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Résumé

La majorité des bactéries possedent une paroi a lextérieur de leur membrane
cytoplasmique. Celle-ci leur confere une forme spécifique en résistant a la pression
osmotique interne, tout en offrant une protection contre 'environnement extérieur. Le
peptidoglycane (PG) est un des composants majeurs de la paroi bactérienne et la cible
de nombreux antibiotiques a noyau béta-lactame. En inhibant la biosynthese du PG, les
[-lactamines entrainent la lyse des cellules bactériennes. Pour se défendre, les bactéries ont
développé différentes stratégies, dont la production d’enzymes spécifiques ([-lactamases)
pour détruire les antibiotiques. Il existe quatre classes de f(-lactamases : les classes A, C
et D (ou OXA) regroupent les enzymes a sérine active, tandis que la classe B comprend

les métallo-/3-lactamases.

A partir de séquences de [-lactamases de référence récoltées dans la base de données
du NCBI, nous avons construit différents profils HMM afin d’identifier des séquences de
[-lactamases putatives dans > 80 000 génomes complets de procaryotes. Ces recherches
par homologie nous ont permis de récupérer des séquences putatives d’'OXA dans des
organismes ou aucune OXA n’avait encore été décrite, tels que les Cyanobacteria, Chlorobi
ou encore Actinobacteria. Les séquences d’OXA identifiées ont été alignées et soumises a
des analyses phylogénétiques. Les arbres en résultant nous ont guidé dans la définition
de 31 groupes. Nous avons observé que 30 groupes contenaient des OXAs putatives et un
groupe des BlaR1 (un récepteur membranaire apparenté aux OXAs). Nous avons noté que
15 des 30 groupes étaient annotés par des séquences de référence. De cet arbre, nous avons
conclu que la plupart des OXAs correspondent probablement au méme géne orthologue du

point de vue évolutif.

Enfin, une analyse des résidus du site actif a montré que les motifs SxxK, SxV, W et KTG
(ou x représente n’importe quel AA) étaient retrouvés dans la majorité des séquences de
chaque groupe, ce qui témoigne d’une activité -lactamase potentielle. De plus, le motif
Y /FxN est trés conservé a travers tous les groupes mais, situé en dehors de la poche du

site actif, sa fonction dans I’enzyme est encore inconnue.
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1 Introduction

1.1 Antibiotiques

Le sol renferme une multitude de micro-organismes produisant naturellement des antibiotiques.
Cette production leur permet d’éliminer d’autres especes non productrices qui entreraient
en compétition lorsque les ressources s’épuisent (Sengupta, Chattopadhyay, and Grossart
2013). Depuis des milliers d’années, I’homme exploite la production d’antibiotiques par ces
micro-organismes pour lutter contre les infections. De nombreux récits relatent d’utilisation de
moisissures a travers le monde, comme par exemple en Chine, vers ’an 3000 av. J.-C., ou du
soja moisi était appliqué sur des blessures infectées. Vers 1600 av. J.-C., en Grece, une paysanne
était réputée pour soigner des soldats en utilisant de la moisissure de fromage (Dougherty and

Pucci 2014).

Plus récemment, vers 1890, Rudolf Emmerich et Oscar Low avaient découvert que des bactéries
vertes (Pseudomonas aeruginosa) isolées de bandages de patients inhibaient la croissance d’autres
bactéries. De ces bactéries vertes a été extraite la Pyocyanase, le tout premier antibiotique utilisé
pour traiter des infections chez I’homme. En 1897, Ernest Duschesne avait décrit que des levures
inhibaient la croissance de bactéries (Gould 2016). Alexander Fleming a découvert la pénicilline
en 1928 (Fleming 1929), mais elle n’a été purifiée qu’au début des années 1940 par Ernst Chain et
Howard Florey (Gaynes 2017). La pénicilline a été largement utilisée a la fin de la seconde guerre
mondiale pour soigner les soldats blessés. Depuis lors, 'utilisation d’antibiotiques a explosé et a

permis de sauver de nombreuses vies (Ventola 2015).

De nos jours, de nombreux antibiotiques avec différents modes d’action sont présents sur le
marché. Les béta-lactamines et les glycopeptides permettent de cibler la paroi bactérienne.
Les aminoglycosides, les tétracyclines, le chloramphenicol, les macrolides et les oxazolidinones
inhibent la syntheése des protéines. Enfin, les sulfonamides inhibent le métabolisme des acides

nucléiques (Etebu and Arikekpar 2016 ; Kapoor, Saigal, and Elongavan 2017).

A la suite de l'utilisation intensive des antibiotiques en médecine humaine et animale, de
nombreuses souches bactériennes ont développé des résistances rendant leur élimination de plus
en plus compliquée. Actuellement, on estime qu’environ 700 000 personnes meurent chaque
année d’une infection causée par une bactérie résistante. D’ici 2050, ce chiffre pourrait s’accroitre

jusqu’a 10 millions (http://amr-review.org/, 19 mai 2016).

La plasticité génétique des bactéries leur a permis de mettre en place différents mécanismes
de défense contre l'action des antibiotiques. Les deux mécanismes les plus répandus sont la
destruction de I’antibiotique et la modification de sa cible (Munita et al. 2016 ; Lambert 2005). Les
genes de résistance peuvent se trouver sur le chromosome bactérien ou sur un plasmide. De par le
phénomene de conjugaison, les plasmides contribuent a disséminer les génes de résistance a travers

différentes especes (Nikaido 2009). Le cas le plus célebre est le Staphylococcus aureus résistant a la


http://amr-review.org/

méthicilline (MRSA), bactérie résistante a pratiquement tous les agents anti-microbiens connus
a ce jour, & I'exception des glycopeptides (dont la vancomycine) (Haaber, Penadés, and Ingmer

2017).

1.2 Béta-lactamines

Les béta-lactamines (S-lactamines) sont des antibiotiques bactéricides qui inhibent la biosynthese
de la paroi bactérienne. Ces molécules sont caractérisées par la présence d’un noyau béta-lactame
(B-lactame, figure 1) (Aoki and Okuhara 1980). Ils sont produits naturellement par divers
micro-organismes eucaryotes, tels que des champignons filamenteux du genre Penicillium, mais
également par des bactéries du genre Streptomyces (Tahlan and Jensen 2013). Sur base de (-
lactamines naturelles, les industries pharmaceutiques créent des antibiotiques semi-synthétiques
par modification chimique des chaines latérales autour du noyau f-lactame (Elander 2003). Les
pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénéemes composent les différentes

familles de B-lactamines.

|
o7

Fic. 1 : Noyau p-lactame.

1.2.1 Pénicillines

Les pénicillines regroupent toutes les [-lactamines possédant une structure similaire a la
pénicilline G (premiére pénicilline utilisée a grande échelle), possédant un noyau d’acide
6-aminopénicillanique (6-APA, figure 2) (Ball, Gray, and Murdoch 1978). Il existe quatre
générations de pénicillines, qui regroupent les antibiotiques selon leur spectre d’action. L’activité

antibactérienne dépend ainsi des groupements présents autour du noyau 6-APA.

Les pénicillines de premiere génération incluent toutes les pénicillines naturelles (dont la
pénicilline G). Elles possédent une bonne activité contre les bactéries Gram-positives mais
sont peu ou pas efficaces contre les bactéries Gram-négatives. En réaction a I'apparition de
résistances contre ces pénicillines naturelles chez les bactéries Gram-positives, les industries
pharmaceutiques ont développé les pénicillines de seconde génération. Ce sont des pénicillines

semi-synthétiques, telles que 'oxacilline ou la méthicilline. Cependant, elles restent peu efficaces
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Fi1G. 2 : Noyau d’acide 6-aminopénicillanique.
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contre les bactéries Gram-négatives. Les pénicillines de troisiéme et quatriéeme génération
comprennent toutes les pénicillines a large spectre, comme 'ampicilline et ’amoxicilline, ou
encore les carboxypénicillines, présentant toutes une meilleure activité contre les bactéries

Gram-négatives (Lobanovska and Pilla 2017).
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Fia. 3 : Structure de différentes générations de pénicillines. Le noyau S-lactame est encadré
en rouge et les différentes chalnes latérales suivent un code couleur. On retrouve en bleu la
pénicilline G (premiére génération), en jaune la méthicilline (deuxiéme génération), en vert
Pampicilline (troisiéme génération), en orange la carbénicilline (quatriéme génération) et en
mauve 'azlocilline (quatrieéme génération) (Lobanovska and Pilla 2017).

1.2.2 Céphalosporines

Les céphalosporines sont des antibiotiques structurellement similaires aux pénicillines. Elles
ont la particularité de posséder un noyau d’acide 7-aminocéphalosporanique (7-ACA, figure 5)
(Jago and Heatley 1961). En 1953, Newton et Abraham ont décrit la premieére céphalosporine,
la céphalosporine C extraite d’Acremonium chryseogenum (Newton and Abraham 1955). Elle
montrait un large spectre d’action contre les bactéries Gram-positives et négatives. De plus, elle

était résistante aux pénicillinases produite par Bacillus subtilis et S. aureus (Bryskier 2000).



Tout comme les pénicillines, les céphalosporines sont classées en différentes générations (cing)

selon leur spectre d’action (Dougherty and Pucci 2014).
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F1G. 4 : Noyau d’acide 7-aminocéphalosporanique.

1.2.3 Monobactames

Contrairement aux pénicillines et aux céphalosporines, les monobactames ne contiennent qu’un
monocycle [-lactame (Fernandes, Amador, and Prudéncio 2013). L’aztréonam est 'unique
monobactame utilisé dans le domaine hospitalier. Il est actif contre les bactéries Gram-négatives
mais inefficace contre les bactéries Gram-positives et les bactéries Gram-positives et négatives a

métabolisme anaérobique (Ramsey and MacGowan 2016).
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F1G. 5 : Structure de 'aztréonam.

1.2.4 Carbapénémes

Les carbapénémes ont une structure similaire aux pénicillines, mais possédent une double liaison
entre les carbone C-2 et C-3, tandis que ’atome de soufre en position 1 du cycle est remplacé par
un carbone (figure 6). Ce sont les antibiotiques & noyau S-lactame présentant le spectre d’action
le plus étendu. C’est pourquoi ils sont largement utilisés contre les bactéries multirésistantes

(Papp-Wallace et al. 2011).

1.3 Paroi bactérienne

La plupart des bactéries possedent une paroi a l'extérieur de leur membrane cytoplasmique.

Une partie de cette paroi, le peptidoglycane (PG), confere aux bactéries une forme spécifique et
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Fic. 6 : Structure du noyau carbapéneme.

une résistance contre leur pression osmotique interne. Le PG est un hétéropolymere constitué
de chaines de glycanes reliées entre elles par de courts peptides. Les chaines de glycanes
sont une alternance de disaccharides composés de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et d’acide
N-acétylmuramique (MurNAc) liés en -1 — 4. Sur le groupement lactyle du MurNAc est 1ié un
tétrapeptide constitué d’acides aminés (AA) en configurations L ou D. Le précurseur de synthese

de ce tétrapeptide est un pentapeptide comptant une D-alanine (D-Ala) supplémentaire.

La composition en acides aminés varie d’une espece a l'autre. Chez les bactéries Gram-négatives,
le tétrapeptide est composé de L-alanine (L-Ala), D-glutamate (D-Glu), acide diaminopimélique
(méso-Dap) et D-Ala. Chez certaines bactéries Gram-positives, une L-lysine (L-Lys) peut
remplacer le méso-Dap. Dans la majorité des cas, la liaison entre chalnes de glycanes se fait entre
I’AA en position 4 et 'AA en position 3. Chez les bactéries Gram-négatives, cette liaison est
directe, tandis que quelques peptides peuvent servir d’intermédiaires de liaison chez les bactéries
Gram-positives (figure 7). La synthése du PG commence dans le cytoplasme pour aboutir au
lipide II membranaire. Ce dernier servira de précurseur du PG dans l'espace périplasmique

(Vollmer, Blanot, and De Pedro 2008).

1.4 Penicillin-binding proteins

Les penicillin-binding proteins (PBPs) sont des enzymes-clés de la synthése du PG. Elles
permettent 1’élongation et le pontage des chaines de glycanes. Leur activité transpeptidase
assure chez les bactéries Gram-négatives le pontage entre le groupement carboxyle du D-Ala en
position 4 et le groupement amine de la chaine latérale du méso-Dap en position 3 (Vollmer,
Blanot, and De Pedro 2008). Lors de cette réaction, le D-Ala en position 5 est éliminé et 1’énergie

de la liaison D-Ala-D-Ala est utilisée pour former la nouvelle liaison (Frére and Joris 1985).

