-CHA plates and incubated at 37°C.

The tolerance was also evaluated using the method based on MDK metric (Brauner et al., 2016,
Brauner et al., 2017) as follows. Bacterial cultures were grown in 10 ml of MMH at 37°C under
shaking to ODgoonm 0.5 and were challenged with 25 times the MIC of ciprofloxacin (1.6 pg/ml),
gentamicin (6.25 pg/ml) or doxycycline (6.25 pg/ml) for 6h at 37°C under shaking. Every hour,

50 pl of culture were collected and 10-fold serial dilutions were performed in PBS before
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plating onto PVX-CHA plates. The number of tolerant cells was assessed through CFU
counting and data were expressed as a percent of CFU relative to untreated bacteria.
Western-blot analysis of FUpA/B expression

Bacteria pellets resuspended Laemmli loading buffer supplemented with NP-40 (1% final
concentration) were subjected to 12% polyacrylamide SDS-PAGE before transfer on
nitrocellulose membrane (Trans-Blot Turbo, Biorad). Western-blot analysis was performed
using a polyclonal antibody to FupA/B (1:40,000) and a rabbit secondary antibody coupled to
peroxidase (1:10,000 ; Jackson ImmunoResearch, Baltimore, PA, USA). The mouse anti-
Francisella-1gIC (1:2000 ; bei Ressources, Manassas, VA, USA) coupled to the peroxidase-
conjugated anti-mouse (1:10,000 ; Jackson ImmunoResearch, Baltimore, PA, USA) was used
as positive control. Detection was carried out with enhanced chemiluminescence (Clarity™
Western ECL, Biorad®) signal was acquired using the Biorad Chemidoc XRS + System.
Western-blot analysis of LPS expression

Expression of LPS was performed as described above starting from bacterial lysates or OMVs
quantitatively normalized and separated on 4-20% gradient SDS-PAGE gel (Biorad). The
polyclonal rabbit anti-F. tularensis LVS Lipopolysaccharide (LPS) from Kerafast (Kerafast,
Inc., Boston, MA, USA) was diluted 1:10,000 and the rabbit secondary antibody-HRP at
1:10,000.

Isolation and quantification of OMVs

Bacterial cultures were grown in MMH at 37°C under shaking to late logarithmic (ODeoonm 0.8)
or stationary (ODeoomm 2) growth phase. After addition of azide (0.01% w/v), bacteria were
pelleted by centrifugation (7,000 x g, 10 min) and the supernatants passed through a 0.22-um
filter unit to remove intact cells. In preliminary experiments, recovered supernatants were plated
on PVX-CHA plates to ensure sterility. The pelleted OMVs collected by ultracentrifugation

(Sorvall Ultracentrifuge; 100,000 x g, 2 h) were resuspended in PBS for washing. The
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ultracentrifugation step was repeated and the freshly resuspended OMVs were used for direct
quantification (Nanosight, Malvern Instrument) as well as for SDS-PAGE analysis. The protein
concentration of the different batches of purified OMVs evaluated by Bradford assay was
ranging from 32 to 45 pg/ml.

Dynamic Light Scattering

Dynamic Light Scattering (DLS) (WYyatt instrument) was used to measure size, size distribution
and polydispersity of purified OMV particles in solution. Calibration was achieved using 50
nm and 100 nm latex beads (Malvern). Each sample was analyzed twice, each measure being
repeated 10 times and data merged to estimate the hydrodynamic radius of OMV particles. For
all samples analyzed the polydispersity index was below 0.16.

Mass spectrometry-based quantitative proteomic analyses

OMV proteins were stacked in the top of a SDS-PAGE gel (4-12% NuPAGE, Life
Technologies) and stained with Coomassie blue R-250 before in-gel digestion using modified
trypsin (Promega, sequencing grade) as previously described (Casabona, Vandenbrouck et al.,
2013). Resulting peptides were analyzed by online nanoliquid chromatography coupled to
tandem MS (UltiMate 3000 and LTQ-Orbitrap Velos Pro, Thermo Scientific). Peptides were
sampled on a 300 pm x 5 mm PepMap C18 precolumn and separated on a 75 um x 250 mm
C18 column (PepMap, Thermo Scientific) using a 120-min gradient. MS and MS/MS data were
acquired using Xcalibur (Thermo Scientific). Peptides and proteins were identified and
quantified using MaxQuant (version 1.5.8.3, (Cox & Mann, 2008) using F. tularensis subsp.
holarctica LVS database from MicroScope (Medigue, Calteau et al., 2017) and the frequently
observed contaminant database embedded in MaxQuant. Trypsin was chosen as the enzyme
and 2 missed cleavages were allowed. Peptide modifications allowed during the search were:
carbamidomethylation (C, fixed), acetyl (Protein N-ter, variable) and oxidation (M, variable).

Minimum peptide length was set to 7 amino acids. Minimum number of peptides and razor +
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unique peptides were set to 1. Maximum false discovery rates - calculated by employing a
reverse database strategy - were set to 0.01 at peptide and protein levels. The mass spectrometry
proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE
(Vizcaino, Csordas et al., 2016) partner repository with the dataset identifier PXD010305.
Statistical analysis were performed using ProStaR (Wieczorek, Combes et al., 2017). Proteins
identified in the reverse and contaminant databases, proteins only identified by site, proteins
identified with only 1 peptide and proteins exhibiting less than 3 iBAQ values in one condition
were discarded from the list. After log2 transformation, iBAQ values were normalized by
median centering before missing value imputation (replacing missing values by the 1 percentile
value of each column); statistical testing was conducted using limma t-test. Differentially
expressed proteins were sorted out using a log2 (fold change) cut-off of 2 and a p-value cut-off
of 0.01 (FDR inferior to 5% according to the Benjamini-Hochberg method).

Bioinformatics

Subcellular localization of proteins of the F. tularensis subsp. holarctica LVS database were
predicted using PSORTb (version 3.0.2, (Yu et al., 2010)). Prediction of lipoprotein signal
peptides, other signal peptides and N-terminal membrane helices in proteins of the F. tularensis
subsp. holarctica LVS database were performed using LipoP (Juncker et al., 2003). If several
prediction categories (excluding cytoplasmic) were sorted out for the same protein, a delta score
was calculated ; if this delta score was below 5, both predictions were conserved.
Quantitative Real-Time PCR

Gene transcription was determined by quantitative Real-Time (QRT-PCR) from 500 ul bacterial
cultures grown to stationary phase (24h). Total RNA was extracted from bacterial pellets
resupended in RNAprotect Bacteria Reagent (Qiagen, USA) and using the RNeasy Mini Kit
(QIAGEN) following the manufacturer’s instructions. Contaminating genomic DNA was

removed using the Turbo DNA-free™ kit (Ambion) the final RNA concentration and purity
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were measured using a Nanodrop spectrophotometer (Nanodrop Technologies Inc.). After a
reverse transcription step starting from 1 pg of RNA and using the iScript™ Reverse
Transcription Supermix (Biorad), the samples were used as templates for gPCR. For each
extraction, a control reaction without reverse transcriptase ruled out putative genomic DNA
contamination of RNA samples. Quantitative PCR was carried out with StepOnePlus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) in 10 pl reaction volume containing 1 pul of template
and 9 pl of fast SYBR® green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) containing 300 nM
of genes specific primers (Table S4). Relative changes in gene expression between LVS and
LVSAfupA/B were assessed by the delta-delta cycle threshold (Ct) method and with rRNA 16S
as reference gene. All samples and controls were run in duplicate from at least 2 different
batches of cDNA.

Biofilm assay

Biofilm formation was quantified by Crystal violet assay as previously described (Dean, Chung
et al., 2015). Briefly, overnight bacterial cultures grown in MMH at 37°C under shaking were
diluted to a concentration of 1.10° cells/ml and 200 pl of the bacterial suspension was added to
a flat-bottom 96-well plate. After 72 h at 37°C in a 5% CO2 incubator without shaking the
ODsoonm Was measured to normalize bacterial growth (Tecan Plate reader) and bacteria were
gently aspirated before three well washings with sterile PBS. The plate was then incubated for
1 hour at 70°C, stained with 200 ul of 0.1% (w/v) Crystal violet/well for 15 minutes and washed
as described above. Solubilization and quantification of the biofilms was achieved by addition
of 200 pl acetic acid (30% v/v) and measurement of OD at 595 nm.

Fluorescence microscopy

Bacteria were grown as described above in conditions allowing biofilm formation. For each
time point (to, 24 h, 48 h and 72 h), samples collected at the air-water interface were fixed with

4% (wi/v) paraformaldehyde for 10 min at room temperature and washed twice with sterile PBS.
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Slides were then incubated with FM®1-43FX membrane probe (Life Technologies) for 30 min
at RT and mounted with Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, California,
USA). Bacteria and biofilms were observed and imaged with a confocal laser scanning
microscope LSM710 Zeiss equipped with a 63x/1.4 oil-immersion objective and the Zeiss Zen
software.

Statistical analysis

All data correspond to biological replicates. They were analyzed with Student’s t- tests and
using the GraphPad PRISM software. The number of independent data points and P values are
reported in figure legends.
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Table 1. Proteins whose abundance significantly differs in FupA/B deleted strain as compared with LVS.

Proteomic data?

gRT-PCR data®

ORF Description

score P-Value LogFC LogFC
FTL_0439 DUF3573 domain-containing protein FupA/B 196,48 5,5226E-05 -7,52577196 nd
FTL_1931 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase 2.4.2.8 35,762 3,7272E-06 7,95033342 4,97 £ 0,24
FTL_1836 DUF3573 domain-containing protein 106,53 8,1905E-06 7,66110499 4,45 £ 1,26
FTL_1835 Bcr/CflA family drug resistance efflux transporter 10,788 4,2138E-05 4,74375095 2,45+ 0,50
FTL 1842 Aspartyl/glutamyl-tRNA amidotransferase subunit A 25,759 0,00070266 3,29921922 3,5+0,37
FTL_0146 ABC transporter, ATP-binding protein 66,127 0,00103677 2,64293944 1,89 + 0,38
FTL_0012 Recombinase A 23,629 0,00127529 3,38036766 1,86 £ 0,48
FTL_1644 Glycerol kinase 1,5761 0,001313 3,18959478 0,89 + 0,33
FTL_1850 Adenylosuccinate lyase 4.3.2.2 76,329 0,00290404 2,93821586 1,47 +0,10
FTL_1274 Biotin synthesis protein BioC 8,5509 0,00310019 2,08179398 4,86 £1,39
FTL_0203 VWA domain-containing protein 67,725 0,00496868 2,28589582 6,56 + 0,64
FTL_1724 Outer membrane protein assembly factor BamB 188,45 0,0050169 2,19810953 6,78 + 1,06
FTL_1025 30S ribosomal protein S18 2,9555 0,00502734 2,03769224 2,6 £0,50
FTL_1045 Conserved hypothetical lipoprotein 50,354 0,00524306 2,362267 2,12+0,36
FTL_1407 Threonyl-tRNA synthetase 20,082 0,00553302 2,07539867 1,73+0,31
FTL_0449 HTH-MerR Superfamily transcription regulator protein 10,91 0,00624757 3,4734326 0,96 + 0,46
FTL_1591 Acetyl-CoA carboxylase, biotin carboxylase subunit 73,596 0,00860376 2,01843356 2,38+0,85
FTL_1899 Glutamine synthetase 6.3.1.2 74,386 0,00862336 3,80186705 1,23+0,44
FTL_0738 Hypothetical lipoprotein 53,597 0,00923321 3,8760831 2,29+1,29
FTL 1832 LucA/lucC family siderophore biosynthesis protein 16,088 0,00933872 2,72099163 3,9+1,016

Changes in protein expression found with proteomic analysis were confirmed by gRT-PCR performed on at least two different batches of total

RNA extracted from 24h bacterial cultures and using 16sRNA as control. 2See details in Table S2. ®Values represent the average + SEM of 3 to 6

measurements.
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FIGURES

Fig. 1. Restoration of ciprofloxacin resistance phenotype in fupA/B complemented mutants.

(A) Left panel: FupA/B expression was evaluated by western-blot and using anti-IglC as
positive control on whole lysates of LVS mutants resulting from directed evolution
experiments (Sutera et al., 2014) showing that protein expression in P12V3 is restored upon
gene trans-complementation using the plasmid pMP828. Right panel: The same strains were
assayed for ciprofloxacin susceptibility measured as MIC values. (B) Same experiments
performed on LVS and LVSAfupA/B strains. (C) Ciprofloxacin susceptibility of F. tularensis
SCHU 5S4 as well as AfupA, AfupB and the double AfupA/AfupB deletion mutants. MIC were

determined from triplicate cultures from three different experiments. (****) P<0.0001.
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Fig. 2. Correlation between OMVs secretion and biofilm formation in F. tularensis LVS.

(A) Nanosight enumeration of OMVs purified from F. tularensis LVS (black columns),
AfupA/B mutant (dotted columns) and AfupA/B mutant complemented with fupA/B (hatched
columns). Bacteria grown in MHM at 37°C under shaking were collected either at the
exponential or stationary growth phase, as indicated. Data are expressed as mean + SEM of 4
different experiments. (****) P<0.0001. (B) Nanosight sizing of OMVs purified from
stationary growth phase bacteria. (C) LPS and protein profiles of whole bacterial lysates and
of purified OMVs. Left and middle panels: whole bacterial extracts (5 pug) and OMVs samples
(2.5 pg) from (1) LVS, (2) AfupA/B or (3) AfupA/B +fupA/B strains were separated on 4-20%
gradient gel before transfer and immunostaining with the anti-LPS antibody. Right panel:
Silver staining of OMV proteins (1.5 pg) separated on 12% SDS-PAGE.
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Fig.3. Proteomic characterization of OMV proteomes from wild-type F. tularensis LVS and
the AfupA/B mutant.

(A) Localization of proteins from total proteome (2190 proteins) and purified OMVs (801
identified proteins) as predicted by PSORTb. Over-representation of OMVs proteins
compared to total proteome in each category was tested using Fisher’s exact test (**P<0.01,
***P<(0.001, ****P<0.0001). (B) Predicted localization of proteins identified in OMVs from
wild-type LVS strain and AfupA/B mutant. Each category is represented by the summed
abundances (iBAQ values) of the contributing proteins. (C) Volcano plot representing the -
logio(P-value) plotted against the logz(fold change) for each quantified OMV protein. One
protein from the mutants strain (green dots) and twenty-two proteins from the wild-type strain
(blue dots) were found to be statistically differentially enriched.
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Fig.4. Killing curves of LVS and LVSAfupA/B

Exponential growth phase LVS (black circles) or LVSAfupA/B (white circles) were exposed

to 25x the MIC of (A) ciprofloxacin (1.6 mg/L), (B) gentamicin (6.25 mg/L) or (C)
doxycycline (6.25 mg/L) and the CFU were determined by plating. This graph is
representative of 3 independent experiments.
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Fig. 5. Biofilm formation by F. tularensis LVS.

Crystal violet staining was performed to assess the biofilm formation by F. tularensis LVS
(black columns), LVSAfupA/B (dotted columns) and LV SAfupA/B complemented with fupA/B
(hatched columns) grown for 72h in 96 well plates at 37°C without shaking. (B) The biofilm
formation was evaluated after 48h incubation of LVSAfupA/B supplemented with OMVs.
Data are expressed as mean + SEM of 3 different experiments. (****) P<0.0001, (*) P<0.05.
(C) Biofilm formation was also evaluated using confocal laser-scanning microscopy (CLSM)
from F. tularensis LVS and (D, E) LVSAfupA/B stained with FM 1-43X dye. Bar scales 10
pm (C, D) and 2 um (E). Arrows indicate the presence of OMVs.
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Fig. 6. Confocal laser scanning microscopy images of F. tularensis LVSAfupA/B

Biofilms-embedded bacteria stained with (A) FM®1-43FX (B) ConA-FITC (C) merge. (D-F)

3D reconstruction of A, B and C. Each channel of the raw data (i. e, xyz files) were
deconvoluated using the "iterative Deconvolve 3D" plugin (ImagelJ software. The UCSF
ChimeraX software (Goddard, Huang et al., 2018) was used for 3D reconstruction of

processed images.
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Fig.7. Comparative bactericidal effect of ciprofloxacin against planktonic and biofilm
populations of F. tularensis LVSAfupA/B

The metabolic activity of planktonic (A) or biofilm bacteria (C) exposed for 24h to increasing
concentrations of ciprofloxacin was assessed by resazurin-reduction assay. The bacterial
replication was monitored by ODsoonm Value for planktonic cells (B) and by CFU counting for
biofilm (D). Data represent the mean = SEM of three different experiments performed in
triplicate. (*) P<0.05.
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Supplementary Data

Table S1. Features of paralogous FupA proteins.

The genes encoding the FupA paralogous proteins in the different Francisella strains are

indicated as well as the specific protein features identified through InterPro domain and

Expasy Prosite analysis. Identified prokaryotic membrane lipoprotein lipid attachment site
profile (PROKAR_LIPOPROTEIN) correspond to the residue C18 on FupA and FupA/B.
The cysteine protease inhibitors signature (CYSTATIN) is located between AA 506-519 of

FupA.
Protein | F. tularensis F. F. novicida | DUF3573 | Peptide PROKAR CYSTATIN
name SCHU s4 tularensis signal Lipoprotein
LVS
FupA FTT_0918 FTN_0444 X X X X
FupB FTT_0919 - FTN_0445 X X -
FupA/B - FTL_0439 - X X X
FmvA FTT_0267 FTL_0147 | FTN_0142 X X
FmvB FTT_0602c | FTL_0867 - X X
FslE FTT_0025c | FTL_1836 | FTN_1686 X X
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Table S2

Proteins

identified from the LVS and LVSAfupA/B OMVs

La liste des protéines figure dans la partie Annexes de ce manuscript.

Table S3. List of primers used in this study

5’-3” sequences Specific
features
(bold)
FupA/B cloning and expression
pl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACCTGTACTTCCAGGG | attBlsite
TGTGCGTAAATTTAAAAAAACCTG
p2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTAGATACCGCCTTTTTGG | attB2 site
TTAAAGACGCC
Complementation plasmid construction
p3 GTGAAAAGGATCCCGCAATAATCACTATCCAGAAG BamHl site
p4 CATTTTATCCGGACTACATGATAATGATAACGAATATC BspEl site
p5 CAACAAGTCCGGATTTGGTTTGCCAATTTTTTATTAG BspEl site
pé CCTAAGAATTCCTCTAAATATGTCTAGATATAAACTG EcoRl site
Suicide plasmid construction
p7 AATTAAGCGGCCGCTAGTGCTGGTTGCGGTATCGC Notl site
p8 TTAAATTGGCATATATGGTGCATACGTCGG Overlap with p9
p9 TATGCCAATTTAATGGAGAATTTAATATCGATACCGC Overlap with p8
p10 AATTAAGGATCCGATATAAACTGAAAGATCTAATG BamHl site
Plasmid screenin
pll GCTGCAAGTGGTATAGATC
p12 GCTCGAAATTAACCCTCAC
p13 TATTACCGCCTTTGAGTGAGC
pl4 TAATACTTCTTAACTAGTTACTTCC
gRT-PCR
gene Forward (F) and reverse (R) primers Amplicon
(nt)
FTL_1931 FTL_1931_196F TTATTACAGCATCATCGTATGG 163
FTL_1931 358R TACCAATCCCCTCGATAAGC
FTL_1836 FTL_1836_F GGTGGTGCACCTGCTATTACAACCC 130
FTL_1836_R CCTTAACCCTATTACAGTTGAGGC
FTL_1835 FTL_1835 54F TGGTTTTTAGGTAATATGGGCG 162
FTL_1835_215R TAGATTTCAGATAGTGGCCC
FTL_1842 FTL_1842_86F TTAAAGAGCAAGATAAGCGC 186
FTL_1842 254R ACATCTTAGAGGCAGCCG
FTL_0146 FTL_0146_F CTATTAGGTAAGTCCGGCTCAGG 172
FTL_0146_ R GTAAAACTGTTAACCATGGCATCAGTGC
FTL_0012 FTL_0012_78F AGGAGATCAAGAAGCTGC 182
FTL_0012 242R TACCGCCTTGCTTTTGGC
FTL_1644 FTL_1644 F TGGAAATATGGGGTACTCAAAGTGG 117
FTL_1644 R AAACTACAACTGTCTCGCGCTG
FTL_1850 FTL_1850 F TACAGCTGCGGAAATTCGTGCTAG 129
FTL_1850 R CCAGTTTTAGCTGTAAATTGCTCCG
FTL_1274 FTL_1274 F CGGCTATTCAAAATCAAGTTCGCC 125
FTL_1274 R CCAACGGTTCAGATAAATCACGAACTC
FTL_0203 FTL_0203 F CACAAACTGCTATTGGTGATGCTATAGG 131
FTL_0203 R TGCCTGTAGTGGCTGTAGTGTCCC
FTL_1724 FTL_1724 F GGCTTATGCTCTAGCGATTACTAATGGC 109
FTL_1724 R GGAGCCAAAAATAACCGCGTTTG
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FTL_1025 FTL 1025 F GTTTGCCGTTTCACTATAGAAGGTGTG 110
FTL 1025 R CCAGTTACGCGACTTGGTACGATT

FTL_1045 FTL_1045 F GGCTCTACCTTTTGGTATAAAGCCAAA 124
FTL 1045 R TTATGATCGCTGGGGAATTCCG

FTL_1407 FTL_1407_F GTGGTTCCTAAAGCTGAAGCAATTGAG 106
FTL_1407 R GGGTATATATTTTCATCTGCTCATCAGC

FTL_0449 FTL_0449_ F GCTCAGCGAGAGAGATCTTATTAAAATG 93
FTL_0449 R CCCAAAACTTTTTCAGCATCTTGG

FTL_1591 FTL_1591 F GCAGTTTGTATAGGTCCTCCTGCTCC 109
FTL 1591 R AACCATAACCTGGATGTATCGCATCAG

FTL_1899 FTL_1899 F GTTCAGATCCTGTGCCTCATCTTAGATC 124
FTL 1899 R TCTCCTGTAGCTTGGTTTGTTGAAGAAC

FTL_0738 FTL_0738 F GCATGCTTAATCACCCTACTTTTTTCC 114
FTL 0738 R TGGCATACCAAACTCTTGCATATATCC

FTL_1832 FTL_1832 F TTGGCAATGGTTAACTACAACGATGTC 108
FTL 1832 R CCTATTTTGGTTTTTGAACTGGGGTG

FTL_0003 FTL_0003_436_F AAGCCTCAAGGTTAATAGCC 158

FTL_0003 593 R TTTCACATCTGACTTAACAAACC
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Fig. S1. Multiple sequence alignment of FupA/B orthologs. The FupA/B sequence of F.
tularensis LVS (WP_011457377.1) was aligned with the sequences of FupA (YP_169915.1),
FupB (YP_169916.1), FmvA (YP_169319.1), FmvB (YP_169624.1) and FsIE
(YP_169101.1) from F. tularensis SCHU S4 using ClustalX (McWilliam, Li et al., 2013) and
the figure was generated using Espript3 (Robert & Gouet, 2014). Identical residues are colored

in red and blue boxes represent homolog residues.
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Fig. S2. Cloning and phenotypic analysis of LVSAfupA/B.

(A) LVS transformed with pMP812-AfupA/B and grown on chocolate agar plate supplemented
with sucrose produce large (1, 2) and small (3, 4, 6) colonies. (B) PCR screening on selected
colonies with primers flanking fupA/B and using LVS genomic DNA as control. The samples
lacking fupA/B (3, 4, 6) correspond to the bacteria with small colony phenotype. (C)
Confirmation of fupA/B deletion by western-blot analysis of whole bacterial extracts and using
anti-IglC as positive control. (D) Growth curves of LVS and LVSAfupA/B at 37°C under
shaking in MHM supplemented with iron and glucose. (E) Iron concentration measured by

ICP-AES.
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Fig. S3. Crystal violet measurement of the biofilm formed by LVS mutants obtained from the
directed-evolution experiment (Sutera et al., 2014) showing that the mutant P12V3 lacking

fupA/B produced more biofilm, an effect restored upon gene complementation. (***) P<0.005.
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Movie S1. Nanosight analysis of OMVs purified from F. tularensis LV SAfupA/B.

Movie S2. Three-dimensional visualization of LVSAfupA/B biofilm.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Dans cet article, nous avons démontré que la délétion du géne hybride fupA/B était a
I’origine d’une diminution de la sensibilité de F. tularensis LVS aux FQ. Cette augmentation
de résistance aux FQ a également été observée suite a la délétion du gene fupA et non fupB,
chez la souche hautement virulente SCHU S4. Alors que le role des protéines FupA et FupA/B
dans D’acquisition du fer et la virulence a été démontré depuis maintenant une dizaine
d’années, notre étude met en évidence de facon originale un lien entre 1’expression de ces
protéines et la sensibilité aux FQ.

L’effet observe résulte sans doute d’une déstabilisation membranaire faisant suite a la
délétion de la lipoprotéine FUpA/B qui pourrait jouer un réle dans le maintien de I’intégrité
de la membrane externe. Concretement, nous avons observé que la souche LVS_AfupA/B
sécrétait significativement plus d’«outer membrane vesicles » (OMVs) que la souche
sauvage. L’analyse protéomique de ces OMVs par nanoLC-MS/MS, réalisée en collaboration
avec Yohann Couté et Sabrina Ferré (EDyP, CEA, Grenoble), a permis d’identifier de maniere
reproductible 801 protéines chez les 2 souches. Une analyse statistique fine tenant compte de
I’abondance des peptides et de la reproductibilité des mesures a mis en évidence 22 protéines
surexprimées dans les OMVs de la souche LVS_AfupA/B. A notre connaissance, aucune
analyse comparative d’OMVs issues de souches résistantes ou sensibles n’a été rapportée a ce
jour. Par des mesures de qRT-PCR nous avons montré que le contenu des OMVs était le reflet
du contenu bactérien. Notre attention s’est plus particuliérement portée sur la surexpression
de RecA, protéine impliquée dans les mécanismes de réparation SOS de I’ADN et décrite
comme acteur essentiel de la tolérance aux antibiotiques. Le profil des courbes « time-kill »
qui visent a déterminer le temps nécessaire pour tuer 99% des bactéries exposées a des
concentrations d’antibiotiques tres élevées (25x la CMI) ont confirmé que la souche
LVS_AfupA/B était plus tolérante aux FQ que la souche sauvage. Cet effet a également été
observé avec la gentamicine qui est un autre antibiotique a activité bactéricide. En revanche,
aucun phénomeéne de tolérance n’a été observé avec la doxycycline, ce qui est cohérent avec
le fait qu’il s’agit d’un antibiotique bactériostatique, n’induisant pas d’effet de tolérance.

