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Résumeé

Les intégrons de multirésistance sont des plateformes génétiques permettant
aux bactéries de s’adapter a des pressions antibiotiques. lls leur permettent de
capturer et d’exprimer des génes de résistance sous forme de cassettes. La capture
et le réarrangement des cassettes sont réalisés par une intégrase dont I'expression
est régulée par la réponse SOS chez E. coli. L’expression des cassettes est quant a

elle assurée par le promoteur Pc.

Les travaux présentés dans ce manuscrit visent a préciser deux aspects liés a

la dynamique d’évolution des intégrons.

L’étude du colt biologique des intégrons a montré que ceux-ci sont des
structures génétiques trés peu colteuses pour E. coli. Ce faible colt est notamment
lié a la répression du gene de lintégrase par la réponse SOS. Dans ces conditions
de répression, le colt d’un intégron dépend de I'expression du réseau de cassettes
et de son contenu. Ainsi ce colt augmente avec la force du promoteur Pc et le
nombre de cassettes dans le réseau. D’autre part, le colt lié a la nature des

cassettes est variable.

L’étude de la dynamique d’évolution du promoteur Pc visait a vérifier
I'hypothése selon laquelle des pressions antibiotiques auraient conduit a 'émergence
de promoteurs forts a partir d’'un variant ancestral faible. L’évolution d’'une souche de
E. coli, contenant un intégron plasmidique portant un variant faible de Pc, a été
réalisée en chemostat sur 200 générations. L’analyse des populations évoluées par
deep-sequencing n’a pas permis de mettre en évidence I'’émergence de variants forts
de Pc. Néanmoins, I'étude de ces populations évoluées révele une part majoritaire
d’évolution chromosomique. Dans ces conditions, I'absence d’évolution du Pc
pourrait attester soit d’une réalité biologique ou soit d’'un protocole expérimental

d’évolution a optimiser.

Mots clés : Antibiorésistance — Intégron — Co(t biologique — Evolution
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Abstract

Resistance integrons are genetic platforms able to catch and express resistance
genes embedded within gene cassettes. Capture and reshuffling of gene cassettes
are mediated by the integrase whose expression is regulated by the SOS response

in E. coli. Gene cassettes are then expressed from the Pc promoter.

This work aims to clarify the evolution dynamic of integrons.

In a first part, the fithess cost of class 1 integron was assessed in E. coli. Results
reveal that integrons are low cost structures and that their cost is reduced by the
SOS-mediated repression system. While repressed, the cost of an integron mostly
depends on cassettes array expression. The cost of an integron therefore increases
with Pc strength and the number of cassettes in the array. Furthermore, different

cassettes exhibit different costs.

In a second part, the evolution dynamic of Pc promoter was assessed in response
to antibiotic pressures. An E. coli strain, carrying a plasmidic integron with a weak Pc
promoter, was propagated in chemostat for 200 generations. The deep-sequencing
of evolved populations did not reveal any mutations in the promoter region. On the
other hand, evolved bacteria presented evidence of chromosomal adaptation. In
these conditions, the lack of evolution within the Pc region could reveal either a

biological reality or an experimental protocol to optimize.

Keywords: Antibiotic resistance — Integron — Fitness cost — Evolution
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Liste des abréviations

°C

3'CS
5CS
5’'RACE
A

ADN
ADN-sb
ARN
BE
BGN
BGP
BNE + PE
pb

C

Cip

CMmI
CMS

Dorit
DM
DM25
DM250
dNTP
DO
DOGOOnm
EGM
EHB
freq
FSC

GFP

ICE
ICS

IM1
M2

Degré Celsius

Région 3’ conservée

Région 5 conservée

Rapid amplification of cDNA 5’ ends
Adénine

Acide désoxyribonucléique

ADN simple brin

Acide ribonucléique

Bactérie évoluée

Bactérie a Gram négatif

Bactérie a Gram positif

Bactérie Non Evoluée + Plasmide Evolué
Paire de base

Cytosine

Ciprofloxacine

Concentration minimale inhibitrice
Concentration minimale sélective

Débit ou taux de dilution

Débit critique

Milieu Davis Mingioli

Milieu Davis Mingioli supplémenté en glucose a 25 ug/mL
Milieu Davis Mingioli supplémenté en glucose a 250 pg/mL
Désoxyribonucléotide

Densité optique

Densité optique mesurée a 600 nanomeétres
Elément génétique mobile

Base extra-hélicoidale

Fréquence

Forward scatter (mesure de diffraction en cytométrie)
Gramme

Guanine

Green fluorescent protein

Heure

Elément intégratif conjugatif

Intégron chromosomique sédentaire
Intégron de multirésistance

Intégron de classe 1

Intégron de classe 2
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J.C. Jésus Christ
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Longueur d’onde

Litre
LB Milieu Luria Bertani
mg Milligramme
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nm nanometres
OMS Organisation mondiale de la santé
ORF Cadre ouvert de lecture
Pc Promoteur des cassettes
PCR Polymerase chain reaction
Pint Promoteur de l'intégrase
PSM Poste de sécurité microbiologique
PVC Polychlorure de vinyle
gPCR Quantitative PCR
R Purine
RBS Site de fixation au ribosome
s Coefficient de sélection
SSC Side scatter (mesure de réflexion et réfraction en cytométrie)
T Thymine
T4SS Systéme de sécrétion de type IV
TIR Région d'initiation de la traduction
Tob Tobramycine
Y Taux de croissance horaire
“g Microgramme
Y7/ Microlitre
M Micromolaire
UCs Unpaired central spacer
UFC Unité formant colonie
VTS Variable terminal structure
w Fitness relatif

Y Pyrimidine






Préambule

“The future of humanity and microbes likely will unfold as

episodes of [...] our wits versus their genes.”

Joshua Lederberg
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. Le miracle antibiotique.

L’Histoire est ponctuée de célebres pandémies d'origine bactérienne. La
premiére de ces épidémies remonte a la Gréce antique, lors de la guerre du
Péloponnése entre -430 et -426 avant J.C. Entre 70000 et 80000 athéniens décédent
du typhus des suites d'une infection par des bactéries du genre Rickettsia
(Papagrigorakis et al., 2006). Yersinia pestis a elle aussi a plusieurs reprises ravagé
la planéte. Au Vle siécle, la peste de Justinien tue 25 millions de personnes autour
du bassin méditerranéen (Harbeck et al., 2013). Au XlVe siécle, la peste noire
décime entre 25 et 50 millions de personnes en Europe en l'espace de 5 ans
(Haensch et al., 2010). Plus récemment au XlIXe siécle, le choléra et Vibrio cholerae
font plusieurs millions de morts en Europe, Afrique et Amérique. L’homme a
longtemps été désarmé face aux bactéries pathogénes. Néanmoins la découverte
des antibiotiques au début du siecle dernier va permettre de changer le cours des

choses.

Le nom « antibiotique », a été défini en 1947 par Selman Waksman
(Waksman, 1947). Ce terme désigne une molécule organique capable d’inhiber la
croissance bactérienne (antibiotiques bactériostatiques) ou bien capable de détruire
les bactéries (antibiotiques bactéricides). Les antibiotiques sont en majorité
synthétisés par des microorganismes (antibiotiques d’origine naturelle) ou des
dérivés de molécules produites par des microorganismes (antibiotiques hémi-
synthétiques). Les autres sont purement issus de la chimie et sont qualifiés

d’antibiotiques synthétiques.

Le premier antibiotique a été découvert a la fin des années 20 par Alexander

Fleming. De retour de congés, ce dernier découvre des moisissures de Penicillum
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Figure 1 : Frise chronologique de la mise sur le marché des nouvelles classes d’antibiotiques.
D’aprés les données de I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé)

La majorité des nouveaux antibiotiques a été découverte et introduite sur le marché entre les années 40 et 70.
Depuis lors la découverte de nouvelles molécules est difficile. Les cadres en trait plein représentent les
antibiotiques d’origine naturelle ou hémi-synthétiques. Les cadres en pointillés représentent les antibiotiques
purement synthétiques.



notatum sur des boites de Pétri qu’il avait laissées sur sa paillasse avant son départ.
Stupeur, autour du champignon, les staphylocoques ensemencés par le chercheur
ont été lysés. Le champignon produit une substance toxique pour les bactéries.
Aprés plusieurs mois de travail, il parvient finalement a isoler la molécule
responsable de cette activité, une molécule qu’il nomme pénicilline (Fleming, 1929).
La pénicilline étant difficile a produire a grande échelle, il faudra attendre 1942 pour
gu’elle soit testée chez 'homme et commercialisée. La pénicilline est la premiére B-

lactamine de I'histoire des antibiotiques.

Entre temps un autre antibiotique a déja été commercialisé : le Prontosil, le
premier des sulfonamides. L’effet antimicrobien de cette molécule de synthése a été
découvert en 1931 par un bactériologiste allemand Gerhard Domagk. Il permet de
traiter efficacement les infections a streptocoques chez le rat et le lapin (Domagk,
1935). S’en suivent des essais sur ’'homme qui s’avérent concluants (Colebrook and

Kenny, 1936). Le Prontosil est mis sur le marché en 1935.

L’efficacité de ces deux antibiotiques a été constatée dés la Seconde Guerre
mondiale. Les soldats américains disposaient par exemple de sachets de
sulfonamides en poudre pour traiter leurs plaies et éviter les infections. De méme, la
pénicilline a permis de prévenir de nombreuses épidémies de gangréne et d’éviter
nombre de septicémie durant les dernieres années de la grande guerre. Les
antibiotiques vont alors apparaitre comme de véritables « molécules miracles »
permettant de terrasser la menace bactérienne. Va alors se mettre en place une
véritable course a la découverte de nouvelles molécules antibiotiques entre les

années 40 et 70 (Figure 1).
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Figure 2 : Dix principales causes de mortalités en 1900 et 2012.

Les causes de déces impliquant des bactéries sont précédées d’'un astérisque. AVC = Accident Cardio-
Vasculaire, BPCO = BronchoPneumopathie Chronique Obstructive.

A- Dix principales causes de mortalité en 1900 aux Etats Unis. D’aprés les données du National
Office of Vital Statistics.
B- Dix principales causes de mortalité en 2012 dans les pays a revenu élevé. D’aprés les données

de I'Organisation Mondiale de la Santé.

Table 1 : Diminution du taux de mortalité liés aux infections bactériennes aux Etats-Unis au cours

du siécle dernier. D’aprés les données du National Office of Vital Statistics

Déces pour 100 000 habitants dus a des infections bactériennes

1930 247.7
1936 216.3
1950 59.7
1960 50.4
2002 38.1

16
14
12
10

Figure 3 : Nombre d’autorisations de mise

sur_le marché de nouvelles molécules
antibiotiques aux Etats Unis par tranche de
cing ans. D’aprés les données de la FDA (Food
and Drug Administration)

Nombre d'autorisations

Malgré un soubresaut ces 5 derniéres années, le
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nombre de nouvelles molécules mises sur le
marché est en déclin depuis 30 ans.




Les bienfaits de ces molécules sont évidents. Au début du XXe siéecle, les
principales causes de mortalité étaient liées a des infections d’origine bactérienne
(Figure 2). L’introduction des antibiotiques sur le marché a concouru a I'amélioration
de I'espérance de vie en faisant graduellement reculer le taux de mortalité lié aux
infections bactériennes (Table 1). Aujourd’hui encore les antibiotiques sont partis
prenants de la médecine moderne et sont nécessaires a la prévention d’infections
lors de nombreux traitements médicaux plus complexes: chimiothérapies,
transplantations, chirurgies cardiaques entre autres (Gould and Bal, 2013 ; Ventola,

2015).