Les PBPs peuvent étre divisées en trois groupes : la classe A présente une activité transglycosylase
et une activité transpeptidase, la classe B une activité transpeptidase seulement et la classe C
des activités transpeptidase et carboxypeptidase (Goffin and Ghuysen 1998 ; Sauvage et al. 2008).
Les bactéries peuvent posséder de nombreuses PBPs, comme par exemple E.coli qui en dispose
de 12 différentes, dont trois de la classe A et deux de la classe B (Georgopapadakou and Liu
1980 ; Sauvage et al. 2008).



< MurNAc PP Hooc-D-Ala-m-A,pm-y-D-Glu-L-Ala-NH,
O GIcNAc PBP>P Hooc-D-Ala-L-Lys-y-D-Glu-L-Ala-NH,
e-e—e—0-0 HOOC- (Gly).-NH,

F1a. 7 : Structure du PG chez Escherichia coli (& gauche) et Staphylococcus aureus (a droite).
Les chaines de glycanes sont représentées en jaune et le tétrapeptide par des triangles suivant
un code couleur : I.-Ala en noir, D-Glu en gris, méso-Dap en rouge, L-Lys en mauve et D-Ala
en noir avec point blanc. Le pontage est direct chez E. coli, alors que cing glycines (ronds bleus)
font le lien chez S. aureus (figure de B. Joris).

1.5 Mode d’action des (-lactamines

Les (-lactamines sont structurellement similaires au substrat naturel des PBPs, le D-Ala-D-
Ala présent sur le pentapeptide. De ce fait, ces antibiotiques agissent comme substrat suicide
en bloquant le site actif de ’enzyme. Lors de 1’étape d’acylation, 'antibiotique est lié de fagon
covalente au résidu sérine du site actif. L’enzyme étant incapable d’hydrolyser cette liaison (figure
8), 'antibiotique inhibe l'activité transpeptidase du PBP (Bush and Bradford 2016), ce qui arréte
le pontage entre chaine de glycanes et provoque la lyse de la bactérie (Kohanski, Dwyer, and

Collins 2010).

1.6 Reésistance aux [-lactamines

Pour contrer l'action des ([-lactamines, les bactéries ont développé deux stratégies de défense
principales. La premiére est la synthese de PBPs résistantes, tandis que la seconde est la
production d’enzymes capables de neutraliser les antibiotiques (Freére 1995). De plus, les
bactéries Gram-négatives réduisent la concentration de I'antibiotique en diminuant sa vitesse de

diffusion et en augmentant son efflux au niveau de la membrane externe (Munita et al. 2016).

1.7 Béta-lactamases

Les béta-lactamases ([-lactamases) sont des enzymes capables d’hydrolyser la liaison amide du
noyau (-lactame (figure 8), cette réaction rend l'antibiotique inactif. C’est le mécanisme de

résistance le plus courant chez les bactéries Gram-négatives (Poole 2004). II existe quatre classes



de [-lactamases : classe A, classe B, classe C et classe D. Cette classification est basée sur la
séquence en AA (Ambler 1980). Les classes A, C et D regroupent des f-lactamases a sérine active,
tandis que la classe B comprend des métallo-S-lactamases (Babic, Hujer, and Bonomo 2006). Des
similarités de séquences laissent penser que les S-lactamases a sérine active et les PBPs partagent

une origine commune (Massova and Mobashery 1998).

Des mutations ponctuelles des séquences de S-lactamases permettent de modifier leur spectre
d’action. Ainsi, les S-lactamases a spectre étendu (ESBLs) sont des -lactamases conférant non
seulement une resistance contre toutes les pénicillines, mais également contre les céphalosporines
de premiere, deuxiéme et troisieme générations. Toutefois, certaines ESBLs sont inhibées
par l'acide clavulanique. La plupart des ESBLs font partie de la classe A, mais on en
retrouve également dans la classe D (Paterson and Bonomo 2005; Rawat and Nair 2010). Les
carbapénémases, quant a elles, sont des (-lactamases a trés large spectre d’action capables
d’hydrolyser en plus (ou uniquement) les carbapéneémes (Queenan and Bush 2007). Elles sont
présentes dans les classes A, B et D. A ce jour, plus de 4000 S-lactamases ont été répertoriées

(Naas et al. 2017).
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F1G. 8 : Réaction entre les S-lactamases/PBPs et les S-lactamines. E-OH représente les enzymes
A sérine active (PBPs et classes A,C et D) et E-Zn?' les métallo-B-lactamases. E-OH et
les f-lactamines forment un intermédiaire covalent (acyl-enzyme). Les S-lactamases peuvent
hydrolyser le substrat, tandis que les PBPs hydrolysent peu ou pas du tout le substrat et
restent sous forme d’acyl-enzyme inactif. E-Zn?* ne passe pas par un intermédiaire covalent et
hydrolyse directement le noyau S-lactame (Matagne et al. 1999).

1.7.1 Classe A

Historiquement, la classe A était caractérisée comme possédant une activité pénicillinase

supérieure a son activité céphalosporinase. Cette classe est la mieux caractérisée et la plus



diversifiée en terme de séquences décrites. Les sous-familles les plus répandues sont les TEM,
SHV, CTX-M et KPC (Fisher, Meroueh, and Mobashery 2005 ; Philippon, Slama, and Labia
2016). La sous-famille TEM regroupe des [-lactamases dont les génes de résistance sont portés
par un plasmide. En 1963, TEM-1 a été la premiere [-lactamases encodée sur un plasmide a
étre identifiée. Depuis, de nombreux variants de TEM-1 ont été décrits. Tous sont des ESBLs et
difféerent de TEM-1 par une a cinq substitutions (Salverda, Visser, and Barlow 2010). Comme
TEM, SHV est une sous-famille de classe A portée sur un plasmide. Dans les années 1970, SHV-1
a été la premiere a étre identifiée chez FE.coli. 1l existe également de nombreux variants ESBLs
et non ESLBs de SHV-1. En 1997, on a découvert qu’'un gene de type SHV-1 était encodé par
le chromosome de Klebsiella pneumoniae et cela a été interprété comme la situation ancestrale
(Liakopoulos, Mevius, and Ceccarelli 2016). Les enzymes CTX-M sont toutes des ESBLs portées
sur un plasmide. Depuis le début des années 2000, on a observé une importante dispersion
de ces enzymes, ce qui fait des CTX-M les ESBLs les plus répandues au monde de nos jours
(Cant6n, Gonzalez-Alba, and Galdn 2012). Les KPC sont une sous-famille de classe A & activité

carbapénémase encodée sur un plasmide (Queenan and Bush 2007).

1.7.2 Classe B

Les métallo--lactamases de classe B (MBLs) sont structurellement tres divergentes des autres
classes. De plus, elles ont comme particularité d’inclure un ou deux ions zinc au niveau de leur
site catalytique. Cette caractéristique fait que les MBLs sont inhibées par des agents chélatants
tels que ’EDTA. Les MBLs présentent un large spectre d’action et sont capables d’inhiber tous
les antibiotiques a noyau béta-lactame, a l’exception des monobactames (Palzkill 2013). Sur base
de leurs séquences, on peut diviser les MBLs en trois sous-classes : B1, B2 et B3. La sous-classe
B1 est celle qui contient le plus de représentants (Galleni, Lamotte-brasseur, and Rossolini 2001).
Par exemple, IMP, NDM et VIM sont trois types de S-lactamases B1 portées sur un plasmide que
I’on retrouve principalement chez Pseudomonas spp., mais également chez des Enterobacteriaceae

telles que Klebsiella pneumoniae et Citrobacter freundii (Laraki et al. 1999 ; Lauretti et al. 1999).

1.7.3 Classe C

Les (-lactamases de classe C (ou AmpC) sont a lorigine des enzymes encodées dans le
chromosome de plusieurs especes d’Enterobacteriaceae. Ces geénes ont la particularité d’étre
inductibles et conférent une résistance contre les céphalosporines et les monobactames (Philippon,
Arlet, and Jacoby 2002; G. A. Jacoby 2009). Il a été démontré que des bactéries encodant une
AmpC a faible activité contrebalancent ce défaut en la surproduisant massivement (Lakaye et
al. 1999). Ces derniéres années, de nombreux plasmides portant ce type de [-lactamases ont
été retrouvés dans des especes bactériennes n’encodant pas des AmpC sur leur chromosome

(Salmonella spp. par exemple) (Pozzi et al. 2018).



1.7.4 Classe D

Historiquement, la classe D ou OXA [-lactamases était différenciée des autres p-lactamases a
sérine active par sa capacité a hydrolyser 'oxacilline. Les premieres OXAs identifiées étaient
toutes portées par un plasmide. On a ensuite découvert que les chromosomes d’ Acinetobacter spp.
encodaient des OXAs (B. A. Evans and Amyes 2014) a large spectre d’action pouvant hydrolyser
les carbapéneémes (Brown and Amyes 2006). On retrouve les OXAs dans de nombreuses especes
Gram-négatives pathogenes. Cependant, une étude récente a montré que des OXAs putatives
étaient présentes dans le génome de bactéries Gram-positives des familles des Bacillaceae,
Clostridiaceae et Eubacteriaceae. 11 a également été démontré que certaines especes de Bacillus

possedent des B-lactamases actives (Toth et al. 2016).

La comparaison de structures 3D a démontré que les OXAs sont apparentées au domaine C-
terminal du récepteur membranaire BlaR1 (figure 9) (Leonard, Bonomo, and Powers 2013) présent
chez Staphylococcus aureus, Bacillus licheniformis et Clostridium botulinum. Localisé dans le
périplasme, le domaine C-terminal de BlaR1 permet la transduction du signal de détection de (-
lactamines vers le cytoplasme, ce qui déclenche la synthése de -lactamases (Llarrull et al. 2011;

Berzigotti et al. 2012 ; Mazuet et al. 2016).

Fia. 9 : Comparaison des structures 3D : OXA-10 (ESBL) en cyan et formant un acyl-
enzyme avec 'ampicilline; OXA-24 (carbapénémase) en vert et formant un acyl-enzyme avec
un carbapénéme ; domaine C-terminal de BlaR1 en magenta et formant un acyl-enzyme avec
une céphalosporine (Leonard, Bonomo, and Powers 2013).

Au niveau de la poche du site actif des OXAs se retrouvent plusieurs résidus conservés, tels que
le triplet Sérine-Alanine-Valine (SAV) situé sur la boucle entre les hélices o 4 et a 5 et, en face,
le triplet Lysine-Thréonine-Glycine (KTG) du feuillet-5 5. A T'entrée du site actif, on retrouve
la boucle w qui contient 1’hélice o 7. Sur cette hélice se trouve un Tryptophane (W) conservé
chez toutes les OXAs connues. Enfin, dans la partie N-terminale de I’'hélice o 3 se trouve le
motif Sérine-Thréonine-Phénylalanine-Lysine (STFK) (figure 10). La sérine sur I’hélice @ 3 est
la sérine active. Une particularité du site actif des OXAs est que la lysine sur 'hélice a 3 peut

étre carboxylée (Kerff et al., n.d.; Leonard, Bonomo, and Powers 2013).



1.7.5 Distribution taxonomique des (3-lactamases

Tout au long de cette introduction nous avons subdivisé les bactéries sous les termes traditionnels
de Gram-positives et Gram-négatives pour étre en adéquation avec la littérature consacrée aux
antibiotiques. Cependant, cette classification n’est pas correcte d’un point de vue phylogénétique
et ne reflete qu'une partie de la diversité des enveloppes bactériennes. En effet, le terme
Gram-positives désigne les bactéries possédant une épaisse couche de PG qui retient le colorant
cristal violet. Ces bactéries apparaissent donc en violet lors de la coloration de Gram. Quant
au terme Gram-négatives, il s’applique aux bactéries possédant une couche de PG plus fine et
une membrane externe asymétrique qui ne retient pas le cristal violet. Des lors, ces dernieres
apparaissent fuchsia lors de la coloration de Gram. Néanmoins, certaines bactéries ne possédant
ni PG ni membrane externe présentent une coloration caractéristique des Gram-négatives.
Il est donc plus correct (méme si pas parfait) d’utiliser les termes monodermes et didermes
(Léonard 2014). Durant tout le reste de ce travail, nous raisonnerons pour notre part en termes
d’embranchement (ou phylum) bactérien. Actuellement, les bactéries sont réparties dans 76 phyla,
dont 17 uniquement représentés par des métagénomes (Parks et al. 2017). (La métagénomique
est une méthode d’analyse de génomes provenant d’échantillons de ’environnement. Elle permet

I’étude génomique de micro-organismes incultivables en laboratoire.)