Outre les modifications de la composition protéique qui refléte une adaptation des bactéries
au stress antibiotique, nous avons mis en évidence que la souche LVS_AfupA/B produisait
plus de biofilm que F. tularensis LVS. Comme nous I’avons démontré par addition de
vésicules purifiées a une suspension bactérienne, I’hypersécrétion d’OMVs contribue

directement a cette augmentation. Au sein du biofilm, les bactéries sont dans un
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environnement pauvre en nutriments qui favorise un état stationnaire et rendent inefficaces de
nombreux antibiotiques. Ceci suggere qu’une délétion de FupA/B pourrait, en favorisant la
formation de biofilms, avoir des conséquences directes sur la résistance aux antibiotiques.
L’analyse comparative que nous avons realisée sur la souche LVS_AfupA/B a confirmé que
les bactéries présentes dans le biofilm étaient moins sensibles aux FQ que les bactéries
planctoniques. Un point intéressant que nous avons mis en évidence est un écart significatif,
dans les biofilms exposes a de fortes concentrations de ciprofloxacine, entre la proportion de
bactéries metaboliquement actives (test enzymatique) et les bactéries capables de se répliquer
sur gélose (numération des CFU), suggérant un état « viable mais non cultivable » (VBNC),
déja observé chez d’autres pathogénes tels que Staphylococcus aureus (168). Ces résultats

originaux sont a mettre en parallele avec la forme arrondie des bactéries dans les biofilms.

L’essentiel de ce travail a été réalisé a partir de la souche F. tularensis LVS. Hormis le fait
qu’il s’agisse d’une souche plus facilement manipulable, il nous semblait déontologiquement
plus raisonnable de travailler avec une souche de virulence atténuée pour I’étude de mutants
résistants. La souche LVS a la particularité de coder la protéine FupA/B qui est une protéine
de fusion entre la partie N-terminale de FupA et la partie C-terminale de FupB, qui sont
présentes, entre autres, chez les isolats cliniques. Une question d’intérét était de savoir si, sur
les souches cliniques, I’effet était porté par FupA ou FupB ou s’il était spécifique de FupA/B.
Pour tenter de répondre a cette question et pour s’assurer de la pertinence clinique de nos
observations, nous avons engagé une collaboration avec le groupe d’Anders Sjostedt (Umea,
Suéde). Cette équipe, a I’origine de I’appellation « Fup » de la protéine, dispose en effet de la
souche hautement virulente SCHU S4 et des mutants de SCHU S4 AfupA, AfupB et
AfupAAfupB initialement produits pour 1’é¢tude de 1’acquisition de fer et la virulence
bactérienne. L’évaluation des CMI a la ciprofloxacine de ces souches, dont la manipulation
est extrémement réglementée, a permis de mettre en évidence que, contrairement au géene
fupB, la délétion du gene fupA était a I’origine d’une augmentation de la résistance aux FQ ce
qui renforce la pertinence clinique de nos observations. Pour information, nous avons aussi
utilisé des mutants AfupA- et AfupB-F.novicida issus de la banque de transposons de F.
novicida (BEI Resources, USA) que Thomas Henry (CIRI, Lyon) nous a transmis et avons
obtenus des résultats comparables concernant la modification de la sensibilité aux FQ
(résultats non présentés). Un dernier point que je souhaiterais mentionner et qui renforce le

fait que la resistance aux antibiotiques (ou stabilisation membranaire) soit porté par FUpA
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plutdt que par FupB, est que certains mutants de F. novicida et SCHU S4 résistants aux FQ
présentent des mutations sur FUpA (128).

Il est important de souligner le fait qu’aucune donnée n’est actuellement disponible
concernant la structure des protéines FupA, FupB et FupA/B. Seules des analyses
bioinformatiques permettent d’obtenir des indices concernant leur structure. L’analyse de
FupA/B suggere la présence d’une séquence signal et d’un motif lipoprotéique en N-terminal
ainsi que d’une structure porine dans la région homologue a la protéine FupB en C-terminal
évoquant une localisation membranaire des protéines. Concernant FupB, elle est prédite
comme posseédant un segment transmembranaire évoguant une porine. De fagon intéressante,
la base de données STRING prédit un lien fonctionnel de FupA avec FupB et réciproquement
(Figure 17) (communication Céline Brochier-Armanet, LBBE, Lyon) .

FTT 0019
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Figure 17. Etude du lien fonctionnel entre les protéines FUpA et FupB a partir de la base
de données STRING

FTT_ 0918 FupA; FTT 0919 FupB; FTT_0920 Unknown function; maeA malate
déshydrogénase

Quels sont les roles respectifs de FupA et de FupB ? Comment ces protéines interagissent-
elles ? Existe-t-il un lien entre une moindre concentration en fer des bactéries délétées de
FupA ou FUpA/B et leur capacité a mieux resister a un stress antibiotique ? Il est clair que des
informations structurales pourraient contribuer & mieux comprendre les mécanismes
moléculaires sous-jacents aux phénomenes observés.

Au cours de ma premiére année de These de Sciences et dans la continuité de mon Master
2 Recherche, j’ai tenté de purifier la protéine FupA/B entiere pour générer des anticorps mais
aussi dans I’optique d’une analyse structurale par cristallographie. Nous avons ainsi réalisé
plusieurs constructions (protéine entiere ou tronquée, tags —HIS, -MBP, -GST), testé plusieurs
conditions d’expression (variations de durée et de température d’induction, de concentration
en IPTG, de souches bactériennes) et de purifications (variations de pH, de détergents, de

concentration en sels). Ces trés nombreuses tentatives ne nous ont pas permis de purifier la
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protéine entiére soluble aprés clivage de son étiquette ce qui nous a amené a genérer des
anticorps contre la partie N-terminale de la protéine, plus facile a produire. Plus récemment,
et toujours dans la perspective d’établir un lien entre la structure et la fonction de cette protéine
dans I’acquisition de fer et/ou dans la résistance aux FQ nous avons entrepris, en collaboration
avec Béatrice Schaack (TIMC-IMAG, Grenoble), des expériences d’inclusion de la protéine
recombinante étiquetée (HIS)s-MBP (polyHistidine, Maltose binding protein) dans des
liposomes. Les résultats tres préliminaires des tests fonctionnels avec les protéoliposomes

ainsi obtenus seront exposés dans le paragraphe suivant.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

I- Introduction

Comme évoqué précedemment, peu de données sont disponibles concernant la structure et
la fonction de FupA/B. Il a été démontré que cette protéine de 58 kDa jouait un réle dans
I’acquisition du fer sidérophore dépendant et indépendant, mais le mécanisme sous-jacent
reste inconnu (166,167). A ce jour, seules des analyses bio-informatiques nous permettent de
déduire des prédictions de structure de cette protéine pour laquelle aucune donnée structurale
n’est disponible dans les Protein Data Bank (PDB). L’utilisation des logiciels SignalP, Interpro
et Expasy prosite indiquent la présence d’une séquence signal et d’un motif lipoprotéique au
niveau de la région N-terminale de FupA/B. Le programme PRED-TMBB basé sur le modeéle
de Markov caché prédit qu’une région de FUpA/B se replie pour former une structure en
tonneau B a 14 brins dans la membrane externe (résidus 226 a 551) avec un domaine
périplasmique de 225 résidus (Figure 18). Cette configuration membranaire évoque une

structure porine.

Espace périplasmique

Feuillets B Membrane externe

Espace extracellulaire

Figure 18. Représentation schématique en 2D de la protéine FUpA/B au sein de la
membrane externe a partir du programme PRED-TMBB

L utilisation du logiciel bio-informatique Phyre? nous a permis d’obtenir la modélisation de
la structure 3D des résidus 225 a 551 de FupA/B. Cette representation schématique confirme

que ce segment transmembranaire forme un tonneau B de type porine (Figure 19).
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Figure 19. Modélisation 3D de la structure de FupA/B réalisée a partir du logiciel Phyre?
A. Vue de profil de la structure en tonneau 3 de FupA/B
B. Vue de dessus indiquée par la fleche blanche

Compte tenu des difficultés rencontrées pour purifier FupA/B sous forme soluble, une
analyse structurale par cristallographie demanderait un investissement trés important qu’il
n’était pas envisageable de mettre en ceuvre au cours de cette thése. Toutefois, et dans le but
de mieux comprendre le r6le fonctionnel de cette protéine membranaire, nous avons entrepris
d’enchasser la protéine dans des liposomes. Cette démarche a ét¢ motivée par ’arrivée
récente, au sein de notre équipe de recherche, de Béatrice Schaack, qui maitrise tres bien ce
modele.

Les liposomes sont des veésicules lipidiques closes qui se forment spontanément quand les
lipides sont dispersés en milieu aqueux et qui sont couramment utilisées en tant que modele
membranaire. Leur composition lipidique est proche de celle retrouvée dans les membranes
biologiques des cellules eucaryotes et procaryotes. Une variété de phospholipides naturels et
synthétiques est disponible pour la préparation de liposomes. Ils peuvent étre classés selon
leur nombre de bicouches (uni-lamellaire ou multi-lamellaire) ou selon leur taille. Pour étre
unilamellaire, ils sont de petite taille, généralement autour de 100 nm. Les liposomes sont
d’un grand intérét notamment dans I’étude de la fonctionnalité des protéines. Les protéines
membranaires purifiées sont insérées dans les liposomes formant ainsi des protéoliposomes
(PL).

Les résultats d’inclusion de la protéine dans les liposomes et des premiers tests fonctionnels

présentés ci-apres doivent étre interprétés avec prudence car ils nécessitent d’étre reproduits
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et complétés. Toutefois et bien que trés préliminaires, ils semblent confirmer que FupA/B

forme bien une porine et offrent de nouvelles perspectives de recherche.

II- Procédures

La production de préotéoliposomes (PL) peut se faire de différentes manieres. Le fait
d’incorporer les protéines dans des liposomes préformés permet d’orienter les protéines de
maniere unidirectionnelle alors que son orientation est plus aléatoire dans le cas ou I’inclusion
se fait simultanément a la formation des vésicules (169). C’est cette premiere technique que
nous avons choisi d’appliquer. Les différentes étapes de la production détaillée ci-dessous

sont schématisées Figure 20.

Protéoliposome
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Figure 20. Etapes de production des protéoliposomes
Les liposomes sont incubés avec la protéine recombinante en présence de détergent qui est
éliminé par un systeme de Bio-Beads.

o Expression et purification de FupA/B-(HIS)s-MBP

Compte tenu des résultats obtenus lors de nos précédentes tentatives de purification de la
protéine, notre choix s’est porté sur la construction FupA/B entiére étiquetée (HIS)s-MBP en
N-terminal. Les bactéries E. coli BL21 (DE3) transformées ont été cultivées jusqu’a une
densité optique a 600nm (DOeoo) comprise entre 0.4 et 0.6. L’expression de la protéine a été
induite par addition d’isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 0.5 mM pendant 15h a
18°C sous agitation. Les bactéries ont ensuite éte récupérées par centrifugation, reprises dans
un tampon de lyse (Tris 50mM pH 8,8 - NaCl 200mM - CHAPS 1% - cOmplete™ 1 pastille)
et soniquées. Aprés élimination des débris par centrifugation et filtration, le surnageant a été

déposé sur colonne d’amylose préalablement équilibrée. Apres lavages, la protéine d’intérét
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a été éluée puis dialysée dans un tampon Tris 50mM pH 8.8 NaCl 200mM. La concentration

finale a été estimée a 0.2 mg/ml (dosage Bradford).

o Production des liposomes

Les liposomes ont été produits par la technique de « transfert spontané ». La composition
lipidique des vésicules a été déterminée afin de se rapprocher de celle des membranes des

bactéries a Gram négatif. Les caractéristiques des liposomes généres sont les suivantes :

- Composition lipidique:
40% PE (phosphatidyléthanolamine), 40% PG (phosphatidylglycérol) et 20% CL
(cardiolipine)
- Taille: 80 nm de rayon en moyenne, controlée par Dynamic Light Scattering (DLS)
- Systeme uni-lamellaire
- Concentration: 20 mg/ml, (tampon Tris 50mM pH 8.8 NaCl 200mM)

o Fabrication des protéoliposomes
Dans le but de déterminer le ratio adéquat entre détergent et phospholipides, des volumes
croissants de Triton X-100 10% ont été ajoutés aux liposomes et une courbe de titration a été
produite a partir du suivi des valeurs de DO a 550 nm. D¢s lors que le point d’inflexion a été
atteint, la protéine purifiée a été ajoutée aux liposomes déstabilisés pour obtenir le bon ratio

lipides/protéines.

o Elimination du détergent
Aprés incubation, le détergent a été retiré par addition de billes de résines hydrophobes

adsobantes préalablement activees (Bio-Beads).

o Purification des protéoliposomes
Les PL produits ont ensuite été purifiés sur gradient de sucrose (10, 20, 30, 40%). Cette étape
permet d’isoler les PL selon leur densité et de les séparer des protéines non intégrées qui
précipitent. Apres ultra-centrifugation (16h, 280,0009), les différentes fractions du gradient
ont été collectées et la présence de FUpA/B détectée par western blot (WB) avec un anticorps
anti-FupA/B (Figure 21).
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o Evaluation de la concentration en lipides des fractions de PL
Afin d’avaluer la quantité de liposomes ayant intégré les protéines par rapport a la quantité de
lipides engagée au départ, nous avons utilise le composé 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid
(ANS). Ce produit a la particularité d’émettre de la fluorescence une fois lié aux lipides. Ainsi,
apres avoir réalisé une courbe d’étalonnage de la fluorescence en fonction de la concentration

lipidique, nous avons pu déterminer la quantité de lipides présente dans les fractions de PL.

o Tests d’activité
Dans le but d’étudier I’activité porine de la protéine FupA/B, nous avons utilisé deux
approches distinctes basées d’une part sur 1’utilisation d’un fluorochrome et d’autre part sur
le dosage de Fer par ICP-AES (Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission
Spectroscopy).
Le composé ANTS fluorescent (8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonic acid sodium salt) a été
mis en contact pendant 30 minutes avec les PL, puis 1’excés non incorporé éliminé par
chromatographie d’exclusion sur colonne. Aprés destabilisation des PL par ajout de détergent,
la fluoroescence émise par le composé incorporé a I’intérieur des PL a été mesurée (hex =
405nm, Aem = 535 nm).
Les PL ont par ailleurs été incubés en présence de fer FePPi 0,025% (w/v) pendant 30 min,
avant d’étre lavés sur colonne comme précédemment. La quantité de fer incorporée dans les
PL a été évaluée apres minéralisation et en collaboration avec Julien Perard (LCBM, CEA
Grenoble).
Ces tests ont été réalisés en paralléle a partir de liposomes vides utilisés comme contrdles
négatifs.

I11- Résultats
o Inclusion de FupA/B dans les liposomes

Deux ratios lipides/protéines ont été testés en parallele pour la production des PL :
-Ratio 1: 2 mg de liposomes + 24ug de protéine FUpA/B soit 21 protéines/liposome théorique
-Ratio 2: 10 mg de liposomes + 24ug de protéine FupA/B soit 105 protéines/liposome

théorique.
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Apres purification des PL sur gradient de sucrose un WB anti-FUpA/B a été réalisé sur les
différentes fractions collectées. Dans le cas du ratio 2, les résultats du WB ne nous ont pas
permis de conclure car trop peu de protéines ont été détectées. En revanche, dans le cas du
ratio 1 (Figure 21), un signal maximal est observé dans la fraction n°2 qui correspond aux PL
purifiés. Les résultats du dosage lipidique par émission de fluorescence du composé ANS
indiquent que la quantité de lipides retrouvée dans la fraction n°2 correspondant aux PL purs
est de 1,6 mg vs 2 mg engagé initialement. Les tests d’activité ont été réalisés a partir de cette

fraction.

Quantité de FupA/B initiale: Iil

Aprés sédimentation:

-> 11 fractions collectées :
- Dépdt de 2 ul puis Dot blot (anti-FupA/B)
- Signal maximal observé dans la fraction 2

40%

Gradient de sucrose

Figure 21. Purification des protéoliposomes sur gradient de sucrose

o Tests d’activité

Comme T’illustre la figure ci-aprés, nous avons observé une augmentation significative de la
fluorescence de I’ANTS a I’intérieur des PL par rapport aux liposomes vides, ce qui suggere
une activité porine de FUpA/B (Figure 22A). De plus, les résultats de dosage de Fer par ICP-
AES, montrent que la concentration en fer est deux fois plus élevée dans le cas des PL (2080
Mg/L) vs liposomes vides (1020 pg/L) (Figure 22B).
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Figure 22. Evaluation de I'activité porine de FupA/B
A. Moyenne +/- SD de 2 mesures a partir d’un échantillon.
B. Moyenne +/- SD de 3 mesures a partir d’un échantillon

Au cours de ces expériences préliminaires, nous avons intégré avec succes la protéine FUpA/B
dans les modéles membranaires de liposomes in vitro. La détection du composé fluorescent
ANTS et la quantification du Fer par ICP-AES dans les PL valident I’hypothése d’une activité
porine de la protéine. Ainsi que nous I’avons montré dans 1’ Article 2, le role de FupA/B dans
la sensibilit¢ aux FQ s’explique vraisemblablement par un mécanisme de déstabilisation
membranaire. Nous ne pouvons toutefois pas exclure que la porine formeée puisse contribuer
a I’élimination des FQ. La capacité des PL-FUpA/B a assurer le transfert de FQ sera évaluée
et comparée a I’activité des PL formés avec soit FupA, soit FupB. L’analyse des données
obtenues en comparaison avec les phénotypes des différents mutants bactériens pourra

apporter un éclairage quant a leur fonction.
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CONCLUSION GENERALE
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Francisella tularensis est un agent potentiel de bioterrorisme de catégorie A a I’origine de
la tularémie et contre lequel aucun vaccin n’est actuellement disponible et peu d’antibiotiques
sont efficaces. Les FQ représentent la meilleure alternative dans le traitement de cette
pathologie, mais leur utilisation excessive est a 1’origine d’une augmentation de la prévalence
de bactéries résistantes. De plus, et malgré un traitement adapté, on observe un nombre
important de rechutes et d’échecs thérapeutiques. Ces observations soulévent I’hypothése de

I’émergence de bactéries résistantes suite a I’administration de FQ.

Au cours de ma Thése de Sciences, je me suis intéressée a la compréhension des
mécanismes d’acquisition des résistances de F. tularensis aux FQ. L’un de mes objectifs a été
de clarifier I’'impact des mutations de I’ADN gyrase sur la résistance aux FQ des bactéries du
genre Francisella, qu’il s’agisse de mutations au niveau ou en dehors du QRDR. Un autre
objectif majeur, a été d’étudier le role potentiel de la protéine FupA/B dans la résistance aux
FQ. Les mécanismes de résistance/tolérance/dormance bactérienne in vivo sont complexes et
vraisemblablement multifactoriels. L’ensemble des données acquises dans ce travail de thése
confirme que la résistance de F. tularensis aux FQ n’est pas uniquement due aux mutations

sur I’ADN gyrase et démontre 1I’implication de la protéine FUpA/B.

Dans le premier article, nous avons analysé les conséquences fonctionnelles des mutations
de I’ADN gyrase observées sur des lignées d’évolution de F. novicida résistantes aux FQ et
générées in vitro (119). Nous avons démontré que le résidu acide aspartique en position 87 de
GyrA était un « hot spot » de mutation associée a la résistance aux FQ pour les souches de
Francisella, comme c’est le cas pour de nombreux autres pathogenes. Nous avons également
mis en avant les conséquences de la substitution P43H de GyrA jamais décrite jusqu’alors. La
modélisation structurale du ceeur catalytique de I’enzyme de F. novicida a montré que la
localisation de ce résidu était tout a fait compatible avec 1’effet observé. Une chronologie
inhabituelle d’apparition de mutations sur les gyrases a également été mise en évidence. Les
mutations sur GyrB apparaissent antérieurement aux mutations sur GyrA et peuvent étre
associees de maniére directe ou indirecte a la résistance aux FQ. Par exemple, I’insertion
+P466 sur GyrB est corrélée avec une augmentation de la CMI. En revanche, la mutation
D487E-AK488 qui n’a pas d’effet direct, amplifie les conséquences fonctionnelles des
mutations de GyrA, effet confirmé par des expériences de complémentation. Ce travail a

également montré que certaines mutations observées sur les DNA gyrases d’isolats hautement
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résistants aux FQ, n’affectait pas la sensibilité aux FQ comme c’est ce cas de la délétion
AE524-AS525, située en position C-terminale de GyrA,

En résumé, ces travaux ont donc permis de souligner I’importance des mutations GyrB
dans la résistance aux FQ des souches Francisella et démontrent clairement que les mutations

de GyrA et de GyrB ne rendent pas compte a elles seules de la résistance aux FQ.

Dans un second article nous avons etudié le réle de la protéine FupA/B comme autre acteur
potentiel de la résistance aux FQ des bactéries du genre Francisella. Nous avons démontré
que la délétion de la protéine hybride FupA/B était a I'origine d’une diminution de la
sensibilité de F. tularensis LVS aux FQ. Cet effet a également été observé suite a la délétion
de FupA et non FupB chez la souche virulente F. tularensis SCHU S4. La délétion de cette
lipoprotéine a I’origine d’une déstabilisation membranaire associée a une hypersécrétion de
vésicules explique sans doute ce phénomene. L’analyse protéomique des OMVs a mis en
évidence une surexpression de la protéine RecA qui fait suite a la délétion de FupA/B et qui
s’accompagne d’un phénomeéne de tolérance aux antibiotiques jamais décrit antérieurement
pour ces bactéries. Enfin, outre la modification de composition protéique, nous avons montré
que la souche LVS-AfupA/B produisait plus de biofilm que la souche sauvage avec, la encore
des conséquences directes sur la modification de la sensibilité aux FQ que nous avons
quantifiées. Un des aspects trés intéressants que nous avons mis en évidence a travers cette

analyse est I’existence de bactéries viables mais non cultivables (VBNC).

Force est de constater que ce phénomene de tolérance aux antibiotiques peut échapper a
I’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques par la détermination des CMI qui est un test
classiqguement réalisé en clinique. Dans cette étude en particulier, nous avons en effet observé
une tolérance accrue de LVS-AfupA/B a la gentamycine alors que sa CMI est comparable a
celle de la souche sauvage. Une meilleure appréciation de ces parameétres pourrait contribuer
a un traitement plus approprié des patients infectés. De plus, la résistance exacerbée des
bactéries du genre Francisella dans les biofilms et la notion de VBNC n’avait jamais été
rapportée. Ce sont des éléments qui pourraient rendre compte des phénomeénes de rechutes et

qu’il faudrait prendre en considération.

Dans ce travail, nous avons comparé la sécrétion des OMVs de la souche sauvage vs la
souche mutée, en I’absence d’antibiotiques. Les données de la littérature indiquent que

I’exposition aux FQ augmente la production d’OMVs pour de nombreuses espéces
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bactériennes (170,171). Nous souhaitons a présent étudier si ce phénomene s’observe chez les
bactéries du genre Francisella. Si tel est le cas, I’exposition des souches cliniques aux FQ
pourrait entrainer une hypervésiculation et par conséquent une production accrue de biofilm
impliquée dans la résistance aux antibiotiques. En particulier, il serait intéressant de réaliser
cette analyse en présence d’antibiotiques de la classe des aminosides et tétracyclines, indiqués

dans le traitement de la maladie de la tularémie.

En tenant compte de la formation potentielle de biofilm par les souches cliniques
difficilement cultivables, il serait aussi pertinent d’analyser la composition des biofilms. Ceci
permettrait de mettre en place une stratégie efficace de dispersion afin de faciliter I’isolement
de la bactérie ou de favoriser 1’accés des antibiotiques a leur cible (172). Le marquage ConA-
FITC, ciblant le D-mannose et le D-glucose apporte une premiere réponse indiquant la
présence de ces sucres au sein des biofilms. Parmi les composés que nous allons tester nous
pouvons citer la DNase (173), la dispersine B (174), la L-arginine (175) ou encore ’EDTA
(175). La combinaison de composés dispersants avec des antibiotiques sera également
évaluée. Ainsi, les résultats d’une étude menée par Lebeaux et al. sur des bactéries a Gram
négatif et positif, montrent que ’association de la gentamicine avec I’EDTA qui favorise la

dispersion du biofilm en chélatant les cations (175), améliore 1’efficacité du traitement.

En conclusion, nos travaux ont permis de démontrer que la délétion de la protéine FUpA/B,
était un facteur favorisant I’augmentation de la résistance aux FQ chez F. tularensis. Nos
données suggerent que cet effet résulte d’une déstabilisation membranaire a 1’origine d’une
augmentation de la sécrétion d’OMVs qui a leur tour contribuent a la formation de biofilm. Il
s’agirait donc plutét d’un phénoméne mécanique. Compte tenu de la fonction décrite des
protéines FUpA et FUpA/B (164,166), y a-t-il un lien entre la captation du Fer et la résistance
aux FQ ? Les proteines seraient-elles impliquees dans la captation ou 1I’élimination des FQ ?
Enfin, ce mécanisme observé chez Francisella ne pourrait-il pas s’appliquer a d’autres

bactéries ?

Pour tenter de répondre a ces questions et comprendre par quels mécanismes moléculaires
les proteines gouvernent cet effet, deux stratégies ont été mises en place. D’une part, nous
avons amorcé 1’analyse fonctionnelle de FupA/B via la production de protéoliposomes. Les
résultats sont encourageants et suggerent que la protéine posséde une activité porine. Des PL
contenant FupA et FupB seront également produits afin d’étudier I’activité de chacune de ces

protéines. D’autre part, certains éléments de réponse pourraient émerger de I’analyse
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phylogénétique de FupA et FupB que nous avons initié en collaboration avec Céline Brochier-
Armanet (LBBE, Lyon).

La premiére recherche sur InterPro a montré que les génes fupA et fupB appartiennent a la
famille protéique de fonction inconnue DUF3573 qui compte 126 membres. Cette famille est
composée de cing sous-groupes : fupA, fupB fmvA, fmvB et fSIE. L’ensemble de ces 126
séquences appartiennent a la classe des Gammaproteobacteria et sont affiliées aux familles
des Francisellaceae et des Piscirickettsiaceae de 1’ordre des Thiotrichales. Bien que leur
distribution soit majoritaire dans les Francisellaceae, cette analyse a revélé la présence
d’homologues de fupA et fupB a I’extérieur du genre Francisella élargissant la distribution
taxonomique connue de ces genes.