Malgré cette avancée indéniable en matiére de santé publique, le « miracle »
antibiotique est aujourd’hui confronté a ses limites. La course aux antibiotiques
évoquée plus tét a en effet rendu la découverte de nouvelles molécules antibiotiques
difficile. Preuve en est, le nombre d’antibiotiques mis sur le marché est en perpétuel
déclin depuis les 30 derniéres années (Figure 3). Face a cette stagnation de I'arsenal
thérapeutique, une nouvelle menace s’'impose : 'émergence et la propagation de la

résistance chez les bactéries.
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mentionnés les premiers événements de résistance rapportés.



IIl. Un miracle éphémere : I'apparition de résistances.

L’euphorie aura été de courte durée. En 1940, douze ans apres les travaux
de Fleming, une enzyme bactérienne capable d’inactiver la pénicilline est découverte
(Abraham and Chain, 1940). Cette découverte est la premiére d’une longue série. Au
cours des années qui vont suivre des mécanismes de résistances a la totalité des
familles d’antibiotiques vont étre décrits (Figure 4). Malheureusement ces
résistances vont rapidement diffuser dans le contexte clinique. Dés 1947, soit trois
ans aprés la mise sur le marché de la pénicilline, plusieurs hépitaux londoniens font
état de cas d’infections a staphylocoques résistants a la pénicilline (Barber, 1948,
1947a) et d’'une augmentation rapide de ces cas de résistance : 14% de souches

résistantes en 1946 contre 38% en 1947 (Barber, 1947b).

Pour expliquer cette propagation rapide des souches résistantes, les
scientifiques de I'époque, Fleming en téte, proposent que les bactéries soient
capables de « s’éduquer » aux antibiotiques. Néanmoins a I'époque, au-dela des
phénoménes de mutation et de sélection, les raisons de cette rapide éducation
demeuraient encore un mystére. Il faudra attendre les années 50 pour qu’un
nouveau pan du mystere soit levé dans un Japon en proie a la shigellose. Pour lutter
contre cette dysenterie, trois nouvelles molécules antibiotiques sont mises sur le
marché : la streptomycine, le chloramphénicol et la tétracycline. Elles rejoignent les
sulfonamides alors utilisés en clinique. Malheureusement trés vite vont émerger des
shigelles résistantes aux quatre antibiotiques (Figure 5, page suivante).
Conceptuellement cette multirésistance pose probléme. L’apparition conjointe de
quatre résistances ne peut reposer uniquement sur des mutations. Deux

scientifiques japonais, Akiba et Ochai proposent alors que les shigelles aient acquis
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la résistance d’autres bactéries par un échange de geéne. lls vont méme plus loin et
démontrent des transferts de résistance entre bactéries du genre Shigella et
Escherichia coli (Akiba et al., 1960 ; Ochiai et al., 1959). Une découverte majeure
vient d’étre faite. Les bactéries sont capables de s’échanger des génes de

résistance.

Les mécanismes de mutation, sélection et acquisition de géne par transfert
entre bactéries concourent tous a la rapidité avec laquelle les bactéries s’adaptent en
réponse a une pression de sélection antibiotique. Des études rétrospectives ont
estimé a 8 ans le temps moyen pour voir émerger une résistance apres l'introduction
d’'un nouvel agent thérapeutique en milieu clinique (Figure 6) (Schmieder and

Edwards, 2011).

Différents mécanismes de résistance ont été décrits (Figure 7, page

suivante) :

- Des mécanismes d’'imperméabilité membranaire qui limitent la pénétration
des antibiotiques dans la bactérie. Ces mécanismes impliquent des porines,
protéines permettant le passage des molécules hydrophyles. Les résistances
reposent sur des modifications de la fonction des porines par mutation ou sur une

diminution leur expression (Delcour, 2009).

- Des mécanismes d’'inactivation enzymatique qui vont conduire a la
modification chimique des antibiotiques et a leur neutralisation. Ce mécanisme est
trés répandu notamment dans le cadre de la résistance aux B-lactamines ou aux

aminosides.
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- Des mécanismes de modification, protection ou substitution de la cible
qui empéche l'action de I'antibiotique sur sa cible. C’est par exemple le cas de la
résistance des entérocoques aux glycopeptides. Dans ces bactéries, la résistance a
la vancomycine est médiée par un opéron qui encode a la fois les génes permettant
I'hydrolyse de la cible de l'antibiotique et le remplacement de cette cible par un

précurseur faiblement reconnu par la vancomycine (Courvalin, 2006).

- Des mécanismes d’efflux actif qui vont permettre d’expulser les antibiotiques
hors de la cellule. La surexpression de systémes d’efflux dits multidrogues (MDR),
capables de transporter des familles d’antibiotiques chimiquement différentes,
permet aux bactéries d’accroitre leur spectre de résistance. Citons par exemple la
surexpression des systémes AcrAB-TolC chez E. coli et MexAB-OprM chez P.
aeruginosa décrite chez des souches cliniques résistantes (Li et al., 1995 ; Nikaido,
1998). Ces deux systemes conférent une résistance croisée aux pénicillines, aux

aminosides, aux tétracyclines, aux quinolones ou encore au triméthoprime.

L’origine des génes de résistance serait probablement environnementale. De
nombreux antibiotiques sont d’origine naturelle, produits par des micro-organismes
du sol ayant eux-mémes besoin de systéemes de protection pour leur résister. Des
études meéta-génomiques dans des environnements épargnés de toute activité
humaine ont par ailleurs montré la présence naturelle de genes impliqués dans des
mécanismes d’efflux ou d’inactivation d’antibiotiques (Schmieder and Edwards,
2011). L’environnement constituerait donc un immense réservoir de génes
directement ou indirectement impliqué dans la résistance aux antibiotiques (Allen et
al., 2010 ; D’Costa et al., 2006). Ce réservoir, appelé résistome, serait
particulierement ancien. Une étude de 2004 estime par exemple que l'origine des [3-

lactamases remonterait a 2 milliards d’années (Hall and Barlow, 2004).
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Les enzymes ou protéines impliquées dans les mécanismes de résistance
dériveraient probablement de protéines déja présentes dans les bactéries. Chez
Providencia stuartii, il a par exemple été montré qu’une enzyme impliquée dans des
mécanismes de modification du peptidoglycane, la 2’-N-acétyltransférase, était aussi
capable d’inactiver la gentamicine, un aminoside (Martinez, 2009). De méme, les B-
lactamases dériveraient en fait des protéines qu’elles ciblent (Kelly et al., 1986). Les
genes qgnr, impliqués dans la résistance aux quinolones seraient également des
homologues de protéines retrouvées dans des bactéries environnementales, les
« pentapeptide-repeat proteins ». Les bactéries possédaient probablement déja les
outils nécessaires a la résistance mais utilisés a d’autres fins et c’est sans doute en

partie pour cette raison que I'émergence des résistances fit si rapide.
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Etude bibliographique
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Dans la bataille opposant 'lHomme aux bactéries, la plasticité des génomes
bactériens a mis a mal le « miracle » antibiotique. A une heure ou la découverte de
molécules antibactériennes se fait rare, il est indispensable de trouver de nouvelles
alternatives pour lutter efficacement contre le développement de la résistance. Et si
une des clés du probleme résidait dans l'analyse des armes ennemies ? La
compréhension des mécanismes concourant a I'acquisition et a la dissémination de
la résistance pourrait en effet permettre de mieux appréhender les réponses

adaptatives des bactéries et de développer des outils thérapeutiques appropriés.

Le travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans cette optique. Il vise a
mieux caractériser la dynamique d’évolution de populations bactériennes ayant

acquis une structure génétique impliquée dans la résistance : les intégrons.

Afin de mieux appréhender ce sujet, I'étude bibliographique présentée ici

permettra :

(i) de faire un état des lieux des mécanismes d’acquisition de la

résistance.

(i)  de présenter les déterminants évolutifs qui concourent a son
maintien et a sa propagation ainsi que les outils a la disposition du

biologiste pour étudier ses déterminants.

(iif)  de présenter le modele d’étude : les intégrons.
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Chapitre 1 - Mécanismes d’acquisition des géenes de

résistance.

Il convient de distinguer deux types de résistance :

La résistance naturelle existant chez toutes les souches bactériennes d’'une

méme espéce. Cette résistance est strictement chromosomique et transmise
a la descendance. On parle alors de transfert vertical de génes. Ces génes ne
sont néanmoins pas directement mobilisables et sont donc trés peu impliqués
dans la dissémination de la résistance a court terme. lls constituent
néanmoins a I'échelle évolutive un réservoir de génes potentiellement
mobilisables.

La résistance acquise correspond a l'acquisition d’'une résistance par une

souche bactérienne initialement sensible a un antibiotique donné. Cette
acquisition de résistance est permise par 'immense plasticité des génomes
bactériens. Deux phénoménes sont plus largement impliqués dans cette
plasticité : les mutations et les transferts horizontaux de génes. Ces deux
phénomeénes sont les acteurs majeurs de I'émergence et de la dissémination

de la résistance
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. Les mutations.

A. Définition.

Une mutation est définie comme une altération de I'information génétique
dans le génome d’'un organisme. Une mutation peut étre ponctuelle et n’affecter
gu’un seul nucléotide (substitution d’'un nucléotide par un autre, délétion ou insertion
ponctuelle) ou s’étendre a plusieurs nucléotides (délétion ou insertion de plusieurs
nucléotides) (Darmon and Leach, 2014). L’apparition de mutations est un
phénomeéne naturel chez les bactéries. Elles sont générées de novo et de fagon
aléatoire lors de la réplication du génome bactérien (Friedberg et al., 20006).

Selon I'endroit du génome affecté, une mutation peut avoir ou non un effet a
I'échelle phénotypique. Une mutation peut par exemple altérer la structure et/ou la
fonction d’une protéine lorsqu’elle a lieu au sein de la séquence codante d’'un géne
(Liang et al., 2013). Les événements de délétion et d’insertion sont souvent
responsables de mutations dites « frameshift » qui résultent en un décalage du cadre
de lecture lors de la traduction et générent des protéines aberrantes ayant perdu
leurs propriétés originales (Li et al., 2015). Si une mutation affecte une région
promotrice, elle peut alors modifier le profil d’expression du gene contrdlé par cette
région (Caroff et al., 1999). Dans certains cas, lorsqu’elles affectent une voie
métabolique majeure, certaines mutations peuvent étre délétéres voire létales (Chen
and Shakhnovich, 2009).

En 1991, John Drake fait une observation importante. Chez divers micro-
organismes, la fréquence d’apparition de mutations par paire de bases est
inversement proportionnelle a la taille des génomes (Drake, 1991). Cette corrélation

inverse se traduit par un taux de mutations par génome constant de I'ordre de 0,003
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mutations par génération bactérienne. Initialement postulée a partir de 7 micro-
organismes dont E. coli, cette valeur constante a par la suite été confirmée chez un
plus grand nombre d’espéces (Lynch, 2010 ; Sung et al., 2012). Il y aurait donc une
limite a la dérive génétique. Les déterminants de cette barriere demeurent encore un
mystére.

Si I'on associe ce taux de mutations par génome et par génération a la taille
des populations bactériennes et au faible temps de génération de ces derniéres, on
obtient des temps d’apparition de mutants relativement courts et donc un potentiel

évolutif important.