Lorsqu’on se réfere a la base de données “Beta-Lactamase DataBase” (Naas et al. 2017) (utilisée
plus loin dans ce travail), les enzymes de classe A sont majoritairement présentes au sein des
Proteobacteria, mais on en retrouve également chez les Bacteroidetes, les Actinobacteria et les
Firmicutes. En ce qui concerne la classe B, la distribution taxonomique varie énormément en
fonction des trois sous-classes décrites. Les enzymes de la sous-classe B1 sont majoritairement
présentes chez les Firmicutes, alors que le reste se retrouve chez les Proteobacteria et les
Bacteroidetes, mais également chez les Spirochaetes. La sous-classe B2 n’est présente que chez
les Proteobacteria, tandis que la sous-classe B3 est retrouvée chez les Proteobacteria et les
Bacteroidetes. On retrouve la classe C exclusivement chez les Proteobacteria, a 1’exception
d’une enzyme décrite chez Mycobacterium smegmatis (Actinobacteria). Quant aux OXAs (classe
D), elles sont largement présentes chez les Proteobacteria, alors que quelques OXAs ont été
récemment décrites chez des Firmicutes (voir 1.7.4). Quelques OXAs sont également retrouvées

chez les Spirochaetes, les Bacteroidetes, les Fusobacteria et dans des métagénomes océaniques.
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Dimeric B1 B2

I OXA10 - - - - - MKTFAAYVI I ACLS- - -« -+ -« STALAGS|| TEINTSWNKEFSAEAVN|GVFVLCK|S 46
I OXA13 - - - - - MKTFAAYVI TACLS- - -« - -« -« STALASS|| TEINTSWNKEFSAEAVN|GVFVLCK|S 46
I OXA-48 - - MRVLALSAVFLVASIIG-+------.. MPAVAKEWQEINKSWNAHFTEHKSQGVVVLWN|E 49
I OXA-2 ---MAIRIFAILFSIFSLAT-=-+----- FAHAQEG|ITLERSDWRKFFSEFQAK|GTI VVAD|E 49
I OXA-46 ---MAIRFFTILLSTFFLTS-------- FVYAQEHVVIIRSDWKKFFSDLQAE|GAI VI AD|E 49
Monomeric

I OXA-1 -« -MKNTI HI NFAI FLI' I AN- -« -« -« .- Il YSSASASTDI STVASPLFEGTE|GCFLLYD|48
VI OXA24 MKKFI LPIFSISILVSLSACSSI KTKSEDNFHI/SSQQHEKAI KSYFDEAQTQ[GVI I | KE|G 60
Dimeric B3 B3° B3°

I OXA-10 S--SKSCATNDLARASKEYLPASTFKIPNAIIGLETGVIKNEHQVIEWDGKPRAMKQWER104
I OXA-13 S--SKSCATNNLARASKLPASTFKIPSAIIGLETGVIKNEHQVFKWDGKPRAMKQWER104
| OXA-48 N--KQQGFTNNLKRANQLPASTFKIPNSLIALDLGVVKDEHQVFKWDGQTRDIATWNR107
Il OXA-2 RQADRAMLVF_DPVRSKKRYSPASTFKIPHTLFALDAGAVRDEFQIFRWDGVNRGFAGHNQ108
Il OXA-46 RQAKHTLSVFDQERAAKRYSPASTFKI PHTLFALDADAVRDEFQVFRWDGVNRSFAGHNQ 108
Monomeric

Il OXA-1 VSTNAEI AQFNKAKCATQMAPDSTFKI ALSLMAFDAE-I1DQKTI FKWDKTPKGMEI WNS 107
VI OXA-24 K- -INLSTYGNALARANKEYVPASTFKMLNALI GLEN-HKATTNEI FKWDGKKRTYPMWEK 107

Dimeric B3°

I OXA-10 DILTLRGAI QVSAVPVFQQI AREVGEVRMQKYLKKFSYGNQNI SGG- - - - - - | DKFWLEGQ 158
I  OXA-13 DLSLRGAI QVSAVPVFQQI AREVGEVRMQKYLKKFSYGNQNI SGG- - - - - - | DKFWLEDQ 158
I OXA-48 DHNLI TAMKYSVVPVYQEFARQI GEARMSKMLHAFDYGNEDI SGN- - - - - - VDSFWLDGG 161
Il OXA-2 DQDLRSAMRNSTVWVYELFAKEI GDDKARRYLKKI DYGNADPSTS- - - - - - NGDYWI EGS 163
Il OXA-46 DQDLRSAMRNSTVWVYELFAKDI GEDKARRYLKQIDYGNVDPSTI - - -+ - - KGDYWI DGN 163
Monomeric

1 OXA-1 NHTPKTWMQFSVVWVSQEI TQKI GLNKI KNYLKDFDYGNQDFSGDKERNNGLTEAWLESS 167
VI OXA-24 DMTLGEAMALSAVPVYQELARRTGI ELMQKEVKRVNFGNTNIGTQ- - - - - - VDNFWLVGP 171
Dimeric B3’ B4 B5

I OXA-10 LRISAVNQVEFLESLYLNKLSASKENQLIVKEALVAAPE-YLVHSKTGFlSGVGTESNP 217
I  OXA-13 LRAVNQVEFLESLFLNKLSASKENQLIVKEALVTEAAPE-YLVHSKTGFSGVGTESNP 217
I OXA-48 IRATEQISFLRKLYHNKLHVSERSQRIVKQAMILTEAINGD-YIIRAKTGYSI---TRIEP 217
Il OXA-2 LAISAQEQIAFLRKLYRNELPFRVEHQRLVKDLMIIVEIAGRN-WILRAKTGMEG ------- 215
Il OXA-46 LKISAHEQILFLRKLYRNQLPFKVEHQRLVKDLMIITEAIGRS- | LRAKTGWEG- - - - - - - 215
Monomeric

Il OXA-1 LKISPEEQI QFLRKI I NHNLPVKNSAI ENTI ENM|YLQDLENSTKLYGKTGAGFTANR- TL 227

VI OXA-24 LKITPVQEVNFADDLAHNRLPFKLETQ- EVKKML|LI KEVNGS-|KI YAKSGWG|- - MG- VTP 227

Dimeric B6 B7

I OXA-10 IGVAWWVGWVEKETE-VYFFAFNMDIDN-ESKLPLRKSIPTKIMESEGIIGG --------- 266
I  OXA-13 GVAWWVGWVEKG|TIE- VYFFAFNMDI DN- ENKLPLRKSI PTKI MASEGI | GG- - - - - - - - - 266
| OXA-48 K|IGWWVGWVElLDDN-]VWFFAMNMDIMPT-SDGLGLRQAITKEVLKQEKIIP ---------- 265
Il OXA-2 RlMGWWVGWVEWPITG-SVFFALNIDTPNRMDDLFKREAIVRAILRSIEALPPNPAVNSDAA 274
Il OXA-46 RIFGWWVGWIEMPTG-PVFFALNIDTPNRTDDLFKREAIARAILRSIDALPPN -------- 266
Monomeric

Il OXA-1 QNGWFEGFIIISKSGHKYVFVSALTGINLGSNLTSSIKAKKNAIT----ILNTLNL ------ 276
VI OXA-24 QVGWLTGWVElQANGKKIPFSLNLEMIKE-GMSGSIRNEITYKSLENLGII ----------- 274

Fic. 10 : Alignement multiple de quelques séquences d’OXAs. En cyan sont représentés les
hélices-a et en magenta les feuillets-3. Les résidus conservés au niveau de la poche du site actif
sont encadrés en jaune (figure de F. Kerff).
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2 Objectifs

Lorsqu’une nouvelle -lactamase appartenant a la classe D est découverte, un nom arbitraire lui
est attribué (OXA + numéro de série) (Srivastava et al. 2014). On lui associe en outre un nom
de sous-famille sur base de sa seule similarité avec une autre séquence déja décrite (généralement
la plus proche dans les banques de données). Cependant, ces annotations ne sont pas correctes
d’un point de vu évolutif. De ce fait, nous voudrions mettre en place une annotation des OXAs

qui soit en accord avec la phylogénie de la classe.

Pour ce faire, nous allons procéder en plusieurs étapes. Premierement, nous allons établir la
distribution des OXAs au travers des procaryotes afin de déterminer quels phyla possedent ce
type de [-lactamase. Ensuite, & partir des séquences putatives d’OXA récoltées a travers les
différents phyla, nous allons réaliser un arbre phylogénétique. Cet arbre nous permettra de définir
différentes sous-familles (ou groupes) au sein de la classe D. Nous pourrons alors caractériser les
groupes définis d'un point de vue taxonomique et de celui de la conservation de leur site actif.

Enfin, nous tenterons de nommer ces groupes en fonction de séquences d’OXA de référence.
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3 Matériels & méthodes

3.1 Environnement
3.1.1 Hardware

Deux ordinateurs ont été utilisés lors de ce mémoire. Le premier est le cluster de calcul durandal
opéré par I'Unité de Phylogénomique des Eucaryotes. Il s’agit d’un systéme Flex d’'IBM/Lenovo
contenant un gros noeud de calcul (x440) et neuf plus petits (x240). Il totalise 196 cores physiques
(392 en Hyper-Threading), 2880 cores CUDA (GPU), 2 TB de RAM et 112 TB d’espace de

stockage. durandal utilise un systéme d’exploitation Linux CentOS 6.6.

Mon ordinateur personnel a également été utilisé. Il s’agit d’un Packard Bell EasyNote LS44-HR
a un processeur Processeur Intel® Core™ i3-2310M a 2 cores physiques, 4 Go de RAM et 500
Go d’espace de stockage.

3.1.2 UNIX

Créé en 1969 par Kenneth Thompson, UNIX est un systéme d’exploitation constituant la base
de Linux et qui inclut notamment un interpréteur en ligne de commandes (shell). Le shell sert
d’interface homme-machine et permet & ’homme de réaliser différentes opérations qui seront

interprétée par le Shell.

3.1.3 Perl

Perl est un langage de programmation crée par le linguiste Larry Wall en 1987 permettant
de traiter de I'information textuelle. Il est dérivé du langage C et s’inspire également d’autres
langages comme sed, awk ou encore le shell d’UNIX. Tous les scripts utilisés lors de ce travail

ont été rédigés en Perl et les plus importants d’entre eux sont repris en annexe.

3.2 Données et pré-traitement des données
3.2.1 p-lactamases de référence

Lors de ce projet, deux jeux de données de référence ont été exploités. Le premier provenait du
projet pathogens detection (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pathogen/) développé par le National
Center for Biotechnology Information (NCBI) et a été téléchargé le ler décembre 2017. Il contenait
des séquences protéiques représentant les quatre classes de fg-lactamases provenant du NCBI et
du Lahey Hospital & Medical Center (un hopital rattaché & 'université de Tufts). Au total, 2 711
séquences étaient réparties entre les deux fichiers dont seulement 1 617 uniques. Ces séquences

ont été utilisées pour générer les profils HMMs (voir 3.4.1). Le second jeu de données, téléchargé
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le 30 avril 2018, provenait de la Beta-Lactamase Data Base (BLDB) (http://www.bldb.eu/). Il
regroupait 613 séquences de S-lactamases de classe D qui ont été utilisées pour ’annotation finale

de I'arbre phylogénétique (voir 3.4.3).

3.2.2 Génomes complets pour le data mining

Une base de données (nommées prok__batch__db) incluant 80 490 génomes procaryotes
complets a été utilisée pour rechercher in silico des séquences putatives de [-lactamases (voir

3.4.1).

3.2.3 Sélection des p-lactamases de référence

get_accession_num.pl est un script Perl permettant de partitionner le fichier FASTA du NCBI
contenant les quatre classes de [-lactamases. Pour ce faire, il est nécessaire de fournir au
programme un fichier tabulaire contenant trois colonnes : nom du geéne, numéro d’accession,
description du gene (ex. : blaOXA-100, CAJ77817.2, OXA-51 family carbapenem-hydrolyzing
class D beta-lactamase OXA-100). Le script va ‘lire’ la troisieme colonne du fichier tabulaire,
repérer la classe de f-lactamase spécifiée avec 'option —-class et utiliser le numéro d’accession

pour extraire la séquence correspondante du fichier FASTA.

Apres utilisation, les 1617 séquences de référence ont été réparties dans 4 fichiers en fonction de
leur classe. Ainsi, 640 séquences appartenaient a la classe A, 136 a la classe B, 371 a la classe C
et 470 a la classe D. L’option ——forann a également été utilisée pour générer des noms pour les

séquences de la classe D qui seront utilisés par le programme annotate.pl (voir 3.4.3).

