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II. Le coût biologique de la résistance. 

Etre en mesure de déterminer le coût biologique d’une résistance est essentiel

pour appréhender le potentiel de persistance de cette résistance. Plus le coût de la 

résistance sera important, plus il sera difficile pour une souche résistante de se 

maintenir dans un environnement ne contenant pas ou peu d’antibiotique. En outre 

comme évoqué plus haut, ce coût va aussi définir dans quelle mesure une résistance 

peut être sélectionnée en présence de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques 

(Figure 19, page 52). 

A. Déterminer le coût d’une  résistance expérimentalement. 

Déterminer le coût d’une résistance revient à calculer la différence de fitness 

entre une souche résistante et une souche isogénique sensible.  

De part sa définition, le fitness représente l’aptitude d’une bactérie à se 

reproduire. Les bactéries se reproduisant par scissiparité, déterminer le fitness d’une 

bactérie revient à évaluer sa capacité à se diviser. Une première approche pour 

déterminer le coût d’une résistance est donc de comparer le taux de croissance 

horaire d’une souche pure sensible à celui d’une souche pure résistante. Le taux de 

croissance horaire µ d’une souche bactérienne est défini tel que : 

         

où N représente la densité de population. En pratique, la détermination du taux de 

croissance horaire d’une souche bactérienne passe le plus souvent par la mesure de 

la densité optique (DO) de la population (une valeur corrélée à N) à intervalle de 

temps régulier. La régression linéaire de la fonction ln(DO) = f(t) permet alors 

d’obtenir le taux de croissance horaire de la bactérie. 
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classes d’IM avec une efficacité moindre. L’intégrase IntI1, bien que plus efficace sur 

le site attI1, peut par exemple recombiner avec les sites attI2 et attI3 (Collis et al., 

2002). 

C. Le promoteur Pc. 

Sauf exceptions, les cassettes de gènes insérées dans la partie variable de 

l’intégron ne contiennent pas de promoteur propre. Leur expression est donc assurée 

par le promoteur Pc situé dans la région 5’CS des intégrons (Figure 31, page 79).  

A ce jour la région promotrice la mieux caractérisée est celle des IM1. Dans 

cette classe le promoteur Pc est localisé dans la séquence codante du gène intI1, 

environ 200 bases en amont de la première cassette. Ce promoteur est soumis à un 

polymorphisme important. Différents variants de Pc, de forces différentes, existent 

(Papagiannitsis et al., 2009 ; Jové et al, 2010). Cette diversité sera développée dans 

une partie dédiée (voir paragraphe III). 

Chez les IM2, le promoteur Pc est situé au sein du site attI. Sa séquence a pu 

être déterminée par des approches combinées de séquençage et 5’RACE sur des 

souches de K. pneumoniae  (da Fonseca et al., 2011). Chez les IM3, le promoteur 

Pc est localisé dans la séquence du gène intI3. A ce jour, quatre variants de Pc 

d’IM3 ont été décrits mais sont encore mal caractérisés.  

 

 

 

 

A retenir : 

Un IM est une plate-forme de capture et d’expression de gènes sous forme de 

cassettes. La capture se fait par l’intermédiaire d’une recombinase encodée dans 

l’intégron, la protéine IntI. L’insertion d’un nouveau gène est réalisée par recombinaison 

au niveau d’un site spécifique, le site attI. Une fois insérés, les gènes sont exprimés par 

l’intermédiaire du promoteur Pc. 

Selon la séquence protéique de l’intégrase IntI, différentes classes d’intégrons ont été 

définies. Les classes 1, 2 et 3 sont les plus étudiées car souvent impliquées en clinique. 
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II. Les cassettes : la partie variable de l’intégron. 

Insérées en aval de la plateforme 5’CS, les cassettes constituent la partie

variable de l’intégron (Figure 31, page 79). Une cassette est composée d’un cadre 

ouvert de lecture (ORF) et d’un site de recombinaison attC reconnu par l’intégrase 

IntI. Sous forme linéaire lorsqu’elles sont insérées au sein des intégrons, les 

cassettes se présentent, à l’état libre, sous forme d’unités circulaires non réplicatives 

et mobilisables (Collis et Hall, 1992). Chez les IM, les cassettes sont généralement 

présentes en nombre limité, deux ou trois en moyenne (Partridge et al., 2009). Des 

réseaux plus complexes contenant jusqu’à dix cassettes ont toutefois été décrits 

(GenBank : KC170993). A l’inverse certains IM ne portent aucune cassette 

(Bissonnette et Roy, 1992). 

A.  Les cassettes, un réservoir de gènes de résistance. 

La majorité des gènes contenus dans les cassettes code une résistance à un 

ou des antibiotiques. En 2009, une revue fait état de plus de 130 cassettes 

différentes codant la résistance aux antibiotiques (Partridge et al., 2009). La plupart 

des familles d’antibiotiques sont concernées : β-lactamines, aminosides, 

triméthoprime, chloramphénicol, fosfomycine, macrolides, rifampicine mais aussi 

quinolones.  

Certaines cassettes contiennent également des gènes de fonction inconnue 

dites cassettes gcu (gene of unknown function). 
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Ainsi, la force du variant Pc va directement impacter les niveaux d’expression 

des gènes de résistance. Plus le Pc sera fort, plus le niveau d’expression des 

cassettes sera élevé et plus le niveau de résistance sera augmenté. 