B. Mutations et antibiorésistance.

Les mutations contribuent grandement a I'antibiorésistance. La résistance de
certains pathogénes est d’ailleurs parfois méme exclusivement liée a des mutations
génomiques. C’est notamment le cas chez Mpycobacterium tuberculosis ou la
résistance a tous les agents thérapeutiques utilisés est acquise par mutation
(Gillespie, 2002).

Les mutations peuvent contribuer de diverses fagons a 'antibiorésistance.

1. Mutations dans le géne de la cible de I’antibiotique.

La grande maijorité des résistances basées sur un mécanisme de modification
ou de protection de la cible repose sur I'apparence de mutations chromosomiques
dans des genes precis.

La résistance aux quinolones est par exemple conférée par des mutations
dans les génes gyrA, gyrB, parC et parE encodant respectivement les sous-unités
protéiques de ’'ADN gyrase et de la topoisomérases IV (Hawkey, 2003). De méme la

résistance a la rifampicine est permise par des mutations dans le géne rpoS codant
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Figure 8 : Régulation de I’expression du géne de résistance_ampC, encodant une B-lactamase. D’aprés
Lister et al., 2009

A- Latranscription du gene ampC est constitutivement réprimée par I’action indirecte de AmpD.

Les 1,6 anhydromuropeptides générés dans le cadre du recyclage de la paroi bactérienne, aprés avoir été
internalisés par AmpG, sont dégradés par AmpD. Dégradés, ils ne peuvent pas induire I'expression du géne ampC.
La bactérie présente un faible niveau de résistance aux B-lactamines.

B- L’action des B-lactamines active la transcription du géne ampC.

Les B-lactamines sont des inhibiteurs de la synthése des parois bactériennes. Leur action va se traduire par une
accumulation de 1,6 anhydromuropeptides dans la cellule. AmpD est incapable de tous les dégrader. Les 1,6
anhydromuropeptides, par action sur le répresseur AmpR, levent I'inhibition exercée sur le gene ampC. La bactérie
produit des B-lactamases pour lutter contre I'antibiotique.

C- Une mutation de la protéine AmpD entraine la résistance constitutive aux B-lactamines.

Une mutation de la protéine AmpD empéchant la dégradation des 1,6 anhydromuropeptides conduit a leur
accumulation dans la cellule. Le géne ampC est constitutivement exprimé. La bactérie est constitutivement
résistante aux B-lactamines.




la sous unité B de 'ARN polymérase Ill (Campbell et al., 2001). Autre exemple, des
mutations chromosomiques dans les génes folP et folA permettent d’inhiber

respectivement 'effet des sulfonamides et du triméthoprime (van Hoek et al., 2011).

2. Mutations des régulateurs de génes de résistance.

Au-dela d’agir directement sur la cible des antibiotiques, les mutations peuvent
agir plus indirectement en affectant des régulateurs de génes de résistance.

On peut citer par exemple le cas de la résistance aux céphalosporines médiée
par le géne chromosomique ampC, dont la transcription est régulée par la protéine
AmpR et inductible en présence de B-lactamines (Figure 8). Des mutations du géne
ampR peuvent conduire a une expression constitutive de ampC, méme en 'absence
d’'inducteurs (Jacoby, 2009 ; Lister et al., 2009).

Autre exemple, des mutations au sein de l'opéron marRAB, encodant le
régulateur transcriptionnel MarA, sont susceptibles de modifier le profil d’expression
du régulateur stimulant ainsi la production de pompes d’efflux tout en diminuant
I'expression de la porine OmpF (Figure 9, page suivante) (Randall and Woodward,
2002). Le « phénotype MarA » se traduit par un faible phénotype de résistance aux
quinolones, a la rifampicine, au chloramphénicol, a la tétracycline et a certaines [3-

lactamines.

3. Role des mutations dans I’évolution de la résistance.

Outre leur implication dans l'apparition de la résistance, les mutations ont
également joué un rbéle majeur dans I'évolution de cette derniére. Un des exemples
les plus parlants est celui des [(-lactamases dont le spectre d’action a été élargi
grace a des mutations. Les BLSE de type TEM et SHV dérivent de deux

précurseurs : TEM-1/TEM-2 et SHV-1 dont le spectre d’action était initialement
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Figure 9 : L'opéron marRAB et son implication dans la résistance. D’aprés Price et al., 2000

L'opéron marRAB encode la protéine MarA, un régulateur global de I'expression de plus d’une soixantaine de
génes chez E. coli. Parmi ces genes, plusieurs sont susceptibles de conduire a un phénotype de résistance. MarA
est notamment capable d’activer la transcription des genes acrAB et tolC encodant les effecteurs de la pompe
d’efflux AcrAB-TolC. En plus de stimuler I'efflux des antibiotiques, MarA est capable de diminuer la perméabilité
membranaire en bloquant la traduction des porines OmpF.

La transcription de I'opéron est néanmoins constitutivement réprimée par la protéine MarR.

Des mutations dans le géene marR ou dans I'opérateur marO conduise a une levée de I'inhibition de I'opéron. Le
gene marA est constitutivement exprimé. Les bactéries présentent constitutivement peu de porines et une grande
quantité de pompes d’efflux. Elles deviennent moins sensibles a de nombreux d’antibiotiques.



restreint aux pénicillines de premiére génération. De nombreux variants de ces
enzymes sont néanmoins apparus au cours de |'évolution par accumulation de
mutations (Heritage et al., 1999; Petrosino et al., 1998). Aujourd’hui plus de 150
variants de TEM et 60 variants de SHV existent dont des variants capables
d’hydrolyser des [B-lactames a large spectre dont le céfotaxime et la ceftazidime

largement utilisés en clinique (Woodford and Ellington, 2007).

A retenir :

Générées de novo lors de la réplication de I'ADN, les mutations sont une source
d’innovation génétique. Couplées au temps de génération de certaines bactéries et a la
taille des populations bactériennes, elles conferent a ces derniéres un potentiel adaptatif
important.

Certaines mutations peuvent affecter les génes encodant les protéines cibles des
antibiotiques et conférer une résistance. D’autres mutations vont impacter des régulateurs
de géne de résistance et modifier le phénotype des bactéries. Au-dela de faire apparaitre
la résistance, les mutations participent activement a I'évolution de cette derniére en

affinant les mécanismes et élargissant les spectres de résistance.
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Figure 10 : La conjugaison bactérienne et le systéme de sécrétion de type IV. D’aprés Cabezon et al., 2014

A-  Structure du systéme de sécrétion de type IV (T4SS).

Le T4SS est constitué d’un « core complex » situé dans I'espace périplasmique entre les 2 membranes des
bactéries a Gram négatif. Le pilus, composé de piline (VirB2) et d’adhésine (VirB5), est exposé coté extracellulaire.
Il servira a contacter une autre cellule. Coté intra-cellulaire, le T4SS est composé de 3 ATPases qui serviront au
transfert actif de molécules au travers du « core complex » ainsi qu’a la synthése du pilus.

B- Déroulement de la conjugaison aprés contact entre deux cellules.

1- Rétractation du pilus et recrutement du relaxosome par le T4SS. La relaxosome clive le plasmide ou
I'ICE au niveau de la séquence oriT. Le transfert de I’élément génétique mobile se fera sous forme
simple brin.

2- Les membranes des deux bactéries fusionnent. Le relaxosome est adressé a I'entrée du T4SS.
3- Pénétration de la relaxase dans le T4SS par transport actif

4-  Traversée active du T4SS par I’élément génétique mobile sous forme simple brin



Il. Les transferts horizontaux de genes.

Les transferts horizontaux de génes regroupent tous les mécanismes
d’échanges d’ADN entre bactéries. Grace a ces mécanismes, les bactéries vont par
exemple étre capables d’échanger des génes de résistances. Le transfert horizontal
de génes est d’ailleurs le principal acteur de la dissémination de I'antibiorésistance

(von Wintersdorff et al., 2016).

A. Les mécanismes des transferts horizontaux de génes.

1. La conjugaison.

La conjugaison est un processus d’échange de géenes impliquant un contact
entre deux bactéries. Une cellule donneuse va transférer de 'ADN a une cellule
receveuse. Ce processus met en jeu deux groupes de génes : des génes assurant la
mobilisation de I'élément génétique mobile et des génes assurant la formation d’'un
pont entre les deux bactéries, le pilus (Schroder and Lanka, 2005). Ces genes sont
portés par des éléments génétiques mobiles capables de promouvoir leur propre
transfert par conjugaison : les plasmides conjugatifs (Smillie et al., 2010) et les
éléments intégratifs conjugatifs (ICE) (Wozniak and Waldor, 2010).

Chez les bactéries a Gram négatif, la conjugaison met un jeu le systéeme de
sécrétion de type IV (T4SS) (Figure 10). Ce complexe protéique assure a la fois la
prise en charge de I'élément génétique mobile et la formation du pilus. L’élément
génétique mobile (EGM) est échangé sous forme simple brin. La cellule donneuse
conserve une copie de I'élément transféré.

La conjugaison est le mode de transfert considéré comme le plus impliqué

dans la dissémination de I'antibiorésistance (von Wintersdorff et al., 2016).
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Figure 11 : Transductions généralisée et spécialisée. D’aprés http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21760

A- Transduction généralisée.

La translation généralisée a lieu lors d’un cycle lytique. Un fragment d’ADN lysé de I'h6te est accidentellement
encapsidé dans un phage. Il est alors propagé par le phage et inséré dans une cellule receveuse ou par
recombinaison homologue il sera inséré dans le génome.

B- Transduction spécialisée.

La transduction spécialisée a lieu lors des cycles lysogéniques. Dans I'exemple présenté ici, I’ADN du phage s’insére
entre 2 genes, un vert et un jaune. Aprés induction du cycle lytique, le prophage s’excise. Des événements de
recombinaison peuvent conduire a la capture par le prophage d’une partie de I'environnement génétique. Dans
I’'exemple ci dessus, le gene vert est capturé et pourra étre transmis a une bactérie receveuse.



2. La transduction.

La transduction est un processus d’échange de génes mettant en jeu des
bactériophages a ADN ou ARN, des virus bactériens. lls sont composés d’une
capside renfermant un ADN ou ARN viral et d'une queue servant a la
reconnaissance de la cible et a l'injection de I'acide nucléique viral dans I'héte. La
transduction correspond a I'encapsidation dans le phage d’une partie de 'ADN de
I'héte. Par Iintermédiaire du phage, cet ADN peut alors étre transmis a une autre
bactérie. La transduction est dite généralisée lorsqu’un fragment d’ADN aléatoire est
inséré dans une capside lors d’'un cycle lytique ou bien spécialisée lorsqu’un
fragment d’ADN spécifique est embarqué avec 'ADN du phage lors de son excision
du chromosome dans le cadre d’'un phage a cycle lysogénique (Figure 11).

La mobilisation et le transfert de génes de résistance par transduction ont déja
été démontrés chez Streptococcus pyogenes (Hyder and Streitfeld, 1978), les
entérocoques (Mazaheri Nezhad Fard et al., 2011), E. coli (Billard-Pomares et al.,
2014), Salmonella (Schmieger and Schicklmaier, 1999) ou encore chez
Staphylococcus aureus (Varga et al., 2012). En outre plusieurs études méta-
geénomiques ont montré que les bactériophages constituent un important réservoir de
genes de résistance. Ainsi, des bactériophages porteurs de génes de résistances
aux B-lactamines (blarem, blactx-m) €t quinolones (génes gnr) ont notamment été
retrouvés dans des eaux de riviéres et effluents urbains en Espagne (Colomer-Lluch

etal.,, 2014, 2011).
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Figure 12 : Les acteurs de la transformation chez les bactéries a Gram positif et négatif. D’apreés
Johnston et al., 2014

Les ADN extracellulaires sont capturés par un pilus de transformation et internalisés dans la cellule par
I'intermédiaire de porines. L'entrée de I’ADN se fait sous forme simple brin. Une fois dans la cellule, les ADN
pourront étre intégrés au génome par recombinaison homologue. PG = peptidoglycane.