Ces données ont motivé une analyse plus fine a partir de 384 protéomes de Thiotrichales
disponibles sur NCBI qui a abouti a I’identification de 1216 génes homologues dont la
distribution taxonomique est assez large. Ils sont trouvés au sein des genres Allofrancisella,
Beggiatoa, Caedibacter, ‘Candidatus Thiomargartita’, Fangia, Francisella, Piscirickettsia,
Thioploca, Thiotrix. De fagon intéressante, le nombre d’homologues par souche est trés
variable. Ainsi, le genre Caedibacter présente en général un seul homologue, alors que les
Piscirickettsia en ont deux, les Allofrancisella trois, les Fangia quatre et les Francisella cing.
Une analyse phylogénétique par la méthode du maximum de vraisemblance sur I’ARNr16S a
ensuite été réalisée pour modéliser les relations de parentés entre les différentes souches de
Thiotrichales. 11 s’avére que Caedibacter taeniospiralis et Fangia hongkongensis ont une
position intéressante, car elles se positionnent entre le genre Francisella et le genre
Piscirickettsia. Plus précisément, elles représentent la lignée soeur (les plus proches parents)
du genre Francisella et pourront donc étre précieuses pour comprendre 1’histoire évolutive
des genes fupA et fupB et de leurs homologues chez les Francisella. L’intérét d’utiliser ces
approches phylogénétiques est de pouvoir construire I’arbre des sequences homologues a fupA
et fupB, afin de retracer I’histoire évolutive de la famille DUF3573.

L’exploration du voisinage genomique est une autre approche qui permet d’obtenir des
informations fonctionnelles. En effet, la conservation de contextes génomiques sur de longues
périodes reflete souvent I’existence de liens fonctionnels entre les génes. Dans le cas présent,
cette analyse a montré que, contrairement aux genes homologues fmvA, fmvB et fsIE qui sont
localisés dans des régions trés variables, le contexte génétique de fupA et fupB est
extrémement conservé. Les genes fupA et fupB sont situés 1’un a la suite de 1’autre et a cOté

des geénes codant I’Isoleucine ARNt ligase (ileS), la FAD synthétase (ribF), la peptidase signal
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I1 (IspA) et une malate dehydrogenase (MaeA). Le fait qu’un contexte génétique soit conservé
signifie qu’il y a une contrainte pour en assurer la conservation et signe le plus souvent
I’existence d’un lien fonctionnel entre ces génes. La recherche de partenaires fonctionnels a
également été réalisée en interrogeant la banque de données STRING. Les résultats obtenus
montrent que fupA et fupB sont des partenaires fonctionnels, ce qui rend peut-étre compte de
I’activité de la protéine de fusion FupA/B. Un autre ¢lément qui ressort de cette analyse est
que le gene maeA est prédit comme un partenaire fonctionnel de fupA et fupB, renforgant

ainsi I’hypothése émise sur la base de 1’analyse des contextes génomiques.

En conclusion, les analyses rapportées ci-dessus montrent que la distribution taxonomique
des homologues de fupA et fupB est plus large que ne I’indiquent les données de la littérature.
Il apparait que la famille DUF3573 est spécifique de ’ordre Thiotrichales mais que leur
taxonomie n’est pas exclusive aux bactéries du genre Francisella. Compte tenu du lien que
nous avons établi entre FupA/B et la résistance aux FQ, ’analyse des autres genres bactériens
chez lesquels des homologues ont été identifiés mérite attention. Enfin, 1’existence de liens
fonctionnels possibles entre fupA et fupB et les genes retrouvés de maniére récurrente dans

leur voisinage reste a explorer.
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Structural and functional studies of the
metalloregulator Fur identify a promoter-binding
mechanism and role in Francisella tularensis
virulence

J. Pérard!, S. Nader!, M. Levert?, L. Arnaud’, P. Carpentier', C. Siebert?, F. Blanquet?, C. Cavazza', P. Renesto?,
D. Schneider?, M. Maurin?, J. Coves3, S. Crouzy' & |. Michaud-Soret® !

Francisella tularensis is a Gram-negative bacterium causing tularaemia. Classified as possible
bioterrorism agent, it may be transmitted to humans via animal infection or inhalation leading
to severe pneumonia. Its virulence is related to iron homeostasis involving siderophore
biosynthesis directly controlled at the transcription level by the ferric uptake regulator Fur, as
presented here together with the first crystal structure of the tetrameric F. tularensis Fur in the
presence of its physiological cofactor, Fe2™. Through structural, biophysical, biochemical and
modelling studies, we show that promoter sequences of F. tularensis containing Fur boxes
enables this tetrameric protein to bind them by splitting it into two dimers. Furthermore, the
critical role of F. tularensis Fur in virulence and pathogenesis is demonstrated with a fur-
deleted mutant showing an attenuated virulence in macrophage-like cells and mice. Together,
our study suggests that Fur is an attractive target of new antibiotics that attenuate the
virulence of F. tularensis.

TCNRS, CEA, Laboratory of Chemistry and Biology of Metals (LCBM)/Biosciences and Biotechnology Institute of Grenoble (BIG), Univ. Grenoble Alpes,
38000 Grenoble, France. 2CNRS, CHU Grenoble Alpes, Laboratoire TIMC-IMAG, Grenoble INP (Institute of Engineering), Univ. Grenoble Alpes, 38000
Grenoble, France. 3 CNRS, CEA, Institut de Biologie Structurale, Univ. Grenoble Alpes, 38000 Grenoble, France. Correspondence and requests for materials
should be addressed to J.P.(email: julien.perard@cea.fr) or to S.C. (email: serge.crouzy@cea.fr) or to |.M-S.(email: isabelle.michaud-soret@cea.fr)
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negative bacterium, causing the zoonotic disease tular-

aemial. This species is currently divided into three sub-
species, including subsp. tularensis (type A strains), subsp.
holartica (type B strains) and subsp. mediasiatica®. Only type A
and type B strains of F. fularensis are known to cause tularaemia
in humans. A large number of animal species can be infected with
this pathogen, but lagomorphs and small rodents are considered
the primary sources of human infections. The disease may also
be transmitted through arthropod bites, mainly Ixodidae ticks
and mosquitoes. Francisella tularensis also survive for prolonged
periods in the environment, and humans can be infected through
contact with contaminated soil or water. Because a few bacteria
inhaled through aerosols may induce an acute severe pneumonia,
with a mortality rate of 30% or more, F. tularensis has been
classified as a potential category A biothreat agent by the Center
for Disease Control and Prevention®, No effective vaccine is
currently licenced for human or animal use, and a few antibiotic
compounds are used as first-line drugs in tularaemia patients.
Alternative treatments are urgently needed both to improve the
prognosis of patients with severe diseases, and also to improve
our preparedness to the intentional release of resistant strains
of this pathogen in the context of bioterrorism®®. Although
numerous genes have been shown to be important for the
pathogenesis and virulence of F. tularensis, there is still a blatant
lack of knowledge about central biological functions such as
iron homeostasis® and metalloregulators®®. As a facultative
intracellular bacterial pathogen, F. tularensis multiplication and
virulence depends on the host cell iron pooll®. Indeed, a major
defence strategy used by infected eukaryotic organisms is to
withhold this metal by sequestering free iron. In reaction to iron
starvation, F. tularensis is able to secrete an iron chelator struc-
turally similar to the polycarboxylate siderophore rhizoferrin!»!2,
The figA gene (also called fsiA), involved in the siderophore
synthesis, but also the figE gene (fs/E), responsible for its uptake,
have been characterized to play an important role in the virulence
and/or intracellular replication of this pathogen®!>!3, These

ancisella tularensis is a small, highly infectious Gram-

genes belong to the locus figABCDEF (fig for Francisella iron-
regulated genes)' 1% (Fig. 1). The fig operon is regulated by the
ferric uptake regulator Fur, which is supposed to bind to the
fur-figA intergenic region that contains a specific sequence called
a FurBox (Fig. 1a), although such direct interaction has not yet
been demonstrated. The Fur protein is a global transcriptional
regulator that senses iron status and controls the expression of
genes involved in iron homeostasis, virulence and oxidative
stresses!®-18

In the present study, to go further in the in vitro and in vivo
characterization of the properties of the F. tularensis Fur (FtFur)
protein, we used a virulent F. tularensis subsp. holarctica strain, a
Type B biovar I, referred to as CHUGA-Ft6. This strain was
isolated from a blood sample from a French patient suffering
from a typhoidal form of tularaemia’®, Interestingly, comparing
FtFur to Fur from Escherichia coli (EcFur), Pseudomonas aeru-
ginosa (PaFur), Legionella pneumophila (the agent of legionellosis,
LpFur) and Yersinia pestis (the agent of plague, YpFur), we have
evidenced that these proteins can be discriminated by their
quaternary structure in solution®’. EcFur and YpFur belong to the
group of the commonly accepted dimers, while FtFur, PaFur and
LpFur belong to a group of tetramers. A structural zinc in a
cysteine-rich site (site 1) has been characterized in many Fur
proteins including FtFur'®?122 In addition, the Fur proteins
need metallic dications such as Co?", Mn?" or Fe?! in a reg-
ulatory site (site 2) to be activated for the binding to DNA".

Here, we present, to our knowledge, the first crystal structure of
a tetrameric Fur protein in the presence of its physiological
cofactor, the ferrous ion. This structure sheds light on the metal-
binding sites and corresponds to two intertwined pre-activated
dimers. We demonstrate the direct interaction of the protein with
the promoter region controlling expression of the genes involved
in siderophore synthesis and identify essential residues in this
interaction. In addition, owing to the coupling of computer
models and free energy calculations with cross-link experimental
studies, we bring evidence for a DNA-driven tetramer splitting
mechanism mediated by specific promoter sequences, and leading

a 500 o000 | b o
p<0.001 fur figA figB figC figD
% e m— s s —  fig Operon CHUGA-Ft6
‘c 1000 r Te————
g GGGCTACATGATAATGATAACGAATATCATTATCGTTTATGGG Identity/EcFurBox
8 =-=---ATGATAAT-AT-A-- 1119
5 500 ~AT-AT-AT-AT-A--A-- 1019
LI’.‘I p=0.001 GATAATGATAA—A--TATC 16189
0 -AT-AT-A--A---AT-AT- 1019
Ft6 Ft6Afur FteAfur+fur GATRA-GA--ATCATTATC 1619
GA--AT-AT-ATC-T=-T=- 1119
Fe atoms/bact 5x10*  7x10* 2x10* GATAATGATAATCATTATC EcFurBox

P
&
-+ -+ — + FtFur (100 nM)

0 100 50 25 125 6 3 1.5 0.7 0.3 FtFur (nM)
— 2T/4D+PfigA
— 1T/2D+PfigA

TEwEE. .
— 1D+PfigA

o w— PligA
LR Y

Fig. 1 FtFur regulates fig operon by recognition of DNA FurBox. a gRT-PCR showing the absence of fur transcripts in the CHUGA-Ft6Afur strain, with a 165
RNA standard as a control, Fur (Ft6 and FteéAfur + fur) repressed the transcription of figA. This repression is abolished in the absence of Fur (Ft6Afur). The
data correspond to two independent experiments made in triplicate. P values were calculated using the Student's t test. Iron concentration was measured

by ICP-AES (error under 1%) from 2 mL bacterial culture (see Methods section) and number of Fe atoms per bacteria has been deduced. b Organization of
the fig operon and sequence of the fur-figA intergenic region (PfigA). The identical bases between PfigA and EcFurBox are indicated underneath showing
overlapping FtFur binding sites. ¢ Evaluation of the ability of FtFur to bind identified or predicted Fur boxes and estimation of the apparent Kds (for DNA seq
of each promoter see Supplementary Fig. 1). d EMSA of FtFur in the presence of the 43 bp PfigA sequence. The proposed stoichiometry is written on the

figure: D corresponding to dimer and T to tetramer
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to the formation of two Fur dimer-DNA complexes. Finally,
the critical role of FtFur in bacterial virulence and pathogenesis
is demonstrated using a fur-deleted CHUGA-Ft6 mutant
(Ft6Afur), which shows an attenuated virulence, both in murine
macrophage-like cells and in mice, reinforcing that FtFur can be
thus defined as a crucial anti-virulence target.

Results

Fur is directly involved in F. tularensis iron homeostasis. A
Afur mutant was already generated in the virulent Schu 54 strain
(subsp. tularensis) to demonstrate that siderophore production is
regulated by FtFur in F. tularensis’. However, the direct invol-
vement of FtFur in virulence has never been reported to our
knowledge. We have constructed the CHUGA-Ft6Afur strain by
the allelic exchange method and deletion was confirmed by
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and
sequencing as we did not detect any fur transcript in FtéAfur
Supplementary Fig. 1). Using this approach, we demonstrated
that the siderophore synthesis is under the direct control of FtFur
in CHUGA-FT6 strain. CHUGA-FtéAfur shows an approxi-
mately 25-fold higher level of figA transcript when cultured in
iron-replete conditions compared to the wild-type (WT) strain.
The WT phenotype, that is, Fur transcriptional repression of the
fig operon genes, is recovered when the WT fur is expressed in
trans to complement the fur deletion (CHUGA-Ft6Afur + fur)
(Fig. 1a). This means that siderophore production is repressed
by FtFur in the presence of iron and derepressed in the absence
of the protein. Inductively coupled plasma atomic emission
spectroscopy (ICP-AES) quantification of the bacterial iron
concentration showed that, under our culture conditions, the
CHUGA-Ft6Afur strain accumulates 1.6-fold more iron than the
WT (Fig. 1a). These data strongly suggest that FtFur can bind
the fur-figA intergenic region that contains sequences closely
related to the EcFurBox identified in E. coli (Fig. 1b). Only a
few Fur boxes were identified in Francisella genome, compared to
E. coli, in the promoter of figA, pdpB (coding for the patho-
genicity determinant protein PdpB) and igIC (coding for the
pathogenicity island protein IglC) both in Schu S$41 and
CHUGA-Ft6. Then, electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
with manganese-activated FtFur have been performed on con-
sensus EcFurBox and on Pfigd, PpbpB and PiglC sequences
(Fig. 1c and Supplementary Fig. 2).

FtFur binds with a very high affinity to EcFurBox when
activated with Co(ll) (Kdapp=9nM?") and to the PfigA
promoter (estimated Kdapp =5 nM) and with a low affinity to
PpbpB (averaged estimated Kdapp=100nM; Fig. Ic and
Supplementary Fig. 2C). In contrast, and while igiC gene
expression is also found up-regulated under iron-restricted
conditions in F. tularensis'd, no binding is detected indicating
the absence of direct regulation by Fur. The migration on EMSA
gel of the FtFur/PfigA complex shows a composite pattern with
three successive bands assigned to the binding of one to two
tetramers (or one to four dimers) (Fig. 1d and Supplementary
Fig. 2B) which appear as the protein concentration is increased.
This suggests that FtFur could bind to several predicted Fur boxes
in the sequence (Fig. 1b). Indeed, using a shorter version (PfigAS)
of PfigAL, the main species detected corresponds to one dimer
bound to DNA (Supplementary Fig. 2B).

Western blot experiments suggest that the estimated 3000
protein subunits/bacteria may be mainly present as a tetramer
in vivo (see Supplementary Fig. 2F, G) and that hydrogen
peroxide (H,0,) treatment (I1mM for 4h) does not impact
this amount. This is not surprising considering the high stability
of the tetramer in solution. This copy number is in the same
range as described in E. coli or Vibrio cholerae (5000 and

COMMUNICATIONS BIOLOGY |

2500 subunits/bacteria estimated, respectively, in normal growth
conditions)***?, Considering the number of 50,000 total iron
atoms/bacteria quantified by ICP-AES (Fig. 1a) and the volume
of CHUGA-Ft6 around 10 'L, 5puM of FtFur subunit and
80 uM total iron are expected. Assuming micromolar range
Kd for (Fe-FiFur) as found in the literature for E. coli (1-10 uM
for Fe-EcFur®®), we can expect that a pool of metallated Fur
tetramer exists in the cell prior to association with the few DNA
target present in F. tularensis.

Fe-FtFur and Mn-FtFur contain intertwined pre-activated
dimers. Recombinant FtFur was purified as a tetramer contain-
ing one equivalent of Zn(I1) per subunit?’. FtFur was crystallized
in the presence of Mn(IT) as MnCl, or Fe(IT) as (NH,),Fe(SO,),,
the latter under anaerobic conditions. The structure of Mn-bound
FtFur was obtained from purified protein metalled with Mn at
high concentration before crystallization in the presence of Mn
(1) and was determined ab initio at 1.7 A resolution by the single-
wavelength anomalous diffraction (SAD) method. This structure
was used to determine that of Fe(I[)-bound FtFur at 1.8 A reso-
lution by molecular replacement (see X-ray data in Supplemen-
tary Fig. 3 and Supplementary Tables 1 and 2). Both Mn(II)-
bound and Fe(Il)-bound proteins have similar overall structures
appearing as a compacl tetramer made of a dimer of dimers per
asymmetric unit (a-carbon root mean square deviation (r.m.s.d.)
of 0.271 A between the two structures). The main differences
come from disordered N-terminal and C-terminal residues. Thus,
the structure of Fur containing the physiological activator metal,
namely Fe(II)-bound FtFur, the first one described to date, will
be used for a detailed description (Fig. 2a). Among the total 140
residues of the protein, 131 to 133 were resolved per chain.
Each subunit presents secondary structure elements similar to
those found in other Fur structures. It consists of a N-terminal
DNA-binding domain (residues 7-82) composed of a winged
helix-turn-helix motif in which a4 is the DNA recognition helix.
A short hinge connects the DNA-binding domain to the
C-terminal dimerization domain (residues 89-138). The dimer-
ization domain consists of three antiparallel B-strands (B3 to (4)
and two a-helices (a5 to a6), a5 intersecting between p4 and p5
(Fig. 2a and Supplementary Fig. 4). The dimeric interface is
mediated by P5 from each subunit forming an antiparallel
B-sheet, part of a six-stranded p-sheet in the dimer (Fig. 2b).

The two dimers in the tetramer structure are nearly identical
(a-carbons r.m.s.d. =0.318 A between the two dimers) with an
almost perfect superposition of the secondary structure elements.
The interaction between the two dimers through their DNA-
binding domains is stabilized by H-bonds involving atoms of the
DNA recognition helices (a4) of chains AB and CD (for chains A
and C: Gln61;; He/Ser64, O; Serdde Hy/Ser6d, Oy; Serods Of
GIn6l, He and Arg57: Hh/Glu63, Oe salt bridge, and
equivalently for chains B and D). The two salt bridges between
Arg57 and Glu63 constitute the most important interactions
(Fig. 2¢). These interactions combined with an interface area
of 2830 A2 between the dimers AD and BC (PISAZS) explain
the high stability of the tetramer in solution (Fig. 2d). For
comparison, in a previous work, we demonstrated that PaFur,
initially described as a crystallographic dimer?”, was tetrameric in
a solution®” with a substantially lower predicted interface area of
2120 A2,

Each dimer is in a closed conformation with the wing in 'inside’
positions corresponding to the 'active’ form in which the DNA-
binding domains are prepared to bind target DNA?®, However,
the dimer-dimer interactions naturally prevent any kind of
interaction with DNA through the recognition helices. Indeed,
Tyr56 and Arg57 (the one involved in the salt bridge stabilizing
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the tetramer), both present in the recognition helix, are highly
conserved residues known to have base-specific interaction with
DNAZ-0 e thus hypothesize that the metalled FtFur tetramer
structure is a pre-activated form of the protein. The mechanism
of pre-activated tetramer disruption driven by DNA is concep-
tually of interest.

First structural description of an iron substituted Fur. X ray
fluorescence spectra indicated that Tur crystals contain fwo metal
species: one Is the expected Zn and the second is the metal
added during cryslallization, thal is, Mn{ll) or Fe(ll) {(Supple-
mentary Fig. 34). The structures of Mn-FtFur and Fe-FtFur are
similar and confirm the presence of one Zn®* and one Mn®t ar
Fe** per subunit, Zn* in structural site §1 is coordinated by four
sulphur atoms [rom two pairs of cysteines in CXpC molils
(Cys93-Cys96 and Cys133-Cys136) (Lable 1), It connects the
short C-terminal helix a5 to the B-sheet of the dimerization
domain {Supplementary Fig. 4). The presence of 81 in Fe-FtFur
but not in PaFur demaonstrates that zing is not a prerequisite
for tetramer formation, The second site S2 binds either Mn*!
or Fe? ' The melal ion adopts a distorted octahedral geometry
with a 3N-30 coordination sphere (Fig. 3). 52 connects the
DNA-binding domain (His33 and Glug1 (bidentate) and the
dimerization domain which provides three ligands {His8#, His30
and Glul0l), It is described as the essential ‘regulatory’ site,
present in all known aclivaled Fur struclures, H33A-H90A
double mutations in FtFur 82 provoke a total inactivation of the
protein in vitro IfSupp]ementary Fig. 5C). The Fur structures
confaining an 52 site filled with Zn°T show some variation in the
coordination sphere, This fexibility may be explained by the
preference of Zn? ! for a tetrahedral geometry compared to Fe? !,
found physiologically in 82, which favours a hexacoordinated
octahedral environment with N/( ligands. Ab initio quantum
chemical geometry optimizations of models of the 52 site using
DEL with BALYP hybrid functional and 6-31 G{d) basis sel have
been performed with bound Mn®' or Be? . The similar opti-
mized geometries, with a larger coordination sphere for Mn?
than for Fe2t, validate the K-ray structures (Fig. 3, Supplemen-
tary Fig. 4A-T} and Supplementary Table 3).

4 CORMMLMICATIONS BICO0RY | srgdapdhpdapihngdhnih

Table 1 Meatal coordination from X-ray and DFT calculations
Atoms Distance A
Site 51 Zn Zn
Cys93,/96,133/1365 23 23
Site 52 Fe Mn

N-ray/DFT X-ray/DFT
Hiz33 MEZ 237220 237228
Glugl 081 227225 237243
Glug) Og2 237436 2372.32
HisB& ME? 234237 334795
Hiz20 MEZ 227278 237222
Glu1ar O8] 207205 237210
Eurd dislancss loe siles 51 and 52 ligands deduced [rom Lie S-ray shoaclures and cs oalaled
uy OFT

Some structures of Fur or Fur-like proteins (such as HpFur
and PaFur) revealed the presence of a third metal-binding
site {83) involving four conserved 2 His, 1 Asp and 1 Glu***, Tn
Ftbur, Tyr125 is found in place of one very conserved His. The
structure shows that the phenol group H-bonds with the other
putative ligands preventing metal binding in the position where
a metal ion was expected. Accordingly, the structures of FtFur
do not display any 53 site (Fig. 3 and Supplementary Fig. 4).

In summary, the crystal structures of Ftlur highlighted the
presence of two metal fons per subunit: one structural Zn®!,
already present in the non-activated protein as purified, and
gither one Mn®~ or one Fe™, its physiological activator, with
identical ligands in the regulatory site of similar geometry.
Metalled Fibur behaves as a dimer of pre-aclivaled dimers with
the DNA-binding domains forming a kind of crown with
interacting recognition helices through two salt bridges between
Args7 and Glua3 together with other weaker interactions.

Quaternary structure of FtFur in the presence of the FurBox.
Size-exclusion chromatography coupled to multi-angle laser light
scattering with online refractometer (SEC-MALLS-RI) was used

A TERS LA DE-D09 -5 | werwmalura oo comershin

166



COMMUNICATIONS BIOLOGY | DOI: 10.1038/s42003-018-0095-6

ARTICLE

Absence of
Site S3

Site S1 (Fe2*)

Fig. 3 Metal binding site in Fe-FtFur. Focus on one monomer extract on Fe-FtFur showing S1 and S2 sites simultaneously together with the unfilled S3 site
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Fig. 4 Quaternary structure of Mn-FtFur in the presence of FurBox analysed by SEC-MALLS-RI and cross-link assay. a SEC-MALLS-RI data of Mn-FtFur and
the FurBox analysed alone or as a complex in the presence of 1mM MnCl,. Data are normalized by Rl scale with sample concentrations ranging between
4 to 6 mg mL~". FtFur/FurBox gives a MW of 78 + 2 kDa, Min-FtFur gives a MW of 64 +1kDa and FurBox gives a MW of 15 + 0.5 kDa. b Cross-link assay
with GTA on SDS-PAGE 4-20% acrylamide in TGS buffer. A dimer (D) was trapped in the presence of specific Fur boxes (FurBox and PfigAL), while FtFur
exists as a tetramer (T) in the absence of DNA or in the presence of mutated FurBoxq,

to investigate the behaviour of FtFur in the presence of DNA. As
shown in Fig. 4a, in the presence of FurBox theprotein eluted
at a lower volume than the protein alone or the FurBox alone.
The deduced molecular weight of the green peak is 74 + 2 kDa,
fitting with a complex between tetrameric FtFur (64 kDa) and
the FurBox duplex (15kDa). This can be interpreted as the
binding of FtFur to DNA as a tetramer or as two dimers.

The evolution of the purified tetrameric FtFur in the presence of
DNA was then analysed by cross-linking experiments using 0.1%
glutaraldehyde (GTA). Under denaturing conditions, in the absence
of DNA (Fig. 4b), the main detected band corresponds to a species
with a molecular weight of approximately 62kDa, in very good
agreement with the size of a covalently bound FtFur tetramer. After
cross-linking in the presence of the EcFurBox, only two bands were
detected corresponding to the monomer and to a dimeric form of

COMMUNICATIONS BIOLOGY | _1

the protein, respectively. Mutations of the FurBox (FurBox,,, see
Supplementary Fig. 2) targeting four bases previously shown to be
crucial for the specific Fur/DNA interactions®, three of them being
involved in interactions with Tyr5628'29, resulted in the conserva-
tion of the tetramer without apparition of dimers.

The monomer (M)/dimer pattern was also obtained with PfigA.
These results demonstrate that tetrameric FtFur splits into dimers
in the presence of specific DNA contrary to the dissociation of
PaFur previously observed with non-specific DNA?, Besides, they
strongly suggest that FtFur binds the FurBox as dimers in vitro.