Chez environ 10% des IM1, le promoteur Pc peut être associé à un second 

promoteur, le promoteur P2 localisé au sein du site attI (Figure 34). L’insertion de 3 

G entre deux boites -10 et -35 potentielles (Collis et Hall, 1995), crée un espace 

suffisant entre les 2 boites pour rendre le promoteur fonctionnel. Il est plus souvent 

associé au PcW  pour lequel il améliore nettement l’efficacité de transcription (Jové 

et al., 2010).  

B. La position de la cassette. 

Des travaux ont permis de démontrer l’influence de la position d’une cassette 

sur son niveau d’expression (Collis et Hall, 1995). Plus la cassette est proche du 

promoteur Pc, plus son niveau d’expression est élevé. (Figure 31, page 79). 

En 2009, une étude démontre que cette atténuation est lié à la structuration du 

transcrit d’ARN en « tige-boucle » au niveau des sites attC. Cette structuration 

affecterait la progression du ribosome le long des transcrits au cours de la traduction 

(Jacquier et al., 2009). Ainsi, les ribosomes ont moins de chance d’atteindre et de 

traduire la séquence codante des cassettes les plus éloignées. 

C. Les signaux internes de traduction. 

Une fois co-transcrites, la traduction des ARN est initiée à partir de régions 

d’initiations de la transcription (TIR) contenue dans chaque cassette. Une TIR est 

constituée d’un site de fixation au ribosome (RBS) de consensus AAGGA espacé de 

quelques nucléotides d’un codon d’initiation de la traduction. Néanmoins, toutes les 
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mésappariement de certaines bases au sein de la tige des sites attC structurés 

(Figure 33, page 83). Typiquement une EHB est présente au sein de la boite L, 

souvent un G, suivie entre 6 et 8 nucléotides plus loin d’une deuxième EHB, souvent 

un T (Bouvier et al., 2009). Les EHB ont 3 rôles majeurs. Tout d’abord elles orientent 

la recombinaison sur le bon brin d’ADN structuré, celui du bas permettant ainsi 

l’insertion de la cassette dans le bon sens (Bouvier et al., 2009). Elles stabilisent 

également le complexe synaptique  lors de la recombinaison en établissant des 

contacts avec la protéine IntI. Selon les bases extrudées, l’efficacité de la 

recombinaison sera différente. Par exemple, les intégrases IntI1 seront 

particulièrement efficaces sur les sites attC présentant deux EHB espacées de 6 

nucléotides  de type G-N6-T ou C-N6-T (Larouche et Roy, 2011). Enfin elle empêche 

une seconde coupure du site attC en repoussant la tyrosine catalytique du 

monomère d’IntI fixé sur la boite L (MacDonald et al., 2006).  

Enfin l’activité recombinogène d’un site attC est conditionnée par sa bonne 

structuration. Cette structuration en un motif « tige-boucle » est fortement influencée 

par la séquence et la structure de l’élément VTS (Variable Terminal Sequence) 

(Figure 40). Les VTS peuvent avoir des tailles mais surtout des structures 

différentes. Par exemple le VTS du site attCaadA7 est constitué de 3 nucléotides 

mésappariés (Figure 33, page 83). A l’inverse le site attCVCR2/1 (site retrouvé dans un 

SI de Vibrio cholerae), beaucoup plus long, disposera lui-même d’une structure 

secondaire (Figure 33, page 83). Selon la séquence et la taille du VTS, la 

structuration en une « tige-boucle » sera plus ou moins simple. De façon général, il 

est admis que les sites VTS longs sont peu favorables à l’extrusion de motifs tige-

boucle au niveau du site attC (Loot et al., 2010). 
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V. Un système dynamique finement régulé. 

En dépit de l’incroyable plasticité des intégrons, les réseaux de cassettes sont

pourtant relativement stables (Dubois et al., 2007 ; Partridge et al., 2009). De même, 

les réseaux contiennent encore souvent des cassettes codant des résistances à des 

antibiotiques pourtant peu utilisés (sat, aad). Autant d’éléments qui suggèrent que le 

système pourrait être constitutivement réprimé. 

A. Régulation par la réponse SOS. 

En 2009, des travaux au laboratoire ont permis de mettre en évidence 

l’existence d’une boite LexA fonctionnelle, au niveau du promoteur Pint, capable de 

fixer le répresseur LexA (Figure 34, page 86) (Guerin et al., 2009). Dans les même  

travaux, il a également été montré que des antibiotiques inducteurs du SOS 

(mitomycine, ciprofloxacine et triméthoprime) étaient capables d’induire l’expression 

du gène intI1 chez E. coli et V. cholerae (Guerin et al., 2009). Par la suite, des 

études in silico ont permis de démontrer l’existence de cette boite LexA chez plus de 

600 intégrons dont des ISC (Cambray et al., 2011) 

Aussi il est proposé qu’en réponse à un stress antibiotique générant des 

ADNs simple brin, l’expression du gène intI soit induite favorisant ainsi les 

réarrangements de cassettes et le rapprochement d’un gène permettant de répondre 

au stress antibiotique. 

B. Autres régulations connues. 

D’autres types de régulation du gène intI ont aussi été mis en évidence. La 

protéine CRP (protéine réceptrice d’AMP cyclique) serait notamment impliquée dans 

la régulation du gène intIA de l’intégron chromosomique de Vibrio cholerae 
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Table 2. MICs of MG1656 strains containing the four gene cassettes with different Pc variants.  

MIC (µg/mL) 
SPT  CHL  TOB  TMP 

MG1656 + pZA2  2  4  0.25  ­ 
MG1656 + pW­4GC  128  16  4  ­ 
MG1656 + pH1­4GC  256  32  8  ­ 
MG1656 + pWTGN­10­4GC  512  64  16  ­ 
MG1656 + pS­4GC  512  128  16  ­ 

Trimethoprim  MICs  were  not  determined  due  to  solubility  issues  in  DM25  medium.  SPT  = 
streptomycin, CHL = chloramphenicol, TOB = tobramycin, TMP = trimethoprim. 