3. La transformation.

La transformation correspond a I'incorporation dans le génome bactérien d’'un
ADN libre circulant.

La capture d’ADN libre circulant nécessite néanmoins que la bactérie
receveuse soit dans un état dit de compétence. Certaines bactéries sont
naturellement compétentes. Une revue publiée en 2014 fait état de 82 espéces
bactériennes naturellement compétentes (Johnston et al., 2014). Parmi les bactéries
naturellement compétentes certaines le sont constitutivement. C’est notamment le
cas des bactéries du genre Neisseira. Pour les autres, I'activation de la compétence
requiert des conditions particulieres : présence de certains peptides, d’auto-
inducteurs ou de conditions de stress précises (Johnston et al., 2014).

Les mécanismes de capture de génes par transformation sont bien
documentés et difféerent entre les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram
négatif (Figure 12). Dans tous les cas, 'ADN libre est piégé par un pilus de
transformation, adressé a un pore transmembranaire ou son passage vers le
cytoplasme bactérien se fait sous forme simple brin. Il pourra ensuite étre intégré au
génome de la bactérie par recombinaison homologue via la recombinase RecA.

Plusieurs travaux ont souligné l'implication de la transformation bactérienne
dans la dissémination des résistances. La transformation fournirait a la bactérie des
alleles mutants qui par recombinaison homologue viendraient modifier le géne
codant la protéine cible de l'antibiotique. De tels mécanismes ont été postulés
plusieurs fois pour expliquer 'émergence de la résistance aux quinolones chez des
streptocoques (Ferrandiz et al., 2000 ; Janoir et al., 1999) ou a la pénicilline chez

Neisseria (Spratt, 1994).
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Figure 13 : Effet « poupées russes » des éléments génétiques mobiles (EGM).

Les EGM s’imbriquent les uns dans les autres pour former des structures complexes pouvant rassembler plusieurs
genes de résistances.



B. Les éléments génétiques mobiles (EGM) impliqués dans la

dissémination de I’antibiorésistance.

1. Les plasmides.

Les plasmides sont des ADN extra-chromosomiques, généralement
circulaires, capables de réplication autonome. Leur réplication met en jeu la
machinerie enzymatique de la bactérie et une origine de réplication ori portée par le
plasmide. L’origine de réplication ori détermine le nombre de copies du plasmide
ainsi que sa classe d’'incompatibilité (groupe Inc). Un groupe d’incompatibilité est
défini comme un ensemble de plasmides incapables de coexister dans la méme
cellule (Thomas, 2014). Chaque groupe d’incompatibilité a un spectre d’hbéte donné.
Certains plasmides s’expriment de fagon stable dans un grand nombre de bactéries
Gram positives ou Gram négatives (IncA/C, IncP, IncQ) tandis que d’autres ont un
spectre d’hbte beaucoup plus restreint (IncF, Incl1).

La conjugaison est le mode de transfert privilégié des plasmides. On distingue
néanmoins les plasmides conjugatifs, capables de promouvoir leur propre transfert
par conjugaison, des plasmides mobilisables qui portent seulement une oriT. Ces
derniers sont transférables mais nécessitent la présence d'un autre élément
conjugatif dans la cellule disposant de la machinerie nécessaire a I'échange par
conjugaison.

Les plasmides sont généralement considérés comme les principaux vecteurs
de la résistance et hébergent souvent d’autres EGM non conjugatifs comme les
séquences d’insertion, les transposons ou les intégrons. Ceci témoigne d’'un effet
« poupées russes » des EGM qui se servent les uns des autres pour mieux

disséminer (Figure 13).
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Figure 14 : Schéma de l'organisation d’un élément intégratif conjugatif (ICE). D’aprés Darmon et Leach,
2014

Un ICE comprend deux séquences inversées répétées terminales (IRL et IRR) entre lesquelles sont compris
différents sets de genes impliqués dans la recombinaison (pour linsertion dans le génome bactérien), la
dissémination par conjugaison, la régulation ainsi que d’autres génes accessoires. Une oriT indispensable a la
mobilisation de I’élément lors de la conjugaison est présente dans le module de dissémination.

Table 2 : Exemples d’éléments intégratifs conjugatifs (ICE) véhiculant des génes de résistance.

D’aprés Wozniak et Waldor, 2010

Organisme hote Taille (kb) Phénotype de résistance

Vibrio cholerae

SXT 99,5 cm®, SXT®, spt®
R391 Providencia rettgeri 89 Km"®
ICEHin1056 Haemophilus influenzae 49,4 Tet®, Cm®, Amp®
Tn916 Enterococcus faecalis 18 Tet"
CTnDOT Bacteroides spp. 65 Tet®, EryR

Cm = Chloramphénicol, SXT = Sulfaméthoxazole et Trimethoprime (Bactrim), Spt = Streptomycine, Km =
Kanamycine, Tet = Tétracycline, Amp = Ampicilline et Ery = Erythromycine.



2. Les éléments intégratifs conjugatifs (ICE).

Les éléments intégratifs conjugatifs (ICE) sont des EGM chromosomiques
capables de s’exciser du chromosome et de promouvoir leur transfert par
conjugaison d’une bactérie a une autre (Burrus and Waldor, 2004 ; Darmon and
Leach, 2014). Comme les plasmides conjugatifs, les ICE codent tous les génes
nécessaires a leur transfert par conjugaison (Figure 14). A la différence des
plasmides, les ICE sont incapables de se répliquer de fagon autonome donc
incapables de se maintenir a long terme sous forme extra-chromosomique.

Plusieurs ICE sont des vecteurs de génes de résistance aux antibiotiques
(Table 2). Le plus caractérisé reste néanmoins I'élément STX activement impliqué
dans la dissémination de phénotype de multirésistance au chloramphénicol, au
triméthoprime, aux sulfonamides et a la streptomycine (Whittle et al., 2002 ; Wozniak

and Waldor, 2010).

3. Les séquences d’insertions (IS).

Les séquences d’insertion (IS) sont de petits EGM, généralement flanqués de
séquences inversées répétées (IR), codant uniquement les transposases
nécessaires a leur transposition (Figure 15, page suivante). Selon la nature de ces
transposases, différentes familles d’IS ont été définies (Mahillon and Chandler,
1998). Quelle que soit leur famille, les IS sont capables de s’insérer a de nombreux
endroits dans les génomes bactériens.

L’'implication des IS dans la dissémination de la résistance a plusieurs fois été
démontrée. Certaines IS sont capables de capturer des génes de résistance voisins
lors de leur transposition. C’est le cas de I'lS 17294b pour le géne blacuy-2 (Yassine et

al., 2015) ou encore de I'lSAp/1 pour le géne de résistance a la colistine mcri
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Figure 15 : Représentation schématique d’une séquence d’insertion, d’un transposon composite et

d’un transposon non composite de type Tn3.

Les transposons, comme les IS, sont des EGM flanqués de séquences inversés répétées (IRL et IRR) capables de
transposer dans les génomes bactériens. Les IS encodent en général uniquement la transposase tnpA nécessaire a
leur activité de transposition. A l'inverse, les transposons portent, en plus la transposase, des genes « passagers »
qui vont voyager avec le transposon.

On distingue néanmoins deux grandes sous-familles de transposons :

- les transposons composites constitués de deux copies d’une méme IS, en orientation directe ou inverse,
encadrant un segment d’ADN. Le plus souvent, une seule des deux IS encode une transposase fonctionnelle.
L’autre IS code alors pour un régulateur de la transcription.

- les transposons non composites, encadrés de deux IR qui encodant une transposase (tnpA) et une resolvase
(tnpR) en plus de « genes passagers ». Ici est présenté, I'exemple du transposon Tn3 portant un gene de résistance

aux B-lactamines.



(Petrillo et al., 2016). Les ISCR, systématiquement retrouvées a proximité de génes
de résistance seraient également trés largement impliquées dans la dissémination de
la résistance (Toleman et al., 2006; Toleman and Walsh, 2010) .

En outre certains IS peuvent fournir un promoteur fonctionnel a des génes de
résistance en s’insérant a leur proximité. Chez Acinetobacter baumannii, plusieurs 1S
de la famille des IS6 fournissent des promoteurs au géne blapxass et sont
responsables de phénotypes de résistance aux carbapénémes (Al-Hassan et al.,
2015). Autre exemple, 'lSEcp1, fréequemment retrouvée en amont de génes blacTx.m,
est capable de favoriser I'expression de ces genes en leur fournissant un promoteur

et de les mobiliser (Poirel et al., 2003).

4. Les transposons.

Les transposons, comme les IS, sont des EGM flanqués de séquences
inversés répétées (IR) capables de transposition dans les génomes bactériens
(Figure 15). A la différence des IS, les transposons ne codent pas uniquement la
machinerie nécessaire a la transposition mais aussi tout un ensemble de génes qui
« voyagent »avec le transposon.

Lorsque les « génes passagers » sont des génes de résistance, ces EGM
vont pouvoir participer activement a leur dissémination. Parmi les transposons
impligués dans la résistance, on retiendra notamment les transposons Tn5
(résistance a la streptomycine et a la kanamycine (Bennett, 2008)), Tn9 (résistance
au chloramphénicol (Partridge, 2011)), Tn10 (résistance a la tétracycline (Lawley et
al., 2000)) et Tn3 (résistance aux B-lactamines (Chen and Clowes, 1987 ; Partridge
and Hall, 2005)). En milieu clinique le transposon Tn 1546, membre de la famille des

Tn3, a également conduit a I'émergence d’entérocoques et de staphylocoques
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résistants a la vancomycine (Arthur et al., 1993 ; Périchon and Courvalin, 2009). Les

transposons de type Tn7 et Tn3 sont également trés souvent porteurs d’intégrons.

5. Les intégrons.

Les intégrons sont des systéemes de capture et d’expression de génes de
résistance. Ne codant pas pour des fonctions de transposition, les intégrons sont
souvent associés a des plasmides et/ou transposons. lls constituent 'une des
sources principales de la dissémination de la résistance aussi bien dans
I'environnement qu’en milieu clinique chez ’homme ou I'animal. Leur description fera

I'objet d’un chapitre entier.

A retenir :

Les transferts horizontaux regroupent tous les mécanismes d’échanges de génes
entre bactéries. Ces échanges mettent en jeu des éléments génétiques mobiles aux
mécanismes de déplacement et de mobilisation divers et variés.

Lorsque ces éléments génétiques portent des génes de résistance, ils vont étre
capables de véhiculer la résistance d’une bactérie a l'autre. Les mécanismes de transfert
horizontaux sont d’ailleurs souvent considérés comme les principaux responsables de la

dissémination rapide de la résistance.
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Figure 16 : Structure de la protéine LexA. D’aprés Butala, Zgur-Bertok et al., 2009

A-  Structure du monomeére de LexA.

En rouge : monomere de LexA sous forme libre. En bleu : monomere de LexA fixé a ’ADN. Le changement de
conformation est lié a la fixation sur ’ADN. Les structures se superposent au niveau des domaines C-ter. Les 3
hélices a constituant le domaine N-ter sont nommées H1 a H3.

B- Protéine LexA sous forme dimérique, fixée au niveau d’une boite LexA.

La liaison a I’ADN se fait via le domaine N-ter et implique un motif hélice-tour-hélice (HTH).