MALLS and SAXS data validate a two-dimer/DNA complex.
The activated Mn-bound FtFur form and the Mn-bound
FtFur/EcFurBox complex were examined by small-angle X-ray
scattering (SAXS). In both cases, at three different concentrations
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Fig. 5 Comparison of small-angle X-ray scattering curves of Mn-FtFur and Mn-FtFur/FurBox complex in solution. a Average scattering curves of Mn-FtFur
and Mn-FtFur/FurBox complex in solution by small-angle X-ray scattering. b Pair distance distribution functions, pR: Mn-FtFur-FurBox (MW = 81kDa)
and Mn-FtFur (MW = 64 kDa). ¢ Molecular models of Mn-FtFur structure (left) and of Mn-FtFur/FurBox (right) fitted in the SAXS envelope. The model
of the Mn-FtFur-/FurBox complex is obtained, in the absence of X-ray structure, by superposition of Mn-FtFur on the Mn-MgFur-/FurBox complex

(see Supplementary information). d Fits of the scattering curves

(1-10mgmL™Y), the linearity of the Guinier plots indicates
monodisperse samples. Average scattering curves of Mn-FtFur
(red) and Mn-FtFur/FurBox complex (black) in solution were
recorded (Fig. 5a). Pair distance distribution functions (Fig. 5b)
point out an elongation of the protein/DNA system (Dmax =
112 A for DNA/protein complex against 83 A for the protein
alone) and dramatic changes in the shape of the structure
(Porod volume = 130 nm°, against 100 nm®, and radius of
gyration =325 A, against 27.4 A). Bead molecular models of
Mn-FtFur alone and in complex with DNA complex, built by
DAMMIF*, show a globular Mn-FtFur and a thick pancake
shape for the DNA complex (Fig. 5¢). The X-ray structure of
the protein determined in this study docks very well in the
calculated envelope with a ¥* of 1.9 (Fig. 5d). In the absence
of high-resolution structure of the Mn-FtFur-DNA complex,
a model was built based on Mn-MgFur/EcFurBox ternary com-
plex?® and fits well with the calculated envelope with a ¥ of 2.2.
These results are in agreement with the conclusions of the cross-
linking experiments and support the DNA-driven split of the
FtFur tetramer in two dimers sandwiching the FurBox. To better
understand the mechanism of dimer-dimer and dimer-DNA
dissociation, theoretical calculations were performed.

Dimer/dimer and dimer/DNA dissociation free energy profiles.
The aim of this modelling was to evaluate precisely the difference
in binding affinity between the FtFur dimers within the
FtFur tetramers and between the FtFur dimers and DNA. Free
energy (potential of mean force) profiles for the extraction
(by translation along a fixed direction: Ox) of one FtFur dimer
from the tetramer (dimer of dimers) and of FtFur from DNA

were computed: the meticulous translation protocol is shown
in Supplementary Fig. 6. The simulations include a 'moving'
subsystem (FtFur dimer, chains A and D) and a 'fixed' subsystem
(FtFur dimer, chains B and C, DNA) as shown in Supplementary
Fig. 7. The profiles were built using the 'umbrella sampling’
technique and result from the overlapping of 26 computation
windows, one for each translation distance, and corresponding
to 15ns molecular dynamics simulation each. The results of
the calculations are shown in Fig. 6a. Binding free energies are
AG=18.8,10.5 and 8.8 kcal mol™" for dimer from FurBox, dimer
from tetramer and dimer from mutated DNA (mutDNA con-
taining FurBox,,), respectively. These binding free energies cor-
respond to dissociation constants of 17 fM, 20nM and 0.4 uM,
respectively, allowing a thermodynamically easy separation of
the tetramer into two dimers in the close proximity of DNA,
deduced from the experiments. Statistical errors were estimated
to be <1.5 kcal mol ! with bootstrap analysis using the 'Bayesian
bootstrap' method (b-hist option in g_wham).

According to Fig. 6b and Supplementary Fig. 8A, the residues
mainly contributing to the stability of the tetramer are: E76, E63,
N60, R57, D37 and K14, in agreement with the experimental
results where the mutation of residues E76 and E63 into alanine
leads to easier dissociation of the Ft tetramer into two dimers.
Close inspection shows that R57 interacts with E63, E76 with N60
and D37 with §35. For both A and D moving chains, these
residues contribute to around 30% of the total interaction energy.

The residues with the strongest contribution to the FtFur/
wtDNA complex stability are R57, Y56, T54, R19, T16é and
K14, contributing more than 50% of the total interaction energy
(Fig. 6¢ and Supplementary Fig. 8D). By homology with the
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Fig. 6 Computation of free energy profiles for dimer/dimer and dimer/DNA dissociation. a Potentials of mean force for the extraction of FtFur dimer from
the tetramer or from DNA. The x-axis, reaction coordinate, corresponds to the average centre of mass/centre of mass distance between the 'fixed' and the
‘moving’ subsystems. Data points corresponding to the outputs of Wham are fitted with 1, 2 or 3 sigmoid functions with R®°. Statistical errors were
estimated using the bootstrap method. b Major contributors to the average interaction energy between Fur chain D and the ‘fixed' dimer in the tetramer
simulation. On average, five residues contribute to around 30% of the total interaction energy. ¢ Major contributors to the average interaction energy
between Fur chain D and DNA in the FtFur/wild-type DNA simulation. The x-axis corresponds to the average centre of mass/centre of mass distance
between Fur and DNA. On average, five residues contribute to 54.5% of the total interaction energy. d Structure of FtFur dimer showing chain A (yellow)
and chain D (green). Residues shown in blue surface are the major contributors to the average interaction energy between FtFur and DNA in the
FtFur/wild-type DNA simulation. Residues in magenta and pink surfaces are the major contributors to the interaction energy between the 'moving’ dimer
and the 'fixed' dimer in the FtFur tetramer simulation. The mutated residues E63 and E76 are in pink colour

Magnetospirillum gryphiswaldense (Mg) Fur-DNA structure?®, R57,
Y56 and K14 are expected to make base-specific contacts, whereas
T54, R19 and T16 interact with phosphates. Average interaction
energy profiles between the 'moving' and 'fixed' subsystems are
shown in Supplementary information. According to these profiles,
the dissociation of the FtFur dimers from DNA would occur in two
steps: slight unbinding of subunit D followed by unbinding of
subunit A (Supplementary Fig. 8B, up and down). Noticeably, the
mutations in the DNA FurBox drastically impede the binding of
Fur to DNA with a 10 kcal mol~! binding free energy decrease,
explaining the selectivity of the binding of Fur to its FurBox
sequence. More precisely, three of the four mutations face Fur chain
D and their impact on the complex dissociation is visible in
Supplementary Figure 8B where the initial average interaction
energy of FtFur chain D with mutated DNA (—100 kcal mol 1) is
around half that with WT DNA (—200 kcal mol~1). Below 2.8 nm
the interaction of chain D with WT DNA remains stronger than
with mutated DNA. (Supplementary Fig. 8C).

A summary of the FtFur dimer structure and the residues
involved in its interactions with the other dimer within the
tetramer or with DNA is shown in Fig. 6d.

COMMUNICATIONS BIOLOGY | _1

New FtFur regulation mechanism from models and mutation
data. Structural analysis suggests that the Arg57-Glu63 interac-
tion plays a key role in the tetramer stabilization. Two of the
four Arg57 (1 per dimer) are involved in such salt bridges and the
two other are accessible to the solvent or to the DNA. Arg57 is
predicted to be one of the most important residues for the
interaction between Fur and bases in the specific DNA FurBox
(Figs. 6, 7). This residue is highly conserved and its importance
is in accordance with the Fur-DNA X-ray structure in M. gry-
phiswaldense where only few residues form base-specific inter-
actions: Arg57-G7, Lys15-A24’ and Tyr56-T15'/T16'%°. Similarly,
Arg65 in EcZur, a Fur-like protein, interacts with a purine DNA
base®’. In FtFur, both the four Lys14 (eq. Lys15 in MgFur) and
two Arg57 are accessible for DNA interaction. Interestingly, the
electrostatic potential around the tetramer shows a clear positive
crown in the region of these residues (Fig. 7a) where the nega-
tively charged DNA would be expected to first interact. We
hypothesize that the specificity of the DNA-dependent tetramer
dissociation could result from the interaction of DNA with Lys14
and the accessible Arg57, which would destabilize the tetramer by
a progressive loss of the interaction of the two other Arg57 with
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surfaces at —0.1 (red) and 0.1V (blue) (right). b Mn-FtFur structure with its solvent accessibility surface. The residues predicted to be involved in the DNA
interaction are coloured. € Sequence alignment of the DNA-binding domains of five Fur proteins with known structure EcFur (DNA-binding domain X-ray
structures only)?®; PaFur?’; FtFur (this work); HpFur (Helicobacter pylorr')zz and MgFurzg. The highly conserved amino acids implicated, in site S2 (blue) and
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phosphates (as evidenced in the structure of MgFur in complex with DNA). d Sketch of the DNA FurBox double-strand highlighting interactions with four
Fur subunits (forming two dimers). Each of them is shown in a specific colour: yellow, purple, green and cyan, corresponding to the residues shown in b,
Interactions between DNA bases and Fur residues are deduced from our results and the structures of the MgFur-DNA complex (T highlighted in red

interact with two subunits)

Glu63. Mutations of Glué3 and/or Glu76 to Ala confirmed the
importance of these residues in the stability of the tetramer since
dimeric forms were obtained, partially for the single mutant and
completely for the double mutants at high salt concentrations
(Supplementary Fig. 5A, B). Both single mutants were still able to
bind DNA in the presence of metal ions contrarily to the double
mutant. Moreover, the Arg57-Glu63 salt bridge disruption
should leave room to interactions of the crucial Tyr56 with DNA.

Fur is involved in F. tfularensis virulence and pathogenicity.
The critical role of Fur in pathogenicity and virulence of several
pathogens is known!®33, To investigate the putative role of FtFur
as a virulence factor we compared the phenotypes of CHUGA-Ft6
and CHUGA-Ft6Afur using in vitro or in vivo infection models.
Three types of experiments were conducted: bacterial multi-
plication in J774-A1 murine macrophage-like cells, H,O, sensi-
tivity assay and in vivo virulence assays in mice.

A growth defect of the CHUGA-Ft6 mutant lacking fur in
liquid medium was evidenced as shown by a longer lag time, a
longer generation time and a lower optical density at the
stationary phase as compared to the WT parental strain
(Supplementary Fig. 1B). A similar phenotype was observed on
solid medium with a delayed onset of visible colonies and a
smaller size of colonies for CHUGA-Ft6Afur (Supplementary
Fig. 1C). The ability of CHUGA-Ft6, CHUGA-Ft6Afur and
CHUGA-Ft6Afur + fur to replicate within macrophages was then
evaluated by infecting J774-A1 murine macrophage-like cells.
One hour after infection, the host cells contained the same
number of intracellular bacteria regardless of the infecting strain
meaning that Fur is not required for macrophage infection. After
24 h incubation (Fig. 8a), the number of intracellular bacteria was
markedly different as the WT cells were eight-fold more
abundant compared to the CHUGA-Ft6Afur. The fur-comple-
mented strain showed an intermediate level of intracellular
macrophage multiplication. The ability of these bacterial strains
to resist an oxidative stress corresponding to the respiratory burst

set up by infected macrophages was also checked by growing
bacteria previously exposed to 1 mM H3O, during 4 h (Fig. 8b).
CHUGA-Ft6 and CHUGA-Ft6Afur + fur displayed a similar
percentage of survival while FtéAfur was much more sensitive to
the oxidative stress with about 50% of surviving cells.

The involvement of fur in the infectious process in vivo was
then evaluated by using mice infected with F. tularensis by
intranasal (IN) or intraperitoneal (IP) administration (Fig. 8¢, d).
The survival curves of the animals showed that regardless of the
administration route, CHUGA-Ft6 and CHUGA-FtoAfur + fur
caused the mice death in approximately the same delay, which is
95 h post-infection for IP and 150 to 168 h for IN inoculation. On
the other hand, mice infected with CHUGA-Ft6Afur survived a
significantly longer time (p<0.001 compared to CHUGA-Ft6
and CHUGA-Ft6Afur + fur whatever the route of infection), that
is, 140h and more than 200h for the last animal infected by
IP and by IN routes, respectively. These results define fur as
an important virulence-associated gene in F. tularensis and are a
further example that deletion of this gene leads to an attenuated
phenotype in terms of virulence.

Discussion

Altogether, the involvement of Fur in the iron homeostasis
and the virulence of F. tularensis have been demonstrated here
as well as its direct interaction with the figA promoter region.
FtFur belongs to the new family of tetrameric Fur proteins. It
contains the structural zinc site S1 and the regulatory site S2 and
lacks the third site $3, usually found in Fur proteins. S1 is not
present in tetrameric PaFur and S3 is absent in FtFur, which
still forms a tetramer upon deletion of S2, indicating that the
tetrameric state of the protein does not rely on such sites. To our
knowledge, the first published structure of FtFur containing
the physiologically relevant ferrous iron is presented here with a
ferrous ion in an octahedral geometry. Metalled FtFur behaves
as a pre-activated tetramer with the DNA-binding domains
forming a positively charged crown where the recognition
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Fig. 8 Fur is directly involved in F. tularensis virulence and pathogenicity. a Bacterial multiplication in J774-A1 murine macrophage-like cells. The data
correspond to two independent experiments made in triplicate. P values were calculated using the Student's t test. b Hydrogen peroxide sensitivity assay
expressed as the percent survival of each strain exposed 4 h to 1mM H,0.. Bacterial suspensions were incubated 4 h with TmM H>0- before enumeration
of the CFU onto chocolate agar plates. Data are expressed as mean £ SEM of three distinct experiments. The data correspond to two independent
experiments made in triplicate. P values were calculated using the Student's t test. ¢, d In vivo virulence assay in mice inoculated IP with 5e2 CFU in 500 pL
of physiological serum or IN with 2e3 CFU in 50 pl of physiological serum. Five mice were used for each condition and experiments were performed twice.
Survival curves were compared using the Kaplan-Meier test. P values were <0.001 for CHUGA-Ft6 and CHUGA-FtéAfur + fur vs. CHUGA-FtéAfur, for
both the IP and IN routes. No significant difference was found between CHUGA-Ft6 and CHUGA-FteAfur + fur

helices interact through two stabilizing salt bridges between two
Arg57 (out of four) and two Glu63. The tetramer dissociation is
driven by an interaction of the protein with a specific DNA
sequence, suggesting the involvement of the two free Arg57 and
Lysl4, known to form base-specific contacts with DNA. We
postulate that the two H-bound Arg57 would progressively lose
their interaction with Glu63 replaced by interactions with DNA,
leading to the breaking of the salt bridge, crucial for the stability
of the tetramer and its dissociation into two dimers specifically
bound to the FurBox. In vivo studies reveal that FtFur is
important for the virulence of F. tularensis. Because there is no
efficient vaccine and only few poorly efficient antibiotics available
to fight tularaemia, this work shows that Fur is an attractive anti-
virulence target for new inhibitors, whose design, starting from
already known inhibitors against other Fur proteins®*, will be
facilitated by the detailed structure and mechanism of interaction
with DNA.

Methods

Bacterial strains and culture media. The biovar I strain of F. tularensis

subsp. holarctica used in the virulence assay, referred as CHUGA-Ft6, was
isolated at Verdun Hospital (France) from a blood sample collected during
routine care of a patient with typhoidal tularaemia. Identification at the species and
subspecies level was obtained by PCR amplification and sequencing of the inter-
genic region between the 165TRNA and 23SrRNA encoding genes™. Bacterial
cultures were performed either on chocolate agar plates supplemented with Poly-
Vitex (CPV, Biomérieux, Lyon, France) or in liquid brain heart infusion medium
supplemented with 2% PolyViteX (BHI-2%PV). When necessary, kanamycin

(10 pg mL 1) or sucrose (5% (w/v)) was added. Cultures were incubated at 37 °C,
in a 5% CO,-enriched atmosphere. Intracellular iron concentration was measured
on stationary phase bacteria grown over 15 h in modified Mueller-Hinton medium
into a shaking incubator (200 rpm at 37 °C). Briefly, the cells have been washed
several times with phosphate-buffered saline-ethylenediaminetetraacetic acid (PBS-
EDTA) 10 mM before hydrolysis with HNO; at 65% ON at 95 °C and measure-
ments by ICP-AES (Shimadzu ICP 9000 instrument with Mini plasma Torch in
axial reading made?®).

Construction and complementation of the FT6 Afur mutant. A phase deletion of
the fur gene was carried out in the CHUGA-F16 virulent isolate, by the method of
allelic exchange (Supplementary Fig. 1), through the use of a suicide plasmid
containing the sacB gene, pMP812°°. Approximately 1000 bp adjacent regions of
the FT6 fur gene were amplified using the two primers LeftfurF-LeftfurR and
RightfurF-RightfurR (Supplementary Table 4). The obtained PCR products were
mixed and further submitted to a second PCR using the forward primer LeftfurF
and the reverse primer RightfurR, generating a PCR fragment containing the two
adjacent regions of fur flanked with the BamHI and EcoRV restriction sites. This
fragment was digested with the two corresponding restriction enzymes and cloned
into the plasmid pMP812° previously digested with the same enzymes. After
electroporation, several selection (kanamycin, then sucrose) steps were performed
to obtain a delta fur mutant devoid of antibiotic resistance. In order to complement
the strain FT6Afur, the fur gene and its promoter region were amplified using
Compturl and CompfurR primers and cloned the shuttle vector pMP828. The
plasmid pMP828 containing the fur gene was then electropored into CHUGA-
Ft6Afur and complemented colonies selected on agar plates supplemented with
kanamyein. The fur expression in resulting transformants was checked using a
specific gRT-PCR.

Evaluation of the gene expression by qRT-PCR. Gene expression was measured
from strains grown for 16 h in BHI-2%PV. Approximately 10" cells were collected
for total RNA extraction that was achieved using 1 mL TRIzol reagent
(Invitrogen) and following the manufacturer’s instructions. Contaminating DNA
was removed using the TURBO DNA-free™ Kit (Ambion, Life Technology). The
first-strand complementary DNA (¢cDNA) synthesis reaction was carried out
starting from 500 ng of purified RNA and using the SuperScript™ 11 Reverse
Transcriptase Kit (Invitrogen, Life Technology). The resulting cDNA library was
used as a template in combination with the specific primers for qRT-PCR, which
was conducted using a Fast SYBR Green MasterMix in a StepOnePlus Real Time
PCR Systems (Applied Biosystems). Cycling was 20s at 95°C; 3 s at 95°C, 30s at
60 °C, repeated for 40 cycles. The expression level of each target gene was
calculated from three independent experiments and expressed as a ratio taking
the expression of the housekeeping gene 165 RNA as the denominator. Primer
sequences are indicated in Supplementary Table 5.

DNA sample preparation. DNA oligonucleotides were synthesized by MWG at
high purity scale. DNA duplexes were first annealed in water at concentration of
20 mg mL~! by heating the mixture at 95 °C for 5 min and rapid cooling on ice in
buffer A (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 150 mM NaCl) and then stored at 4 °C. The
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formation and concentration of DNA duplexes were determined by SEC-MALLS-
Rl in binding buffer. DNA was used extemporary for biochemical experiment.

Protein expression and purification

Apo-FtFurWT. Recombinant FtFur of F. tularensis FSC198 ref: NC-008245.1, 100%
identical in sequence to the CHUGA-Ft6 protein, was purified as a tetramer
containing one equivalent of Zn per subunit, as previously described?’, It was over-
produced in BL21 DE3 R2 E. coli strain in Luria-Bertani (LB) medium after an
overnight induction with 1 mM isopropyl p-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at
18 °C. Cell were resuspended in buffer A, lysed by sonication and purified suc-
cessively on several columns (GE Healthcare): (1) ion-exchange chromatography
on DEAE Sepharose with linear gradient between buffer A and buffer A
supplemented with 1 M NaCl, (2) hydrophobic interaction chromatography on
Butyl fast flow Sepharose with linear gradient between buffer A containing 1 M of
ammonium sulphate and buffer A and (3) size-exclusion chromatography
Superdex-200 (10/60) equilibrated with buffer A.

Apo-FiFur mutants. E63A, E76A and E63A-E76A mutants were cloned in pET-
TEV (based on pET28a) vector to produce N-terminal 6xHisTag cleavable TEV
fusion proteins. PCR was done in the presence of appropriate primer with Phusion
polymerase-HF at recommended T,,,. PCR samples were incubated with a reaction
buffer containing 2 UT of Dpnl, 10 Ul of T4 DNA ligase, 1 mM of ATP and 2 UI
polynucleotide kinase (PNK) in PNK buffer from NEB for 15 min at room tem-
perature (RT) before transformation in Top10 ultracompetent cells. Each mutant
has been DNA-sequenced before expression and purification as described, H33A-
H90A double mutant (FtFurAS2) was obtained from pET30b-FtFurWT before
cloning in pET-TEV, over-produced and purified like FtFurWT. The other mutants
were over-produced in in BL21 (DE3) R2 E. coli strain LB medium after induction
with 1 mM IPTG at 37 °C for 4 h. Purification was done by using Ni-NTA resin
(Qiagen) in batch mode in buffer A with 10 mM imidazole and 10% glycerol. Pure
protein fractions were pooled and mixedwith homemade HisTag-TEV protease
(1% of the protein concentration to purify) together with 1 mM dithiothreitol
(DTT) and 1 mM EDTA. The solution was then dialysed using a 3kDa cut-off
membrane against 2 L buffer A containing 1 mM DTT and 1 mM EDTA at 4°C
overnight, followed by a second 2 L dialysis against buffer A to remove DTT and
EDTA. The protein sample was then passed through the Ni-NTA column in order
to separate the pure protein from the HisTag-TEV protein and the HisTag itself. A
final step of purification was performed by using Superdex-200 in buffer A sup-
plemented with 500 mM NaCl at 4 °C. Collected fractions were concentrated on a
50 kDa cut-off Vivaspin from 20 to 40 mg mL ' and used or frozen in liquid
nitrogen in the presence of 10% of glycerol before storage at —80°C.

Purification of the Mn-FtFur/Fur Box complex. The purification was done in buffer
B (50 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MnCl,, 1 mM MgCl,) at 20°C.
Molar equivalents (1.2) of FurBox Duplex (see DNA sample preparation) were
incubated with Mn-FtFur before loading on a Superdex-200 increase 10/30 GE
Healthcare column equilibrated with buffer B. Pooled fractions were analysed in
SEC-MALLS-RI in the same buffer to check the integrity of the complex.

EMSA and nuclease activity assay. EMSA experiments were performed as pre-
viously described®. The formation of small-scale (under 1 pg) DNA duplexes was
confirmed by native gel electrophoresis™ on 10% acrylamide gel in 1x TAE buffer
(40 mM Tris-acetate, pH 8.2, 1 mM EDTA). DNA radiolabelling was performed by
incubating 20 nM DNA for 30 min at 37°C in the presence of 1 U of T4
polynucleotide kinase (NEB) and 1 uL of yATP at 1 mCi mmol~'. Labelled DNA
was diluted 10 times in buffer A, desalted on G25 Mini Spin Column and stored at
—20°C. EMSA were performed with 250 pM of freshly prepared radiolabelled
DNA incubated 30 min at 25 °C with different concentrations of protein in a
binding buffer (20 mM Bis-Tris propane, pH 8.5, 100 mM KCl, 3mM MgCl;,

10 uM MnCl, 5% (v/v) glycerol and 0.01% Triton X-100). After 30 min incubation
at room temperature, 10 puL of each sample were loaded on 10 % polyacrylamide
(29/1) gel. The gel was pre-run for 30 min at 100 V in TA buffer (40 mM Tris-
acetate, pH 8.2) supplemented with 100 uM of MnCl,. Mobility shifts were revealed
by exposing the gels on a storage phosphor screen (GE Healthcare) and quantified
with a cyclone phosphoimager (Perkin Elmer). The nuclease activity assay was
performed as previously described?.

SEC-MALLS-RI experiments. Each sample was checked by size-exclusion chro-
matography coupled to multi-angle laser light scattering with online refractive
index (SEC-MALLS-RI) as previously described®” and using a standard procedure:
20 uL of sample with a 2 to 10 mg mL ™! concentration were loaded on an analytical
Superdex-$200 increase pre-equilibrated at 0.5 mL min~" with appropriate buffer
(Apo-FtFur in buffer A, Mn-FtFur and Mn-FtFur/FurBox in 50 mM HEPES, pH
7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MnCl,, 1 mM MgCly) and connected to an in-line
DAWN HELEOS 11 spectrometer (Wyatt Instruments). An in-line refractive index
detector (Optirex, Wyatt Instruments) was used to follow the differential refractive
index relative to the solvent. After baseline subtraction of the buffer solution, all
samples presented a single peak allowing the determination of absolute molecular
masses with the Debye model using ASTRA6 software (Wyatt Instruments) and a

theoretical dn/de value of 0.185 mL gL, The final values correspond to the average
of three independent experiments.

Crystallization. Protein crystallization conditions were obtained by using crys-
tallization screens (Hampton Resarch Grid Screens™ and Qiagen protein crys-
tallization suites) with the HTX Lab high-throughput robot screening (HTX Lab at
EMBL-Grenoble). Diffracting crystals up to 8 A were obtained in 50 mM MES, pH
5.6, 200 mM KCI, 5% (w/v) PEG 8000, 10 mM magnesium chloride hexahydrate.
This crystallization condition was then manually optimized. Diffracting crystals up
to 1.7 A were obtained by 1 uL of a 16 mgmL ™! Mn-FtFur holoprotein solution
with 1 pL of 50 mM MES, pH 5.8, 20% (w/v) PEG 3350, 200 mM MgCl,-6H,0,
10 mM MnCl, reservoir solution, using the hanging drop vapour-diffusion method.
Crystals of Fe-FtFur holoproteins were obtained in the same condition in the
presence of 10 mM of (NH,);Fe(SO,);-6 H;O under anaerobic condition in a glove
box. Crystals appeared in a few days and were back-soaked three successive times
in a mother liquor containing 50 mM MES, pH 5.8, 20% (w/v) PEG 3350, 200 mM
MgCl,-6H,0, to remove the excess of free metal. All crystals were cryoprotected
using a solution obtained by adding 25% (v/v) glycerol to the mother liquor
containing 25% (w/v) PEG 3350 and flash-cooled in liquid nitrogen,

X-ray diffraction and structure resolution of Mn-FtFur and Fe-FtFur. Diffrac-
tion experiments were done on the beamline FIP-BM30-ESRF (European Syn-
chrotron Radiation Facility, Grenoble, France).