Pour sa part, le script ann-classd.pl permet de générer des noms pour les séquences de la BLDB
en fournissant au programme un fichier tabulaire correspondant & la page web http://bldb.eu/

BLDB.php?prot=D. Ces noms seront également utilisés par le programme annotate.pl.

3.2.4 Déréplication des §-lactamases de référence

Développé par le Dr. Weizhong Li, cd-hit version 4.6 est un programme permettant de réduire la
taille d’une base de données en se basant sur la déréplication de sequences. C’est un algorithme
de type glouton! qui procéde en deux étapes. Premierement, les sequences sont classées de la
plus longue a la plus courte. La séquence la plus longue est utilisée comme représentante du
premier ‘cluster’. Ensuite, la séquence suivante est intégrée dans le cluster si elle est au moins
similaire & un seuil d’identité prédéterminé (95%, 98% ou 100%) ; sinon elle forme un nouveau
cluster. Ces étapes sont répétées jusqu’a ce que toutes les séquences fassent partie d’un cluster

(éventuellement ne contenant quune seule séquence) (Fu et al. 2012).

1Un algorithme glouton est une heuristique qui procéde étape par étape en privilégiant les optima locaux afin
de s’approcher de I'optimum global.
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Dans la suite de ce mémoire, les séquences représentant un cluster en particulier sont nommeées

représentantes et les autres séquences du cluster membres.

3.3 Alignement multiple
3.3.1 Alignement automatique

L’alignement multiple de séquences est réalisé par le programme MAFFT (Multiple Alignment using
Fast Fourier Transform) version v7.273. La transformée de Fourier rapide sert a I'identification
des regions homologues au sein de 'alignement (Katoh et al. 2002). Ensuite, une matrice de
similarité et un systéme de score sont utilisés pour l'introduction de gaps dans les séquences

alignées.

Les fonctions —--add et —-keeplength ont également été utilisées pour I’ajout des sequences au sein
d’alignements déja existants tout en évitant l'introduction de nouveaux gaps dans ’alignement

enrichi (Katoh and Frith 2012).

3.3.2 Optimisation manuelle

MUST-C est un package regroupant divers programmes écrits en langage C développés par le

Prof. H. Philippe du CNRS de Moulis et améliorés par le Prof. D. Baurain.

musted est un programme interactif permettant de modifier manuellement un alignement multiple
au format ALI. Durant ce mémoire, nous avons procédé a de nombreux ‘rounds’ d’optimisation

de lalignement des OXAs. Nous avons utilisé la version 5.19a du programme.

mustnet est un programme exploitant notamment Gblocks (Castresana 2000) et qui permet
de sélectionner manuellement ou automatiquement des colonnes & analyser dans un alignement
multiple contenant des régions moins bien alignées (figure 12). La version 5.04 de mustnet a été

utilisée.

3.4 Recherche de (-lactamases putatives
3.4.1 Package HMMER

HMMER est un package d’analyse de séquences développé par le Dr. Sean Roberts Eddy. Il
regroupe un ensemble de programmes qui reposent sur les modeles statistiques de Markov cachés
(Hidden Markov Models : HMM). A partir d’un profil, il permet la recherche de séquences
homologues dans une base de données. Comparé a d’autres outils de recherche, tel que BLAST,
HMMER est a la fois plus sensible et plus spécifique car il modélise des alignements multiples et
non des alignements par paire (Eddy, Wheeler, and Development Team 2015). Lors de ce travail,

la version 3.1b2 du package a été utilisée.
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FiG. 11 : Interface du programme musted. A gauche, on retrouve le nom des séquences avec un
code couleur dépendant de la taxonomie. A droite se trouve l'alignement multiple, les étoiles
blanches représentant les gaps, alors que les AAs sont représentés par un code couleur fonction
de leurs propriétés physico-chimiques.

net Version 5.04 [Linux] 7 January 2015 (H.Philippe - CNRS Moulis)
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Fia. 12 : Interface du programme mustnet. On retrouve a gauche le nom des séquences et a
droite I’alignement multiple, dans lequel les gaps sont représentés par des étoiles et les colonnes
sélectionnées sont montrées en blanc.

Le programme hmmbuild a été utilisé afin construire des profils HMM a partir des fichiers
d’alignement multiple. Un profil HMM est un modeéle statistique d’un alignement multiple
permettant de modéliser quelles positions de l'alignement sont conservées, les acides aminés

attendus a ces positions et les régions ou des insertions ou des délétions sont acceptables.

La recherche des séquences putatives a été effectuée par le programme hmmsearch. Le profil créé a

partir de hmmbuild était confronté a la base de données de génomes complets prok__batch_ db.
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On obtenait en sortie un fichier avec la liste des séquences correspondant au profil, chacune avec

une e-value associée.

3.4.2 Sélection des séquences putatives

ompa-pa.pl est un outil graphique interactif développé par le Prof. D. Baurain qui permet
d’extraire des séquences d’'une base de données sur base de recherches d’homologie. Pour ce
faire, il suffit de fournir au programme le fichier de sortie produit par hmmsearch et le chemin
vers la base de données (ex. prok__batch__db). Ensuite, ompa-pa.pl génére un graphique qui
représente les séquences obtenues en fonction de leur longueur et du logarithme de leur e-value
vis-a-vis du profil HMM. On peut alors sélectionner a la souris la zone du graphique contenant

les séquences que 'on souhaite conserver.

3.4.3 Annotation des OXAs putatives

Les séquences putatives d’OXA récupérées apres utilisation de ompa-pa.pl sont identifiées par
un numéro d’accession incluant un code GCA. A partir de ces codes GCA et de la taxonomie du
NCBI, un nom d’organisme (genre, espéce) est attribué aux séquences en utilisant le script Perl

fetch-tax.pl écrit par le Prof. D. Baurain.

Un tag a été ajouté a ces séquences grace au script Perl annotate.pl qui permet d’annoter
des séquences inconnues a partir de séquences de référence. Cette annotation est basée sur la
similarité de séquence. Il suffit de fournir au programme deux fichiers au format FASTA, un avec
des séquences inconnues et le second avec les séquences de référence. Ensuite, le programme
réalise un BLAST des séquences inconnues contre les séquences connues et utilise le nom de
chaque premier ‘hit’ (le cas échéant) pour annoter les séquences inconnues. Une valeur seuil de

e-value et/ou d’identité peut étre spécifiée pour controler la sensibilité de 'annotation.

Les bases de données du NCBI et BLDB ont été utilisées pour annoter les séquences putatives
de (-lactamases de classe D. Avant annotation, trois séquences de BlaR1 (Clostridium difficile
(CDT53463.1), Staphylococcus aureus (P18357) et Bacillus licheniformis (P12287)) et trois
séquences de PBPs (PBP1a (P71707), PBP1b (P02919-2) et PBP1c (P76577)) ont été ajoutées

aux séquences de référence d’OXA.

Apres déréplication, chaque séquence représentante porte un tag avec le nombre de séquences

membres qu’elle représente. Cette annotation est réalisée par le script Perl create-mapper.pl.

3.5 Inférences phylogénétiques

ali2phylip.pl est un script Perl développé par le prof. D. Baurain qui permet de filtrer

un alignement multiple en ne gardant que les régions homologues et de convertir le fichier
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d’alignement au format PHYLIP nécessaire pour 'utilisation de RAxML. Les options —-max, --min
et ——gb-mask ont été utilisées pour filtrer 'alignement multiple. —-max permet d’éliminer
les colonnes de l'alignement contenant trop de gaps, tandis que --min permet d’éliminer les

séquences trop courtes.

L’analyse phylogénétique est réalisée par le programme RAxML (Randomized Axelerated
Maximum Likelihood) qui est particulierement adapté pour des alignements de grande taille.
RAxML utilise le maximum de vraisemblance (maximum likelihood) comme critere d’optimalité
lors de la recherche du meilleur arbre. A partir d’un fichier d’alignement, il permet de produire un
arbre phylogénétique avec de bons scores de vraisemblance en un temps raisonnable (Stamatakis
2014). Le modele statistique retenu lors de ce mémoire était PROTGAMMALGF. Nous avons
utilisé la version 8.1.17 de RAxML.

Le paramétrage de RAXML a été réalisée a 1’aide du script Perl phy2raxml.pl développé par le
Prof. D. Baurain. En fournissant un fichier d’alignement au format PHYLIP, le programme géneére

un job a lancer sur durandal.

Les valeurs de bootstrap ont été optimisées a l'aide de BOOSTER (BOOtstrap Support
by TransfER, https://booster.pasteur.fr/new/) en fournissant au programme les fichiers

bipartition et bootstrap générés par RAXML (Lemoine et al. 2018).

3.6 Analyses complémentaires
3.6.1 Distributions taxonomiques

Les analyses taxonomiques ont été réalisées avec le script fetch-tax.pl qui génere une

taxonomique complete pour chaque identifiant de séquence.

Le script OTUsamples2krona.sh a été utilisé pour générer les graphiques circulaires de

distribution taxonomique.

3.6.2 Conservation des résidus du site actif

Les logos de séquences représentant la poche du site actif ont été générés par le programme

weblogo version 3.6.
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4 Reésultats

4.1 Distribution taxonomique des génomes complets

Notre base de données prok_ batch__db est composé a 99% de génomes de bactéries et
1% d’archées (figure 13). Les génomes des bactéries sont répartis entre deux grands groupes
les Terrabacteria__group (48%) et Proteobacteria (44%). On retrouve dans le supraphylum
Terrabacteria__group deux phyla majeurs, les Firmicutes et les Actinobacteria (d’on proviennent
la majorité des monodermes), le reste des génomes appartenant en partie & des Cyanobacteria
ou des Tenericutes (bactéries sans paroi). Les autres génomes bacteriens de la base de données
appartiennent au FCB__group (comprenant les Bacteroidetes et les Chlorobi), aux Spirochaetes,
PVC _group, Fusobacteria et & d’autres phyla minoritaires en termes de nombres de génomes (non
montrés sur la figure 13). Ces phyla sont : Thermotogae, Acidobacteria, Aquificae, Synergistetes,
Nitrospirae, Thermodesulfobacteria, Deferribacteres, Balneolaeota, Elusimicrobia, Chrysiogenetes,

Dictyoglomi, Caldiserica, Nitrospinae/Tectomicrobia et Calditrichaeota.

Il est & noter que cet échantillonnage est biaisé en faveur de certains groupes de bactéries (voire
de certains genres ou especes, telles que Fscherichia coli), mais ce biais n’est pas tres facile a
corriger a 1’échelle des génomes complets. En effet, représenter certains groupes par certaines
espéces ou souches seulement aurait pu nous faire manquer des (-lactamases dans la suite du

travail.

4.2 Recherche de -lactamases putatives

Nous avons commencé ce projet en exploitant la base de données de S-lactamases du NCBL.
Apres séparation des séquences de référence en 4 fichiers, nous avons procédé a une déréplication
des f-lactamases a un seuil de 98%. Les 640 séquences de la classe A ont été regroupées en 65
clusters, les 135 séquences de la classe B en 40 clusters, les 371 séquences de la classe C en 74
clusters et les 470 séquences de la classe D (OXA) en 160 clusters. Nous avons également généré
un fichier contenant les 1481 séquences des trois classes de f-lactamases a sérine active (A+C+D)

et réalisé une déréplication a 98%.

Nous avons ensuite généré des alignements multiples de ces cinq fichiers, puis construit cinq
profils HMM nous permettant de rechercher des séquences homologues dans la base de données
prok_batch_ db. Le passage par ompa-pa.pl nous a permis de sélectionner 35 987 séquences
putatives de f-lactamases de classe A, 2176 séquences de classe B, 17 288 séquences de classe C
et 24 916 séquences de classe D. Le profil regroupant les g-lactamases de trois classes A+C+D

nous a permis pour sa part de récupérer 95 761 séquences (figure 14).

Nous avons alors établi la redondance entre les différents fichiers de séquences putatives et observé

que trois séquences étaient partagées par les fichiers des classes C et D. Le fichier contenant les
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F1a. 13 : Graphique krona de la diversité taxonomique de la base de données prok_batch_db
regroupant 80 490 génomes procaryotes.

séquences homologues aux trois classes de (-lactamases a également été comparé aux fichiers
individuels des classes A, C et D. 537 séquences de la classe A, 104 séquences de la classe C et 3
séquences de la classe D étaient manquantes dans le fichier regroupant les trois classes. Cependant,
le profil combiné nous a permis d’indentifier 18 217 séquences de plus que les profils individuels.
Aucune séquence putative de classe B n’a été retrouvée en dehors du fichier obtenu avec le profil

HMM de la classe B.