Réponse  RecA-ADN-sb
505 Qe
®e

DN-sb
f-) = .
] LexA

P

—_——
=i Génesos >
o5

STRESS box

Figure 17 : La réponse SOS. D’aprés Da Re et Ploy, 2012

A- Absence de stress, géne réprimé.

Dans les conditions normales, en I'absence de stress, la protéine LexA est liée a la « SOS box » (ou LexA box) dans
la région promotrice d’un géne du régulon SOS. La protéine LexA agit comme un répresseur transcriptionnel. Le
gene n’est pas ou peu exprimé.

B- Stress générant des ADN simple brin, géne activé.

En cas de stress générant de 'ADN simple brin (ADN-sb), la protéine RecA se lie a ces régions d’ADN simple brin
pour former un filament nucléoprotéique, ce qui va provoquer I'autoprotéolyse de LexA. Le géne SOS est alors
exprimé.



lll. Implication de la réponse SOS dans l'acquisition et la

dissémination de la résistance.

A. La réponse SOS.

La réponse SOS est un systéme adaptatif permettant aux bactéries de
répondre a divers stress générant des ADN simple brin. Elle met en jeu deux
régulateurs centraux : les protéines LexA (locus for X-ray sensitivity A) et RecA
(Recombinase A).

La protéine LexA est une protéine de 202 acides aminés composée de deux
domaines distincts reliés par une région charniere (Luo et al., 2001). Cette protéine
est capable de se fixer a 'ADN sous forme de dimére au niveau de sites de fixation
spécifique, appelés « boites LexA ». Une boite LexA est constituée d'un motif
palindromique de 16pb de consensus 5-CTGT-Ng-ACAG-3’ situé dans la région
promotrice du géne régulé par LexA (Erill et al., 2007). La fixation de LexA au niveau
de son site de reconnaissance met en jeu un motif hélice-tour-hélice (HTH) situé
dans le domaine N-terminal (NTD) de la protéine (Figure 16). Une fois fixée a une
boite LexA, la protéine agit comme un répresseur transcriptionnel en empéchant le
recrutement des ARN polymérases par encombrement stérique (Friedberg et al.,
2006).

En absence de stress, les génes du « régulon » SOS sont constitutivement
réprimés par la protéine LexA (Figure 17). Les génes de ce régulon codent des
protéines impliquées dans divers processus cellulaires tels que linhibition de la
division cellulaire, la réparation et la réplication (Table 3, page suivante) (Storz and
Hengge, 2011). Exprimés, ces génes permettront a la bactérie de survivre a des

Iésions causées a 'ADN et de les réparer.
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Table 3 : Quelques génes du régulon SOS et leurs fonctions. D’aprés Storz and Hengge, 2011

Géne Fonction(s)

cho Endonucléase de réparation par excision
dinB ADN polymérase IV

dinD Fonction inconnue

dinF Fonction inconnue

dinG Hélicase

dinl Stabilisation du filament RecA

lexA Répresseur de la réponse SOS

polB ADN polymérase I

ptrA Protéase Ill

recA Recombinaison, active I'autoprotéolyse de LexA et UmuD
recN Recombinaison/réparation

recX Déstabilisation du filament RecA

Fonction inconnue, les mutants montrent des taux élevés de réarrangements

rmuC .
génétiques
ruvAB Recombinaison ; hélicase, se lie aux jonctions de Holliday
ssb Se lie a I’ADN-sb, réplication, recombinaison, réparation
sfiA Inhibition de la division cellulaire

umuDC ADN polymérase V

uvrAB Reconnaissance des mésappariements et excision des nucléotides

Antirecombination DNA helicase ; déstabilise le filament RecA, impliqué dans la

uvrD . . . . , . , .

réparation des mésappariements, réparation des mésappariements
ybfE Fonction inconnue ; se lierait a I’ADN, possible régulateur de transcription
ydjM Fonction inconnue, protéine de la membrane interne

yebG Fonction inconnue




L’activation de la réponse SOS met en jeu la protéine RecA. Cette derniére
reconnait les ADN simple brin et s’y fixe formant un filament nucléoprotéique. Ce
filament est alors capable d’interagir directement avec la protéine LexA (Kovacic et
al., 2013) et d’induire I'autoprotéolyse de cette derniére (Figure 17). La boite LexA et
la région promotrice sont libérées laissant le champ libre a la machinerie
transcriptionnelle. Les génes du régulon SOS, initialement réprimés, sont exprimés.

La bactérie est alors a méme de gérer les lésions faites a ’ADN.

B. L’activation de la réponse SOS suite a des dommages a

I’ADN favorise I’apparition de mutations.

La fidélité des ADN polymérases | et Il impliquées dans la réplication de
I’ADN repose sur la sélection géométrique des résidus incorporés (Friedberg et al.,
2006). L’'incorporation d’un résidu ne s’opere que si ce résidu loge parfaitement dans
le site actif de la polymérase. Néanmoins cette sélection géométrique a un prix. La
moindre anomalie structurale au niveau de la matrice d’ADN va déstabiliser le site
actif de la protéine et bloquer la synthése de 'ADN (Friedberg et al., 2006). Les ADN
polymérases | et Ill sont particulierement démunies face aux ADN lésés. Aussi pour
pouvoir survivre a des dommages a ’ADN et répliquer des ADN endommageés, la
bactérie va activer, dans le cadre de la réponse SOS, différents génes encodant des
ADN polymérases dites translésionnelles capables de gérer des matrices d’ADN
endommagées.

Les ADN polymérases translésionnelles appartiennent toutes a la famille des
polymérases Y (Ohmori et al., 2001). Ces polymérases ont plusieurs particularités.
Tout d’abord elles ne possédent pas d’activité exonucléase 3’-5’ et sont donc

incapables de « proofreading » (activité de correction) (Goodman, 2002 ; Goodman
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and Tippin, 2000). En outre, pour pouvoir tolérer des ADN lésés, le site actif de la
polymérase est beaucoup moins sélectif et va donc incorporer plus facilement de
mauvais nucléotides (Ling et al., 2001 ; Silvian et al., 2001). Ces deux facteurs vont
augmenter considérablement le taux d’erreurs réalisées par les ADN polymérases
translésionnelles.

Chez E. coli, deux ADN polymérases translésionnelles sont présentes, toutes
deux induites par la réponse SOS: les ADN polymérases IV et V encodées
respectivement par les génes dinB et umuDC. En vertu de leur absence d’activité de
« proofreading » et de leur taux important d’erreurs, ces deux polymérases
translésionnelles favorisent I'apparition de potentielles mutations de résistance en

contexte SOS induit.

C. L’activation de la réponse SOS suite a des dommages a

I’ADN favorise la dissémination de nombreux EGM.

Au dela du simple fait de favoriser I'apparition de mutations, la réponse SOS
va promouvoir la dissémination de certains EGM.

Il a par exemple déja été démontré que I'activation de la réponse SOS pouvait
augmenter la fréquence de transfert de certains ICE dont I'élément SXT (Beaber et
al., 2004). La transposition de certains transposons serait également induite par la
réponse SOS. Plusieurs évidences laissent supposer que le transposon Tn 10 serait
SOS induit. Parmi ces évidences, l'inactivation de la protéine RecA et donc de la
réponse SOS se traduit par une diminution d'un facteur 200 de la fréquence
d’'insertion des IS70 encadrant le Tn70 (Skaliter et al., 1992). En outre, la
transposition de I'lS 10 est également induite par des dommages UV infligés a 'ADN

et donc par la réponse SOS (Eichenbaum and Livneh, 1998). La capture de
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cassettes de résistance par les intégrons est aussi induite par la réponse SOS (E.
Guerin et al., 2009). Cette régulation sera détaillée ultérieurement dans le chapitre
portant sur les intégrons.

De fagon intéressante, il a aussi été démontré que la conjugaison et la
transformation pouvait induire la réponse SOS (Baharoglu et al., 2012, 2010). Les
mécanismes d’échanges de genes pourraient donc promouvoir le transfert de

résistances par activations de la réponse SOS.

D. Les antibiotiques sont capables d’induire la réponse SOS.

Plusieurs antibiotiques sont capables d’induire la réponse SOS a de faibles
concentrations en dessous de la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Baharoglu
and Mazel, 2014).

Les antibiotiques agissant directement ou indirectement sur la réplication de
I’ADN vont étre des inducteurs courants du systeme SOS. C’est notamment le cas
du triméthoprime qui inhibe la synthése des purines et pyrimidines (Lewin and
Amyes, 1991) ou des quinolones qui inhibent ’ADN gyrase et la topoisomérase IV
(Pohlhaus and Kreuzer, 2005).

Les B-lactamines sont également capables de déclencher la réponse SOS via
la voie de transduction DpiBA. La protéine DpiB joue le réle de senseur et détecte le
stress généré par I'antibiotique au niveau de la paroi. En réponse au stress, cette
derniere va activer le régulateur DpiA par phosphorylation. La protéine DpiA
phosphorylée va alors se lier aux origines de réplication du chromosome bloquant
I'activité de 'ADN polymeérase lll. La réplication étant interrompue, la réponse SOS
se déclenche (Miller et al., 2004, 2003).

D’autres antibiotiques comme les aminosides, certaines B-lactamines ou le

métronidazole générent des dérivés réactifs de I'oxygéne qui induisent un stress
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oxydatif chez la bactérie ; un stress oxydatif capable de générer des dommages a
I’ADN et d’induire la réponse SOS (Kohanski et al., 2010).

L’induction de la réponse SOS par un antibiotique peut dans certains cas étre
espece dépendante. Par exemple, les aminosides, la tétracycline et le
chloramphénicol sont capables d’induire la réponse SOS chez V. cholerae mais pas
chez E. coli (Baharoglu and Mazel, 2011).

L’induction du systeme SOS par les antibiotiques est un probleme en soit
puisque cette induction implique que les antibiotiques sont capables d’induire a la
fois la mutagénese et la dissémination de certains EGM via I'activation du SOS,

favorisant ainsi 'émergence de résistances.

A retenir :

La réponse SOS est un systeme activé par les bactéries pour survivre a divers
stress générant des ADN simple brin.

L’activation de cette réponse se traduit a la fois par I'expression d’ADN
polymérases a faible fidélité qui favorisent I'émergence de mutations et par une
augmentation de la mobilité de certains éléments génétiques mobiles. L’'un dans l'autre, la
réponse SOS favorise a la fois 'émergence de la résistance et sa dissémination.

De fagon intéressante, de nombreux antibiotiques sont capables d’activer cette
réponse. Via l'activation du systéeme SOS, les antibiotiques vont donc étre capables de

favoriser I'apparition de la résistance.
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Chapitre 2 - Appréhender la propagation de la
résistance aux antibiotiques au travers de

I’évolution expérimentale.

A I'échelle des populations bactériennes, on peut estimer que des mutations
apparaissent fréquemment. Pourtant, toutes ces mutations ne sont pas
nécessairement « fixées » et maintenues dans la population.

Toute innovation génétique n’est pas nécessairement avantageuse et peut
étre perdue a terme si délétere pour la bactérie. La fixation d’'une mutation va donc
dépendre de contraintes évolutives. Ce qui est vrai pour une mutation I'est aussi pour
la résistance au sens large. Une fois acquise, rien n’exclu que la résistance soit
perdue au cours de I'évolution.

Il est donc essentiel de développer des outils expérimentaux pour évaluer la
dynamique d’évolution des populations bactériennes dans le but de mieux
appréhender la dissémination et le maintien de la résistance.