For Mn-FtFur, a fluorescence spectrum was recorded to check the presence of
Mn at 1.77 A (right side of maximum Fd” for manganese) and Zn at 0.97 A cations
(Supplementary Fig. 3A). A remote and an anomalous datasets were recorded at
wavelengths 0.97 and 1.77 A (right side of maximum F” for manganese). Best
dataset (0.97 A) diffracted at 1.7 A resolution. Diffraction data were integrated/
scaled in the space group P2, using XDS Program Package version 15 October
2015%, The structure was solved by the SAD method using Phenix 1.10.1-2155/
AutoSol*® and 86% of the model was built automatically. The model was rebuilt/
corrected manually and refined using alternatively COOT? and REFMAC04!,
Final refinement cycle was done in Phenix (Supplementary Table 1 and
Supplementary Fig. 3B).

For Holo-Fe-FtFur, a fluorescence spectrum was recorded to check the presence
of cations: Fe and Zn at 0.97 A (Supplementary Fig. 3A). The datasets were
collected at wavelengths 0.97 A with a resolution of 1.8 A, integrated/scale by XDS
Program Package in the space group P2;.

The structure was solved by molecular replacement using MOLREP?? with the
previous structure (Mn-FtFur) as the starting model. Indeed, we were not able to
obtain a Fe-FtFur structure in the same conditions using iron Mohr salt in place of
manganese even in a glove box. When trying to obtain the crystal from SEC-
purified Mn-FtFur-DNA complex, only the same Mn-FtFur crystals were seen, but
adding iron in the crystallization conditions, we were able to get crystals of Fe-
FtFur diffracting at 1.8 A and to solve the structure by molecular replacement with
Mn-FtFur. The anomalous dataset was used to confirm the presence of Fe in the
structure. ‘The model was built and refined using REFMAC and COOT
alternatively (Supplementary Table 2 and Supplementary Fig. 3B).

Both Holo-Mn-FtFur and Holo-Fe-FtFur final structures were validated by
molprobity™®, Protein Data Bank (PDB) redo™ was used before deposition of the
structures to the PDB. The PDB codes are SNBC for Holo-Mn-FtFur and 5NHK
for Holo-Fe-FtFur. King was also used to cross-validate the data.

SAXS experiments. Before each experiment, all samples were extemporaneously
re-purified on SEC Superdex-200 increase (GE Healthcare) 10/300 equilibrated in
an appropriate buffer. SAXS data were collected at the ESRF (Grenoble, France) on
beamline BM29 BioSAXS. The scattering profiles were measured at several con-
centrations between 0.5 to more than 10 mg mL~L. Data were processed using
standard procedures with the ATSAS v2.5.1 suite of programs*” as described”. The
ab initio determination of the molecular shape of the proteins was done as pre-
viously described®”, Briefly, radius of gyration (Rg), forward intensity at zero angle
(I(0})), Porod volumes and Kratky plot were determined using the Guinier
approximation and PRIMUS programs®. In order to build ab initio models, several
independent DAMMIF*? models were calculated in slow mode with pseudo-chain
option and analysed using the program DAMAVER*. Docking of the tetrameric
X-ray structure into the measured SAXS envelope was generated by SUPCOMB*,
The model of the Mn-FtFur/FurBox complex was built from the Mn-MgFur/
FurBox structure (PDB code 4RB1): after sequence alignment, the atom coordi-
nates of the corresponding amino acids were directly copied from MgFur to FtFur
and coordinates of missing side chain atoms were added from internal coordinates.
The resulting model was energy minimized with CHARMM?®Y, The program
CRYSOL® was used to generate the theoretical scattering curves from the tetra-
meric structure of FtFur.

Cr linking experi Cross-linking experiments between FtFur and Fur
boxes were performed using 0.1% GTA. With a short spacer arm of approx: 5 A,
and when used at a low concentration, this cross-linker agent is well suited for
intramolecular cross-linking and to specifically cross-link individual species in
close interactions. Two micrograms of Mn-FtFur were used in each tube, fresh
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GTA was used at 0.1% and 25-50 and 100 ng of DNA oligonucleotides duplex was
added sequentially. Incubation buffer are done with 1 mM of fresh MnCl, at RT
before being cross-linked by GTA 30 min at RT and loaded onto sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 4-20% acrylamide gradient,

Construction of the models. The X-ray structure of FtFur solved in this study
(Asp7 to Argl37) was used as the initial model for the tetramer. The GROMACS
program version 5.1.2°° with the gromos54a7 united atom force field®! was used to
perform long molecular dynamics simulations needed to compute free energy
profiles, Fe>™ and Zn>* were modelled as simple Lennard Jones hard spheres with
charge +2 with Zn coordinated to charged deprotonated cysteines (see for details
Supplementary Methods).

In the absence of FtFur + DNA structure (FtFur/wtDNA), the structure of
M. gryphiswaldense (ARB1)*® in the presence of DNA was used to model the
wtDNA FurBox and correctly position FtFur dimer on wtDNA (by least-square
fit matching of atom positions). The 5'-GCCGGATAATGATAATCATTATC-3
fragment (consensus FurBox in bold) and its complementary 3'-5" sequence was
used to model double-stranded wtDNA.

The mutDNA (equivalent to FurBox,,) sequence GCCGGATACIGATAGIC
CTGATC contains four mutations with respect to the FurBox (A9 to C, A15 to G,
Al8 to C and T20 to G) which were constructed by simple matching of
corresponding heavy atoms in the WT DNA model and building of missing
hydrogens. The three above vacuum systems were immersed in parallelepipedic
SPC*? water boxes modelled with periodic boundary conditions after the
addition of Na™ and CI~ counterions to ensure neutrality and a total ionic force
of 0.1 mol L 1. The solvated systems were energy minimized and equilibrated
under NPT conditions at 310K and 1atm.

Computation of free energy profiles. Free energy profiles for the extraction

(by translation along a fixed direction: Ox) of one FtFur dimer from the tetramer
(dimer of dimers) and of FtFur from DNA were computed: the meticulous
translation pratocol is shown in Supplementary Fig. 6.

The simulations include a 'moving’ subsystem (FtFur dimer, chains A and D)
and a fixed’ subsystem (FtFur dimer, chains B and C, wtDNA or mutDNA) as
shown in Supplementary Fig. 7.

The profiles were built using the 'umbrella sampling' technique and result from
the overlapping of 26 computation windows, one for each translation distance.

Each window consisted of 100 ps NPT equilibration and 10 to 15ns NPT
production simulations. Position restraints on the 'fixed' subsystem and distance
restraints on the whole protein, in the form of NOE-type restraints between H-
bonded H and O atoms to maintain its secondary structure, were applied. The
‘moving' subsystem was subject to two harmonic biasing forces along the X
direction only ('umbrella potential’) applied between the centres of mass of the 2
Fur dimer subunits and the centre of mass of the fixed' subsystem.

After the dynamics runs, positions and forces were collected from the
trajectories and the umbrella sampling harmonic potential was unbiased using the
Wham algorithm®® implemented in the 'g_wham' program® to yield the free
energy profiles.

Computation of average interaction energy profiles. Interaction energy profiles
were computed by extracting nonbonded interactions (electrostatic 4 Lennard
Jones potential energies) from all the trajectories of the simulations and averaging
for each window. Interaction energies were calculated between each residue in the
Fur ‘'moving’ dimer (chains A and D) and the 'fixed’ subsystem (DNA or 'fixed'
FtFur dimer).

H;0; sensitivity assay. Three independent overnight cultures of each strain
(CHUGA-Ft6, CHUGA-Ft6Afur and CHUGA-Ft6Afur + fur) in BHI-2%PV
medium were diluted in PBS to obtain 1 x 107 colony-forming unit (CFU) mL !
inocula. These bacterial suspensions were incubated 4 h with 1 mM H,0O, at room
temperature without shaking. Culture samples taken before and after H,0,
exposure were serially diluted and spread onto CPV plates and incubated for 3 days
at 37 °C. Counting of CFUs allowed to determine the percentage of surviving
bacteria after H;O; exposure. Data were expressed as the mean of three inde-
pendent experiments.

In vitro macrophage infection. ]774-A1 murine macrophage-like cells were grown
in 24-well microplate using Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Gibco)
medium supplemented with 10% decomplemented fetal calf serum (FCS, Gibco) at
37°C in 5% CO, enriched atmosphere. For infections assays, confluent J774-Al
monolayers were infected with a bacterium inoculum at a multiplicity of infection
of 10:1 (approximately 5x 10° bacteria for 5 x 10 cells), and reincubated for 1 h
(37 °C, 5% CO,). The cell monolayers were then washed with PBS (Gibeo), and
DMEM-10% FCS containing 5 ug mL™" of gentamycin was added for 1h to kill
non-phagocytized bacteria. The cell supernatant was then replaced with MEM-10%
FCS, and cell cultures were incubated for 24 h (37 °C, 5% CO;). To evaluate bac-
terial multiplication within J774-A1 macrophages, infected cell monolayers treated
with 0.1 % saponin immediately after gentamycin treatment (T0) or after 24 h
incubation (T24) were lysed and serially diluted in PBS and plated onto chocolate

agar plates enriched with PolyVitex for CFU numeration. Each point was per-
formed in triplicate. Data obtained were compared using Student’s [ test and P
values <0.05 were considered statistically significant.

In vivo virulence assay. Six-week- to eight-week-old BALB/c males were infected
with overnight cultures of the strains CHUGA-Ft6, CHUGA-Ft6Afur and
CHUGA-Ft6Afur + fur diluted in 0.9% NaCl. Experiments were performed in an
animal biosafety level 3 laboratory. For each bacterial strain, groups of five mice
were inoculated either intraperitoneally (500 CFUs in 500 pL) or intranasally
(2000 CFUs in 50 pL.) and infected animals were monitored several times a day,
weighed every day, and euthanized when they had reached one of the following
limit point: prostration, high piloerection, weight loss >15% of TO weight and
closed eyes. A group of unifected mice was used as control. All murine experiments
were approved by our local ethics committee (ComEth, Grenoble, France). During
the experiments, mice were monitored several times a day, weighed every day and
euthanized when we felt they had reached our estimated limit point (prostrate, high
piloerection, weight loss >15% of T0 weight and eyes closed). All these experiments
were performed in compliance with the laws and regulations regarding animal
experimentation in France.

Data availability. The datasets generated during the current study are available
from the corresponding authors on reasonable request. Coordinates and structure
factors for Mn-FtFur and Fe-FtFur have been deposited in the RCSB Protein Data
Bank under accession codes SNBC and 5NHK, respectively.
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Supplementary Figure 1. Construction procedure of CHUGAFt6Afur and growth
comparison with CHUGAFt6wt.

Panel A. Schematic representation of allelic change procedure. Panel B. Growth curve
comparison of CHUGAFt6wt and CHUGAFt6Afur by monitoring the optical density at 600
nm as a function of time. Pamel C. Colony morphology of CHUGAFt6wt and
CHUGAFt6Afur. Bacteria grown for 72 h on Chocolate-agar plates at 37°C with 5% CO,

atmosphere.
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Supplementary Figure 2. DNA binding experiment by EMSA of FurBox containing
promoters identified in Francisella tularensis genome and Western blot assays.

Panel A. FurBox corresponding to consensus sequence and a mutated FurBox as control

(FurBoxy, ) previously described”.

Panel B. PfigAL(long) and PfigAS (short) correspond to the genomic DNA sequence of
CHUGA-Ft6 Francisella tularensis. The long version is already presented in Fig. 1 in the
main text, the short version presents a different profile, with a major band corresponding to 1
dimer. DNA sequence analysis indicates the presence of 3 modifications compared to the
FurBox, which could be important to the binding of FtFur on DNA.

Panel C. Result obtained with PpdpbL and PpdpbS are presented and indicate the low affinity
of FtFur for this box. DNA sequence analysis indicates the presence of 6 modifications in
nucleotide sequence and validates the low affinity obtained with this promoter.

Panel D. Sequence of forward primer used for EMSA experiment. The nucleotides
corresponding to the consensus FurBox are underlined.

Panel E. promoters containing FurBox (with the homology with the consensus 19bp) are
identified in Francisella tularensis genomes.

Panel F. Native Western blot on PAGE of F. tularensis live vaccine strain (LVS) extracts.
For safety reasons, we are not allowed to manipulate the clinical CHUGA-Ft6 strain extracts
outside the P3 laboratory without a previous denaturation step. We thus used LVS which
contains an identical FtFur protein. Exponential growth phase bacteria were or not exposed
for 4 h to 1 mM H,0, at 37°C before lysis with BugBuster extraction reagent (Sigma). The
recombinant purified FtFur (2.5 pg) and LVS extracts (10 pg) were loaded onto a 6%
acrylamide gel and separated under non-denaturing conditions (100 V, 2 h). After transfer on
nitrocellulose membrane, the samples were probed with anti-Ec Fur antibodies (1:15000) and
Fur was detected with HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (Jackson
Immunoresearch 1: 10000) and visualized by chemiluminescence with the Biorad ECL
substrate and using the Biorad chemidoc MP imaging system.

Panel G. Left panel: Quantification of the Fur proteins by the signal analysis obtained
starting from various amount of recombinant protein and bacteria and leading to an average
estimation of 3000 Fur subunits per CHUGA-Ft6 bacteria. Right panel: Western blot of
whole bacterial extracts of bacteria LVS and CHUGA-Ft6 grown in Modified Mueller Hinton
medium supplemented with 0.0025 % ferric pyrophosphate and treated or not with H,O, (1
mM for 4 h). Bacterial pellets resuspended in Laemmli buffer were separated by SDS-PAGE
(14% acrylamide) and then processed as above.
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Supplementary Figure 3. Crystallographic data of FtFur structures and fluorescence
spectra.

Panel A. Fluorescence spectra recorded at 1.77 A and 0.97 A to confirm the presence of Fe,
Zn and Mn atom in protein crystals before X-ray diffraction.

Panel B. Stereo views of the Fe and Mn metal binding sites of the SNHK and SNBC
structures, respectively. Stereo mode prepared with the Will Eye Stereo Program inside
Pymol 2.1.0 (Sigma 1.5; Carve 2.0; mesh 0.1; Stereo shift -6; Stereo angle 2.1)

178



Fe(ll)

DNA-Binding-Domain
| | | |

EcFur ========-=-MTDNNTALKKAGLKVTLPRIKILEVLQEPDNHHVSAEDLYKRLIDMGEE IGIATVYRVLNQFDDAGIVIRHNFE
PaFur -- ---MVEN-SELRKAGLKVTLPRVK I LQMLDSAEQRHMS AEDVYKALMEAGEDVGIATVYRVLTQFEAAGLWRHNFD
PtRur ~==ccccca MNSKNLDIKEFGFKVTQPRVE I LKLFEKNKDKHLS PDDVFSKLKAQGSTTGIATVYRVLNQFESAGI INRLKLD
HpFur MKRLETLESILERLRMSIKKNGLKNSKQREEVVSVLYRSGTHLSPEEITHSIROKDKNTSISSVYRILNFLEKENFICVLETS
MgPuUr se=snceus) MVSRIEQRC I DKGMKMIDQRRVIAQVLSDSADHPDVEEVYRRATAKDPRISIATVYRTVRLFEEESI LERHDFG
Central Dimerization Domain
Loop

EcFur GGKSVFELTQQHHHDHLICLDOGKVIEFSDDSIEARQREIAAKHGIRLTNHSLYLYGHCAEGDCREDEHAHEGK
PaFur GGHAVFELADSGHHDHMVCVDTGEVIEFMDAEIEKRQKE IVRERGFELVIHNLVLYVRKKK === === == ===
FtFur NEQVMYELNQGEHHDHIICVKONMIQEFYSPGIEALQKQIVESFGAEMIDYSLNIYVKCKS-—-CREKI-——---
HpFur XKSGRRYEIAAKEHHDHIICLHOGKIIEFADPEIENRQNEVVKKYQAKLISHDMKMFVWCKE--CQESEC--~=-~
MgFur DGRARIEEAPSEHHDHLIDVNSARVIEFTSPEIEALQREIARKHGFRLVGHRLELYGVPLTSGGDSDDK——~~--

omir 1t | I 1

Supplementary Figure 4. Structures of metal binding sites and sequence alignments.
Panels A and B. FtFur Metal binding sites — DFT B3LYP Optimization under High spin for
S2 sites filled with Fe(1l) and Mn(1I) respectively.

Panels C and D. Superimposition of DFT optimized structures of the metal sites in the 4
subunits, for S2 sites filled with Fe(1l) and Mn(II) respectively.

Panel E. Sequence alignment of 5 Fur proteins of known structures and location of amino
acids implicated in the S1 (Green), S2 (Blue) and S3 sites (red). Y103 and Y125 from FtFur
are identified by grey arrows. Ec=Escherichia coli (DBD Xray structures only °; Pa:
Pseudomonas aeruginosa ®; Ft: Francisella tularensis (this work); Hp: Helicobacter pylori’
and Mg: Magnetospirillum gryphiswaldense ®.
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Supplementary Figure 5. Study of tetramer dissociation by SEC-MALLS-RI analysis on
FtFur E63A, E76A and E63AE76A mutants and activity assays.

Panel A. SEC-MALLS analysis experiments are done in the presence of 150 mM NacCl, all
constructs present the same MW (around 64 kDa) corresponding to a tetramer in solution.

Panel B. SEC-MALLS analysis experiments are done in the presence of 500 mM NaCl
FtFur-WT presents a MW of 64 kDa corresponding to a tetramer in solution. E63A mutant
shows a non-symmetric peak at 48 kDa MW corresponding to a mixture of tetramer and
dimer. E76A present two peaks. The major peak corresponds to a MW of 32 kDa for a dimer
in solution, the minor peak presents a MW of 64kDa corresponding to a tetramer. Finally, the
double mutant E63AE76A presents one single symmetric peak at 32 kDa corresponding to a
stable dimer in solution. This experiment has been repeated three times and validates the
major role of these two amino acids in the stabilization of the tetramer.

Panel C. Nuclease assay on FtFur, FtFurAS2, FtFurE63A, FtFurE76A, FtFurE63AE76A
performed as previously described®. The FtFurAS2 and the FtFurE63AE76A mutants were
not able to bind DNA contrarily to the WT, FtFurE63A and FtFurE76A mutants, in the
conditions of the assay.
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Supplementary Figure 6. Algorithm for the preparation of initial coordinates for the
computation of free energy profiles.

The algorithm consists of a main subprogram doing the translations and pre-equilibrations,
which is called twice: 1) 10 first windows corresponding to 0.5 A translations followed by 2)
15 windows of 1 A translations. Three variables are defined “dtot”, the total translation
distance for the “moving” subsystem, “i”, the conformation counter and “dist”, the current

translation distance in A.

dtot = dtot + dist/ 5
From Tempfile translate all atoms of the “moving”
subsystem + solvent by dist.

v

Starting fromconf 0, translate atoms of the “fixed”
subsystem by dtot
and use asnew reference file for harmonic restraints (HR).

v

Energy Minimize (EM) structure 100steps Steepest
Descent (SD) with HR on all BackBone (BB) atoms
Store as TempFile

Repeat
Stimes

NPT equilibrationfor S0ps with the same HR and MD
parametersas previous NPT (see text)
Run EM until maximumforce on allatoms <1000
ki/mol/nm
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Supplementary Figure 7. Structure of the FtFur tetramer corresponding to the last
conformation in the pulling process.

The moving subsystem (Chains A and D) has been translated (10*0.5+15%1.0) =20 A from
the initial tetramer along the X direction. Centers of mass of the “fixed” subsystem and the
two subunits of the moving Ft dimer are indicated. The moving subsystem is constituted of
two Ft subunits: 1 and 2. Forces are applied on their centers of mass to pull them away or
maintain them at a fixed distance of the “fixed” subsystem. Part of the backbone of the
“fixed” system highlighted in red is subject to position restraints during the pulling process.
Black dashed lines show hydrogen bonds in the secondary structures which are maintained
using NOE type distance restraints. 8§ metal cations are shown as spheres. Water and counter
ions surrounding the system (in a 105.3*80.3*65.4 A* periodic box) are not shown for clarity.
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Supplementary Figure 8. Important residues in the interactions and their comparative
energy contribution.

Panel A. The five major contributors to the interaction energy between chain A and the
“fixed” dimer in the FtFur tetramer simulation. Same legend as in Fig. 2. On average, 5
residues contribute to around 30% of the total interaction energy (with a maximum of 56% at
2.93 nm). The maximum total interaction energy for all residues over all 26 windows is
calculated first, then the contribution of each residue is normalized with respect to this
maximum. The plot shows the corresponding percentage of the maximum interaction energy
for selected residues. The blue surface corresponds to the sum of the contributions of all
residues others than those selected.

Panel B. Up: Comparison of average interaction energies between Fur chains A and D and
wtDNA during the translation of Fur away from DNA. Chain D loses its interaction with
DNA faster than chain A. Down: Comparison of average interaction energies between Fur
chains A and D and mutDNA during the translation of Fur away from DNA. Chain D loses its
interaction with DNA very fast. (Averages were calculated over 15000 points).

Panel C. Comparison of average interaction energies between Fur chain A and DNA in the
Fur/wtDNA and Fur/mutDNA simulations. Interaction energies between FUR chain A and wt
or mut DNA are similar.

Panel D. The five major contributors to the average interaction energy between Fur chain A
and DNA in the FtFur/wtDNA simulation. Same legend as in Fig. 2. On average, 5 residues
contribute to 59% of the total interaction energy (with a maximum of 86% at 2.74 nm).
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Supplementary Tables

Supplementary Table 1. Data collection, phasing and refinement statistics for the
structure of Mn-FtFur.

Mn-FtFur
(S5NBC)
Data collection
Space group P21 P21

Cell dimensions
a, b, c(A)
a By (°)

Wavelength (A)
Resolution (A) *
Rineas o

I/all)’

CGp°
Completeness (%) °
Redundancy®

Refinement

Resolution (A)

No. reflections

anrk/ Rfree

No. atoms
Protein
Ligand/ion
Water

B factors
Protein (A%)
Ligand/ion (Az)
Water (Al}

R.m.s deviations (A%)

Bond lengths (&)
Bond angles (°)

53.15, 89.93, 63.84
90.00, 93.59, 90.00

53.15, 90.0, 63.95
90.00, 93.48, 90.00

Peak Remote
1.7761 0.9797
50.0-2.1 (2.14-2.1) 50.0-1.7(1.74-1.7)
17.6 (135.0) 8.9 (99.2)
10.2 (1.60) 11.6 (1.31)
99.5 (57.8) 99.6 (64.4)
99.3 (92.3) 99.7 (48.8)
7.2 (6.4) 3.5(2.4)
N.A.C 42.1-1.7
64585
21.7/24.4
4138

8 (4 Zn atoms and 4 Mn atoms)
402

24.1
20.9
31.3

0.007
0.88

*Values in parentheses are for highest-resolution shell.
hRmeas, redundancy-independent merging R-factor

“Structure of Mn-FtFur has been solved by the MAD method using 1 crystal, and refined with the remote

diffraction data only
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Supplementary Table 2. Data collection and refinement statistics for the structure of Fe-

FtFur.