4.3 Distribution taxonomique des OXAs putatives

Le profil de la classe D (OXA) nous a permis d’identifier des séquences putatives d’OXA mais
également des séquences putatives de BlaR1. Pour analyser la distribution taxonomique des
organismes possédant des OXAs (figure 15), nous avons d’abord écarté ceux ne possédant que
des BlaR1 putatives (7733 séquences). Nous pouvons observer qu’aucune séquence archéenne,

ni provenant de phyla bactériens dit “minoritaires” (a '’exception des Balneolaeota), n’a été
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identifiée par le profil de la classe D. En revanche, des OXAs putatives ont été retrouvées au
sein de phyla jamais décrits comme possédant des OXAs. Pour la plupart de ces phyla, une
OXA putative a été détectée dans plusieurs organismes différents. Il est donc vraisemblable
que ces résultats soient fiables. Ces phyla sont les Cyanobacteria et les Actinobacteria (du
superphylum Terrabacteria__group) les Chlorobi (du superphylum FCB__group), les Chlamydiae,
les Planctomycetes et Verrucomicrobia (du superphylum PVC _group) et les Balneolaeota
(genre Aliifodinibius). Les OXAs putatives sont majoritairement présentes au sein du phylum
des Proteobacteria (74% des OXAs putatives) et plus particulierement dans la classe des
Gammaproteobacteria ou le genre Acinetobacter posséde a lui seul 22% des OXAs putatives. Cela
dit, les Gammaproteobacteria représentent 29% de nos 80 490 génomes, illustrant la difficulté de

tirer des conclusions taxonomiques quantitatives sans un échantillon équilibré.
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F1a. 15 : Graphique krona de la diversité taxonomique des séquences putatives identifiées avec
le profil HMM de la classe D. Ce graphique exclut les organismes possédant uniquement BlaR1.

Afin de corriger ce probleme de biais taxonomique, différents seuils de déréplication ont été
testés sur les 24 916 séquences putatives de la classe D. Finalement, nous avons opté pour une
déréplication a 95% qui générait 1413 clusters. Les distributions taxonomiques des séquences
dérépliquées (figure 16) et des séquences brutes (figure 15) sont assez similaires. Cependant, les

OXAs putatives appartenant au genre Acinetobacter ne représentent plus que 6% (contre 22%)
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des OXAs putatives dérépliquées et les séquences des Spirochaetes plus que 1% (contre 7%). Ces

résultats laissent supposer que ces séquences étaient tres redondantes.
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Fic. 16 : Graphique krona de la diversité taxonomique des séquences putatives d’OXA
dérépliquées a 95%.

4.4 Annotation, alignement et phylogénie des OXAs putatives

L’ajout d’un tag aux séquences représentantes a une e-value seuil de 1le=2" a été réalisé en
utilisant les séquences de la classe D du NCBI (dérépliquées a 100%) comme séquences de
référence. Apres annotation, 1406 séquences sur 1413 portent un tag et de nombreuses séquences
portent le méme tag. Plus de 200 séquences sont annotées BlaR1. Cependant, aucune séquence
n’est annotée par une PBP. Cing séquences non-annotées appartiennent a des Leptospira spp. et

deux a des Lysobacter spp.

Plusieurs arbres phylogénétiques préliminaires successifs nous ont servi de guides pour optimiser
a la main (avec musted) l'alignement automatique des 1413 séquences représentantes. La partie N-
terminale des séquences annotées BlaR1 a été supprimée pour réduire la longueur de I’alignement.

Les séquences écartées par application du filtre ——min d’ali2philyp.pl et celles trop divergentes
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ont été ré-introduites a posteriori a I'alignement optimisé manuellement a ’aide de mafft.

Avec mustnet, nous avons finalement extrait 188 colonnes bien conservées hors de 'alignement
optimisé. Un filtre ali2phylip.pl a également été appliqué sur cet alignement final, mais aucune
séquence n’a plus été écartée. C’est ce fichier qui nous a permis de calculer 'arbre phylogénétique

présenté dans ce travail avec RAXML et le modele PROTGAMMALGFEF.

4.5 Annotation détaillée des OX As putatives

A coté des séquences de référence du NCBI, nous avons aussi testé celles de la banque de données
BLDB (a nouveau dérépliquées & 100%). Comme ci-dessus, ces derniéres nous ont permis d’ajouter
un tag aux séquences putatives de la classe D & une e-value seuil de 1e72°. Aucune séquence n’est
annotée par des PBPs et les sept séquences non-annotées avec la base de données du NCBI ne sont
pas non plus annotées avec la base de données BLDB. Ensuite, nous avons comparé les annotations
obtenues avec les deux bases de données de référence. Sur les 1406 séquences annotées, seules 300
étaient annotées différemment. En fin de compte, nous avons décidé d’utiliser les séquences BLDB
pour annoter notre arbre car la banque BLDB contenait plus de séquences et des informations

plus détaillées pour chaque séquence d’OXA.

Comme plusieurs séquences portaient un méme tag, nous avons décidé d’ajouter un seuil d’identité
sévere (en plus du seuil d’e-value) lors de 'annotation. Lorsque ce seuil d’identité est fixé a 95%,
uniquement 105 séquences ’arbre sont annotées par 102 séquences de la base de données BLDB.
Si on annote les séquences représentantes et les séquences membres des clusters, 12 187 séquences

sont annotées par 279 séquences de la base de données.

Afin d’examiner la raison pour laquelle les 337 sequences restantes de la base de données
BLDB n’annotaient aucune des séquences putatives, nous avons utilisé 'option --hitlist du
programme annotate.pl. Cette option permet d’obtenir une liste de tous les hits BLAST de
chaque sequence putative & des seuils d’e-value et d’identité prédéterminés. Apres utilisation, nos
12 187 séquences ont été annotées par 595 séquences de la base de données. Ces 306 séquences
supplémentaires n’annotaient auparavant aucune séquence putative car elles n’étaient jamais un
premier hit. Vu que plusieurs séquences de référence peuvent annoter la méme séquence putative,

la base de données BLDB contient massivement beaucoup de séquences redondantes.

En conséquence, 'annotation finale a été réalisée en utilisant la base de données BLDB dérépliquée
4 95% avec une e-value seuil de 1e~2Y et une identité seuil de 95%. 105 séquences représentantes
sont annotées par 98 séquences de la base de données. Cependant, hormis les 3 sequences de PBPs,
18 séquences BLDB sont absentes de I'arbre : OXA-18, OXA-45, OXA-46, OXA-53, OXA-63,
OXA-158, OXA-159, OXA-182, OXA-191, OXA-198, OXA-209, OXA-361, OXA-372, OXA-527,
OXA-548, OXA-549, OXA-550 et OXA-568.

Pour déterminer la raison de ces absences, nous avons réalis¢é un quick BLASTp de ces 18
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sequences contre la banque nr sur le site du NCBI. Nous avons observé que ces séquences ne sont
pas retrouvées dans l'arbre car les génomes dont proviennent ces séquences de référence ne sont
pas présents dans notre base de données prok__batch__db. De plus, le seuil d’identité de 95%
ne leur permet pas d’annoter une séquence de nos. Par exemple, les deux séquences OXA-158 et
OXA-159 proviennent de deux souches de Pandoraea sp., Va8523 et HD7676 respectivement. Pour
ces deux souches, seules deux séquences protéiques, dont la séquences d’OXA, sont disponibles
sur le site du NCBI (et donc aucun génome complet). Ces séquences ne pouvaient donc pas étre
présentes dans notre base de données car elle ne contient que des génomes complets. OXA-158
et OXA-159 sont similaires & 99%, lors du BLASTp, ces deux OXAs se retrouvent elles-mémes,
mais la troisieme séquence récupérée par BLASTp est OXA-156, qui ne leur est similaire qu’a
88%. Etant assez divergentes, ces OXAs ne peuvent donc annoter aucune des séquences présentes
dans notre arbre lorsque le seuil d’identité est fixé & 95%. Ces deux explications sont applicables

aux 16 autres séquences.

4.6 Phylogénie des OXAs putatives

Au sein de l'arbre phylogénétique final, nous avons défini différents groupes tenant compte de
plusieurs critéres. Ainsi, le groupe doit étre, si possible, monophylétique et contenir au moins
5 séquences (en tenant compte des représentants et des membres). De plus, il doit idéalement
étre soutenu par une branche ayant une valeur de support bootstrap élevé. Durant ce projet, une
nouvelle methode d’optimisation de bootstrap est parue (Lemoine et al. 2018). Cette méthode
a été appliquée a notre arbre, ce qui a permis de consolider les nos valeurs de bootstrap et la
définition de nos groupes d’OXAs. Suivant ces criteres, 31 groupes ont été définis. Cependant, 19

séquences représentantes n’ont pu étre intégrées a aucun groupe (figure 17).

Pour vérifier la robustesse des groupes définis, nous avons calculé un arbre phylogénétique
excluant les 19 séquences difficiles & positionner et utilisant les mémes options que l'arbre
précédent. Nous avons observé que les groupes 1- 3, 8-15, 17-26, 28-29 et 31 restent identiques,
tandis que les autres groupes éclatent. Ainsi, les groupe 16 et 30 deviennent paraphylétiques, les
groupes 4, 6, 7, 27 polyphylétiques et le groupe 5 perd une séquence. Les résultats obtenus plus

bas pour ces sept groupes seront donc a confirmer (figure 18).

On retrouve des séquences appartenant a des Proteobacteria et des Firmicutes dans 27 groupes.
Les quatres groupes restants sont composés de séquences appartenant a des Bacteroidetes
(groupes 17, 18 et 19) et des Leptospira (groupe 25). 15 groupes sont composés a 100% de
Proteobacteria et deux groupes a 100% de Firmicutes. Le groupe 24 contient les trois séquences
de BlaR1 et la majorité des séquences d’OXA brutes (10 534 séquences). Sur base de la séquences
en AA, toute les séquences de ce groupe semblent étre des BlaR1 putatifs. Les OXAs de la base
de donnée BLDB sont réparties en 15 groupes, dont le groupe 3 qui en contient 341 (55% de la

base de données) (tableau 1).
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En considérant les 24 916 OXAs et BlaR1 putatifs, nous avons observé que 77,8% des organismes
posseédent une seule OXA /BlaR1, tandis que 21,8% en possédent deux et 0,4% en possédent trois
ou quatre. Nous avons ensuite analysé les 4505 organismes possédant au moins deux séquences
OXA et/ou BlaR1. Nous avons ainsi noté que 1449 organismes posseédent plusieurs OXAs
appartenant a un méme des 31 groupes, principalement dans les groupes 3 et 30 (respectivement
1208 et 161 organismes), tandis que 1847 organismes du groupe 24 présentent plusieurs BlaR1
putatifs. Par contre, les 1209 organismes restants possédent des séquences appartenant a au
moins deux groupes. Ainsi, 269 organismes ont plusieurs OXAs putatives et 940 organismes
ont simultanément un BlaR1 et une OXA putative (groupes 21-24 : 904 organismes; groupes
23-24 : 35 organismes ; groupes 17-24 : un organisme). Le groupe 21 ne contient aucune séquence
de référence de la base de données BLDB et est composé a 99% de Clostridiales. Le groupe
23 est composé a 97% de séquences provenant de Bacillales et on y retrouve neuf séquences
de référence BLBD. Ces neuf séquences correspondent aux OXAs retrouvées chez les bactéries
monodermes du phylum des Firmicutes (Toth et al. 2016). Quant au groupe 17, il est composé a
96% de Bacteroidetes et ne contient aucune séquence de référence. Enfin, 11 groupes contiennent

des organismes ne possédant qu’une seule OXA putative.

4.7 Conservation des résidus du site actif

Pour chacun des groupes définis précédemment, nous avons analysé la conservation des résidus
au niveau du site actif. Nous avons observé que dans tous les groupes, on retrouve des séquences
présentant les motifs SxxK en positions 68 a 70, SxV en positions 115 a 117, W en position 153
et KTG en positions 204 a 206 (x représente n’importe quel AA; la numérotation correspond
a celle d’'OXA-10). Ces motifs sont les plus importants au niveau du site actif et témoignent
d’un activité S-lactamase potentielle. Cependant, on retrouve des séquences, notamment dans
le groupe 26, ou la sérine active du motif SxxK est mutée en alanine (A). Le groupe 25 semble
étre le plus divergent et possede des motifs SxxH, SxH et AxG, quoique le tryptophane (W) soit
toujours conservé. Nous avons également observé que le motif Y/FxN en positions 141 & 143,
absent de la poche du site actif, est conservé dans tous les groupes a I'exception du groupe 25,

ou seule la phénylalanine (F) est conservée (voir annexe).