Ce chapitre traitera des concepts évolutifs et des outils expérimentaux
permettant de mieux appréhender la propagation et le maintien de la résistance dans

les populations bactériennes.
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. La propagation de la résistance : une histoire de

sélection naturelle.

A. La sélection naturelle : définition et concepts.

La sélection naturelle est un concept introduit par Charles Darwin en 1859
dans son livre On the origin of species. Elle est au centre de la théorie moderne de
I'évolution.

Cette théorie suppose que des variations génotypiques entre membres d’une
méme espece se répercutent a I'échelle des phénotypes. Dans un environnement
donné, ces différences de phénotype vont conférer, ou non, un avantage aux
individus. Les membres de I'espéce aux caractéres avantageux sont plus enclins a la
survie et seront amenés a mieux se reproduire. Conséquence directe de cette
reproduction facilitée, les génotypes avantageux sont préférentiellement transmis a
la descendance et sont donc naturellement sélectionnés au fil des générations.

Pour conceptualiser ce principe, différentes notions ont été introduites.
L’habilité d’un individu a se reproduire dans un milieu donné est représentée par la
notion de « fitness » (valeur sélective en francais). L’effet d’une variation
génotypique (mutation ou acquisition de géne) sur le fitness de I'héte se traduit par
un « fitness cost » ou coit biologique. Ce co(t biologique va définir si I'acquisition
genétique est avantageuse, neutre ou délétere pour 'héte.

Il est important de comprendre que ces concepts sont environnement-
dépendants. Une innovation génétique pourra étre avantageuse dans un
environnement donné mais défavorable dans un autre. Certaines conditions

environnementales vont donc étre en mesure de sélectionner un ou des
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Figure 18 : Corrélation entre la consommation d’antibiotiques et la résistance dans 16
pays. Adapté de Albrich et al., 2004

La DDJ ou Dose Définie Journaliére est une unité de mesure quantifiant la dose moyenne d’un médicament
administré par jour a un patient de 70kg. On observe une corrélation entre I'antibiorésistance et Ila
consommation en antibiotiques. Plus le pays est consommateur d’antibiotiques, plus les souches résistantes y
sont prévalentes.



genotype(s)/phénotype(s) particulier(s). On dit alors que I'environnement exerce une

pression de sélection sur un caractére donné, la résistance par exemple.

B.La pression de sélection antibiotique : principale

responsable de la propagation de la résistance.

Il est généralement admis qu’'une pression de sélection antibiotique est
indispensable a la dissémination et a la persistance des bactéries résistantes. Les
antibiotiques vont naturellement sélectionner les populations bactériennes
résistantes qui sont mieux armées pour les contrer.

Cet effet a été plusieurs fois constaté en milieu clinique. Une étude
randomisée mettant en jeu des clusters de patients traités ou non a l'azithromycine,
a par exemple démontré que le portage de Streptococcus pneumoniae résistants
dans le nasopharynx augmentait en réponse au traitement antibiotique (Skalet et al.,
2010). D’autres études ont plus indirectement montré une corrélation entre la
consommation globale d’antibiotiques et les niveaux de résistance de diverses
bactéries (Figure 18) (Albrich et al., 2004 ; Bergman et al., 2004 ; Bronzwaer et al.,
2002 ; Goossens et al.,, 2005). Une autre étude démontre I'existence d’une
corrélation temporelle entre les pics d'utilisation des antibiotiques et la résistance
(Sun et al., 2012).

Au-dela du contexte clinique, l'effet des antibiotiques sur la sélection de
souches reésistantes est aussi observé dans le réservoir animal. L'utilisation des
antibiotiques est particulierement répandue dans la filiere de ['élevage pour
notamment prévenir ou traiter les infections bactériennes. Plusieurs études ont déja
démontré I'impact des antibiotiques sur la sélection des résistances dans le monde

animal. Une étude danoise a par exemple démontré que I'amoxicilline, le ceftiofur et
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Figure 19 : Colt biologique et sélection en présence de concentrations sub-inhibitrices
d’antibiotiques. Adapté d’aprés Andersson and Hughes, 2011

CMls = Concentration minimale inhibitrice de la souche sensible, CMIr = Concentration minimale inhibitrice de
la souche résistante, CMS = Concentration minimale sélective.

Les courbes bleues représentent I’évolution du taux de croissance horaire des bactéries sensibles en fonction
de la concentration en antibiotique tandis les rouges représentent celle des bactéries résitantes.

La fenétre verte représente la fenétre de concentrations pour lesquelles les bactéries sensibles sont
avantagées. La fenétre rouge représente la fenétre de sélection classique de la résistance telle que rencontrée
dans le milieu clinique ou les antibiotiques inhibent la croissance des bactéries sensibles. La fenétre orange
représente la fenétre de concentrations sub-inhibitrices dans laquelle les bactéries résistantes sont avantagées
bien que les bactéries sensibles soient toujours capables de croitre. La taille de cette fenétre est directement
corrélée au colt de la résistance (Afitness). A gauche, la résistance posséde un colt limité, les bactéries
résistantes sont sélectionnées a de faibles concentrations d’antibiotique. A I'inverse a droite ou le co(t est plus
important, il faudra se rapprocher plus prés de la CMI des souches sensibles pour espérer sélectionner les
bactéries résistantes. La concentration sub-inhibitrice a partir de laquelle on commence a sélectionner les
bactéries résistantes constitue la CMS.



le cefquinome (trois B-lactamines) étaient responsables de la sélection de bactéries
porteuses de génes blactx.m dans le tractus digestif de porcs (Cavaco et al., 2008).
Ainsi, comme en contexte clinique, la consommation d’antibiotiques a aussi plusieurs
fois été corrélée avec la résistance dans le milieu vétérinaire (Agersg et al., 2012;
Chantziaras et al., 2013 ; Jensen et al., 2006).

Cette pression de sélection antibiotique est aussi a [I'ceuvre dans
I'environnement. Une étude chinoise relativement récente a par exemple démontré
que des pressions antibiotiques était capables d’enrichir en bactéries résistantes des
échantillons d’eau et de sédiments contaminés par du lisier (Xiong et al., 2015).
Plusieurs études ont aussi corrélé la présence de marqueurs de résistance dans
'environnement a leur degré d’anthropisation (Gaze et al., 2011 ; Rosewarne et al.,
2010 ; Stalder et al., 2012).

Des travaux récents ont également montré que les antibiotiques étaient
capables de sélectionner la résistance a des concentrations faibles, bien en deca de
la concentration minimale bactéricide (CMI) (Gullberg et al., 2011). En-dessous de la
CMI, bien que non totalement inhibée, la croissance des bactéries sensibles va étre
ralentie jusqu’a une concentration seuil qualifi€e de concentration minimale sélective
(CMS) (Figure 19). A ces concentrations, la croissance des souches résistances
n’est elle que trés peu affectée. Se crée alors une fenétre entre la valeur de CMS et
de CMI propice a la sélection des bactéries résistantes (Figure 19). La taille de cette
fenétre va néanmoins étre fonction du co(t biologique de la résistance (Hughes and
Andersson, 2012). Moins la résistance sera colteuse pour la bactérie, plus cette
fenétre de sélection sera étendue (Figure 19). Conséquence directe de cet effet, les
résistances a faible codt biologique seront plus facilement sélectionnées a de faibles

concentrations sub-inhibitrices (Hughes and Andersson, 2012). Déterminer le colt
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biologique d’une résistance est donc essentiel pour mieux appréhender quelles
résistances sont les plus susceptibles d’étre propagées dans des milieux pauvres en

antibiotiques, I'environnement par exemple.

C. Qu’en est-il de la résistance dans des milieux dépourvus
d’antibiotiques ?

Il est généralement admis qu’en absence de pression antibiotique, la
résistance tend a décliner. Ce postulat est notamment a la base de toutes les
politiques visant a contréler plus strictement l'utilisation des antibiotiques. Si dans la
majorité des cas ce postulat s’avere exact, il a aussi plusieurs fois été démontré
gu’en I'absence de pression de sélection antibiotique certaines bactéries résistantes
étaient capables de persister sur des périodes plus ou moins longues.

Des études cliniques réalisées sur des souches d’entérobactéries (E. coli et
K. pneumoniae) résistantes au triméthoprime ont par exemple démontré qu’en dépit
d’'une diminution de 85% des prescriptions pendant 2 ans, la prévalence des
bactéries résistantes n’était que trés faiblement réduite (Brolund et al., 2010;
Sundqvist et al., 2010). Méme constat dans le réservoir animal ou des souches de
Campylobacter jejuni résistantes aux quinolones (van Boven et al., 2003) et de E.
coli résistantes au triméthoprime et a la streptomycine (Chaslus-Dancla et al., 1987)
étaient capables de persister pendant plusieurs semaines en [I'absence
d’antibiotique.

Mais alors quels sont les facteurs qui vont favoriser la persistance de la
résistance en absence de pression de sélection ?

Le premier de ces facteurs est la co-sélection des résistances. La co-

sélection consiste en la sélection d'un marqueur de résistance par le biais d’'une
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pression indirecte (Canton and Ruiz-Garbajosa, 2011). Comme évoqué
précédemment, de plus en plus de bactéries sont multirésistantes. Dans ce contexte
de multirésistance, une résistance a un antibiotique A pourra étre sélectionnée par
un antibiotique B si les deux marqueurs de résistance a A et B sont physiquement
lies. Une étude vietnamienne a par exemple démontré que des traitements a base de
B-lactamines étaient capables d’enrichir le tractus digestif des patients en bactéries
résistantes aux quinolones par co-sélection (Vien et al., 2012). Réciproquement, une
étude plus récente de méta-génomique a démontré que des traitements a base de
quinolones pouvaient sélectionner certaines résistance aux B-lactamines mais aussi
aux macrolides et a la tétracycline (Willmann et al., 2015). Ainsi la multirésistance va
donner l'opportunité a certains marqueurs de résistance de persister par co-
sélection.

Un autre facteur essentiel a la persistance des bactéries résistantes en
'absence de pression de sélection est le colit biologique de la résistance. Des
résistances n’ayant pas ou peu d'impact sur le fithess de I'héte auront plus de
chance de persister a long terme (Andersson and Hughes, 2011). A l'inverse, une
résistante a fort colt biologique va drastiquement réduire les capacités de
croissance/multiplication des bactéries résistantes et donc leur survie a long terme.
Etre en mesure de définir le colt biologique d’'une résistance est donc essentiel pour
appréhender son potentiel de persistance.

Un dernier facteur va influencer la persistance des bactéries résistantes. De
méme que les bactéries sont capables d’évoluer pour devenir résistantes, elles sont
aussi capables d’évoluer pour réduire le colt de leur résistance. En 1996, Stéphanie
Schrag et Véronique Perrot font évoluer des bactéries résistantes a la streptomycine

(mutations dans le gene rpsL) pendant une centaine de générations en absence de
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pression antibiotique. Alors qu’elles s’attendaient a un phénoméne de réversion
(mutation rétablissant la séquence originelle du géne), ces derniéres observent que
malgré I'absence de pression de sélection la résistance a été conservée dans la
totalité des bactéries évoluées (Schrag and Perrot, 1996). En comparant le fitness de
bactéries résistantes non évoluées et évoluées, les chercheuses constatent que le
fitness des bactéries résistantes évoluées est plus important que celui des souches
non évoluées. En d’autres termes, les bactéries ont évolué pour rendre les souches
résistantes plus compétitives et plus persistantes. On parle alors de mutations
compensatoires capables de diminuer le colt global de la résistance.