 

Figure 1: Effect of Pc polymorphism on the cost of a class 1 integron in E. coli. 

MG1656 strains containing plasmid­borne integrons varying only by their Pc sequence were 
placed in competition with the MG1656 λatt::gfp + pZA2 strain (Figure 3S.A). Experiments were 
performed with either wild­type (WT) integrons (plasmids 2 to 5 in Table 1) or PintI­mutated 
integrons (no intI1 expression, plasmids 6 to 9 in Table 1). The 6.2 kbp control plasmid (no intI1 
expression or cassette expression, plasmid 10 in Table 1) was used to evaluate the effect of 
plasmid size between plasmid pZA2 (2.1 kbp) and the integron­carrying plasmids (6.2 kbp). 
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Figure 2:  The cost of integrase expression. 

The MG1656  λatt::gfp  +  pZA2  strain was  placed  in  competition with MG1656  strains  carrying 
plasmidic integrons with a mutated Pc promoter (no gene cassette expression, plasmids 11 to 17, 
Table 1). Mutations were silent, so as not to affect the IntI1 protein variant encoded by the  intI1 
gene. The  intI1 gene was either repressed (plasmid 11 to 13) or unrepressed (plasmids 14 to 17). 
Derepression  of  the  intI1  gene  was  achieved  by mutating  the  LexA  box  and  thus  preventing 
repressor binding. Plasmid 17 encoded an  inactive  integrase. Plasmid 10, with neither  intI1 nor 
gene cassette expression (Table 1), was used as a control. 
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Figure 3: Effect of the gene cassettes array content. 

A- Effect of cassettes network size  
MG1656 strains containing plasmidic integrons, varying only by the number of gene cassettes (GC) they 
carried (plasmids 5, 18 and 20, Table 1), were placed in competition with the MG1656 λatt::gfp + pZA2 
strain (Figure 3S.B). For each condition (1, 2 or 4 gene cassettes), control plasmids with neither intI1 nor 
cassette  expression  (plasmids  10,  19  and  24,  Table  1S) were  used  to  evaluate  the  inherent  cost  of 
carrying this plasmid size (light grey). 

B- Influence of the nature of the gene cassettes  
Competition experiments were performed between the MG1656 λatt::gfp + pZA2 strain and MG1656 
strains carrying plasmids with a one­cassette  integron  (plasmids 20  to 23, Table 1)  (Figure 3S.C). The 
cassette was  aadA1,  catB9, aac(6’)-Ib or  dfrA15.   Plasmid 24 was used as  a  control  to  evaluate  the 
carriage cost of this plasmid size. 
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Figure 4: Effect of subinhibitory antibiotic concentrations on integron carriage. 

A- Integron with PcW 
Competition  experiments  were  performed  between  GFP  bacteria  without  an  integron  (MG1656 
λatt::gfp + pZA2) and non GFP bacteria carrying an  integron (MG1656 + plasmid 2, Table 1). Different 
subinhibitory  tobramycin  (Tob) concentrations were added  to  the growth media during competition. 
These  concentrations were  chosen  to  be  below  the MIC  of  the most  susceptible  competitor  (0.25 
µg/mL). 

B- Integrons with different Pc 
Competition experiments were performed between two bacteria carrying the same integron except for 
the Pc variant, one with a weak Pc promoter (GFP bacteria with plasmid 25, Table 1) and the other with 
a  strong  Pc  promoter  (non GFP  bacteria with  plasmid  22,  Table  1)  (Figure  3S.D).  Subinhibitory  Tob 
concentrations below the MIC of the more susceptible competitor (8 µg/mL) were added to the growth 
media during competition.  
 
 



����
�

����������� ���� ����������� ��������� ��� ������ ��������� ������� ���� ������ ����� �� ��������

������������ ������������ �������� ���������� ��������� ��������� ���� ��������� ����

������������ ������� �������� ��� ��������� ����� ���������� ��� ���� ��������� ��� ��������

������������������ �������������������� ������� ������������������������ ������������

������������������������������������������������������������������������������������

��������������

������������������������������������������������������������������������������ ����

������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

��������������� ���� ������ ���� ���������� ��� ��������� ����������� ��� ��������� ����� ���

������������ ����������� ����� ���� �������� �������� ���� ������������ ����

�����������������������������

��� ���������� �������� �������������� ����������� ��������������� ������ ������� ����

������������ ��� ���������� ����� ������ ��������� ���������� ��� ���������� �������

�������������������������������������������������� ��������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������

������������

���������������������������������������������������� �������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������

���� ������� ���� ���������� ������������ ������� ���������� �������� ����� ���� ���������

��������� ���� �������������� ���������������������������� ���������������� �������������

������������������������������������������ �����������������������������������������

�������������� ��� ����������� ��� ���� ����������� �������������� ����������� ������ ��� ��





����
�

���������������������������������������������������������������������������������������

����� ���� ������� ��� ����� ����� ��� ������ �������� ���������� ��� ���� �����������

�����������������������������������������������������������������������������������

��� ��������� ������� �� ������ �������� ���������� ��� ���� ��������� ��� ��������������

����������������������������

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�





����
�

�����������

���������������������������������������������������������������������������������������

�������������� ���������� ���� ������������ ����������� ���������� ���� ��� �����������

��������� ���������� ����� ���� �������� ����� ��� ������������ ���� ��������������

����������� ���� ����������� ��� �� ���� ���� ��� �������� ��� ����� ��������� �������������

����������������������������������������������������������������������������������

������������������ ����������� ������ ��� �� ��� �� ������ ����� ������� ����� ����������

������������������������������������������������������������������������������������

���������������� ������������������������������������������������������������������

���������� ������ ��� ��������� ���� �������������� ���������� ������ �� ���������� ���� ������

�������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������

����� ����� ���� ����� ������ ������������ ���������� ���� ������� ���������� ����������� �����

�������������������������������������������������������������������������������������

���� ��� ����� ������� �������������� ������ ������� �������� ���� �������� ��� �����������

�������� ������ �������������� ���� ������������ ��� ���������� ���� ����� ������ ���

����������� ������ ��������� �������� ��������� ���� ���� ������������ ����������� ���

���������� ������������� ���� ���������� �� ��������� ������ ������� ����� �������� �������

��������� ����������� ���� ��������� ����������� ����� ����� ����� ��� ���� �������� ���

����������� ���������� ��������� ��������� ��� ����� ������� ���������� ���������� ���������

������ ������� �������� ��������� ������������ ��� ���������� ������������� ��������

���������� ����� ����� ������ ��� ������������� ���������� ����� ���� �������� ��� ������

����������������������������������������������������������������������������������������





����
�

���������� ����� ��������� ������ ������������ ���� ������� ��� ���������� �������������

�������� ������������������������������������������� ������������������������� ��� �������

����������� ���������� ��� ���� �������� ��� ����������� ���������� �������� ����� ��������

����������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

��� ���������� ������������ �������� ��� ������ ����� �������������� ����������� ��� ������

��������������������������������������������������������������������������������������

����� ������� ���� ����� ��� ����������� ������������� ����� �������� ����� ����������� ���

��������������������������� ��������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

�� ������������� ����������� ������� �������� ����� �� ����� ����������� ���� ������ ���

����������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������

�������������� ����������� ��� ���������� ����������� ������ ����� ��� ��� ���������

�������������������������������������������������������������������������������������

������ ���������� ��������� ������ ��� ��������� ������������� ����� ������������������ �����

��������������������������������������������������������������������������������������

���� ���� ������ ����� ��� ������� ������������� �������� ����� ������ ���� ����������� ���

���������� ���������� ���� �������������� ���� ����������� ��� �������������� �����������

�������������� ��� ����� ������� ��������������� ��� ��� ������� ������ ����������� ���� ����� ���

���������� �������������� ����� ���� �������� ��� �������������� ����������� ��� ����������

����������� ����� ���� ���������� ������ ��� ����� ����� ������ ����� ����������� ���� ����

���������� ��� ���� ���� ��������� ��������� ��� ����� ������� �������� ��������� ��� ����

������������������������������������������������������������������������������������





����
�

����������� �������������� �������� �� �������� �������� ���� ����� ����������� ��� ������

����������� ���������� �������� ������� ��� ����������� ������ �������� ���� ��� �������� �����

��������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������

������������������ ����������� �������������������� ������������������������� ��������������

��������� �������� ���� ��������������� ����� ��������� ��������������� ���� ��������� ����� ������

����� ������������� ������������������ ������������������������������ ���������������� ��� ����

�����������������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ���� ����� ��������� ����� ���� ����� ��� ��� ���������� ���� ��� �������� ��� ����

�����������������������������������������������������������������������������������������

������� ���������� �������������� ���������� �������� ����� ���� ����� ������ �������� ���

���������� ���� ����������� ��� ���� ����� ���������� ���� ���������� ������ ��� ���� �����

����������� ����������������������� ������������ ������������������������������������

���� �������� ������������ ���� ����������� �������� ������� �������������� ��� ������ ��������

���������������������������������������������������������������������������������������

�������������� ��������� ������ ����� ��� ���� �������� �� ������� �������� ��� �������

����������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

������������ ������������������������������ �������������������������������������

�������������������������������������������������������

���� �������� ����� ������������ ����� ���� ����� ��� ������ �� ���������� ���������������� ����

�������������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ����������� ������������� ���� ��������� ���� ���������� ���������������� ��������





����
�

����������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ������������������� ������� ��� ����� ������ ���� ��� ����� ������� ����� �����

����������� ������ ��� ���������� ��� ���� ������������ ����� ���������� ����� �� ����� ����

��������� �������������� ����������� ��������� ����� ������� ���� ����������� ��������������

������������� ���������� ����������� ������ ������ ��������� ��� ����������� ������������ ���

��������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������

����������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

������������ ��� ������������������������� ����������� ���������������������� ������������

�����������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ��������� �������������� ��� ���� ����� ��� ���� �������� ��������� ���� ���������

������� ����� ������ ������������ ������ �� ���������� �������� ������ �� �������� ������� ���

����� ���������� ��� ��� �� ��� ��������� ���� ��� ��� ���� ���������� ����������

������������������������������ ��������� ����� �������������������� ���� ����� ��� ��� ���������

���� ���� ��������� ��� ������������� �������� ��� ���� ����� ������ ����� ���� ������ ��� �����

���������������������������������������������������������������������������������������

���� ������ ������ ���� ����� ���� ����������� ������ ��� �������� ��� ���� ������� ��� �����

�������������������������� ������������������������������������������������������������

������� �� �������� ������� ��� ����������� ����� �������������� ��������� ����� ��������� ���

��������������������������������

���������������������������������������� ������������ ��������� ��������������������

�������������������������������������������������������������������������������������





����
�

����������� ������ ���� ������ ���������������������� �������������� ������������� ���������

������������� ���� ������ ������������ ���� ��� ���������� � ����� ������ ��� ������� ��� ����

��������������� ��������� ��� ���� ����� ������� ���� ��������� ������� ���� ������ �����

����������� ����� ������ ����������� ������� ���� ������� ������������� ����� �������� ����

��������� ��� ��� ������� ��������������� ���������� ��������� ������� ��� ���������� ����

������������������ ������������������� ����������������� ���������������� ������������� ����

��������������������� ������� �������������������������������������������������������

����������� ���� �������������������������������������������� ������������������ ���������

���������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

������ ����������� ������������� ������������ ���� ������ ����� ������ �� ������� �����������

���������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������� ��������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

��������� ��� ������ ������������ �������� �������� ���� ��������������� ��������� ��� ����

�������������������������� ��������������������������������������� ��� ����� �������������

������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������

��� �������� ���������������������� ������ ������� �������������� ��������� ���� ���������

������� ��� ���� ����� ��������� ����� ���� ����������� ��� ���� ������ ��� ��������� ���������

��������� ���������� ���� ���� ������ �������� ��� ���� ���������� ��� �������������

������������������������������� �����������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������� ���������������������

����� ����������� ������ ����� ������� ������������������� ���� ����� �������� �����





����
�

����������������������������������������� ������ �������������������������������������

��������� ��� ������������������������������������ ���������������������������� ��� ������

������� ���� �������� ������� ������ ������ ��������� �������� ��� ����������� ��������������

��������������������������������������������������������������

��� ������ ����� ���� ������� ���� ������ ����� ���������� ��������� �� ����������� ��������

������ ��������������� ��� ����� �������� ����� ��������� ��������� ���� ������� ���������� ���

����������������������������������������������������������������������������������������

������� �������������������������������� ����������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������

���� ���������� ������ ��� ����� ���������� ����� ������ ���� ��������� ��� ���� ������� ��� ����

������ ��� ���� ���������� ��� �� ������ ������� �� ������� ��������� �������� ��� ������ ����������

��������������������������������������������������������������������������������������

����� ����������� ��� ���������� ��������� ��� �� ��������� ��������� ��� ������ ��������� ������

������� ���� �������� ����� ��� ���� ����� ��������� ������� ��� ��������� ������ ����������

������� ���� �������� ����� ��� ������������ ���� ����� ���������� ����� ������� ���������������

������� ����� ����������� ��� ���������� ��� ���� ����� ������ ����� ��������� ��������� ����

����������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������� ����������������������� ��� ���������� ���������������������

��������������������������������������� ������������������ ������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������� ������������





����
�

��������������������� ����������������������������������������� ��������������������������

�����������������������������������

������������������������ ��������� ������������������� �������������������������� �������

���������������� ��������������� ��� ���������� ������������ ��������� ��� ��������������

���� ������������ ����������� ����� ��������� �������� ����� ������������� ��� ������ �����

�������������������������� ���������� ��������� ����� ������� ����� ����������������������

������������������������������������������������������������������������������������

�������� ����� ����������� ��������������� ��� ��� �������� �������� ������ ������ ��������

����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

���� �� ���� �������� ������ ����� ������ ������ ����� ��������� ��� ������ �������� ��� �����������

����������������������������������������������������������������������������������

���� ����������� ��� �� ������� ����������� ���� ���� ����� ��� ���������������� ����� ��������

�����������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�





����
�

�����������������

��� ������ ��� ���� ����� ���� ���� ���������� ��������� ������������ ��� ��������� ����

�����������������������������������������������������������������������������������

����������� ��� ����� ���� ��� ������ ���� ������������� ���������� ��� ����� ���� �����

����������������������������

�

��������

�����������������������������������������������������������������������������������

��� ���������� �������� ��������� ��������� ��� ��� ������ ��� ��� ��� ���������� ���������

��������� ���� ���������� ����� ��� ���������� ��������� ����� ������

�����������������

�

����������������������

���������������������������������������������

��

���������������������������������������������������������

�

�

�

�

�

�

�





����
�

�����������

������� ������ �������� ���� ����������� ���� ������ ���������� ����������������� ���

�������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������

��������������������

����������� ��������������� ������������� ��������� ����������������������������� ���

��������� ��� ������������� ��� ������������� �������� �������������������������

����������������������������������������������

��������� ���� ������ ������� ������ ���������� ��� ������ �� ��������� ����� ���������

���������������������������������������������������������������������������

�������

����������������������������������������������������������������������������������������

����� ������ ������� ������� ���������� �������� ���������� ��� ������������ ����� �����

����������������������������������������������

��������� ���� ����������� ���� ����������� ���� ������� ���� ������ ����������

�������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������

�����������

�������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ��� ����� ������ ����������� ��� ������������� �������� ��� ���������

���������� ����������� ��� ��� ��������� ������ ��� ������������ ���� �������

�����������������������������

����������������������������������������������������������������������������������





����
�

���������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������

������������������

����������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������

�������� ������ ������ ������ ������ ����������� ��� ����������� ����������� ������ ��� ����

����������� ���������� ��� ����������� ������������ ������� ����������� ���� ����

�����

�������������� ���� ������� ���� ��������� ������ ������ ���� ������������� ��������� ���

����������������������������������������������������������

���������� ������ ��������������������������������� ������ ���� ������������������������

������������������������������

���������� ������ ������ ���� ��������� ���� �������� ���� ���������� ���� ������� ���� ������

���������� ���� ���������� ��������� ��� ��������� ����������� �������� �� �������

�����������������������������������������������������������������������������

�������������������� ������������� ���� ������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������

���������� ������� ����������� ���� ����������� ���� ������������������� ���� ������ ����������

����������� ����������� ���� �������� ����� ��� ����������� ����������� ���

���������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������





����
�

���������� ������ �������� ������ �������� ������ �������� ������ ������ ���������� ���

�����������������������������������������������������������������������������

�����������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

������ ���� ���� ��������� ��������� ��������� ��������������� �������� �����

������������

�������� ���� ������ ���� ��������� ���� ������� ���� ������ ������� ������ ����������� �����

������������������������������������������������������������������������������

����������������������������

�������� ���� �������� ���� ����������� ���� ��������� ���������� �������� �������� ���� ������

����������� ���� ���������� ����������������� ��� �������������� ����������� ���

�������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������� ������������������������������������

����������������������

�������������� ���� ����������� ���� ������� ���� ��������� ���� ������ ��� ���������� ��������

�����������������������������������������������������������������������������������

������

������ ������ ���������� ���� ��������� ������ ������ ������ ������� ������ ������ ����

�������������� ����������� ������� �������� �������� ��� ��������� ��� ����

���������������������������������������������������������������������������

��������

���������� ���� ������� ���� ���������� ������ ������� ������� ���� �������� ���� ������

��������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������





����
�

������ ���� ��� ���� ���� ������� ���� ������� ���� ������ ������� ������ �������� ������������

�������� ��������� ��������� ���� ��������� ��������� ��� ������ �� ����������� �����

���������������������

�������� ���� ��������� ���� ������ �������������� ����������� ���� ��������� ����� ���������

���������������������������������������������������������������������������

��������������������

���������� ���� ����� ������ ������ ������� ��� ����� ���������� ��� ��������� ��������� ���

���������������������������������������

�������� ������ ������ ������ ��������� ������ �������� ������ ������ ����������

������������� ���������� ��� ������������ ������ ��� ����������� ���� �����������

����������������������������������������������������

������ ������ ���������� ���� ������ �������������� ����������� ����������� ��������

�����������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������

���� ��������� ������������������������������� ������������������� ���������������

��������������������������������������������������������������� ��������������

���������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

������������ ����� ���� ���� �������� ���� ������� ���� ����������� �����������

��������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

������ ��������� ���� ����������� ������ ��������� ���������� ����� �������� ������

�����������������������





����
�

������������� ������������������������������������������������������������������������

��������� ���� ����������� ��� ���� ����� ������������������������ ������� ��� ����

��������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������

������������������ ���� ������������������� ���� ����������������� ������ �������

����������� ���� ���������������� ���� ������ ��������� ��� �� ������ �� ���������

��������������������������������� ��������������������������������������

���������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

������ �� ���������� ��� ���������� ������������ ����� ���� ����������� ������ ���

�����������������������������������������������

��������� ������ �������� ������ ������ ������ ������ ����������������� ��� ��������� ����

���������� �������������� ������ ����������� ��� ���� ��������� ���� �����������

����������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

����������� ����������� ��� ��� ���������������� ������������ ������� �������� ��������

���������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������





����
�

���������������������������������������� ������������������������������������������

��������������������������������������������������� ������������������������������

�����������

��������������������������������������������������������������� ������������������

���� ���������� ������������ ��� ������������������ ������� ���������� ������

������������������������������������

���������������� ���� ������������ ���� ������������� ���� ��������� ������ ���������� ����

����������� ��� ��� ����� ������ ����������� ���� ����������������� ��� ������ ��

�����������������������������������������������������������������������������

��������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

��������� ��� ��������� ��������� ��� ��������� ������������ ����� �������� ����

�����������������������������������������������������������������������������

������

��������� ���� ��������� ������ ������ ���� �������� ������ ��� ���� �������� ������ ���

�����������������������������������������������������������������������������

����� ���� ������� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ���� ��� ��� ����� ������ ���������� ��� �����

�����������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������

�������� ������ �������������� ���� ��������� ������ �������������� ���� �������� ������

���������������������� ������������� �������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������

�
�
�
� �



 

 

 

 

 

 

 



����
�

�������������������

�

�

����������������������������������������������������������������������

����������� �������������������������������������������������������������������������

������ ���������� ��� ������ ������������ �������� ���� ���� ��������� �������� ���������

������������ ������ ���� ����������� ���������� ��������� ���������� ���������� ����������

�������������������� ������������������������������������ �������� ��������������

����������

�����������������������������������������������������������������������������������

����������������������������� ������������������������������������� �������������

������������������������������������������������ �����������������������������������

������������������������������������������������������������������� ������������

����������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������
������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������

��������������� ���������������� ���������������������������������������������������

���������������������������������������� �����������������������������������������

���������� �������������� ������� ���������������� �������������������������������������

����������������������������������������������������
�

�



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



����
�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

���������������������������������������������������������������������������������
����������������

��� ������� ���� ������ ��� ������ ��������� ���� ������ ��������� ��������� ��� ����

��������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

���� ����� ���� ���������� ��� ���� ������� �� ������� �������� ���� ����� ���� ����

����������� ��� ����� ������ ��������� ������� ��� ������ ��������� ������� ��� ��� ��� ������

��������� ������� ��� ��� ��������� ����������� ������ ����� ��� ���� ������ ����������

������������

�

�

�

�



 

 



����
�

�

�

�

�

�

�

������������������������������������������������������������

��� ���������������������������������������������

�������������������������

!� �����������������������������������������������������������������

!� ����������������������������������������������������������������������������

!� �������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������

!� ����������������� ������������������������������������������������ �������������

�������

!� ���������������������� ������������ �������������������������������������������

����������

��� �������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������

��������

��� ������������� ���������� ��� ������� ���� ��� ������� ���� ������� ��� ���������������

��������������������������

�

�

�

�

�

�





148 

 

Table 1S. Primers used in this study.  