Les carbapénémes sont des antibiotiques utilisés en dernier recours lorsqu’un patient est
infecté par une bactérie produisant des [-lactamases. De ce fait, les S-lactamases a activité
carbapénémase sont de veritables fléaux en milieu hospitalier. Les carbapénémases de la classe
A posent peu de probléeme car elles sont inhibées par des inhibiteurs de [-lactamases (comme
lacide clavulanique), mais ce n’est pas le cas des OXAs a activité carbapénémase. De plus, il est
difficile de caractériser la mutation qui induit cette activité. Pour essayer de déterminer quel(s)
résidu(s) pourrai(en)t étre impliqué(s) dans cette activité carbapénémase, nous avons comparé

les séquences de quatre groupes : les groupes 3 et 4, dont toutes les séquences de référence
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possedent une activité carbapénémase, et les groupes 1 et 12, dont les séquences de référence

ne posseédent pas d’activité carbapénémase (figure 19). Hélas, nous n’avons observé aucune

i

différence frappante entre les deux paires de séquences niveau des résidus du site actif.
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F1a. 19 : Comparaison de séquences entre deux groupes (3 et 4) possédant des séquences d’OXA
de référence avec un activité carbapénémase et deux groupes (1 et 12) ne possédant pas de
séquences d’OXA avec une activité carbapénémase. Les résidus conservés du site actif sont
encadrés en gris et les résidus conservés hors du site actif sont encadrés en rose.
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TAB. 1 : Résumé du nombre de séquences d’OXA représentantes et du nombre de séquences total par
groupe, ainsi que de la taxonomie des organismes auxquels appartiennent ces séquences. La colonne BLDB
donne le nombre de séquences de référence de la base de données BLDB que 'on retrouve dans chaque
groupe. L’étoile rouge désigne les groupes ol l'on retrouve des organismes possédant plusieurs séquences
putatives d’OXA au sein d’un méme groupe, tandis que 1’étoile verte pointe les groupes ot ’on retrouve des
organismes possédant des séquences putatives réparties en au moins deux groupes. Le point (a) représente
les groupes devenus paraphylétiques apres calcul de ’arbre contenant uniquement les 31 groupes, le point
(b) représente les groupes devenus polyphylétiques et le point (c) les groupes ayant perdu une séquence.

Groupe Séquences représentantes Séquences totales BLDB
nombre taxonomie | nombre taxonomie
1* 70 Proteobacteria : S7T% | 3628 Proteobacteria : 98% 40
Verrucomicrobia : 5% Verrucomicrobia : 0,5%
Cyanobacteria : 3% Cyanobacteria : 0,5%
Fusobacteria : 3% Fusobacteria : 0,5%
Spirochaetes : 2% Spirochaetes : 0,5%
2 48 Actinobacteria : 70% | 74 Actinobacteria : 59% 5
Proteobacteria : 30% Proteobacteria : 41%
3F 66 Proteobacteria : 100% | 3472 Proteobacteria : 100% 341
4(b) 21 Proteobacteria : 100% | 43 Proteobacteria : 100% 8
5(c) 6 Proteobacteria : 100% | 7 Proteobacteria : 100%
6(b) 9 Proteobacteria : 89% | 9 Proteobacteria : 89%
Bacteroidetes : 11% Bacteroidetes : 11%
7(b) 6 Proteobacteria : 100% | 6 Proteobacteria : 100%
8 55 Proteobacteria : 100% | 141 Proteobacteria : 100%
9 16 Proteobacteria : 100% | 142 Proteobacteria : 100% 95
10 3 Proteobacteria : 100% | 121 Proteobacteria : 100% 27
117 17 Proteobacteria : 100% | 30 Proteobacteria : 100%
12 43 Proteobacteria : 90% | 217 Proteobacteria : 94% 22
Cyanobacteria : 10% Cyanobacteria : 6%
13 16 Proteobacteria : 100% | 18 Proteobacteria : 100%
14% 58 Proteobacteria : 92% | 98 Proteobacteria : 95% 5
Chlorobi : 6% Chlorobi : 4%
Firmicute : 2% Firmicute : 1%
15 8 Proteobacteria : 100% | 8 Proteobacteria : 100%
167(a) | 56 Cyanobacteria : 84% | 85 Cyanobacteria : T7%
Bacteroidetes : 7% Bacteroidetes : 14%
Proteobacteria : 5% Proteobacteria : 4%
Spirochaetes : 2% Spirochaetes : 3%
Verrucomicrobia : 2% Verrucomicrobia : 1%
17% 65 Bacteroidetes : 96% | 82 Bacteroidetes : 96%
Fusobacteria : 2% Fusobacteria : 2%
Balneolaeota : 2% Balneolaeota : 2%
18 52 Bacteroidetes : 100% | 90 Bacteroidetes : 100% 1
19 23 Bacteroidetes : 100% | 25 Bacteroidetes : 100%
20 10 Proteobacteria : 100% | 11 Proteobacteria : 100%
21 33 Firmicutes : 100% | 956 Firmicutes : 100%
22 9 Chlorobi : 78% | 9 Chlorobi = 78%
Proteobacteria : 11% Proteobacteria : 11%
Verrucomicrobia : 11% Verrucomicrobia : 11%
23% 83 Firmicutes : 100% | 374 Firmicutes : 100% 9
24F 223 Firmicutes : 99% | 10534 Firmicutes : 99,91% 3
Proteobacteria : 0,5% Proteobacteria : 0,07%
Fusobacteria : 0,5% Fusobacteria : 0,02%
25 12 Leptospira : 100% | 416 Leptospira : 100%
26 12 Proteobacteria : 100% | 22 Proteobacteria : 100%
2777 (b) | 195 Proteobacteria : 100% | 1768 Proteobacteria : 100% 24
28% 98 Proteobacteria : 98% | 719 Proteobacteria : 99% 1
PVC _group : 2% PVC _group : 1%
29 16 Proteobacteria : 100% | 164 Proteobacteria : 100% 5
30" (a) | 40 Proteobacteria : 93% | 761 Proteobacteria : 93% 1
Chlamydiae : T% Chlamydiae : T%
31 20 Proteobacteria : 100% | 865 Proteobacteria : 100% 8

30



5 Discussion

5.1 Recherche de [-lactamases putatives

Lors de ce travail, nous avons construit différents profils HMM en fonction des différentes classes
de fB-lactamases. Ces profils nous ont permis d’identifier des milliers de séquences homologues
putatives. Nous avons dii réduire la quantité de séquences en sélectionnant manuellement une
population interessante sur les graphiques produits par ompa-pa.pl (figure 14). Nos critéres de
sélection étaient : un nuage bien défini, des longueurs de séquences similaires aux séquences de
référence et une e-value faible. La selection des séquences pour les classe B et C a été plutot
simple (figures 14b et 14c) car les nuages de points correspondants étaient assez circonscrits. Par
contre, elle était moins évidente pour les profils A, D et A+C+D (figures 14a, 14d et 14e). Pour
éviter de perdre des séquences potentiellement homologues, nous avons décidé de sélectionner des
séquences en dehors des nuages principaux en prenant le risque de récupérer des enzymes qui

n’étaient pas des (-lactamases.

Nous avons observé que trois séquences sont identifiées & la fois par les profils C et D. Elles
semblent donc présenter des caractéristiques des deux classes. Les séquences portent les
identifiants WP_ 056397197.1, WP_ 071849985.1 et WP _ 073220251.1. Sur la base de données
du NCBI, la premiere séquence est identifiée comme classe D appartenant & la souche Root418
de Massilia sp., la seconde comme classe C de la souche HH105 de Duganella sp. et la troisieme
comme classe C de la souche CF038 de Massilia sp. Ces organismes sont proches et appartiennent
a la famille des Ozalobacteraceae (Betaproteobacteria). Toutefois, ces trois séquences contiennent
600 AA, ce qui est prés du double d’'une OXA classique. Par ailleurs, le NCBI inclut une
séquence métagénomique (WP__063839877.1) annotée “bifunctional class C beta-lactamase/class
D beta-lactamase fusion protein” et qui compte 609 AA. Des lors, 'explication la plus simple est
que nos trois protéines sont des fusions d’une enzyme de classe C et d’'une OXA de classe D. Et
en effet, une recherche BLASTp sur le site du NCBI a partir de la séquence environnementale
retrouve bien ces trois protéines a coté de quatre autres séquences de Massilia sp. et une de

Janthinobacterium sp.

5.2 Distribution taxonomique des OXAs putatives

Lorsque nous avons analysé la taxonomie de notre base de données de génomes complets
(prok__batch__db), nous avons observé qu’elle était composée majoritairement de génomes
provenant des Firmicutes et des Proteobacteria. Par conséquent, la majorité des séquences
identifiées a l'aide du profil de la classe D appartiennent principalement & ces deux phyla (les
séquences des Firmicutes sont majoritairement des BlaR1). Comme la recherche de séquences
putatives dépend des génomes séquencés et présents dans notre base de données, nous n’avons

probablement capturé qu’une infime partie de la diversité des OXAs qui existent réellement
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dans la nature. L’étape suivante serait de rechercher des OXAs putatives dans les riches données

métagénomiques.

5.3 Déréplication des OXAs putatives et de référence

cd-hit nous a permis de réduire le nombre de séquences putatives d’OXA afin de traiter plus
facilement les résultats. Cependant, le programme ne tient compte que de la similarité entre
séquences lors de la déréplication. Certains de nos clusters contiennent des lors des séquences
provenant d’organismes différents mais phylogénétiquement proches. Néanmoins, il se pourrait
que le programme rassemble des séquences de phyla différents au sein d’'un méme cluster, ce
qui fausserait les interprétations taxonomiques de l’arbre phylogénétique de la famille. Dans de
futures expériences, il faudrait plutot utiliser un programme capable de dérépliquer les séquences
tout en tenant compte de la taxonomie des organismes les contenant. Ce type de programme

n’existe pas encore, mais des doctorants du laboratoire y travaillent.

Lors de I'annotation des séquences putatives, nous avons adopté une stratégie qui reprend toutes
les séquences d’OXA de référence qui correspondent & une séquence inconnue (& une identité
seuil d’au moins 95%) afin de déterminer quelles séquences de la base de données BLDB étaient
présentes dans notre arbre phylogénétique. Nous avons observé que de nombreuses séquences
putatives étaient annotées par les mémes séquences de référence, mais aussi que plusieurs
séquences de référence pouvaient annoter la méme séquence putative. Ceci indique qu’au-dela de
la redondance notée dans les séquences putatives, il y a également énormément de redondance
dans les séquences de référence. Cela plaide pour une approche déréplicative plus agressive
des séquences de référence, mais tenant compte de leur taxonomie, comme pour les séquences

putatives (voir section précédente).

5.4 Phylogénie des OXAs putatives

Lorsque nous avons inféré un second arbre phylogénétique avec uniquement les séquences
contenues dans les 31 groupes définis, nous avons observé que sept groupes n’étaient pas stables.
Il faudrait donc inférer de nouveaux arbres avec d’autres modeles d’évolution des séquences afin
de vérifier si ces groupes n’éclatent plus dans I’arbre et si les 31 groupes restent stables. Sinon,

la définition de nos groupes devra étre revue pour mieux correspondre a la réalité.

Durant nos analyses, nous avons remarqué qu’environ 80% des organismes ne possédent qu’une
seule OXA ou un BlaR1, laissant supposer que la totalité des OXAs ne sont que des orthologues
d’un seul gene ancestral. Cependant, dans certains cas, des organismes portent plusieurs OXAs
et/ou BlaR1. Environ 25% des organismes possédant un BlaR1 (groupe 24) posseédent également
soit une OXA soit un autre BlaR1. Quand les organismes ont deux OXAs, celles-ci peuvent

appartenir au méme groupe (duplications assez récentes) ou se retrouver dans deux groupes
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différents (duplications plus anciennes avec pertes secondaires ou transfert de gene). Des lors, il
faudrait examiner ces duplications afin d’évaluer si elles ont eu lieu avant ou apres spéciation des

organismes en question. Il serait également interessant d’étudier les transferts des génes d’OXA.