Ces trois facteurs (co-évolution, codt biologique et présence de mutations
compensatoires) vont donc conditionner la persistance d’'une bactérie résistante en
absence de pression de sélection. |l est donc important de développer des outils
expérimentaux permettant d’évaluer le colt biologique d’une résistance ou mimant

I'évolution d’une population bactérienne résistante afin d’appréhender sa dynamique.

A retenir :

La propagation de la résistance répond a des contraintes évolutives. Elle est le fruit
d’une pression de sélection antibiotique qui favorise les bactéries résistantes au détriment
des bactéries sensibles. Une solution pour limiter la propagation de la résistance a donc
été de réduire cette pression en limitant 'usage des antibiotiques. Une politique qui bien
que bénéfique se heurte a nouveau aux capacités adaptatives des bactéries.

Car en effet, méme en 'absence de pression de sélection directe, les bactéries sont
capables de maintenir leur résistance. Cette persistance s’explique en tenant compte de
trois phénoménes : la co-sélection des résistances, le colt biologique de la résistance et
I'apparition de mutations compensatoires.

Il est donc important pour le microbiologiste de développer des outils permettant
d’évaluer ces parameétres et d’appréhender la dynamique d’apparition des mutations de

résistance et/ou compensatoires.
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Il. Le colt biologique de la résistance.

Etre en mesure de déterminer le colt biologique d’une résistance est essentiel
pour appréhender le potentiel de persistance de cette résistance. Plus le colt 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 colt va aussi définir dans quelle mesure une résistance
peut étre sélectionnée en présence de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques

(Figure 19, page 52).

A. Déterminer le colit d’une résistance expérimentalement.

Déterminer le colt d’une résistance revient a 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 a se
reproduire. Les bactéries se reproduisant par scissiparité, déterminer le fithess d’'une
bactérie revient a évaluer sa capacité a se diviser. Une premiere approche pour
déterminer le co(t d’'une résistance est donc de comparer le taux de croissance
horaire d’'une souche pure sensible a celui d’'une souche pure résistante. Le taux de
croissance horaire u d’une souche bactérienne est défini tel que :

_ dinN
W= "ar

ou 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 a N) a intervalle de
temps régulier. La régression linéaire de la fonction In(DO) = f(t) permet alors

d’obtenir le taux de croissance horaire de la bactérie.
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Cette méthode a été utilisée a plusieurs reprises pour déterminer le codt
biologique de marqueurs de résistance (Ender et al.,, 2004 ; Enne et al., 2004 ;
Giraud et al., 2003). Néanmoins cette approche reste limitée du fait de sa faible
sensibilité. Des différences de fithess affectant la croissance bactérienne de moins
de 5% ne pourront étre efficacement détectées (Andersson and Hughes, 2011). En
outre, le calcul d’un taux de croissance horaire ne considére souvent que la phase
de croissance exponentielle des bactéries. Il ne tient donc pas compte d’éventuelles
différences de fitness en phase de latence ou en phase stationnaire ce qui constitue
un biais de mesure.

D’autres approches plus sensibles et plus globales ont donc da étre imaginées
pour évaluer la différence relative de fithess entre deux souches bactériennes. Parmi
ces approches, la plus utilisée reste celle des compétitions bactériennes (Lenski,
1991). Dans le cadre de ces expériences, deux souches bactériennes sont co-
inoculées dans un méme milieu a un ratio initial connu. La co-culture est ensuite
propagée pendant un certain nombre de générations. Au cours de I'expérience, le
ratio entre les 2 populations bactériennes est évalué. Celui-ci peut étre constant ou
bien évoluer attestant d’'une différence de croissance entre les 2 populations. Cette
approche nécessite néanmoins de pouvoir faire la distinction entre les deux
populations bactériennes. Cette distinction peut se faire sur la base de critéres
métaboliques (Lenski et al., 1991), de phénotypes de résistance (Rodriguez-Verdugo
et al., 2013 ; Schrag et al., 1997) ou encore de marqueurs de fluorescence (Gallet et
al., 2012). Dans tous les cas le marqueur de sélection devra étre sélectivement

neutre et ne pas avoir d'impact sur le fitness de la bactérie héte.
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L’expérience de compétition vise a déterminer la différence relative de fitness
entre deux souches bactériennes A et B en co-culture. Cette différence relative de

fitness est représentée par un coefficient de sélection s défini tel que :

5= %(mﬁ—i) )

N N . o
ou N—A correspond au ratio R entre les bactéries A et B et T au nombre de
B

geénérations bactériennes. Le ratio entre les deux populations bactériennes peut
aussi étre calculé a partir des fréquences de chaque compétiteur. On a alors :

p

ou p correspond a la fréquence de bactéries A dans la population totale. L'équation

(1) peut donc aussi s’écrire :

p
1-p

s—dt(n )

En pratique, le coefficient de sélection est donc généralement obtenu en calculant le

coefficient de régression linéaire de la fonction lnﬁ = f(7). Lors d’une expérience

d’évolution, il suffit donc d’étre capable de suivre la fréquence de l'un des deux
compétiteurs au cours du temps pour étre en mesure de calculer s. Plutét que de
donner un coefficient de sélection, certains auteurs préférent donner une valeur de
fitness relatif W défini tel que :
W=1+s

De nombreux travaux ont évalué le colt de la résistance au travers
d’expériences de compétitions bactériennes (Andersson and Hughes, 2014 ;
Rodriguez-Verdugo et al., 2013 ; Schrag et al., 1997). Cette méthode présente
'avantage d’étre bien plus sensible que la comparaison des taux de croissance

horaire de souches bactériennes pures. Couplées a des approches de cytométrie en
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flux, les compétitions bactériennes permettent de détecter des différences de fitness
de I'ordre de 10 (Gallet et al., 2012). De plus contrairement & la simple mesure d’un
taux de croissance horaire, cette approche tient compte d’éventuelles différences de
fitness lors de I'ensemble des phases de la croissance bactérienne. L'un dans
l'autre, les compétitions bactériennes sont a privilégier lorsque I'on désire déterminer

le colt biologique d’une innovation génétique.
B. Le cout de la résistance.

1. Cout de la résistance chromosomique.

De trés nombreux travaux se sont attachés a déterminer le colt de la
résistance chromosomique. Néanmoins, ces travaux mettent en jeu des
méthodologies différentes (comparaison des taux de croissance versus compétition
bactérienne, in vitro versus in vivo, ...) et considérent des especes bactériennes et
des mécanismes de résistance variés, si bien qu’il est parfois difficile de faire la part
des choses et de tirer de vrais concepts de cette littérature foisonnante. Deux méta-
analyses récentes ont néanmoins permis de mettre en évidence l'effet de différents
facteurs sur le colt biologique de la résistance (Melnyk et al., 2015 ; Vogwill and
MacLean, 2015).

Le premier point soulevé par ces méta-analyses est le colt moyen de la
résistance chromosomique. En considérant 179 mutations (de 8 espéces
bactériennes et 8 classes d’antibiotiques), la premiére analyse estime qu’en
moyenne I'apparition d’'une mutation de résistance réduirait le fithness de I'héte de
12% (Melnyk et al., 2015). L’autre méta-analyse, plus compléte, estime quand a elle
le colt de la résistance chromosomique a une réduction du fitness de I'héte de 20%

en moyenne (Vogwill and MacLean, 2015). L'émergence d’une résistance
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Figure 20: Le colt biologique de la résistance chromosomique. Adapté d’aprés Melnyk et al.,

2015 et Vogwill and MacLean, 2015

A. Un colt dépendant de |la famille d’antibiotique et de I'antibiotique.

1Alpha-pyrone, 2Aminoglycosides, *Coumarines, ‘DHFRI (Dihydrofolate Reductase Inhibitor), >Quinolones, °

Macrolides.

B.

C.

Un colt dépendant du mécanisme de résistance et de la voie métaboligue ciblée par |'antibiotique.

Un colt dépendant de I'organisme considéré.




chromosomique serait donc généralement accompagnée d’'un colt non négligeable
pour la bactérie héte.

D’aprés les travaux de Melnyk et al., le colt moyen de la résistance
chromosomique serait aussi dépendant de la famille d’antibiotique considérée
(Figure 20A). Ces résultats sont a mettre en perspective avec la méta-analyse de
Vogwill et MacLean qui suggére que le colt de la résistance chromosomique serait
dépendant du mécanisme de résistance et aussi de la voie métabolique affectée par
la résistance (Figure 20B) (Vogwill and MacLean, 2015). Sachant qu’une famille
d’antibiotique cible une voie métabolique particuliere, il semble cohérent que, si le
cout de la résistance est tributaire de la voie métabolique affectée, il puisse y avoir
des différences de colt selon la famille d’antibiotique considérée. En outre au-dela
méme d’étre famille-dépendant, le colt de la résistance serait antibiotique-dépendant
(Figure 20A) (Melnyk et al., 2015). Il serait par exemple moins colteux de résister a
la spectinomycine qu’a la streptomycine, deux antibiotiques qui pourtant font partie
de la méme famille et ciblent tous deux les ribosomes bactériens.

De fagon intéressante, le colt de la résistance semble également dépendre
de l'espece bactérienne (Figure 20C). En effet selon le fond génétique dont elle
émerge, une résistance pourra avoir un co(t difféerent. C’est par exemple le cas de la
résistance a la rifampicine beaucoup plus colteuse chez S. aureus que chez E. coli
(Figure 20C). Il existerait d’ailleurs une différence entre le codt de la résistance chez
les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. L’apparition d’'une mutation de
résistance chez une bactérie a Gram positif se traduirait par une diminution moyenne
du fitness de I'hote de 18% contre seulement 3% pour une bactérie a Gram négatif

(Melnyk et al., 2015).

60



1e+05
* % d dok © Alpha-pyrone
A Aminoglycoside
*oo* * + Coumarin
* x DHFRI
10 000 - < Fusidic acid
7 Macrolide
B Quinolone
0 % #* Rifamycin
= _
@ 1000
© FAWa
e *
£
& 100+
©°
L
10
1= ERGOH

I T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Relative fitness

Figure 21 : Corrélation entre le colt de la résistance chromosomique et le niveau de
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Figure 22 : Le colt de la résistance est fonction de son support. D’aprés Vogwill and MaclLean, 2015

Données calculées a partir de 760 mutations de résistance chromosomique, 49 plasmides et 7 autres EGM. Il en
ressort que le colt de la résistance chromosomique est généralement plus important que celui de la résistance
associée aux EGM.



Enfin, le colt de la résistance chromosomique a également plusieurs fois été
corrélé au niveau de résistance qu’elle confere. D’abord observée ponctuellement
pour diverses résistances a la fois chez des bactéries a Gram positif (Hurdle et al.,
2004 ; O'Neill et al., 2006) et a Gram négatif (Paulander et al., 2007), cette
corrélation a ensuite été confirmée par une méta-analyse prenant en compte 8
especes bactériennes et 179 mutations de résistance (Figure 21) (Melnyk et al.,

2015).

2. Le colit de la résistance associée aux éléments

génétiques mobiles (EGM).

Si la littérature sur le colt de la résistance chromosomique est plutdt riche,
celle sur le colt biologique des EGM porteurs de génes de résistance est beaucoup
moins fournie. Si I'on exclue les travaux portant sur les plasmides de résistance,
moins d'une dizaine d’articles traitent du colt de la résistance associée aux ICE,
transposons ou autres EGM (Enne et al., 2005 ; Foucault et al., 2010 ; Knight et al.,
2013 ; Starikova et al., 2013, 2012). Du fait de ce manque de littérature sur le sujet,
la suite de ce paragraphe se concentrera sur le colt de la résistance plasmidique,
mieux renseignée.