Primer # Primer name Sequence (5’3’) Reference 

1 λatt.A1.500-5 CGATGGCGATAATATTTCACC This work 

2 
λatt.A2.Amp-

xfp-3 
GCGTTTTTTATTGGTGAGAATTACTAACTTGAGCGAAACG This work 

3 λatt.B1.500-3 CCCTGATACTCACCAGGCATC This work 

4 
λatt.B2.Amp-

xfp-5 
TGAGTAGGACAAATCCGCCGCTAAAAAAGCAGGCTTCAACG This work 

5 ApXFP-3 GCGGCGGATTTGTCCTACTCA This work 

6 ApXFP-5 ATTCTCACCAATAAAAAACGC This work 

7 Kmfrt-XhoI-5 AGCCTCGAGATGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC This work

8 Kmfrt-SacI-3 CAGGAGCTCCTCATATGAATATCCTCCTTA This work 

9 λatt-ext3 TGCCACCATCAAGGGAAAGCCC This work

10 λatt-ext5 GGCGATAAATTGCCGCATCG This work 

11 Km-verif-5 CAGTCATAGCCGAATAGCCT This work 

12 Km-verif-3 GGATTCATCGACTGTGGCCG This work 

13 Xho-intI CCGGAATTCTCGAGTACCTCTCACTAGTGAG This work 

14 orf11-R TTAGGGCGACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCC This work 

15 orf11-attI.aadA1 CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGG This work 

16 orf11-attI.catB9 CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTATGTGCTTTTAGGAAAATT This work 

17 
orf11-

attI.aac(6’)-Ib 
CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGC This work 

18 orf11-attI.dfrA15 CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAACCCCTAAGGAAGTATCG This work 

19 attC.aadA1-Bam CTCTAGAGGATCCATACCTAACGCTTGAGTTAAGCCGCG This work 

20 attC.catB9-Bam CTCTAGAGGATCCATACCTAACGCCCGACTAAGGGGCTG This work 

21 
attC.aac(6’)-Ib-

Bam 
CTCTAGAGGATCCATACCTAACGTTTGACATGAGGGGC This work 

22 attC.dfrA15-Bam CTCTAGAGGATCCATACCTAACGCCTGGCACAGCTGCC This work 

23 muta-H1-F CCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATG This work 

24 muta-H1-R CATTACAGTTTACGAACCGAACAGGCTTATGTCCACTGGG This work 

25 LexAmut2L TGTACAAAAAAAACTTCATAACAAGCCATG 
(Guerin et al., 

2009) 

26 LexAmut2R GGCTTGTTATGAAGTTTTTTTTGTACAGTCTATG 
(Guerin et al., 

2009) 

27 MutL10 AGCCTGTTCGGTTCGCAGTGAGTAATGCAAGTAGCGTATGC 
(Jové et al., 

2010) 

28 MutR10 CGCTACTTGCATTACTCACTGCGAACCGAACAGGCTTATGT 
(Jové et al., 

2010) 

29 MutL10-TGN AGCCTGTTCGGTTGGCAGTGAGTAATGCAAGTAGCGTATGC 
(Jové et al., 

2010) 

30 MutR10-TGN CGCTACTTGCATTACTCACTGCCAACCGAACAGGCTTATGT 
(Jové et al., 

2010) 

31 PintI1mutL GTTTTTTTGTACCGTCCGTGCCTCGGGCATCCAAGC 
(Guérin et al., 

2011) 

32 PintI1mutR GGATGCCCGAGGCACGGACGGTACAAAAAAACAGTC 
(Guérin et al., 

2011) 

Restriction sites, when present, are in small caps. For primers overlapping the promoter, the promoter 

-35 and -10 boxes are underlined. Mutations performed with mutagenesis primers are in bold. 
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Table 2S: The GFP reporter bears no cost in the MG1656 λatt::gfp strain. 
 

 
Coefficients Standard Error t Stat p-value Lower 99.0% Upper 99.0% 

Intercept -0.03622 0.015742 -2.30063 0.02317 -0.06739 -0.00504 

Variable X 1 -4.5762E-05 0.001152 -0.039732 0.96837 -0.00233 0.00223 

 

To evaluate the cost of the GFP reporter, we performed competitions involving the 

MG1656 parental strain and the MG1656 λatt::gfp strain both transformed with the 

exact same plasmid (pZA2, Table 1). Two independent experiments were performed, 

each containing 6 experimental replicates. A single regression was then fitted 

throughout all experimental points, as described in the Material and Methods part. 

The p-value of this regression showed that the selection coefficient of the MG1656 

strain was no different from zero meaning that the GFP reporter in the MG1656 

λatt::gfp strain had no cost. 
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Figure 50 : Modèle de co­évolution des variants de Pc et de l’intégrase IntI1. 
Les différents couples IntI/Pc sont représentés de couleurs différentes. Chaque flèche représente le nombre de 
mutations pour passer d’un couple à l’autre (une flèche = une mutation). L’effet de la transition d’une IntI1 à 
une autre sur son activité d’excision est indiquée à gauche du « / », celle sur la force du promoteur à droite de 
ce symbole. 
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II. Résultats. 

A. Limite de détection de la méthode de séquençage Ion 

Torrent™. 