Fe-FtFur
(PDB code SNHK)

Data collection
Space group
Cell dimensions
a, b, c(A)
a f,y (%)
Resolution (A)*

ab
Rimeas

VEUN

CCyp°
Completeness (%)
Redundancy °

a

Refinement

Resolution (A)

No. reflections

Ruwork / Reree

No. atoms
Protein
Ligand/ion
Water

B factors
Protein (A%)
Ligand/ion (A%)
Water (A%

R.m.s. deviations
Bond lengths (A)
Bond angles (°)

P21

53.35,90.04, 64.05
90.00, 93.53, 90.00
50.0-1.8(1.9-1.8)
9.6 (75.2)

10.8 (2.1)

99.6 (64.4)

99.2 (99.6)
3.0(3.0)

42.2-1.8
55477
20.4/24.3

4237
8 (4 Zn atoms and 4 Fe atoms)
507

22.2
20.0
29.4

0.008
0.89

“Values in parentheses are for highest-resolution shell.
hﬁ‘mea;, redundancy-independent merging R-factor

11
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Supplementary Table 3. Comparison of metal-ligand distances between FtFur-Mn and
FtFur-Fe. Distances are calculated from the X-ray structures with Coot 0.8.2

Mn-FtFur / Fe- FtFur

Site 1
Zn in dimer 1 Zn in dimer 2
Chain A Chain D Chain B Chain C
C93 2.30/2.31 2.36/2.37 2.33/2.34 2.35/2.35
C96 2.31/2.32 2.30/2.32 2.31/2.26 2.32/2.31
C133 2.33/2.30 2.32/2.30 2.36/2.31 2.28/2.29
C136 2.32/2.30 2.37/2.30 2.31/2.31 2.30/2.30
Site 2
Mn/Fe in dimer 1 Mn/Fe in dimer 2
Chain A Chain D Chain B Chain C
H33 (Ng2)  2.31/2.26 2.26/2.26 2.29/2.27 2.28/2.26
E81(O¢l) 2.32/2.19 2.30/2.20 2.27/2.10 2.35/2.21
(0¢2) 2.32/2.31 2.34/2.34 2.30/2.25 2.29/2.31
H88 (Ng2)  2.31/2.29 2.36/2.26 2.31/2.30 2.32/2.27
H90 (Ng2)  2.23/2.22 2.26/2.21 2.30/2.26 2.31/2.24
E101 (O[R) 2.35/2.03 2.20/2.00 2.32/2.11 2.16/1.97

12
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Table S2
Proteins identified from the LVS and LVSAfupA/B OMVs

Gene ID Protein name Gene Razor + unique | Mol Differential proteomic analysis
name | peptides weight Significant P Value logFC
kDa

FTL_1931 hypoxanthine-guaninephosphoribosyltransferase 4 20,31 1 3,64E-06
FTL_1836 hypotheticalprotein 8 54,864 1 8,33E-06
FTL_1835 hypotheticalprotein 4 43,813 1 4,29E-05
FTL_0738 hypotheticalprotein 2 14,728 1 9,38E-03
FTL_1899 | glutaminesynthetase 7 38,256 1 8,60E-03
FTL_0449 hypotheticalprotein 2 13,321 1 6,37E-03
FTL_0012 recombinaseA recA 5 38,833 1 1,25E-03
FTL_1842 | aspartyl/glutamyl-tRNAamidotransferasesubunitA gatA 7 52,395 1 7,14E-04
FTL_1644 | glycerolkinase 3 55,817 1 1,30E-03
FTL_1850 | adenylosuccinatelyase 8 49,437 1 2,84E-03
FTL 1832 hypotheticalprotein 8 74,144 1 9,14E-03
FRATH_14 | conservedexportedproteinofunknownfunction 1 8,0151 1 1,82E-03
96

FTL_0146 ABCtransporterATP-bindingprotein 8 49,453 1 1,01E-03
FTL_1365 hypotheticalprotein 1 16,484 1 4,51E-03
FTL_1045 | lipoprotein 8 23,407 1 5,30E-03
FTL_0203 hypotheticalprotein 6 37,161 1 4,95E-03
FTL_1968 ribonucleaseG 1 57,522 1 4,30E-03
FTL_1724 lipoprotein 13 49,673 1 4,95E-03
FTL_1274 | biotinsynthesisproteinBioC 4 28,691 1 3,06E-03
FTL_1407 | threonyl-tRNAsynthetase thrS 8 72,381 1 5,34E-03
FTL_1025 30SribosomalproteinS18 rpsk 2 8,3787 1 5,05E-03
FTL_1591 | Acetyl-CoAcarboxylase,biotincarboxylasesubunit 16 50,05 1 8,55E-03
FTL_0439 hypotheticalprotein 5 58,413 1 5,62E-05
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FTL_1157 intracellulargrowthlocus,subunitA 8 20,891 0 5,80E-01 0,67

FTL_1158 intracellulargrowthlocus,subunitB 26 57,917 0 2,83E-01 1,20

FTL_1159 intracellulargrowthlocus,subunitC 11 22,133 0 1,76E-01 1,07

FTL_1160 intracellulargrowthlocus,subunitD 10 46,401 0 1,36E-01 0,83

FTL_1161 hypotheticalprotein 22,184 0 6,46E-01 0,41

FTL_1162 hypotheticalprotein 155,91 0 2,73E-01 -1,20
FTL_1163 hypotheticalprotein 30,435 0 5,19E-02 1,70

FTL_1164 hypotheticalprotein 44,64 0 1,83E-01 1,65

FTL_1165 hypotheticalprotein 10 24,59 0 9,47E-01 -0,06
FTL_1166 hypotheticalprotein 12 55,362 0 5,24E-01 0,45

FTL_1170 hypotheticalprotein 10 14,468 0 2,56E-01 0,65

FTL_ 1171 hypotheticalprotein 39 127,54 0 2,20E-01 -1,31
FTL 1172 hypotheticalprotein 7 95,338 0 1,25E-01 1,24

FRATH_04 | conservedexportedproteinofunknownfunction 6,3246 0 6,26E-02 1,88

99

FRATH_13 | proteinofunknownfunction 1 5,9096 0 7,61E-02 2,24

74

FRATH_16 | conservedexportedproteinofunknownfunction 1 7,2285 0 6,39E-01 0,50

54

FTL_0001 chromosomalreplicationinitiationprotein dnaA 8 55,839 0 3,35E-02 1,65

FTL_0002 DNApolymeraselllsubunitbeta 16 41,674 0 4,34E-01 0,65

FTL_0008 | peptidase 9 34,1 0 9,24E-01 0,06

FTL_0009 outermembraneprotein 8 19,477 0 9,12E-01 -0,06
FTL_0010 thiosulfatesulfurtransferase 7 15,878 0 4,99E-01 0,40

FTL_0011 preproteintranslocasesubunitSecB 4 16,9 0 7,00E-01 0,44

FTL_0014 | single-strandbindingprotein 5 17,523 0 2,78E-01 1,18

FTL_0015 propionatekinase 5 42,189 0 2,47E-01 1,33

FTL_0016 phosphateacetyltransferase 4 77,167 0 6,81E-02 1,25

FTL_0020 aspartyl-tRNAsynthetase aspS 25 66,804 0 2,56E-01 1,38
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FTL_0024 serinetransporter 45,842 0 9,65E-01 -0,02
FTL_0028 aspartatecarbamoyltransferase 9 35,097 0 1,12E-01 3,21
FTL_0029 | carbamoylphosphatesynthaselargesubunit carB 17 120,72 0 8,02E-01 -0,38
FTL_0030 | carbamoylphosphatesynthasesmallsubunit 13 43,264 0 2,15E-01 1,81
FTL_0031 | acidphosphatase 4 39,528 0 2,38E-01 1,60
FTL_0033 | dihydroorotase 10 50,302 0 1,39E-01 2,56
FTL_0038 HlyDfamilysecretionprotein 8 37,238 0 9,55E-01 0,04
FTL_0039 hypotheticalprotein 7 15,326 0 4,70E-02 1,35
FTL_0043 chorismatemutase 3 20,873 0 8,67E-01 0,26
FTL_0045 | orotidine5'-phosphatedecarboxylase 7 23,399 0 4,97E-01 0,73
FTL_0046 diyroorotatedehydrogenase 2 27,917 0 6,34E-01 -0,24
FTL_0059 | 16SrRNAmethyltransferaseGidB gidB 4 23,559 0 3,93E-01 0,92
FTL_0067 4 18,968 0 1,80E-01 -0,97
FTL_0068 | phosphoheptoseisomerase 2 21,034 0 5,51E-01 0,83
FTL_0069 | outermembranelipoprotein 6 13,413 0 1,32E-01 1,04
FTL_0073 hypotheticalprotein 23 37,517 0 1,43E-01 0,82
FTL_0074 peptidedeformylase 3 19,578 0 6,61E-01 -0,45
FTL_0075 riboflavinsynthasebetasubunit(6,7-dimethl-8-ribityllumazinesynthase) 5 16,294 0 7,26E-02 2,42
FTL_0076 riboflavinbiosynthesisproteinribA/GTP-cyclohydrolasell 4 44,613 0 3,54E-01 0,83
FTL_0078 riboflavinbiosynthesisproteinribD 6 39,569 0 5,52E-01 0,56
FTL_0085 pH-dependentsodium/protonantiporter nhaA 1 41,757 0 2,34E-01 0,87
FTL_0086 hypotheticalprotein 1 28,092 0 3,47E-01 0,86
FTL_0087 acetyltransferaseprotein 7 27,857 0 2,97E-01 0,62
FTL_0088 acetyltransferaseprotein 6 28,838 0 5,01E-01 0,42
FTL_0093 | chitinase 10 78,976 0 1,24E-02 1,91
FTL_0094 | ClpBprotein 29 96,046 0 9,28E-01 0,07
FTL_0098 | tryptophansynthasesubunitalpha trpA 10 29,077 0 1,37E-01 1,97
FTL_0100 carboxypeptidase,fragment 9 58,576 0 1,67E-01 2,10
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FTL_0104 hypotheticalprotein 5 14,596 0 2,48E-01 0,64
FTL_0105 hypotheticalprotein 10 13,729 0 6,94E-01 0,22
FTL_0131 branched-chainaminoacidaminotransferase 5 33,163 0 5,55E-02 2,11
FTL_0132 pyruvatephosphatedikinase 3 97,652 0 2,94E-01 1,14
FTL_0133 ferrousirontransportprotein 11 81,459 0 3,83E-01 1,21
FTL_0137 lipopolysaccharideprotein 13 38,744 0 4,64E-01 -0,42
FTL_0139 | carboxylesterase/phospholipasefamilyprotein 1 24,602 0 3,54E-01 1,24
FTL_0142 hypotheticalprotein 5 15,298 0 6,48E-02 1,26
FTL_0145 ABCtransportermembraneprotein 4 67,337 0 5,24E-01 0,37
FTL_0147 hypotheticalprotein 2 56,095 0 1,20E-01 1,35
FTL_0148 | Sodium/hydrogenexchanger(antiporter)familyprotein 4 68,772 0 9,78E-01 0,02
FTL_0149 carbonicanhydrase 1 19,415 0 3,41E-01 0,70
FTL_0150 lipoproteinreleasingsystem,subunitB,outermembranelipoprotein 4 25,091 0 2,69E-01 0,64
FTL_0151 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritolkinase ipk 2 31,533 0 1,14E-01 -1,34
FTL_0157 hypotheticalprotein 11 25,388 0 1,72E-01 1,01
FTL_0166 universalstressprotein 8 30,22 0 1,32E-01 1,09
FTL_0169 hypotheticalprotein 21,671 0 8,25E-01 -0,12
FTL_0173 shikimate5-dehydrogenase 7 28,202 0 1,13E-01 2,05
FTL_0174 hypotheticalprotein 5 16,718 0 3,52E-01 0,47
FTL_0178 inner-membraneprotein 19 61,952 0 2,88E-01 0,66
FTL_0179 acyltransferase 35,16 0 2,31E-01 0,91
FTL_0180 acyltransferase 36,126 0 5,15E-01 -0,36
FTL_0182 elongationfactorP 20,902 0 3,72E-01 1,10
FTL_0187 | cyclohexadienyldehydratase 10 27,938 0 5,12E-01 0,70
FTL_0189 cytochromedterminaloxidase,polypeptidesubunitl 17 64,275 0 9,93E-01 0,00
FTL_0190 majorfacilitatortransporter 3 50,527 0 3,37E-01 0,68
FTL_0191 cytochromeOubiquinoloxidasesubunitll 7 34,539 0 2,12E-01 0,76
FTL_0192 cytochromeOubiquinoloxidasesubunitl 12 76,199 0 8,75E-01 0,08
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FTL_0194 | cytochromeOubiquinoloxidasesubunitlV 1 12,186 0 7,59E-02 3,06
FTL_0195 protohemelXfarnesyltransferase 1 31,543 0 4,70E-02 2,19
FTL_0199 hypotheticalprotein 4 15,64 0 2,60E-01 0,62
FTL_0200 methanoldehydrogenaseregulatoryprotein 5 35,558 0 8,17E-01 -0,14
FTL_0206 hypotheticalprotein 3 60,907 0 1,26E-01 1,13
FTL_0207 pyrrolidone-carboxylatepeptidase 13 24,215 0 1,30E-01 0,97
FTL_0208 putativecytochromec-typebiogenesisprotein 1 18,072 0 4,55E-01 0,41
FTL_0209 DNApolymeraselllsubunitchi 2 16,791 0 1,32E-01 1,32
FTL_0214 L-lactatedehydrogenase 43,063 0 1,67E-02 2,01
FTL_0217 fumaratehydratase fumC 3 50,698 0 1,34E-01 1,13
FTL_0218 | glutamyl-tRNAsynthetase gltX 13 53,007 0 1,48E-01 2,32
FTL_0224 30SribosomalproteinS2 rpsB 13 26,421 0 6,11E-02 1,18
FTL_0225 elongationfactorTs tsf 9 30,959 0 5,38E-01 -0,46
FTL_0226 uridylatekinase pyrH 3 26,689 0 9,92E-02 1,07
FTL_0227 ribosomerecyclingfactor frr 3 20,552 0 1,82E-01 0,95
FTL_0228 undecaprenylpyrophosphatesynthase 2 27,621 0 2,60E-01 1,08
FTL_0229 phosphatidatecytidylyltransferase 2 29,328 0 4,43E-01 0,48
FTL_0231 phosphatidylglycerophosphatesynthetase 2 22,699 0 5,18E-01 0,65
FTL_0233 30SribosomalproteinS7 6 17,807 0 1,58E-01 1,21
FTL_0234 elongationfactorG 23 77,73 0 3,51E-01 0,58
FTL_0235 30SribosomalproteinS10 rps) 3 11,896 0 1,01E-01 2,16
FTL_0236 | 50Sribosomalproteinl3 rplC 7 22,307 0 4,95E-02 2,44
FTL_0237 50SribosomalproteinL4 rplD 3 22,521 0 1,77E-02 2,38
FTL_0238 | 50SribosomalproteinlL23 rplw 3 11,136 0 8,83E-01 0,08
FTL_0239 50Sribosomalproteinl2 rplB 3 30,401 0 2,55E-01 1,55
FTL_0242 30SribosomalproteinS3 rpsC 4 24,877 0 7,36E-02 0,98
FTL_0243 50SribosomalproteinL16 rplP 5 15,71 0 2,58E-01 0,96
FTL_0244 50SribosomalproteinlL29 3 7,8011 0 2,03E-01 1,63
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FTL_0245 | 30SribosomalproteinS17 rpsQ 2 9,8514 0 1,91E-01 2,26
FTL_0246 50SribosomalproteinlL14 rpIN 4 13,235 0 1,93E-01 0,97
FTL_0247 50SribosomalproteinlL24 rplX 4 11,476 0 2,01E-01 1,75
FTL_0248 | 50Sribosomalproteinl5 rplE 9 19,996 0 4,81E-01 0,42
FTL_0249 30SribosomalproteinS14 rpsN 1 11,718 0 1,03E-01 2,10
FTL_0250 30SribosomalproteinS8 rpsH 8 14,411 0 1,13E-01 1,16
FTL_0251 50SribosomalproteinL6 rplF 4 19,075 0 2,24E-01 0,78
FTL_0252 50SribosomalproteinL18 rpIR 2 13,036 0 5,01E-01 0,45
FTL_0253 30SribosomalproteinS5 rpsk 5 17,527 0 1,81E-01 1,12
FTL_0254 | 50SribosomalproteinlL30 romD 2 6,871 0 3,06E-01 1,92
FTL_0255 50SribosomalproteinlL15 rplO 2 15,095 0 4,24E-02 3,86
FTL_0256 preproteintranslocasesubunitSecY secY 6 48,464 0 4,71E-01 0,39
FTL_0258 30SribosomalproteinS13 rpsM 5 13,378 0 1,16E-01 2,51
FTL_0259 | 30SribosomalproteinS11 4 13,762 0 9,01E-02 2,69
FTL_0260 30SribosomalproteinS4 rpsD 7 23,237 0 2,26E-01 0,85
FTL_0261 DNA-directedRNApolymerasesubunitalpha 9 35,325 0 2,44E-02 2,54
FTL_0262 50SribosomalproteinL17 rplQ 7 16,784 0 9,58E-01 0,05
FTL_1892 hypotheticalprotein 10 39,225 0 3,46E-01 0,99
FTL_0267 heatshockprotein90 25 72,371 0 1,15E-01 1,01
FTL_0269 glutamatedehydrogenase 37 49,157 0 2,59E-01 1,47
FTL_0277 mercuricreductaseprotein 3 51,534 0 2,47E-01 0,94
FTL_0281 heatshockprotein,hsp40 3 33,669 0 1,26E-01 1,59
FTL_0285 GTPpyrophosphokinase 3 74,083 0 3,41E-01 -0,61
FTL_0291 aromaticaminoacidHAAPtransporter 2 43,965 0 9,12E-02 1,49
FTL_0293 preproteintranslocasesubunitSecB 2 16,699 0 7,28E-01 0,23
FTL_0295 | acetyl-CoAcarboxylasecarboxyltransferasesubunitalpha 22 35,436 0 8,66E-01 -0,24
FTL_0297 hypotheticalprotein 4 37,761 0 6,62E-01 0,38
FTL_0304 Na+/H+antiporter 46,355 0 6,78E-01 0,24
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FTL_0306 | tryptophanyl-tRNAsynthetase 37,966 0 6,48E-02 2,02
FTL_0307 dephospho-CoAkinase coak 4 23,434 0 3,25E-01 1,32
FTL_0309 pyruvatedehydrogenasesubunitEl aceE 40 100,27 0 8,10E-01 0,18
FTL_0310 | dihydrolipoamideacetyltransferase 28 56,798 0 1,07E-01 1,78
FTL_0311 | dihydrolipoamidedehydrogenase 19 50,527 0 1,28E-01 1,93
FTL_0317 hypotheticalprotein 13 12,214 0 5,00E-02 1,10
FTL_0318 lipoprotein 2 8,7085 0 2,57E-02 4,46
FTL_0319 hypotheticalprotein 3 47,462 0 6,71E-01 0,50
FTL_0325 | OmpAfamilyprotein 28 46,754 0 3,43E-01 0,66
FTL_0327 | 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyldiphosphatereductase ispH 3 35,129 0 6,32E-02 1,21
FTL_0329 | CDP-alcoholphosphatidyltransferase 6 30,119 0 1,88E-01 0,92
FTL_0331 TolQprotein 9 26,247 0 9,05E-01 -0,08
FTL_0332 | TolRprotein 3 15,901 0 5,20E-01 0,67
FTL_0333 hypotheticalprotein 9 34,654 0 1,18E-01 0,92
FTL_0334 TolBproteinprecursor 26 48,452 0 1,47E-01 0,95
FTL_0335 | lipoprotein 2 8,3812 0 1,75E-01 1,71
FTL_0336 peptidoglycan-associatedlipoprotein 30 23,291 0 8,07E-02 1,10
FTL_0345 bileacidsymporterfamilyprotein 1 33,703 0 9,74E-02 -2,12
FTL_0348 6 21,533 0 8,64E-01 0,17
FTL_0354 hypotheticalprotein 2 14,036 0 2,59E-01 0,82
FTL_0357 ribonucleasePH rph 7 25,44 0 3,08E-01 1,48
FTL_0359 | TypelVpilifiberbuildingblockprotein 3 33,72 0 6,53E-02 2,10
FTL_0360 heatshockproteinHtpX 6 41,004 0 5,55E-01 0,29
FTL_0361 | LemA-likeprotein 13 21,986 0 3,38E-01 -0,58
FTL_0371 hypotheticalprotein 1 24,895 0 5,31E-01 0,40
FTL_0372 NAD(P)H-dependentglycerol-3-phosphatedehydrogenase gpsA 8 36,677 0 1,50E-01 2,42
FTL_0373 hypotheticalprotein 3 19,786 0 5,80E-02 -4,18
FTL_0374 DNArepairproteinRadA 1 50,269 0 6,61E-02 1,71
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FTL_0377 chorismatesynthase 6 38,068 0 1,31E-01 2,09
FTL_0379 methioninesulfoxidereductaseB 5 19,632 0 3,90E-01 0,71
FTL_0380 | superoxidedismuate(Cu-Zn)precusor 5 19,887 0 4,67E-02 1,21
FTL_0387 aspartateaminotransferase 20 44,382 0 3,56E-01 0,85
FTL_0388 cationtransporter 33,755 0 8,93E-01 0,22
FTL_0393 hypotheticalprotein 27,489 0 4,02E-01 0,75
FTL_0394 bifunctional5,10-methylene-tetrahydrofolatedehydrogenase/5,10- 30,482 0 2,76E-01 1,05
methylene-tetrahydrofolatecyclohydrolase
FTL_0396 | fusionproteinPurC/PurD 86,525 0 9,56E-01 0,03
FTL_0398 phosphoribosylaminoimidazolecarboxylase,catalyicsubunit 7 17,165 0 2,34E-01 1,75
FTL_0399 phosphoribosylaminoimidazolecarboxylaseATPasesubunit 14 40,285 0 6,74E-02 2,53
FTL_0403 hypotheticalprotein 2 9,2585 0 6,89E-01 -0,27
FTL_0404 glucosekinase 10 37,56 0 9,80E-02 1,85
FTL_0405 menaquinonebiosynthesismethyltransferase 28,004 0 5,01E-01 0,77
FTL_0406 hypotheticalprotein 2 22,143 0 8,11E-01 0,18
FTL_0407 2-polyprenylphenol6-hydroxylase 13 63,814 0 1,13E-01 1,06
FTL_0408 histidinetriad(HIT)familyprotein 1 12,5 0 2,17E-01 1,37
FTL_0410 hypotheticalprotein 4 32,374 0 4,61E-01 1,45
FTL_0411 hypotheticalprotein 9 33,057 0 2,14E-01 0,91
FTL_0412 UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosaminereductase 4 32,079 0 8,85E-01 0,21
FTL_0413 UDP-N-acetylglucosaminel-carboxyvinyltransferase 8 48,485 0 1,53E-01 2,21
FTL_0419 oligopeptidaseA 19 76,569 0 3,64E-01 0,78
FTL_0421 | lipoprotein 20 15,772 0 4,50E-01 0,40
FTL_0423 hypotheticalprotein 9 19,303 0 6,95E-02 1,12
FTL_0424 lipoprotein 7 17,239 0 1,29E-02 2,02
FTL_0425 | TypelVpiliglycosylationprotein 1 51,277 0 1,41E-01 0,98
FTL_0426 DNAtopoisomerasel 7 87,25 0 9,36E-01 0,09
FTL_0430 hypotheticalprotein 8 33,41 0 1,24E-01 1,00
FTL_0434 hypotheticalprotein 9 17,923 0 9,22E-02 0,98
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FTL_0436 | isoleucyl-tRNAsynthetase ileS 106,97 0 8,95E-01 -0,10
FTL_0437 riboflavinbiosynthesisproteinRibF 34,968 0 2,25E-02 2,17
FTL_0438 malatedehydrogenase 25 67,344 0 1,31E-01 2,25
FTL_0444 methionyl-tRNAsynthetase metG 4 76,59 0 3,76E-01 0,52
FTL_0448 hypotheticalprotein 24,219 0 7,10E-02 1,30
FTL_0450 phosphatidylserinedecarboxylase psd 8 32,127 0 3,85E-01 0,46
FTL_0451 hypotheticalprotein 21 36,385 0 6,68E-02 1,08
FTL_0452 bifunctionalnicotinamidemononucleotideadenylyltransferase/ADP- 2 40,379 0 9,13E-01 -0,09
ribosepyrophosphatase
FTL_0453 UDP-N-acetylglucosaminepyrophosphorylase/glucosamine-1- 16 49,655 0 1,67E-01 3,03
phosphateN-acetyltransferase
FTL_0454 | glucosamine--fructose-6-phosphateaminotransferase 6 67,471 0 1,75E-01 1,14
FTL_0462 DNAtopoisomeraselVsubunitA 1 83,93 0 2,11E-01 -1,04
FTL_0463 5'-methylthioadenosine/S-adenosylhomocysteinenucleosidase 3 24,916 0 3,72E-01 0,86
FTL_0465 BNR/Asp-boxrepeat-containingprotein 7 42,563 0 9,08E-01 -0,07
FTL_0466 solublelyticmureintransglycosylase 34 76,898 0 3,55E-01 0,71
FTL_0473 peptidedeformylase 4 24,261 0 3,87E-01 0,66
FTL_0474 lipoproteinreleasingsystem,subunitC,putativemembraneprotein 48,229 0 4,30E-01 0,45
FTL_0475 lipoproteinreleasingsystem,subunitD,ABCtransporterATP-bindingprotein 25,726 0 6,46E-01 0,45
FTL_0476 lysinedecarboxylase,inducable 10 81,934 0 1,45E-01 1,47
FTL_0477 glycinecleavagesystemaminomethyltransferaseT gevT 10 39,516 0 2,35E-01 1,11
FTL_0478 | glycinecleavagesystemHprotein 2 13,911 0 1,01E-01 1,55
FTL_0479 glycinedehydrogenasesubunitl 7 49,666 0 1,47E-01 2,57
FTL_0480 glycinedehydrogenasesubunit2 30 52,781 0 1,20E-01 2,96
FTL_0481 | shikimate5-dehydrogenase 4 31,42 0 3,53E-01 1,12
FTL_0483 glycogenbranchingprotein 1 74,922 0 7,89E-01 -0,14
FTL_0484 phosphoglucomutase 7 59,742 0 1,94E-02 1,52
FTL_0485 glucose-1-phosphateadenylyltransferase glgC 19 47,54 0 2,12E-01 1,95
FTL_0486 | glycogensynthase glgA 4 53,546 0 7,53E-01 0,25
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FTL_0487 maltodextrinphosphorylase 9 86,447 0 1,63E-01 1,72
FTL_0489 glycyl-tRNAsynthetasesubunitalpha glyQ 7 34,31 0 3,18E-01 1,01
FTL_0491 outermembranelipoprotein 2 14,176 0 5,69E-01 0,36
FTL_0492 UDP-N--acetylmuramoylalanyl-D-glutamyl-2,6-diaminopimelate-D-alanyl- 7 50,164 0 2,43E-01 0,87
D-alanylligase
FTL_0493 hypotheticalprotein 7 29,606 0 5,14E-02 1,37
FTL_0506 UDP-2,3-diacylglucosaminehydrolase 3 28,331 0 1,00E-01 1,57
FTL_0507 | orotatephosphoribosyltransferase pyrE 6 23,373 0 4,94E-01 0,72
FTL_0513 hypotheticalprotein 3 11,385 0 2,91E-01 1,16
FTL_0514 hypotheticalprotein 10 25,258 0 4,47€E-01 0,50
FTL_0515 | ABCtransportersubstrate-bindingprotein 2 19,052 0 8,87E-01 -0,07
FTL_0517 ABCtransporterATP-bindingprotein 30,049 0 2,49E-01 0,70
FTL_0518 celldivisiontopologicalspecificityfactorMinE 6 10,184 0 4,67E-01 -0,79
FTL_0519 septumsite-determiningproteinMinD 19 30,12 0 8,06E-01 -0,18
FTL_0520 septumsite-determiningproteinMinC 3 24,874 0 4,71E-01 -0,79
FTL_0522 50SribosomalproteinL28 rpmB 2 8,9393 0 1,46E-01 1,19
FTL_0523 hypotheticalprotein 2 12,225 0 1,83E-02 1,71
FTL_0525 fumeratehydratase 6 55,064 0 1,13E-01 1,48
FTL_0529 uracil-DNAglycosylase 5 25,426 0 6,45E-01 0,81
FTL_0533 DNAgyrasesubunitA 12 97,102 0 9,12E-02 2,14
FTL_0535 outermembraneprotein 16 87,631 0 9,44E-02 1,65
FTL_0536 outermembraneproteinOmpH 18,782 0 8,01E-01 -0,21
FTL_0537 UDP-3-0-[3-hydroxymyristoyl]glucosamineN-acyltransferase IpxD 35,442 0 3,76E-02 3,31
FTL_0538 | (3R)-hydroxymyristoyl-ACPdehydratase fabz 11 18,15 0 1,95E-01 1,82
FTL_0539 UDP-N-acetylglucosamineacyltransferase 11 28,092 0 8,40E-01 -0,14
FTL_0540 lipid-A-disaccharidesynthase IpxB 14 43,087 0 1,49E-01 0,82
FTL_0541 hypotheticalprotein 6 22,436 0 5,86E-01 0,31
FTL_0547 3-deoxy-D-manno-octulosonic-acidtransferase 11 49,828 0 1,39E-01 0,91
FTL_0549 pyrroline-5-carboxylatereductase 2 30,081 0 4,30E-01 0,87
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FTL_0552 two-componentresponseregulator 5 25,519 0 2,23E-01 2,09
FTL_0553 signalpeptidasel 14 32,866 0 3,35E-01 0,51
FTL_0556 ribonucleaseR 19 85,962 0 8,28E-02 3,01
FTL_0569 hypotheticalprotein 11 19,785 0 7,25E-01 0,30
FTL_0571 hypotheticalprotein 15 22,451 0 6,99E-02 1,00
FTL_0572 hypotheticalprotein 33 51,977 0 6,34E-02 1,23
FTL_0573 hypotheticalprotein 8 35,78 0 1,43E-01 1,13
FTL_0574 hypotheticalprotein 13 52,2 0 6,61E-01 0,46
FTL_0583 | acetyl-CoAacetyltransferase 18 41,723 0 3,18E-01 1,17
FTL_0584 bifunctional3-hydroxacyl-CoAdehydrogenase/acyl-CoA-bindingprotein 41 100,62 0 8,06E-01 0,26
FTL_0585 | acyl-CoAdehydrogenase fadE 28 83,333 0 1,86E-01 0,81
FTL_0586 | longchainfattyacidCoAligase 14 63,064 0 5,56E-02 1,50
FTL_0588 isocitratedehydrogenase 9 82,382 0 9,46E-01 0,06
FTL_0589 hypotheticalprotein 13 33,263 0 4,53E-01 0,40
FTL_0592 dTDP-glucose4,6-dehydratase 17 65,709 0 8,72E-01 0,13
FTL_0593 galactosyltransferase 23,778 0 9,59E-01 0,05
FTL_0594 UDP-glucose4-epimerase 29,955 0 7,95E-01 0,18
FTL_0595 galacturonosyltransferase 11 41,599 0 9,44E-01 0,05
FTL_0596 UDP-glucose/GDP-mannosedehydrogenase 21 48,862 0 2,87E-01 0,74
FTL_0597 NADdependentepimerase 36,418 0 4,68E-01 0,48
FTL_0599 glycosyltransferasefamilyprotein 42,248 0 1,18E-01 0,98
FTL_0600 asparaginesynthase 10 71,808 0 7,46E-01 -0,22
FTL_0601 sugartransamine/perosaminesynthetase 10 40,683 0 3,24E-01 1,29
FTL_0602 hypotheticalprotein 10 27,863 0 2,80E-01 0,71
FTL_0603 O-antigenflippase 2 56,228 0 1,30E-01 1,61
FTL_0604 | glycosyltransferase 11 32,976 0 6,24E-01 0,31
FTL_0605 | glucose-1-phosphatethymidylyltransferase 11 32,456 0 2,87E-01 1,60
FTL_0606 dTDP-D-glucose4,6-dehydratase 14 38,786 0 1,30E-01 2,86
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FTL_0609 phosphomannomutase 3 54,705 0 8,64E-02 -1,23
FTL_0610 transcriptionterminationfactorRho rho 7 47,128 0 2,76E-01 1,08
FTL_0611 thioredoxin 2 12,023 0 6,35E-01 -0,40
FTL_0612 | exopolyphosphatase 2 34,334 0 2,69E-01 0,99
FTL_0616 DNA-directedRNApolymerasesubunitalpha 8 35,074 0 1,77E-02 2,28
FTL_0617 hypotheticalprotein 14 16,809 0 3,81E-01 1,24
FTL_0620 | deoxyribonuclease 2 28,998 0 5,77E-01 0,39
FTL_0623 ABCtransporterATP-bindingprotein 4 34,827 0 1,29E-02 2,02
FTL_0625 | glycosyltransferasefamilyprotein 7 35,582 0 5,72E-01 0,33
FTL_0627 threonineeffluxprotein 3 23,769 0 5,25E-02 2,08
FTL_0637 hypotheticalprotein 7 25,566 0 2,23E-01 2,07
FTL_0644 | carbon-nitrogenhydrolase 5 29,585 0 2,26E-01 1,93
FTL_0645 | lipoprotein 9 14,883 0 5,96E-01 0,30
FTL_0655 hypotheticalprotein 20 40,009 0 1,74E-01 0,76
FTL_0656 hypotheticalprotein 14 44,513 0 1,49E-01 0,88
FTL_0657 hydroxyacylglutathionehydrolase 5 28,833 0 1,89E-01 1,20
FTL_0659 celldivisionprotein 11 26,953 0 6,26E-01 0,26
FTL_0661 hypotheticalprotein 18 59,928 0 2,09E-01 0,85
FTL_0665 hypotheticalprotein 8 58,333 0 1,69E-01 1,03
FTL_0671 pantothenatekinase 10 27,922 0 3,67E-01 1,27
FTL_0673 pantoate-beta-alanineligase 10 29,685 0 2,10E-01 1,09
FTL_0674 | 3-methyl-2-oxobutanoatehydroxymethyltransferase panB 12 31,173 0 2,06E-01 1,71
FTL_0675 hypotheticalprotein 27,475 0 1,41E-01 1,53
FTL_0680 polyaminetransporter,subunitH,ABCtransporter,membraneprotein 33,272 0 1,18E-01 1,72
FTL_0681 polyaminetransporter,ABCtransporter,ATP-bindingprotein 10 42,296 0 5,55E-01 0,76
FTL_0684 hypotheticalprotein 16,013 0 4,47E-01 0,67
FTL_0686 outermembraneeffluxprotein 54,535 0 6,22E-01 0,47
FTL_0687 HlyDfamilysecretionprotein 37,853 0 9,61E-01 -0,06
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FTL_0691 proton-dependentoligopeptidetransport(POT)familyprotein 54,907 0 2,59E-01 0,73
FTL_0694 hypotheticalprotein 2 27,132 0 5,33E-01 0,46
FTL_0695 | cellentry(mce)relatedfamilyprotein 10 26,945 0 5,62E-01 0,40
FTL_0696 ABCtransporterATP-bindingprotein 10 28,918 0 5,26E-01 0,54
FTL_0697 ABCtransportermembraneprotein 4 40,407 0 1,25E-01 1,94
FTL_0698 hypotheticalprotein 32,093 0 5,41E-01 0,33
FTL_0700 | lipoprotein 10 32,068 0 7,03E-02 1,60
FTL_0703 | serinehydroxymethyltransferase glyA 12 45,282 0 2,26E-01 1,41
FTL_0705 hypotheticalprotein 49,973 0 2,06E-01 0,83
FTL_0707 glycosyltransferasefamilyprotein 8 35,285 0 7,43E-01 0,23
FTL_0708 hypotheticalprotein 42,239 0 1,08E-01 1,32
FTL_0709 | glycosyltransferasesgrouplfamilyprotein 15 40,637 0 4,52E-02 1,28
FTL_0716 prolipoproteindiacylglyceryltransferase 3 30,549 0 3,58E-01 0,63
FTL_0717 ribonucleaseE 20 95,947 0 8,66E-01 0,11
FTL_0721 DedAfamilyprotein 2 24,018 0 6,383E-01 -0,26
FTL_0723 hypotheticalprotein 2 10,148 0 9,90E-02 2,37
FTL_0730 haloaciddehalogenase-likehydrolasefamilyprotein 2 29,814 0 9,25E-01 -0,11
FTL_0736 ribose-5-phosphateisomeraseA 3 24,466 0 8,14E-01 0,30
FTL_0737 hypotheticalprotein 5 52,393 0 8,55E-01 0,12
FTL_0739 | tRNAuridine5-carboxymethylaminomethylmodificationproteinGidA 2 69,764 0 6,15E-01 0,36
FTL_0743 oxidoreductase,short-chaindehydrogenasefamilyprotein 14 25,988 0 2,33E-01 1,39
FTL_0746 hypotheticalprotein 6 30,656 0 4,05E-01 0,53
FTL_0747 glutamateracemase 29,416 0 3,13E-01 1,15
FTL_0754 exodeoxyribonucleaseVlllargesubunit XseA 52,245 0 7,06E-02 1,30
FTL_0765 Vacllipoprotein 34,237 0 2,98E-01 0,95
FTL_0766 | gamma-glutamyltranspeptidase 19 65,148 0 2,89E-02 1,64
FTL_0767 hypotheticalprotein 10 29,331 0 2,07E-01 2,65
FTL_0784 lipoprotein 7 67,353 0 8,09E-01 0,14
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FTL_0786 N-acetylglucosamine-6-phosphatedeacetylase 4 40,589 0 2,77E-01 1,42
FTL_0788 glutamineamidotransferasesclass-lIfamilyprotein 3 30,328 0 5,64E-01 0,63
FTL_0789 aspartateaminotransferase 13 44,196 0 1,93E-01 1,46
FTL_0795 adenylatekinase adk 24,39 0 6,82E-01 0,29
FTL_0796 hypotheticalprotein 38,512 0 1,48E-02 1,73
FTL_0797 TypelVpiliassociatedprotein 21,597 0 8,12E-01 0,17
FTL_0798 | TypelVpiliglycosylationprotein 22,251 0 7,52E-01 -0,29
FTL_0800 | TypelVpilinmultimericoutermembraneprotein 15 64,493 0 1,19E-01 1,17
FTL_0801 shikimatekinasel arokK 19,753 0 2,18E-01 1,32
FTL_0806 | aminoacidtransporterfamilyprotein 4 54,952 0 6,61E-01 0,23
FTL_0807 majorfacilitatortransporter 45,103 0 7,24E-01 0,19
FTL_0808 bifunctional4'- 11 43,092 0 1,19E-01 2,73