5.5 Classification des OXAs putatives

Nous avions comme objectif de donner de nouveaux noms aux groupes d’OXA définis sur
notre arbre. Nous avons observé que 1’on retrouve des séquences de référence dans 16 de ces
groupes, dont un qui ne contient que des séquences similaires & BlaR1. Néanmoins, comment
étendre I'annotation des séquences de référence aux autres séquences putatives ? Est-ce que cette
annotation dépend de la taxonomie 7 Quelle annotation donner aux groupes ne contenant aucune
séquence de référence ? Par exemple, le groupe 3 est composé de 66 séquences représentantes, dont
61 appartiennent & des organismes du genre Acinetobacter (Gammaproteobacteria). Les autres
séquences du groupe appartiennent également a des organismes du phylum des Proteobacteria :
trois Gammaproteobacteria, une Alphaproteobacteria et une Betaproteobacteria. Les OXAs de ce
groupe pourraient donc étre annotées “OXA d’Acinetobacter”, dont certaines potentiellement
transférées vers d’autres Proteobacteria. On le voit, il n’est pas aisé de nommer ces groupes
au-dela d’'une annotation purement taxonomique d’un géne majoritairement orthologue chez la
plupart des bactéries ou il est retrouvé. C’est pourquoi, a ce stade, nous n’avons transformé

aucun de nos groupes en sous-famille.

5.6 Conservation des résidus du site actif

Lorsque nous avons analysé les résidus du site actif conservés dans chaque groupe, nous avons
remarqué que les motifs caractéristiques des S-lactamases étaient bien présents. Dans certains cas,
on observe la mutation de la sérine active en alanine (ex. groupe 26). Les enzymes possédant cette
mutation sont potentiellement inactives. Ces resultats indiquent que les bactéries possédant ces
OXAs putatives sont des réservoirs potentiels de S-lactamases de classe D encore inconnues qui
pourraient étre transférées vers des bactéries pathogenes pour I’homme. Nous avons également
observé que le motif Y/FxN, hors du site actif, est conservé a travers tous les groupes. Au vu de

cette conservation, ce motif doit avoir une fonction encore a découvrir au sein de ’enzyme.

5.7 Comparaison avec article de Keshri et al. (2018)

Durant la rédaction de ce mémoire est paru un article utilisant les mémes approches que nous
mais sur les quatre classes de f-lactamases (Keshri et al. 2018). Les auteurs ont recherché des
séquences putatives dans quatre bases de données : environmental protein sequence database,
the human microbiome project reference genome, the human microbiome project metagenomic

database et the NCBI nonredundant (nr) database. Les séquences de référence de (-lactamases
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ont pour leur part été obtenues & partir de la base de données ARG-ANNOT (contenant moins de
séquences de référence que les bases de données BLDB et NCBI). Un profil HMM a été produit a
partir de 210 séquences de la classe D. Ce profil leur a permis d’identifier 4127 séquences putatives

(non-dérépliquées). Ils ont également identifié deux motifs conservés : SxxK et KxG.

Les résultats obtenus lors de notre projet sont différents de ceux discutés dans cet article. En effet,
nous avons identifié environ 20 000 séquences putatives de plus en dépit du fait que notre profil
a été généré avec moins de séquences (160 séquences obtenues en dérépliquant les 470 séquences
de la base de données du NCBI). Dans leur article, ils n’ont pas défini de nouvelles sous-familles
et aucune caractérisation taxonomique n’a été faite. Néanmoins, nous avons obtenu des résultats
similaires concernant les motifs conservés dans les séquences, et ce méme si nous avons montré

que d’autres motifs sont également conservés : SxV, W en position 153 et Y/FxN.
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6 Conclusions

Au cours de ce mémoire, nous avons montré que des OXAs putatives sont présentes dans
divers nouveaux phyla bactériens (ex. Cyanobacteria ou Chlorobi), mais sont absentes chez
les Thermotogae, Acidobacteria, Aquificae, Synergistetes, Nitrospirae, Thermodesulfobacteria,
Deferribacteres, Elusimicrobia, Chrysiogenetes, Dictyoglomi, Caldiserica, Nitrospinae/Tectomicrobia,

Calditrichaeota. Les archées en semblent également dépourvues.

Nous avons observé qu’environ 80% des organismes ne possédent qu’une seule OXA. La majorité
des OXAs putatives présentent des motifs d’acides aminés typiques des [-lactamases : SxxK,
SxV, W et KTG (ou x représente n’importe quel AA). Nous avons également constaté que le
motif Y/FxN est trés conservé, mais sa fonction dans ’enzyme reste a élucider. Malgré I’étude
des motifs, nous n’avons pas réussi a associer l'activité carbapénémase a un motif de séquence

particulier.

L’inférence d’un arbre phylogénétique nous a permis de définir 31 groupes au sein des OXAs, dont
sept semblent étre moins stables. 15 groupes contiennent des OXAs connues et caractérisées,
tandis qu'un groupe rassemble les récepteurs membranaire BlaR1 et 15 autres groupes ne
contiennent aucune séquence connue. Nous avons caractérisé ces groupes d’un point de vue
taxonomique et noté que 27 groupes sont surtout composées de séquences provenant de
Proteobacteria et/ou de Firmicutes. Cependant, nous n’avons pas encore attribué de noms de
sous-familles aux groupes car notre impression est que la protéine OXA est majoritairement

encodée par un gene orthologue simple & travers les bactéries ou elle est présente.
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7 Annexes

7.1 Conservation des résidus du site actif
groupe-1
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F1G. S.5 : Résidus du site actif du groupe 5 (la numérotation correspond & celle ’OXA-10)
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F1a. S.9 : Résidus du site actif du groupe 9 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1G. S.10 : Résidus du site actif du groupe 10 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)

F1a. S.11 : Résidus du site actif du groupe 11 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1G. S.17 : Résidus du site actif du groupe 17 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1G. S.23 : Résidus du site actif du groupe 23 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1a. S.24 : Résidus du site actif du groupe 24 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1a. S.27 : Résidus du site actif du groupe 27 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1G. S.29 : Résidus du site actif du groupe 29 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1G. S.30 : Résidus du site actif du groupe 30 (la numérotation correspond a celle d’OXA-10)
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F1a. S.31 : Résidus du site actif du groupe 31 (la numérotation correspond a celle I’OXA-10)

7.2 Scripts Perl

Programme get_accession_num.pl

#!/usr/bin/env perl

use Modern ::Perl

use autodie;

'2011' ;

use Getopt ::Euclid;
use Smart ::Comments '###';
use Tie :
use Const :

:IxHash ;
:Fast ;

my $seq_for = read_fasta( $ARGV{'<infile>'} ) ;
my $classes_for = get_classes( $ARGV{ '--tab'} );
### $classes_for
my $class = $ARGV{'--class'};
$class = lc $class;
### You choose : 'class ' . $class
# Create an outfile
my $outfile = $ARGV{'--out'};
open my $out, '>', $outfile;
SEQ :
while (my ($id, $prot) = each %$seq_for) {
for my $bla ( %{ $classes_for->{$class} } ){
if ($id =~ m/\b$bla\b/xms){
if ($ARGV{'--forann'}){
my $bl = $classes_for->{$class}{$bla}{gene};
my $fam = $classes_for->{$classI{$bla}{family} // 'nofamily' ;
# my ($bl, $fam) = @{ $classes_for->{$class}{$bla} }{ qw(gene family) };
$id = $class . '|' . $bl . '|' . $fam . '|' . $bla . "\t" . $id;

### Elapsed time |===[%]

}

say {$out} '>' . $id;

say {$out} _wrap_seq($prot) ;
next SEQ;
}

}
close $out ;

### Writing output file : $outfile;
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sub

sub

read_fasta {
my $infile = shift;

open my $in,'<', $infile;

my $seq_id;
my $seq;

tie my %seq_for, 'Tie ::IxHash';

LINE :
while (my $line = <$in>){
chomp $line;

next LINE if $line =~ m/~ \s* $/xms;
next LINE if $line =~ m/~ \#/xms;

if ($line =~ m/~\>/xms){

if ($seq) {

$seq_for{$seq_id}= $seq;

$seq = qO) ;
}

$seq_id = substr($line, 1) ;

next LINE;
}
$seq .= $line;
}

$seq_for{$seq_id}= $seq if $seq;

return \Yseq_for ;
get_classes {

my $infile = shift;

open my $in, '<', $infile;
my %classes_for;

LINE :

while (my $line = <$in>) {
chomp $line;

next LINE if $line =~ m/~ \s* $/xms;
next LINE if $line =~ m/~ \#/xms;

my ($bla, $id, $name) = split /\t/, $line;

if ($line =~ m/class\s[a,A]\s/xmsg){

my $class = 'a';

($bla) = $bla =~ m/"bla(.+)$/xms? $1 :

$bla =~ tr/-//d;

$classes_for{$class}{$id}{gene} = $bla;

if ($line =~ m/class\s[c,C]\s/xmsg){

my $class = 'c';

($bla) = $bla =~ m/"bla(.+)$/xms? $1 :

$bla =~ tr/-//d;

$classes_for{$class}{$id}{gene} = $bla;

# skip empty line
# skip comment line

$bla =~ m/"(.+)$/xms? $1 :

$bla =~ m/"(.+)$/xms? $1 :

if ($line =~ m/class\s[b,B]\s/xmsg || $line =~ m/metallo/xmsg){

my $class = 'b';

($bla) = $bla =~ m/"bla(.+)$/xms? $1 :

$bla =~ tr/-//d;

$classes_for{$class}{$id}{gene} = $bla;

$bla =~ m/"(.+)$/xms? $1 :

if ($line =~ m/class\s[d,D]\s/xmsg || $line =~ m/0XA\-\d+/xmsg){

my $class = 'd';

($bla) = $bla =~ m/"bla(.+)$/xms? $1 :

$bla =~ tr/-//d;

$bla =~ m/"(.+)$/xms? $1 :

"unnamed" ;

"unnamed" ;

"unnamed" ;

"unnamed" ;



119

185

my ($fam) = $name =~ m/"(0OXA.+)\sfamily|-like/xms? $1

: $name =~ m/(\S+.spectrum)/xms ? "ESBL"
$name =~ m/(carbapenem)\S+/xms 7 $1
"nofamily"

$fam =~ tr/-//d;
$classes_for{$class}{$id} = {
gene => $bla,
family => $fam,
}s
}
return \Jiclasses_for;
sub _wrap_seq {
my $seq = shift;
const my $CHUNK_LEN => 70 ;
my $seq_len = length $seq;
# wrap seq in chunks of length $CHUNK_LEN
my $wrapped_seq ;
for (my $i = 0; $i < $seq_len; $i += $CHUNK_LEN) {
$wrapped_seq .= substr($seq, $i, $CHUNK_LEN) . "\n";
}

return $wrapped_seq ;

}
=headl NAME
Extract protein sequence by extract id from a tabular file.
=headl VERSION
This documentation refers to get_accession_num version 0.0.1
=headl USAGE
get_accession_num.pl <infile> --tab <infile>... --class <name> [options]
=headl REQUIRED ARGUMENTS
=over
=item <infile>
Path to input FASTA file.

=for Euclid :
infile.type : readable

=item --tab [=] <infile>
Path to a table database.

=for Euclid :
infile.type : readable

The database is a tab-delimited 3-column flat file structured as follows :
1. allele name
2. protein accession number
3. curated gene product name

Example :

ACC-1  ACD12694.1 cephalosporin-hydrolyzing class C beta-lactamase ACC-1
ACC-1a AAF86699.1 cephalosporin-hydrolyzing class C beta-lactamase ACC-1la

=item --class [=] <name>



193 The name of the beta-lactamase class you want to extract (a, b, c or d).
195 =item --out <outfile>
197 Outfile FASTA name [default : no].

199  =for Euclid :
200 outfile.type : writable

202 =back
204 =headl OPTIONS
206 =item --forann

208 Make file adapted for annotation : name of class | name of proteine | name of sub-family [default : no].

210 =over

211

212 =item --version

213

214 =item --usage

215

216  =item --help

217

218 =item --man

219

220 Print the usual program information
221

222  =back

223

224  =headl AUTHOR

225

226  Valérian Lupo (valerian.lupo@student.ulg.ac.be)
227

228 =headl BUGS

229

230 There are undoudtedly serious bugs lurking somewhere in this code.
231 Bug reports and other feedback are most welcome.