Afin d’évaluer la sensibilité de détection des bactéries évoluées, nous avons 

déterminé la limite de détection du séquençage Ion Proton à l’aide d’une gamme 

contenant des mélanges de 2 souches, la souche MG1656 λatt::gfp contenant le 

plasmide pW-acc(6’)Ib et la souche MG1656 contenant le plasmide pS-acc(6’)Ib, en 

proportions variables allant de 0 à 10%. Ces 2 plasmides diffèrent par deux 

mutations ponctuelles dans le promoteur Pc (Table 5, page 85).  Cette gamme a été 

validée par un comptage en cytométrie de flux permettant de déterminer le 

pourcentage de bactéries GFP (PcW) et non GFP (PcS) dans le mélange. Une fois 

validée, trois échantillons de chaque mélange de la gamme ont été séquencés et 

analysés selon les modalités décrites le paragraphe D.  

Les résultats indiquent une bonne sensibilité de détection de mutants de Pc. 

Ceux-ci sont détectés dès lors qu’ils représentent 0,5% de la population totale 

(Figure 53, page précédente). 

B. Deep-sequencing  de la région promotrice. 

Les résultats du séquençage de la région promotrice sur deux positions 

d’intérêt sont présentés en Figure 54 et 55. Les positions choisies correspondent à 

des nucléotides dont la mutation pourrait engendrer des promoteurs plus forts : le 

PcH2 (position 2, force multipliée par 20), le PcH1 (position 27, force multipliée par 5) 

et le PcS (mutations sur les 2 positions, force multipliée par 25) (Table 5, page 85). 
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mutation gyr1A par la ciprofloxacine et de bactéries portant le Tn10dT par la 

tétracycline) (Gullberg et al., 2011). En moyenne, la plupart des mutations de 

résistance testées étaient favorisées dès lors que la concentration en antibiotique 

appliquée dépassait une concentration égale à la CMI de la souche sensible divisée 

par 10. De quoi alerter une nouvelle fois sur les dangers d’une mauvaise utilisation 

des antibiotiques et sur le risque qu’ils représentent même à faibles concentrations.  

II. Dynamique d’évolution du promoteur Pc.  

Les études sur la dynamique d’évolution des intégrons sont rares. En dépit de 

quelques travaux sur la dynamique de réarrangement des cassettes (Barraud and 

Ploy, 2015; Pérez-Valdespino et al., 2016), l’impact des pressions de sélection sur le 

devenir de la plateforme 5’CS des intégrons reste inconnu.  

Dans ses travaux, Gillings propose que les intégrons de classe 1 sont issus 

d’intégrons chromosomiques capturés par des transposons de type Tn402 (Gillings 

et al., 2008). Il base ce postulat sur l’analyse de séquences d’intégrons 

chromosomiques isolées de β-protéobactéries environnementales. Toutes les 

séquences alors considérées contenaient un gène intI codant l’intégrase IntR32_H39 et 

portant le variant faible du promoteur PcW suggérant que l’origine de ce dernier 

serait très ancienne. De façon intéressante, la majorité des autres promoteurs décrits 

chez les intégrons de classe 1 diffère du PcW par une ou deux mutations dans la 

région promotrice. On peut alors se demander si ces variants de Pc ne seraient pas 

tous issus du PcW (Figure 50, page 162). Dans de précédents travaux réalisés au 

laboratoire, il a été proposé que cette transition du PcW vers des Pc plus forts ait été 

une réponse adaptative à des stress antibiotiques (Jové et al., 2010). Dans des 

conditions de stress antibiotique modéré, le PcW aurait naturellement évolué vers le 
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PcH1 codant une intégrase tout aussi active mais permettant de mieux résister à la 

pression antibiotique (Figure 50, page 162). Des pressions antibiotiques plus fortes 

auraient conduit à l’émergence des variants PcWTGN-10, PcH2 et PcS, une évolution 

qui se serait néanmoins faite au détriment de l’activité des intégrases (Figure 50, 

page 162). Ces hypothèses n’ont néanmoins jamais été testées expérimentalement.  

Afin de vérifier expérimentalement si le polymorphisme du Pc pouvait être une 

réponse adaptative à des pressions de sélection antibiotiques, nous avons entrepris 

de réaliser des expériences d’évolution en chemostat pour nous affranchir de 

certaines limitations de la culture en batch (goulot d’étranglement, physiologie des 

bactéries non contrôlée,…). Une population de E. coli  MG1656, porteuse d’intégrons 

codant une unique cassette aac(6’)-Ib, a été propagée sur 200 générations en 

présence ou non de concentrations sub-inhibitrices de tobramycine (pression de 

sélection). Un antibiotique inducteur de la réponse SOS (ciprofloxacine) a également 

été utilisé en complément de la tobramycine pour évaluer si la mutagénèse SOS-

induite pouvait favoriser l’émergence de Pc forts. A l’issue des expériences 

d’évolution, la région promotrice des populations évoluées a été séquencée par une 

approche de deep-sequencing et comparée à la séquence promotrice ancestrale afin 

d’évaluer l’éventuelle apparition de mutations.  

En dépit d’une méthode de séquençage sensible permettant de détecter des 

variants de Pc à hauteur de 0,5% de la population totale, nos analyses génotypiques 

n’ont pas permis d’identifier de mutations dans la région promotrice Pc, quelles que 

soient les conditions utilisées (avec ou sans tobramycine et avec ou sans 

ciprofloxacine). Dans les conditions de notre expérience, l’émergence de promoteurs 

forts ne semble pas être une réponse prédominante. 
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Table 1S : �������� ���������� ����� ��������� ���� ����������� ��������������� ����� ���
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