phosphopantothenoylcysteinedecarboxylase,phosphopantothenoylcystei

nesynthetase
FTL_0814 hypotheticalprotein 2 15,643 0 1,73E-01 1,03
FTL_0821 ferrochelatase hemH 4 39,061 0 5,82E-02 1,57
FTL_0822 hypotheticalprotein 2 9,5596 0 5,24E-02 2,66
FTL_0823 hypotheticalprotein 8 15,19 0 8,55E-02 1,07
FTL_0827 | TypelVpilipolytopicinnermembraneprotein 4 45,324 0 8,13E-01 0,15
FTL_0828 | TypelVpilinucleotidebindingprotein,ABCtransporterATP-bindingprotein 4 67,091 0 2,16E-01 0,76
FTL_0830 molybdopterinbindingfamilyprotein,fragment 4 28,337 0 3,03E-01 1,36
FTL_0832 hypotheticalprotein 4 63,112 0 3,72E-01 0,69
FTL_0833 2-C-methyl-D-erythritol2,4-cyclodiphosphatesynthase ispF 3 17,665 0 4,65E-01 0,92
FTL_0834 rhodanese-likefamilyprotein 13 27,864 0 4,30E-01 0,94
FTL_0837 | D- 12 53,442 0 3,46E-01 0,49