233  =headl COPYRIGHT
235  Copyright (c) 2013, Valérian Lupo. All Rights Reserved.
236 This program is free software. It may be used, redistributed

237 and/or modified under the terms of the Perl Artistic License
238 (see http ://www.perl.com/perl/misc/Artistic.html)

Programme ann-classd.pl

1

2  #!/usr/bin/env perl

3

4 use Modern ::Perl '2011';

5 use autodie;

6

7 use Getopt ::Euclid;

8 use Smart ::Comments '###' ;

9

10 use Tie ::IxHash;

11 use Const ::Fast;

12

13 my $seq_for = read_fasta( $ARGV{'<infile>'} ) ;

14 my $ann_for = annotate( $ARGV{ '--tab'} );

15 my $outfile = $ARGV{'--out'};

16

17 open my $out, '>', $outfile;

18

19 SEQ :

20 while (my ($id, $prot) = each ¥$seq_for) { ### Elapsed time |===[}%]
21 for my $bla ( %{ $ann_for->{D} } ){

22 if ($id =~ m/\b$bla\b/xms){

23 my ($acquire, $fam, $gene, $res) = @{ $ann_for->{D}{$bla} }{ qw(acquire family gene resistance) };
24 say {$out} '>' . $gene . 'I|' . $fam . '|' . $res . '|' . $acquire . '|' . $bla . "\t" . $id;
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47
48
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
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s
78
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90
91
92
93
94
95
96
97
98

say {$out} _wrap_seq($prot) ;
next SEQ;
}

}
### writing outfile : $outfile

sub read_fasta {
my $infile = shift;

open my $in,'<', $infile;

my $seq_id;

my $seq;

tie my %seq_for, 'Tie ::IxHash';
LINE :

while (my $line = <$in>){

chomp $line;

next LINE if $line =~ m/~ \s* $/xms; # skip empty line
next LINE if $line =~ m/~ \#/xms; # skip comment line

if ($line =~ m/~\>/xms){

if ($seq) {
$seq_for{$seq_id}= $seq;
$seq = qQ) ;

}

$seq_id = substr($line, 1) ;

next LINE;

}
$seq .= $line;
}

$seq_for{$seq_id}= $seq if $seq;

return \Yseq_for ;

}

sub annotate {
my $infile = shift;

open my $in, '<', $infile;
my %ann_for ;

LINE :
while (my $line = <$in>){

next LINE if $line =~ m/~ \s* $/xms;

my ($class, $name, undef, $fam, $peptid, $bankid,

undef, undef, undef, undef, undef, $resis, $acquire) = split /\t/, $line;
$name =~ tr/-*//d;

($fam) = $fam =~ m/~ (\w+\-\w+\-)like/xms? $1

'nofamily’
$fam =~ tr/-//d;

($resis) = $resis =~ m/Carbapenemase/xms? 'carba'
$resis =~ m/ESBL/xms ? 'ESBL'
$resis =~ m/[N,n]arrow/xms ? 'nmarrow'

"no"

($acquire) = $acquire =~ m/"(\w?)/xms? $1

: 'no'

$ann_for{$class}{$peptid} = {
gene => $name,
family => $fam,
resistance => $resis,
acquire => $acquire,
}s
$ann_for{$class}{$bankid} = {
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99 gene => $name,

100 family => $fam,

101 resistance => $resis,
102 acquire => $acquire,
103 };

104

105 }

106

107 return \%ann_for ;

109

110 sub _wrap_seq {

111 my $seq = shift;

112 const my $CHUNK_LEN => 70;

113

114 my $seq_len = length $seq;

115

116 # wrap seq in chunks of length $CHUNK_LEN

117 my $wrapped_seq ;

118 for (my $i = 0; $i < $seq_len; $i += $CHUNK_LEN) {

119 $wrapped_seq .= substr($seq, $i, $CHUNK_LEN) . "\n";
120 }

121

122 return $wrapped_seq;

123}

124

125  =headl NAME

126

127  Annote class D beta-lactamase from the Beta-Lactamase Data Base.
128

129  =headl VERSION

130

131 This documentation refers to get_accession_num version 0.0.1
132

133  =headl USAGE

134

135 get_accession_num.pl <infile> --tab <infile>...

137 =headl REQUIRED ARGUMENTS
138

139  =over

140

141 =item <infile>

142

143  Path to input FASTA file.
144

145 =for Euclid :

146 infile.type : readable
147

148 =item --tab [=] <infile>
149

150 Path to the table information from Beta-Lactamase Data Base.
151

152 =for Euclid :

153 infile.type : readable
154

155 =item --out <outfile>

156

157 Outfile FASTA name [default : no].
158

159 =for Euclid :

160 outfile.type : writable
161

162  =back

163

164 =headl OPTIONS

165

166  =over

167

168 =item --version

169

170  =item --usage

171

172  =item --help
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=item --man

Print the usual program information

=back

=headl AUTHOR

Valérian Lupo (valerian.lupo@student.ulg.ac.be)

=headl BUGS

There are undoudtedly serious bugs lurking somewhere in this code.

Bug reports and other feedback are most welcome.
=headl COPYRIGHT

Copyright (c) 2013, Valérian Lupo. All Rights Reserved.

This program is free software. It may be used, redistributed
and/or modified under the terms of the Perl Artistic License

(see http ://www.perl.com/perl/misc/Artistic.html)

Programme annotate.pl

#!/usr/bin/env perl

use Modern ::Perl '2011';
use autodie ;

use Getopt ::Euclid;
use Smart ::Comments '###';

use Template ;

use File ::Basename ;
use Path ::Class 'file';

use IPC ::System ::Simple qw(system) ;
use List ::A11Utils 'any';

use Forem ::FastaFile qw( :io prefix_ids) ;
use Forem ::BlastTable 'get_parser';

#### Arguments : %ARGV

### Reading infile : $ARGV{'<infile>'}

my ($seq_for, $intype, $infile, $inid_for) = process_file($ARGV{'<infile>'}) ;

### Reading infile : $ARGV{'--ref-file'}

my ( undef, $reftype, $refile, $refid_for) = process_file($ARGV{'--ref-file'}) ;

# determine blast program based on type combination
my %pgm_for = (
'prot :prot' => 'blastp',
'nucl :prot' => 'blastx',
'prot :nucl' => 'tblastn',
'nucl :nucl' => 'tblastx',
)
my $pgm = $pgm_for{ "$intype :$reftype" };

# define command template

my $report = "$infile.blast.fmt7";

my $template = <<'EQOT';

makeblastdb -in [} refile %] -dbtype [} reftype %]

[% pgm %] -query [% infile %] -db [} refile %] -evalue [% E %] -outfmt 7 -out [} report %]

EOT

# build command

my %vars = (
refile => $refile,
reftype => $reftype,
pgm => $pgnm,
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49 infile => $infile,

50 E => $ARGV{'--evalue'},
51 report => $report,
52 ) ;

53 my $command ;

54 my $tt = Template->new ;

55  $tt->process(\$template, \%vars, \$command) ;
56  #### $command

57

58  ### Performing BLAST...

59  system($command) ;

60

61  ### Parsing BLAST report...

62 my $parser = get_parser($report) ;
63 my %ann_for ;

64 my %hit_id_for;

65 my $curr_id = q{};

66

67 HSP :

68 while ( my $hsp_ref = $parser->() ) {

69 my ($qid, $hid, $evalue, $identity ) = @{ $hsp_ref }{qw(query_id hit_id evalue identity) 1};
70 next HSP if $evalue > $ARGV{'--evalue'}; # skip weak hits
71 next HSP if $identity < $ARGV{'--identity'}; # skip weak identity
72

73 unless ( $ARGV{'--hitlist'} ) {

74 next HSP if $qid eq $curr_id; # skip non-first hits
75 $curr_id = $qid;

76 }

7

78 # capture annotation bit in ref seq id using regex

79 my ($annotation) = $refid_for->{$hid} =~ $ARGV{'--ref-regex'};
80 $ann_for{ $inid_for->{$qid} } = $annotation;

81 # take all the hit for a given e-value and identity

82 push @{ $hit_id_for{ $inid_for->{$qid} } }, $annotation;

83}

84 #### Annotations : %ann_for

85

86 unless ( $ARGV{'--hitlist'} ){

87 say '# ' . join "\t#", qw(tag id) ;

88 for my $id (sort keys Yann_for) {

89 say join "\t", $ann_for{$id}, $id;

90 }

91 }

92

93 if ( $ARGV{'--hitlist'} ){

94 say '# ' . join "\t#", qw(tag ids) ;

95 for my $id (sort keys %hit_id_for){

96 say $id . "\t" . join "\n \t", @{$hit_id_for{$id}};

97 }

98 }

99

100 if ($ARGV{'--write-ann-file'}) {

101 my ($basename, $dir, $ext) = fileparse($ARGV{'<infile>'}, qr{\.[".I*}xms) ;
102 my $outfile = file($dir, $basename '_ann' . $ext) ;

103 ### Writing annotated file : $outfile->stringify

104 write_fasta( $outfile, prefix_ids($seq_for, \/ann_for) ) ;

105}

106

107  sub process_file {

108 my $infile = shift;

109

110 my $seq_for = read_fasta($infile) ;

111 my $type = ( any { m/[EFILPQl/i } values %$seq_for )7 'prot' : 'nucl';
112 my ($tmpfile, $id_for) = write_tmp_fasta( {

113 map { $_ => $seq_for->{$_} =~ tr/-//dr } keys ¥%$seq_for

114 } ); # degap seqs on the fly

115

116 return ($seq_for, $type, $tmpfile, $id_for) ;

117}

118

119  =headl NAME

120

121  annotate - Annotate a sequence file by similarity to reference sequences
122
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=headl VERSION

This documentation refers to annotate version 0.0.1

headl USAGE

annotate.pl <infile> --ref-file <infile> --ref-regex <regex> [options]

=headl REQUIRED ARGUMENTS
=over

=item <infile>

Path to input FASTA file.

=for Euclid :
infile.type : readable

=item --ref-file [=] <infile>
Path to reference FASTA file.

for Euclid :
infile.type : readable

=item --ref-regex [=] <regex>

Regular expression for capturing the reference seq id part that has to be used

for annotating infile seq ids [default : none].

=for Euclid :
regex.type : string

=back
=headl OPTIONS
=over
=item --evalue [=] <float>
E-value threshold for annotating a sequence [default
=for Euclid :
float.type : number
float.default : 1le-10
=item --identity [=] <number>
Identity threshold for annotating a sequence [default
=for Euclid :
number.type : number

number.default : O

=item --write-ann-file

float.default].

: number.default].

Write an annotated version (with prefixed ids) of the infile [default : mno] ;

=item --hitlist

Print a id-hit list - at a given e-value and identity - instead of annotation report [default

=item --version
=item --usage
=item --help
=item --man

Print the usual program information

: nol ;
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=back

Programme create_mapper.pl

#!/usr/bin/env perl

use Modern ::Perl '2011';
use autodie ;

use Smart ::Comments '###' ;

use Bio ::MUST ::Core;
use aliased 'Bio ::MUST ::Core ::Seqld';
use Bio ::MUST ::Drivers ::CdHit ;

use Path ::Class 'file';
use File ::Basename ;

my $class = 'Bio ::MUST ::Drivers ::CdHit';
my $cdh = $class->new( seqs =>file( '../find_fin_ann/bla_d98.fasta'), cdhit_args => { -c => 0.95 } ) ;

my $bldb = shift;
my $phyidm = shift;

my %repr_for ;

my %org_for ;

my $ann_for = create_idm($bldb) ;
my $idm_for = create_idm($phyidm) ;

# create hash from cd-hit report
for my $repr ( $cdh->all_cluster_names ){

my $seq_id = SeqId->new( full_id => $repr ) ;
my $gca = $seq_id->gca;

my $acc = $seq_id->accession;

my $fullgca = $gca . "@" . $acc;

my @members = map { $_->full_id } @{ $cdh->seq_ids_for($repr) };
my $count = @members ;

}

# create new idm

IDM :

for my $id (keys %repr_for){
my $count = $repr_for{$id};
my $ann = $ann_for->{$id}{ann} // 0;
my $seq = $idm_for->{$id}{ann} // 0;

if ($ann eq O || $seq eq 0){
next IDM

if ($ann && $count > 0){
$ann = "+$count|$ann" ;

}

unless ($ann){
$ann = $idm_for->{$id}{fullname} ;

if ($count > 0){
$ann = "+$count-$ann" ;
¥
}
say join "\t", $ann, $seq

}

# create hash from annotate idm and reverse phylip idm
sub create_idm {

my $infile = shift;

my %idm_for ;

open my $in, '<', $infile;

II- 10



70

71 LINE :

72 while (my $line = <$in>){

73 chomp $line;

74 next LINE if $line =~ m/"\#/xms;

75 next LINE if $line =~ m/~ \s* $/xms;

76

77 my ($ann, $id) = split /\t/, $line;

78 #~ ($id) = $id =~ m/.+([A-Z]1{3}\_\d+\.\d7\e [A-Z]{2}\_\d+\.\d?)/xms ;
79

80 my $seq_id = SeqIld->new( full_id => $id ) ;
81 my $gca = $seq_id->gca;

82 my $acc = $seq_id->accession;

83 my $fullgca = $gca . "@" . $acc;

84 my $taxon = $seq_id->org;

85 $taxon =~ tr/ /_/;

86

87 $idm_for{$fullgcal = {

88 ann => $ann,

89 fullname => $taxon . "_" . $fullgca,
90 };

91 }

92 return \%idm_for ;

93 }
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