methioninebindingtransportprotein,ABCtransporter,membraneandperipl

asmicprotein
FTL_0838 D-methioninetransportprotein,ABCtransporter,ATP-bindingsubunit 17 39,193 0 2,63E-01 0,56
FTL_0839 hypotheticalprotein 2 21,766 3,58E-01 -0,50
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FTL_0846 | isochorismatasehydrolasefamilyprotein 21,332 0 2,57E-02 1,98
FTL_0847 preproteintranslocasefamilyprotein 4 12,881 0 3,04E-01 -0,57
FTL_0848 preproteintranslocasesubunitSecD secD 17 69,654 0 8,81E-01 0,08
FTL_0849 preproteintranslocasesubunitSecF secF 34,484 0 6,87E-01 -0,22
FTL_0850 hypotheticalprotein 20,453 0 2,91E-01 0,61
FTL_0852 3-phosphoshikimatel-carboxyvinyltransferase 46,78 0 1,42E-01 1,76
FTL_0855 L-asparaginase 4 38,205 0 1,88E-01 1,42
FTL_0856 carbonicanhydrase 10 25,438 0 2,42E-01 1,44
FTL_0863 | Sodium-dicarboxylatesymporterfamilyprotein 2 45,787 0 1,12E-01 1,20
FTL_0864 SISdomain-containingprotein 7 37,243 0 1,63E-01 2,01
FTL_0865 majorfacilitatortransporter 3 49,728 0 9,32E-01 0,04
FTL_0875 | 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yldiphosphatesynthase ispG 3 43,5 0 4,92E-01 0,40
FTL_0876 hypotheticalprotein 3 26,843 0 2,79E-01 1,46
FTL_0877 peptidase,M24familyprotein 21 68,758 0 4,09E-01 0,69
FTL_0878 DNA/RNAendonucleasefamilyprotein 12 40,933 0 9,13E-01 0,13
FTL_0879 beta-lactamase 19 31,964 0 4,96E-01 0,59
FTL_0885 phoH-likeprotein 6 36,679 0 1,62E-01 2,29
FTL_0886 | (dimethylallyl)adenosinetRNAmethylthiotransferase 4 50,164 0 1,70E-02 1,62
FTL_0891 triggerfactor tig 7 49,57 0 3,65E-02 1,55
FTL_0892 ATP-dependentClpproteaseproteolyticsubunit clpP 5 22,15 0 9,38E-01 0,11
FTL_0893 ATP-dependentproteaseATP-bindingsubunitClpX clpX 7 46,319 0 5,42E-01 -0,39
FTL_0895 histone-likeproteinHUformB 5 9,4738 0 3,17E-01 1,38
FTL_0896 hypotheticalprotein 22 54,764 0 1,63E-01 0,79
FTL_0898 hostfactorlforbacteriophageQbetareplication 5 12,484 0 5,89E-01 0,47
FTL_0901 monooxygenasefamilyprotein 1 22,212 0 6,23E-02 1,39
FTL_0903 hypotheticalprotein 19 40,421 0 7,48E-01 0,18
FTL_0904 hypotheticalprotein 16 34,589 0 4,57E-01 0,39
FTL_0906 ribosomebiogenesisGTP-bindingproteinYsxC engB 4 22,303 0 1,72E-02 1,93
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FTL_0916 ketol-acidreductoisomerase 7 37,878 0 3,61E-01 0,85
FTL_0918 hypotheticalprotein 1 24,712 0 7,10E-01 0,27
FTL_0919 hypotheticalprotein 2 48,2 0 3,90E-01 1,00
FTL_0923 | glutaredoxin 6 25,151 0 5,04E-01 0,45
FTL_0926 Ferritin-likeprotein 7 19,073 0 2,95E-01 1,52
FTL_0928 | isoprenoidbiosynthesisproteinwithamidotransferase-likedomain 3 23,692 0 6,37E-01 -0,46
FTL_0929 hypotheticalprotein 1 26,875 0 1,01E-01 1,03
FTL_0932 HollidayjunctionDNAhelicaseRuvA ruvA 6 23,45 0 4,70E-02 4,82
FTL_0933 DNArecombinationproteinRmuCfamilyprotein 12 54,495 0 1,73E-01 0,79
FTL_0937 hypotheticalprotein 4 32,085 0 7,22E-01 0,62
FTL_0939 | aldolase/adducinclasslifamilyprotein 26,48 0 1,10E-01 2,19
FTL_0941 hypotheticalprotein 19,081 0 1,65E-01 1,41
FTL_0943 | Sodium/hydrogenexchangerfamilyprotein 1 42,759 0 7,00E-01 0,22
FTL_0949 ribose-phosphatepyrophosphokinase 10 34,909 0 3,96E-01 0,51
FTL_0950 | 50SribosomalproteinlL25 2 10,904 0 3,80E-01 1,62
FTL_0951 hypotheticalprotein 9 46,804 0 4,22E-01 0,63
FTL_0957 | Beta-lactamaseclassA 4 33,216 0 4,04E-01 1,08
FTL_0958 hypotheticalprotein 8 31,608 0 8,14E-02 1,34
FTL_0959 | TypelVpilileaderpeptidaseandmethylase. 2 31,235 0 4,72E-01 -0,83
FTL_0960 solublepyridinenucleotidetranshydrogenase 15 52,298 0 3,70E-01 1,06
FTL_0964 | ATP-dependentproteaseATP-bindingsubunitHslU hslU 9 51,237 0 9,07E-01 -0,06
FTL_0965 | ATP-dependentproteasepeptidasesubunit 8 19,803 0 3,99E-01 1,23
FTL_0966 hypotheticalprotein 3 27,796 0 8,92E-02 2,08
FTL_0967 lipoate-proteinligaseA 2 35,389 0 1,72E-01 0,95
FTL_0968 | tyrosyl-tRNAsynthetase 3 44,593 0 7,11E-01 -0,50
FTL_0970 L-lactatedehydrogenase 1 43,194 0 7,70E-01 0,28
FTL_0984 bifunctionalgluaredoxin/ribonucleoside- 8 47,323 0 1,41E-01 1,02
diphosphatereductasesubunitbeta
FTL_0986 ribonucleotide-diphosphatereductasesubunitalpha 6 66,564 0 1,80E-01 1,20
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FTL_0987 malatedehydrogenase 16 34,076 0 3,46E-01 1,09
FTL_0994 hypotheticalprotein 11 56,039 0 2,30E-01 1,14
FTL_0995 | haloaciddehalogenase 2 21,938 0 6,16E-01 0,40
FTL_1003 DNApolymeraselllsubunitepsilon 1 27,192 0 6,96E-01 0,24
FTL_1005 hypotheticalprotein 22 53,483 0 1,56E-02 1,62
FTL_1013 hypotheticalprotein 5 27,667 0 3,47E-01 0,53
FTL_1015 | AhpC/TSAfamilyprotein 7 19,668 0 5,09E-01 0,52
FTL_1016 | shortchaindehydrogenase 9 21,657 0 4,13E-01 0,88
FTL_1017 | cytidylatekinase 5 24,811 0 7,72E-01 -0,40
FTL_1018 phosphoserineaminotransferase 4 39,285 0 1,93E-02 1,91
FTL_1021 hypotheticalprotein 4 39,722 0 2,23E-01 -0,94
FTL_1022 coproporphyrinogenllloxidase 5 35,876 0 3,19E-01 1,26
FTL_1024 30SribosomalproteinSé rpsF 2 13,054 0 6,62E-02 -1,17
FTL_1026 50SribosomalproteinL9 rpll 11 16,087 0 5,36E-01 1,15
FTL_1029 | TypelVpililipoprotein 11 34,693 0 3,37E-01 0,85
FTL_1030 ribosomallargesubunitpseudouridinesynthaseB 31,171 0 1,02E-01 1,01
FTL_1040 hypotheticalprotein 4 16,134 0 5,29E-01 1,25
FTL_1041 octaprenyl-diphosphatesynthase 36,435 0 9,00E-01 -0,14
FTL_1042 FKBP-typepeptidyl-prolylcis-transisomerasefamilyprotein 19 29,357 0 1,53E-01 0,79
FTL_1044 hypotheticalprotein 4 16,077 0 5,01E-01 0,85
FTL_1046 D-alanyl-D-alaninecarboxypeptidase 17 51,321 0 8,77E-01 0,12
FTL_1050 RNApolymerasesigma-70factor 4 67,646 0 9,55E-01 -0,14
FTL_1058 lipoate-proteinligaseB lipB 3 23,339 0 1,64E-01 1,78
FTL_1060 D-alanyl-D-alaninecarboxypeptidase 26 48,033 0 5,37E-01 0,48
FTL_1061 inorganicpyrophosphatase 5 19,588 0 2,55E-01 1,57
FTL_1062 3-deoxy-D-manno-octulosonate8-phosphatephosphatase 8 20,073 0 1,62E-01 2,65
FTL_1063 hypotheticalprotein 4 23,9 0 9,24E-01 0,07
FTL_1064 hypotheticalprotein 8 31,675 0 2,26E-01 0,72
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FTL_1065 ABCtransporterATP-bindingprotein 27,191 0 6,70E-01 0,30
FTL_1066 | fumarylacetoacetatehydrolasefamilyprotein 2 22,277 0 8,53E-01 0,18
FTL_1067 hypotheticalprotein 10 69,415 0 9,84E-03 1,85
FTL_1068 | tRNApseudouridinesynthaseA truA 3 29,594 0 3,17E-01 0,90
FTL_1071 GMPsynthase guaA 5 57,698 0 1,70E-02 2,05
FTL_1072 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphatesynthase 3 67,385 0 1,15E-01 2,46
FTL_1073 hypotheticalprotein 1 12,698 0 5,44E-01 0,70
FTL_1075 hypotheticalprotein 8 22,424 0 3,57E-01 1,56
FTL_1089 | choloylglycinehydrolasefamilyprotein 4 28,581 0 8,22E-01 0,20
FTL_1090 rRNAmethyltransferase 2 28,143 0 3,50E-01 0,63
FTL_1093 bifunctionalmethioninesulfoxidereductaseB/Aprotein 3 32,571 0 1,83E-01 1,48
FTL_1096 | lipoprotein 17 39,545 0 2,86E-01 0,56
FTL_1097 hypotheticalprotein 1 10,524 0 4,64E-02 2,38
FTL_1101 hypotheticalprotein 13,114 0 7,85E-01 0,23
FTL_1105 hypotheticalprotein 16,868 0 4,33E-01 0,49
FTL_1106 alanyl-tRNAsynthetase alas 96,05 0 4,03E-01 -1,03
FTL_1107 hypotheticalprotein 10 52,114 0 1,62E-02 1,95
FTL_1108 cytosolaminopeptidase 19 51,356 0 2,27E-01 1,81
FTL_1109 | transaldolaseB 12 35,684 0 6,37E-01 0,42
FTL_1110 hypotheticalprotein 4 17,124 0 7,94E-01 0,17
FTL_1115 hypotheticalprotein 7 28,215 0 4,20E-01 0,80
FTL_1129 | acetyltransferase 3 18,945 0 4,33E-01 0,50
FTL_1132 inositol-1-monophosphatase 7 28,868 0 3,19E-02 2,82
FTL_1135 2 26,756 0 7,45E-01 0,27
FTL_1137 3-oxoacyl-ACPsynthase 13 44,02 0 4,05E-01 0,55
FTL_1138 acylcarrierprotein acpP 3 10,66 0 8,81E-02 -1,60
FTL_1139 | 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein)reductase 26,357 0 1,61E-01 1,48
FTL_1140 malonylCoA-acylcarrierproteintransacylase 33,501 0 6,24E-01 0,50
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FTL_1141 3-oxoacyl-ACPsynthase 6 35,21 0 1,63E-02 1,75
FTL_ 1142 putativeglycerol-3-phosphateacyltransferasePlsX 13 37,84 0 2,49E-01 0,80
FTL_1143 50SribosomalproteinlL32 rpmF 6,8786 0 2,32E-01 1,74
FTL_1145 | transketolase 8 73,346 0 6,94E-01 0,21
FTL_1146 | glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase 15 35,413 0 1,69E-01 1,38
FTL_1147 phosphoglyceratekinase pgk 11 42,01 0 3,52E-01 0,98
FTL_1148 pyruvatekinase 24 51,776 0 2,43E-01 1,63
FTL_1149 | fructose-1,6-bisphosphatealdolase 15 38,159 0 6,55E-02 1,63
FTL 1173 hypotheticalprotein 3 21,611 0 6,97E-01 -0,25
FTL_1174 | cystathioninebeta-synthase(cysteinsynthase) 7 34,433 0 2,39E-01 1,86
FTL_1178 hypotheticalprotein 2 9,5732 0 2,65E-01 -0,87
FTL_1180 PEP-dependentsugarPTSsystemfamilyprotein 2 17,666 0 6,74E-01 -0,46
FTL_1185 macrophagegrowthlocussubunitA 2 21,666 0 1,25E-01 1,95
FTL_1186 30SribosomalproteinS9 rpsl 2 14,736 0 1,87E-02 2,56
FTL_1187 50SribosomalproteinlL13 rpiM 3 15,937 0 1,09E-01 1,22
FTL_1189 membrane-boundlyticmureintransglycosylaseA(MLT)familyprotein 14 44,134 0 4,80E-01 0,52
FTL_1190 heatshockproteinGrpE 4 22,036 0 6,33E-01 -0,72
FTL_1191 molecularchaperoneDnaK dnaK 39 69,181 0 9,10E-01 0,09
FTL_1192 chaperoneproteinDnal 7 41,48 0 5,80E-01 0,61
FTL_1197 phenylalanyl-tRNAsynthetasesubunitalpha pheS 4 38,505 0 2,07E-01 0,77
FTL_1198 phenylalanyl-tRNAsynthetasesubunitbeta pheT 4 88,164 0 2,50E-01 0,96
FTL_1202 | hypotheticalprotein 5 36,896 0 1,71E-02 2,08
FTL_1203 cardiolipinsynthetase 7 54,862 0 9,84E-01 -0,02
FTL_1207 | MRPlikeprotein 1 31,263 0 6,45E-01 -0,27
FTL_1208 deoxycytidinetriphosphatedeaminase dcd 6 21,092 0 3,41E-01 1,70
FTL_1211 | lipoprotein 7 21,033 0 9,44E-02 1,07
FTL_1212 leucyl-tRNAsynthetase leus 6 93,405 0 1,18E-01 1,18
FTL_1213 hypotheticalprotein 13 73,307 0 2,36E-01 1,45
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FTL_1219 hypotheticalprotein 6 47,072 0 4,59E-01 0,49
FTL_1224 | thioredoxin 3 12,202 0 6,14E-01 0,71
FTL_1225 hypotheticalprotein 17 25,7 0 7,05E-02 1,25
FTL_1228 hypotheticalprotein 2 43,271 0 9,72E-02 1,33
FTL_1230 cysteinedesulfuraseactivatorcomplexsubunitSufB 3 53,507 0 3,61E-01 0,96
FTL_1231 hypotheticalprotein 7 14,844 0 5,68E-01 0,60
FTL_1232 potassiumtransporterperipheralmembraneprotein trkA 3 51,588 0 1,13E-01 1,42
FTL_1233 aminoacidantiporter 3 52,826 0 7,41E-01 0,25
FTL_1237 hypotheticalprotein 1 29,215 0 5,65E-01 -0,30
FTL_1239 signalrecognitionparticleprotein,Ffh 13 50,31 0 3,25E-01 1,49
FTL_1240 phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonatealdolase 12 40,878 0 1,56E-01 2,86
FTL_1247 hypotheticalprotein 13 27,626 0 5,64E-02 1,33
FTL_1248 glutathionereductase 10 49,547 0 3,87E-01 0,93
FTL_1249 hypotheticalprotein 4 11,289 0 5,07E-01 0,77
FTL_1251 proton-dependentoligopeptidetransport(POT)familyprotein 1 56,292 0 1,02E-01 1,83
FTL_1253 GTPcyclohydrolasel folE 7 23,55 0 2,65E-01 1,49
FTL_1256 3 16,366 0 5,87E-01 -0,49
FTL_1262 chorismatebindingfamilyprotein 1 68,293 0 9,59E-02 1,02
FTL_1265 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridinepyrophosphokinase 5 48,214 0 5,34E-02 1,52
FTL_1266 lipase/esterase 7 35,509 0 1,36E-01 1,37
FTL_1267 hypotheticalprotein 2 19,006 0 6,48E-02 1,33
FTL_1271 adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoateaminotransferase 8 49,489 0 2,76E-01 1,68
FTL_1272 biotinsynthase 13 34,906 0 7,48E-01 -0,30
FTL_1273 8-amino-7-oxononanoatesynthase 4 42,595 0 8,82E-01 0,13
FTL_1275 dethiobiotinsynthetase 10 24,502 0 5,52E-01 -0,35
FTL_1278 majorfacilitatortransporter 46,257 0 4,49E-01 0,62
FTL_1283 glutamate-1-semialdehydeaminotransferase 8 47,064 0 9,18E-01 0,13
FTL_1284 glutathionesynthetase 15 37,16 0 1,40E-01 1,14
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FTL_1286 hypotheticalprotein 3 15,059 0 8,62E-01 0,12
FTL_1287 23SrRNAmM(2)G2445methyltransferase rimL 7 83,48 0 5,82E-01 0,57
FTL_1294 short-chaindehydrogenase 7 30,8 0 1,28E-01 1,57
FTL_1299 hypotheticalprotein 5 16,876 0 1,45E-01 1,18
FTL_1302 phenolhydroxylase 4 27,761 0 2,87E-01 1,01
FTL_1304 glutamate--cysteineligase 13 56,962 0 2,05E-01 1,79
FTL_1306 | hypotheticalprotein 18 39,945 0 1,78E-01 0,96
FTL_1309 | Acetyl-CoAcarboxylasebetasubunit 19 33,386 0 6,35E-01 -0,55
FTL_1310 nucleosidediphosphatekinase ndk 5 15,427 0 7,42E-01 0,38
FTL_1311 CTPsynthetase pyrG 7 61,041 0 9,17E-02 1,08
FTL_1328 outermembraneassociatedprotein 28 41,259 0 8,97E-02 1,15
FTL_1330 | phosphopantetheineadenylyltransferase coaD 4 18,517 0 2,91E-01 1,33
FTL_1332 | hesBfamilyprotein 2 13,171 0 5,57E-01 0,64
FTL_1333 selenocysteinelyase 7 45,081 0 4,11E-01 1,17
FTL_1334 L-serinedehydratasel 9 50,009 0 2,37E-02 2,03
FTL_1336 prephenatedehydratase 4 31,708 0 3,06E-01 0,87
FTL_1338 alanineracemase 1 41,48 0 4,00E-01 -0,46
FTL_1341 hypotheticalprotein 1 15,407 0 2,34E-01 -1,08
FTL_1344 hypotheticalprotein 1 13,088 0 9,39E-01 -0,05
FTL_1350 glycyl-tRNAsynthetasesubunitbeta 3 78,021 0 2,31E-01 0,79
FTL_1354 hypotheticalprotein 1 33,778 0 6,70E-01 0,34
FTL_1357 UTP--glucose-1-phosphateuridylyltransferase 5 32,148 0 2,96E-01 1,28
FTL_1358 cation-effluxfamilyprotein 6 42,813 0 6,82E-01 0,27
FTL_1363 hypotheticalprotein 9 36,704 0 3,47E-01 0,64
FTL_1364 hypotheticalprotein 10 26,43 0 5,99E-01 0,54
FTL_1370 hypotheticalprotein 5 30,798 0 5,41E-02 -4,39
FTL_1383 | glutathioneperoxidase 17,771 0 8,14E-01 0,25
FTL_1384 hypotheticalprotein 6 13,313 0 1,19E-01 0,92
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FTL_1389 nicotinate-nucleotidepyrophosphorylase 4 31,472 0 2,00E-01 -2,13
FTL_1390 | quinolinatesynthetase 3 38,046 0 8,06E-01 -0,20
FTL_1392 cold-shockDEAD-boxproteinA 14 64,007 0 7,76E-03 2,00
FTL_1393 peptidyl-prolylcis-transisomerase 10,24 0 4,98E-01 0,41
FTL_1394 majorfacilitatorsuperfamilygalactose-protonsymporter 51,217 0 7,11E-01 0,20
FTL_1395 majorfacilitatorsuperfamilygalactose-protonsymporter 7 50,837 0 9,00E-01 -0,06
FTL_1396 | galactose-1-phosphateuridylyltransferase 10 39,677 0 1,73E-01 1,68
FTL_1399 | 3-deoxy-manno-octulosonatecytidylyltransferase 2 28,276 0 6,20E-01 0,48
FTL_1404 | 50SribosomalproteinlL20 rplT 3 13,348 0 1,65E-01 0,93
FTL_1406 translationinitiationfactorlIF-3 3 17,536 0 5,72E-01 0,43
FTL_1410 undecaprenyldiphospho-muramoylpentapeptidebeta-N- murG 2 40,828 0 6,71E-02 1,32
acetylglucosaminyltransferase
FTL_1414 hypotheticalprotein 13 44,264 0 9,84E-02 0,99
FTL_1416 | capsulebiosynthesisproteincapB 13 44,561 0 1,69E-01 0,85
FTL_1418 asparaginase 30,9 0 4,98E-01 0,95
FTL_1419 cyanophycinase 29,303 0 1,57E-02 2,17
FTL_1420 carbohydrate/purinekinasepfkBfamilyprotein 18 40,314 0 1,28E-01 2,92
FTL_1426 hypotheticalprotein 7 26,495 0 6,51E-01 -0,40
FTL_1430 UDP-glucose4-epimerase 37,846 0 5,05E-02 1,66
FTL_1431 sugartransferase 3 52,957 0 3,42E-01 0,69
FTL_1432 D-ribulose-phosphate3-epimerase 3 24,015 0 1,86E-01 2,73
FTL 1442 | enoyl-[acyl-carrier-protein]reductase(NADH) 15 27,775 0 1,78E-01 0,74
FTL_1443 hypotheticalprotein 7 26,501 0 5,04E-01 0,85
FTL_1453 50SribosomalproteinlL21 rplU 11,561 0 2,96E-01 1,42
FTL_1458 preproteintranslocasesubunitSecA 13 103,59 0 6,68E-01 -0,61
FTL_1459 hypotheticalprotein 9 38,786 0 1,20E-01 0,89
FTL_1461 purinenucleosidephosphorylase 14 26,865 0 2,78E-01 1,03
FTL_1468 | ATP-dependentmetalloprotease 27 70,751 0 3,90E-01 0,47
FTL_1474 | transcriptionelongationfactorGreA greA 5 17,703 0 8,59E-01 -0,14
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FTL_1475 | TypelVpilifiberbuildingblockprotein 3 20,856 0 8,12E-01 0,13
FTL_1476 glucose-6-phosphateisomerase pgi 15 61,104 0 2,21E-01 1,95
FTL_1478 inosine-5-monophosphatedehydrogenase 22 52,091 0 2,15E-01 2,07
FTL_1479 cytosolaminopeptidase 18 51,988 0 4,45E-01 -0,55
FTL_1480 | YjgP/YjgQfamilypermease 1 40,593 0 6,23E-01 -0,33
FTL_1481 | YjgP/YjgQfamilypermease 4 39,156 0 7,34E-01 | 0,43
FTL_1486 | tRNA-(ms(2)io(6)a)-hydroxylase 5 23,768 0 3,52E-01 1,51
FTL_ 1487 uridinephosphorylase 6 29,648 0 1,38E-01 2,28
FTL_1489 | FAD-bindingfamilyprotein 5 114,57 0 9,54E-01 0,04
FTL_1490 | phosphoglyceromutase 12 57,627 0 4,82E-01 0,50
FTL_1491 seryl-tRNAsynthetase 19 48,57 0 1,76E-01 1,78
FTL_1492 fructokinase 32,786 0 2,15E-01 1,98
FTL_1494 hypotheticalprotein 18,158 0 3,79E-01 0,77
FTL_1495 | cysteine/glutathioneABCtransportermembrane/ATP-bindingprotein 65,882 0 5,54E-01 0,35
FTL_1496 | cysteine/glutathioneABCtransportermembrane/ATP-bindingprotein 12 62,103 0 1,51E-01 0,89
FTL_1498 translationinitiationinhibitor 4 13,753 0 1,06E-01 3,48
FTL_1503 deoxyguanosinetriphosphatetriphosphohydrolase 16 50,409 0 2,71E-01 1,17
FTL_1504 peroxidase/catalase 52 81,226 0 1,38E-01 1,04
FTL_1510 | glycerol-3-phosphatetransporter 2 48,024 0 4,74E-01 0,41
FTL_1511 glycerophosphoryldiesterphosphodiesterasefamilyprotein 17 39,076 0 5,39E-01 0,60
FTL_1520 uracilphosphoribosyltransferase upp 2 22,798 0 8,85E-02 1,20
FTL_1521 chitinasefamily18protein 20 83,594 0 7,17E-01 0,41
FTL_1522 2-amino-3-ketobutyratecoenzymeAligase 15 43,952 0 1,99E-01 1,33
FTL_1523 L-threonine3-dehydrogenase tdh 38,399 0 1,66E-01 1,95
FTL_1525 2-C-methyl-D-erythritol4-phosphatecytidylyltransferase 25,877 0 8,01E-02 1,10
FTL_1526 celldivisionprotein 11,113 0 2,63E-01 -1,51
FTL_1527 phosphopyruvatehydratase eno 13 49,511 0 2,13E-01 0,68
FTL_1528 majorfacilitatortransporter 3 44,845 0 6,70E-01 0,29
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FTL_1531 23SrRNA5-methyluridinemethyltransferase rumA 2 50,863 0 7,61E-02 1,31
FTL_1532 hypotheticalprotein 7 20,965 0 5,00E-02 1,54
FTL_1534 uridinekinase 7 25,292 0 2,17E-01 1,62
FTL_1535 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonatealdolase 9 30,117 0 2,82E-01 1,78
FTL_1537 polynucleotidephosphorylase/polyadenylase 25 75,469 0 1,41E-01 0,79
FTL_1538 30SribosomalproteinS15 rpsO 4 10,359 0 2,20E-01 2,57
FTL_1539 | penicillinbindingprotein(peptidoglycansynthetase) 11 62,733 0 7,56E-01 -0,25
FTL_1540 hypotheticalprotein 1 13,653 0 2,77E-01 1,14
FTL_1542 hypotheticalprotein 16 78,581 0 9,24E-01 -0,14
FTL_1545 | glutamineamidotransferasesubunitPdxT 9 19,961 0 2,69E-01 1,13
FTL_1546 pyridoxalbiosynthesislyasePdxS 15 30,818 0 5,09E-01 0,71
FTL_1547 DNAgyrasesubunitB 89,74 0 2,21E-02 1,77
FTL_1548 hypotheticalprotein 6 30,656 0 7,16E-01 0,31
FTL_1550 lipoprotein 11 27,914 0 3,04E-02 1,29
FTL_1552 | hypotheticalprotein 29 69,883 0 9,82E-01 0,01
FTL_1553 succinyl-CoAsynthetasesubunitbeta sucC 20 41,541 0 1,64E-01 1,31
FTL_1554 succinyl-CoAsynthetase,alphasubunit 12 30,119 0 1,83E-01 1,11
FTL_1556 hypotheticalprotein 1 37,741 0 1,72E-01 1,30
FTL_1568 LysRfamilytranscriptionalregulator 4 35,541 0 6,36E-02 1,41
FTL_1570 phospholipaseD 9 46,478 0 1,66E-01 1,43
FTL_1571 thioredoxinreductase 6 33,971 0 2,58E-01 0,91
FTL_1579 hypotheticalprotein 9 25,703 0 1,87E-01 0,96
FTL_1580 hypotheticalprotein 2 33,235 0 3,55E-01 0,91
FTL_1581 | lipoprotein 7 28,599 0 3,24E-01 0,68
FTL_1582 putrescine-bindingperiplasmicprotein 8 45,214 0 6,03E-02 1,21
FTL_1583 | glutamate:gamma-aminobutyricacidantiporterfamilyprotein 1 51,611 0 5,97E-02 2,35
FTL_1584 PerMfamilyprotein 3 41,711 0 1,37E-01 1,23
FTL_1590 hypotheticalprotein 9 25,351 0 3,05E-01 0,55
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FTL_1592 | Acetyl-CoAcarboxylase,biotincarboxylcarrierproteinsubunit 7 16,404 0 2,07E-02 1,46
FTL_1593 3-dehydroquinatedehydratase 4 16,329 0 3,02E-01 1,36
FTL_1594 diadenosinetetraphosphatase apaH 4 31,736 0 4,59E-02 -2,31
FTL_1596 peptidyl-prolylcis-transisomerase 9 53,344 0 6,44E-02 2,07
FTL_1597 organicsolventtoleranceprotein 11 98,609 0 2,67E-01 1,27
FTL_1598 arginyl-tRNAsynthetase args 12 65,925 0 9,76E-01 0,02
FTL_1602 delta-aminolevulinicaciddehydratase 35,811 0 3,79E-02 1,66
FTL_1603 | RNA-bindingprotein 10,392 0 3,68E-01 1,90
FTL_1605 putativeperiplasmicprotease 20 38,067 0 2,03E-01 0,85
FTL_1609 | dolichyl-phosphate-mannose-proteinmannosyltransferasefamilyprotein 4 68,147 0 5,51E-01 0,54
FTL_1611 | glycosyltransferasefamilyprotein 10 35,935 0 7,17E-01 0,18
FTL_1612 hypotheticalprotein 4 30,735 0 7,98E-01 0,27
FTL_1616 phosphoenolpyruvatecarboxykinase 3 60,476 0 1,89E-01 -0,93
FTL_1617 | glutaminyl-tRNAsynthetase 2 63,594 0 1,90E-01 0,79
FTL_1621 ABCtransporterATP-binding 1 70,059 0 8,85E-02 1,16
FTL_1623 hypotheticalprotein 4 40,435 0 1,43E-01 0,82
FTL_1637 | lipoprotein 12 38,091 0 2,55E-01 0,92
FTL_1639 hypotheticalprotein 6 29,381 0 5,79E-01 0,78
FTL_1640 | aminoacidtransporterprotein,fragment 3 54,907 0 3,27E-01 0,80
FTL_1641 hypotheticalprotein 3 10,515 0 2,46E-01 0,86
FTL_1645 majorfacilitatortransporter 2 44,494 0 8,15E-01 0,16
FTL_1657 | signalrecognitionparticlereceptorFtsY 6 36,054 0 2,65E-01 0,75
FTL_1658 hypotheticalprotein 15 49,321 0 7,93E-01 -0,14
FTL_1661 nucleosidepermeaseNUPfamilyprotein 3 44,314 0 4,32E-01 0,41
FTL_1662 nucleosidepermeaseNUPfamilyprotein 1 44,707 0 1,99E-01 0,92
FTL_1664 phosphopentomutase 5 45,755 0 1,56E-01 1,36
FTL_1668 lipidAtransportproteinABCtransporterATP-bindingprotein/permease 16 66,676 0 7,39E-01 0,21
FTL_1670 disulfidebondformationprotein 2 17,985 0 4,74E-01 0,73
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FTL_1671 RNDeffluxtransporter 10 50,056 0 2,04E-01 0,82
FTL_1672 AcrB/AcrD/AcrFfamilytransporter 20 112,5 0 4,62E-01 0,44
FTL_1678 hypotheticalprotein 23 38,458 0 2,31E-02 2,25
FTL_1683 cysteinyl-tRNAsynthetase cysS 5 53,075 0 2,97E-01 0,66
FTL_1684 N5-glutamineS-adenosyl-L-methionine-dependentmethyltransferase 5 35,807 0 1,56E-01 -0,84
FTL_1685 majorfacilitatortransporter 2 43,509 0 9,95E-01 -0,01
FTL_1699 hypotheticalprotein 5 61,398 0 6,80E-02 1,96
FTL_1700 Sodium/prolinepermease 4 53,213 0 5,01E-01 0,38
FTL_1701 | fructosel,6-bisphosphatasell glpX 6 34,841 0 1,08E-01 1,59
FTL_1703 aminoacidtransporter 3 53,451 0 9,18E-01 0,05
FTL_1704 hypotheticalprotein 1 25,546 0 1,36E-01 1,63
FTL_1705 celldivisionprotein 18 92,015 0 4,72E-01 -0,51
FTL_1706 lipoproteinreleasingsystemsubunitA,outermembranelipoproteinscarrier 7 23,435 0 4,61E-01 0,44
FTL_1708 potassiumuptakeprotein 53,593 0 1,07E-01 -1,86
FTL_1709 hypotheticalprotein 6 18,214 0 7,03E-02 1,12
FTL_1714 chaperoninGroEL groEL 72 57,402 0 3,88E-01 0,96
FTL_1715 co-chaperoninGroES groES 10,272 0 9,81E-01 0,02
FTL_1717 hypotheticalprotein 7 30,528 0 1,14E-01 3,11
FTL_1723 hypotheticalprotein 10 23,828 0 8,87E-01 0,08
FTL_1733 oxidoreductaseiron/ascorbatefamilyprotein 3 32,278 0 4,80E-01 -0,37
FTL_1735 50SribosomalproteinL19 rplS 2 13,307 0 6,82E-01 0,27
FTL_1738 30SribosomalproteinS16 rpsP 1 9,0716 0 2,45E-01 0,83
FTL_1739 S-adenosylmethioninesynthetase 3 42,103 0 5,65E-01 0,39
FTL_1740 fattyaciddesaturase 6 44,09 0 5,76E-01 0,47
FTL_1745 50SribosomalproteinL7/L12 rplL 2 12,848 0 1,20E-01 -2,48
FTL_1746 50SribosomalproteinL10 rpl) 10 18,731 0 6,13E-01 -0,32
FTL_1747 50SribosomalproteinL1 rplA 15 24,641 0 1,69E-01 1,42
FTL_1748 50SribosomalproteinL11 rplK 2 15,27 0 2,39E-01 0,65
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FTL_1749 transcriptionantiterminationproteinnusG 4 19,982 0 2,50E-01 1,39
FTL_1751 elongationfactorTu 24 43,39 0 4,52E-01 0,49
FTL_1753 ionchannelprotein,fragment 2 17,816 0 6,25E-01 0,38
FTL_1756 | anaerobicglycerol-3-phosphatedehydrogenase 16 57,774 0 4,57E-01 -0,64
FTL_1762 sensorhistidinekinase 9 54,752 0 2,05E-01 0,75
FTL_1772 aconitatehydratase 36 102,7 0 1,76E-01 -0,98
FTL_1773 hypotheticalprotein 30,042 0 1,72E-01 1,93
FTL_1775 oxygen-independentcoproporphyrinogenllloxidase 43,577 0 5,28E-01 0,43
FTL_1779 preproteintranslocasesubunitSecG secG 12,094 0 6,14E-01 0,34
FTL_1780 | triosephosphateisomerase 12 27,655 0 1,13E-01 1,75
FTL 1781 phosphoglucosaminemutase glmM 5 48,206 0 6,60E-02 1,49
FTL_1782 | adeninephosphoribosyltransferase 2 18,839 0 8,39E-01 -0,17
FTL_1783 | dihydrolipoamidesuccinyltransferasecomponentof2- 20 52,717 0 8,02E-02 1,59
oxoglutaratedehydrogenasecomplex
FTL_1784 2-oxoglutaratedehydrogenaseElcomponent SUcA 21 105,68 0 3,54E-01 0,53
FTL_1785 | succinatedehydrogenaseiron-sulfursubunit sdhB 15 26,566 0 2,43E-01 0,60
FTL_1786 succinatedehydrogenase,catalyticandNAD/flavoproteinsubunit 19 65,86 0 6,57E-01 0,25
FTL_1787 | succinatedehydrogenasehydrophobicmembraneanchorprotein 1 14,161 0 1,14E-01 2,68
FTL_1788 succinatedehydrogenase,cytochromeb556 3 14,405 0 8,90E-01 0,08
FTL_1789 citratesynthase 10 46,794 0 3,95E-01 0,92
FTL_1790 majorfacilitatorsuperfamilytransporter 10 47,155 0 7,84E-01 -0,19
FTL_1791 superoxidedismutase 9 21,939 0 8,51E-02 4,55
FTL_1792 glutaredoxin-likeprotein 12,311 0 2,66E-02 -3,44
FTL_1793 hypotheticalprotein 12 105,36 0 8,71E-01 -0,17
FTL_1794 FOF1ATPsynthasesubunitepsilon atpC 5 15,737 0 5,33E-01 0,53
FTL_1795 FOF1ATPsynthasesubunitbeta 29 49,864 0 4,14E-01 0,50
FTL_1796 FOF1ATPsynthasesubunitgamma 15 33,235 0 6,09E-01 0,27
FTL_1797 FOF1ATPsynthasesubunitalpha 25 55,536 0 8,78E-01 0,09
FTL_1798 FOF1ATPsynthasesubunitdelta 12 19,202 0 6,78E-01 0,28
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FTL_1799 | FOF1ATPsynthasesubunitB 16 17,383 0 8,46E-01 -0,11
FTL_1800 FOF1ATPsynthasesubunitC 2 10,215 0 9,73E-01 -0,03
FTL_1803 majorfacilitatortransporter 47,726 0 8,52E-01 0,10
FTL_1807 | histidyl-tRNAsynthetase hisS 48,169 0 7,99E-02 2,25
FTL_1810 | transcriptionelongationfactorNusA nusA 55,178 0 7,10E-02 1,22
FTL_1812 uroporphyrinogendecarboxylase hemE 10 38,873 0 9,73E-01 -0,03
FTL_1818 NADHdehydrogenaselsubunitM 58,23 0 6,10E-01 0,27
FTL_1822 NADHdehydrogenasesubunitl 6 18,862 0 5,43E-01 0,34
FTL_1823 NADHdehydrogenaselsubunitH 37,641 0 8,08E-01 0,13
FTL_1824 NADHdehydrogenasesubunitG 21 87,308 0 8,65E-01 0,09
FTL_1825 NADHdehydrogenaselsubunitF 12 46,282 0 4,07E-01 0,49
FTL_1826 NADHdehydrogenaselsubunitE 3 18,171 0 1,58E-01 -0,76
FTL_1827 NADHdehydrogenasesubunitD 19 47,585 0 6,51E-01 0,25
FTL_1828 NADHdehydrogenasel 24,956 0 2,44E-01 0,72
FTL_1829 NADHdehydrogenasesubunitB 2 17,226 0 8,88E-01 0,09
FTL_1830 NADHdehydrogenaselsubunitA 14,617 0 9,10E-01 0,10
FTL_1834 | diaminopimelatedecarboxylase 11 47,425 0 3,43E-02 3,50
FTL_1840 hypotheticalprotein 16,199 0 6,93E-01 0,38
FTL_1841 | aspartyl/glutamyl-tRNAamidotransferasesubunitB gatB 52,531 0 1,73E-02 2,08
FTL_1852 hypotheticalprotein 14,629 0 4,36E-01 0,49
FTL_1861 amidophosphoribosyltransferase 5 55,417 0 5,14E-01 0,46
FTL_1865 outermembraneproteintolC 23 57,243 0 5,76E-02 1,31
FTL_1866 protein-L-isoaspartateO-methyltransferase 8 23,204 0 1,18E-01 -1,07
FTL_1867 proteaseyegQ 6 50,281 0 4,12E-01 1,00
FTL_1869 Na+/H+antiporter 2 51,971 0 4,03E-01 0,53
FTL_1873 aminoacidtransporter 6 69,339 0 6,90E-01 0,21
FTL_1883 potassium-transportingATPasesubunitA 6 62,331 0 1,33E-01 1,06
FTL_1896 hypotheticalprotein 4 50,98 0 1,91E-02 1,87
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FTL_1897 | outermembranelipoprotein 9 19,574 0 1,25E-01 0,83
FTL_1900 L-glutaminase 9 57,211 0 6,63E-02 1,70
FTL_1902 hypotheticalprotein 4 20,319 0 8,15E-01 0,14
FTL_1903 | lysyl-tRNAsynthetase 9 64,572 0 9,22E-01 0,09
FTL_1905 DNApolymeraselllsubunitgammaandtau 2 61,072 0 6,83E-01 0,47
FTL_1906 UDP-3-0-[3-hydroxymyristoyl]N-acetylglucosaminedeacetylase IpxC 4 31,99 0 2,21E-01 1,42
FTL_1907 celldivisionproteinFtsZ 16 39,745 0 2,07E-01 0,97
FTL_1908 celldivisionproteinFtsA 8 44,804 0 8,27E-01 0,18
FTL_1909 celldivisionproteinFtsQ 26,373 0 5,10E-01 0,42
FTL_1910 D-alanyl-alaninesynthetaseA 10 32,744 0 2,36E-01 1,40
FTL_1911 zinc-bindingdomain-containingprotein 2 17,128 0 7,50E-01 0,45
FTL_1912 30SribosomalproteinS1 rpsA 24 61,669 0 2,99E-02 1,31
FTL_1914 hypotheticalprotein 21,08 0 6,88E-01 -0,21
FTL_1915 | putativeacyltransferase 34,318 0 2,96E-01 0,64
FTL_1922 | YggTfamilyprotein 21,867 0 2,07E-01 1,07
FTL_1930 adenylosuccinatesynthetase 13 46,879 0 2,42E-01 1,65
FTL_1935 | ABCtransporterATP-bindingprotein 2 25,593 0 3,59E-01 0,66
FTL_1936 periplasmicsolutebindingfamilyprotein 13 33,814 0 2,02E-01 0,77
FTL_1939 | outermembranelipoprotein 4 15,816 0 1,59E-01 0,79
FTL_1940 | trprepressorbindingprotein 21,254 0 1,22E-01 2,97
FTL_1956 aminopeptidaseN pepN 15 98,043 0 1,94E-01 2,13
FTL_1957 heatshockprotein 16,74 0 1,03E-01 1,18
FTL_1958 bifunctionalindole-3- 6 51,323 0 8,96E-02 1,16
glycerolphosphatesynthase/phosphoribosylanthranilateisomerase
FTL_1960 peptidemethioninesulfoxidereductaseMsrA 7 26,809 0 7,48E-02 1,22
FTL_1964 3 37,194 0 6,37E-02 2,09
FTL_1965 1 21,038 0 7,05E-01 0,30
FTL_1966 anthranilatesynthasecomponentl 8 58,066 0 5,88E-01 0,43
FTL_1967 trpoperonrepressor 2 10,932 0 3,05E-01 0,67
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