De fagon étonnante le colt biologique moyen associé a la résistance
plasmidique est relativement faible. Une méta-analyse sur 49 plasmides de 16
études différentes estime que la présence d’'un plasmide de résistance, voire de
multirésistance ne diminue en moyenne le fithess de I'héte que de 9% (Vogwill and
MacLean, 2015). Si 'on compare cette valeur au colt moyen de la résistance
chromosomique mentionné dans le paragraphe précédent, il en ressort qu’il est en
moyenne deux fois moins colteux de porter un plasmide de résistance plutét qu'une

mutation chromosomique de résistance (Figure 22). Ceci s’explique en partie par le
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Figure 24 : Colt de la résistance plasmidique et taille des plasmides. D’aprés Vogwill and MacLean,
2015

Données issues de I'analyse de 49 plasmides. A priori, la taille des plasmides n’influerait pas sur le colt de ces
derniers. A nuancer sachant qu’il existerait une corrélation inverse entre la taille des plasmides et le nombre de
copies de ces derniers, un autre parametre qui lui influence le colt de la résistance (San Millan et al., 2015).



fait que les mutations de résistances chromosomiques affectent souvent des genes
clés du métabolisme bactérien (génes codant des ARN polymérases, des ARN
ribosomaux, des topoisomérases...). Le fort colt des résistances chromosomiques
s’expliquerait ainsi par 'effet pléiotropique engendré par de telles mutations.

Le colt des plasmides de résistance est aussi corrélé au nombre de
marqueurs de résistance présents sur le plasmide (Vogwill and MacLean, 2015). Un
plasmide codant une seule résistance sera généralement moins colteux qu’un
plasmide de multirésistance avec plusieurs génes de résistance (Figure 23).

Le nombre de copies d’'un plasmide semble avoir également un impact sur le
colt. Une étude récente réalisée sur Haemophilus influenzae suggére que le colt
consécutif a I'introduction d’'un plasmide de résistance dans une bactérie en absence
de pression de sélection serait rapidement suivi d’'une réduction du nombre de
copies de ce plasmide ; réduction elle-méme corrélée a une restauration du fitness
de I'héte (San Millan et al., 2015). En d’autres termes, un plasmide en réduisant son
nombre de copies est capable de diminuer son co(t.

Selon les données de la méta-analyse de Vogwill et MacLean, le colt d’'un
plasmide ne serait pas lié a sa taille (Figure 24). Ces résultats sont néanmoins a
nuancer ; en effet il existerait une corrélation inverse entre la taille des plasmides et
le nombre de copies (Smith and Bidochka, 1998 ; Zhong et al., 2011). On peut donc
imaginer que le colt des grands plasmides serait compensé par un nombre de
copies plus faible. A nombre de copie égal, un plus grand plasmide serait
probablement plus colteux.

Enfin 'environnement génétique dans lequel le plasmide est introduit affecte
lui aussi son codlt. Plusieurs études ont notamment démontré que I'introduction d’un

méme plasmide dans différents fonds génétiques parfois proches se traduisait par
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des cout différents (Humphrey et al., 2012 ; Mongkolrattanothai et al., 2009;
Sendergaard et al., 2015). L’étude de Vogwill et MacLean souléve également le fait
que la variance liée a l'introduction d’'un méme plasmide dans différentes souches et
celle liée a lintroduction de différents plasmides dans une méme souche ne sont
significativement pas différentes (Vogwill and MacLean, 2015). Une observation qui
suggeére que le fond génétique de I'héte est tout aussi important que les
caractéristiques du plasmide lorsque I'on considére le co(t de ce dernier.

Si I'on s’intéresse a présent aux rares études concernant le colt des EGM, la
legon principale a en tirer reste que le colt de la résistance associée aux EGM est
plus faible que celui associé a la résistance chromosomique. On estime que la
résistance liée aux EGM réduit en moyenne le fitness de 'héte a hauteur de 10%
(Vogwill and MacLean, 2015).

Tous ces résultats soulignent le caractére avantageux des résistances
associées aux EGM qui en plus d’étre transférables sont peu colteuses, ce qui

explique sans doute leur succes évolutif.
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A retenir :

Le codt biologique d’une résistance est un parameétre essentiel pour appréhender son
maintien en absence de pression de sélection et sa sélection en présence de faibles
quantités d’antibiotiques.

Des outils ont donc été développés pour évaluer ce colt; ces outils étant soit la
comparaison des taux de croissance horaire entre bactéries sensibles et résistantes, soit
la réalisation d’expériences de compétitions bactériennes beaucoup plus sensibles.

Ces expériences ont permis de faire la lumiére sur le colt de la résistance au sens
large. La principale idée a retenir étant que la résistance qu’elle soit chromosomique,
plasmidique ou portée par d’autres EGM reste colteuse dans la majorité des cas. En
outre, le colt de la résistance « mobile » est généralement plus faible que celui de la
résistance chromosomique, ce qui explique sans doute la forte prévalence et le succés
évolutif des EGM porteurs de résistances.

La principale raison du maintien de ces résistances pourtant colteuses, au dela de la
co-sélection, demeure I'adaptation des bactéries résistantes et I'apparition de mutations
compensatoires. |l est donc la aussi essentiel de développer des outils permettant
d’appréhender la dynamique d’apparition des mutations dans le cadre de I'évolution. Des
expériences qui peuvent aussi bien s’appliquer a I'apparition de mutations de résistance
en réponse a une pression antibiotique ou a l'apparition de mutations compensatoires

comme évoqué précédemment.
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lll. L’évolution expérimentale : un moyen d’apporter des

réponses.

A. Définition.

L’évolution expérimentale consiste a tester des hypothéses basées sur les
principes de I'évolution dans le cadre d’expériences controlées. Ces expériences
considerent généralement des populations homogenes qui au cours du temps vont
se différentier par accumulation de mutations. La sélection naturelle va alors faire
son ceuvre et sélectionner les individus les plus adaptés au contexte de
'expérience. L’idée est d’étudier a I'échelle des génomes les différences entre les
organismes de départ et les organismes évolués pour ainsi appréhender les
déterminants génétiques de I'évolution (Kawecki et al., 2012).

Des expériences d’évolution ont été appliquées a des organismes tels que la
drosophile (Rose et al., 1992) ou la souris (Dohm et al., 1994 ; Dumke et al., 2001).
Néanmoins elles impliquent généralement des micro-organismes dont les temps de
générations sont courts et permettent donc de visualiser des phénomeénes
d’adaptation rapidement. Ainsi des bactéries telles que E. coli (Lenski and Travisano,
1994) ou Pseudomonas fluorescens (Rainey and Travisano, 1998), la levure
Saccharomyces cerevisiae (Paquin and Adams, 1983) ou encore [lalgue
Chlamydomonas (Colegrave et al., 2002) sont des modéles d’évolution trés courants.

Les expériences d’évolution impliquent deux conditions : étre capables de
propager l'organisme d’intérét (bactéries dans le cas présent) sur de nombreuses
générations et étre en mesure a l'issue de I'expérience de faire le lien entre le

phénotype et le génotype de I'organisme évolué.
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Figure 25 : Cinétique d’une population bactérienne lors d’'une culture en batch. Adapté de Madigan
et al., 2009

Le trait pointillé correspond a la concentration en ressources dans le milieu tandis que la ligne pleine
représente la densité de population dans la culture.

La phase 1 correspond a une phase de latence ou les bactéries synthétisent les enzymes nécessaires a la
métabolisation des ressources disponibles. La phase 2 exponentielle correspond une phase de croissance
bactérienne sans limitation de ressources. A mesure que les bactéries se divisent, les ressources du milieu
s’épuisent. La phase 3 stationnaire correspond a une phase ou les ressources commencent a manquer. Autant
de bactéries apparaissent par division qu’il n’en meure par manque de nutriment, la croissance est nulle. A
long terme, le manque de nutriment se traduit par une phase de déclin ou la densité de population diminue du
fait d’'une carence prolongée.



B. Comment propager des bactéries sur de nombreuses

générations ?

1. Repiquage successif : culture discontinue dite en batch.

Le repiquage successif, particulierement simple, est la technique la plus
couramment utilisée pour propager des bactéries sur de longues générations. Des
bactéries sont inoculées dans un milieu de culture dans lequel elles vont pousser
jusqu’a épuisement des ressources. Une fois les ressources épuisées,
I'expérimentateur récupére une partie des bactéries évoluées et les ré-inocule dans
du milieu neuf ou elles pourront a nouveau croitre. Des repiquages sont ainsi réalisés
quotidiennement jusqu’a atteindre un nombre suffisant de générations bactériennes.

Le milieu étant non renouvelé, la croissance des bactéries va suivre chaque
jour une cinétique particuliére (Figure 25). Celle-ci commence par une phase de
latence durant laquelle les bactéries synthétisent les enzymes nécessaires a la
meétabolisation des substrats présents dans le milieu. La croissance est alors nulle.
La durée de la phase de latence tend a diminuer a mesure que les bactéries
évoluent et s’adaptent au milieu. S’en suit une phase de croissance exponentielle
durant laquelle les bactéries se divisent par scissiparité jusqu’a épuisement des
ressources du milieu puis elles entrent en phase stationnaire de croissance. La
croissance y apparait nulle : le nombre de bactéries en phase stationnaire Ngtat €st
constant. Autant de bactéries apparaissent qu’il en disparait. Ce nombre de bactéries
est fonction de la quantité initiale de bactéries No et du nombre de générations
bactériennes n réalisées. Mathématiquement, Nsiat peut s’exprimer de la fagon

suivante :

Nstat = Nozn & —N;Imt = 2N

0
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En passant I'équation précédente au logarithme, on obtient :

InYstet — pon & plstat — pp2
No No
Soit :
Nstat
~ ln—NO
" In2

Le nombre moyen de générations bactériennes obtenues lors d’'une culture en
batch est donc fonction de I'inoculum de départ et du nombre de bactéries en phase
stationnaire de croissance.

Ainsi dans le cadre d’une expérience d’évolution, si les cultures sont

repiquées tous les jours alors que les bactéries sont en phase stationnaire de

stat

. N N, ’ . . T
croissance, le parametre — Serésume au facteur de la dilution réalisée chaque
0

jour. Ainsi, si par exemple on réalise une inoculation au 100° pour propager les

In100

bactéries, tous les jours seront réalisées n = s

~ 6.64 générations bactériennes.

En choisissant un facteur de dilution, 'opérateur peut ainsi moduler la « vitesse » a
laquelle les bactéries vont se multiplier et donc évoluer.

La technique d’évolution en batch présente donc plusieurs avantages. C’est
une technique simple qui ne nécessite aucun matériel particulier autre que celui
couramment utilisé en routine dans les laboratoires de microbiologie. L’utilisateur
peut en outre choisir le nombre de divisions bactériennes générées chaque jour via
la dilution opérée a l'inoculation.

Elle posséde également quelques limites. Une telle expérience nécessite une
assiduité particuliere car les repiquages doivent étre effectués tous les jours. En
outre, a chaque repiquage, les bactéries passent par les différentes phases de
croissance inhérentes a la culture en batch. La physiologie des bactéries va ainsi

osciller périodiquement entre des phases de croissance (phase exponentielle) et de
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Figure 26 : lllustration du goulot d’étranglement inhérent a la culture discontinue en batch. D’aprés
Levin et al., 2000

Les triangles représentent la dynamique d’évolution de la population bactérienne au cours du temps
dans une culture discontinue en batch. La pointe gauche du triangle représente le moment de
I'inoculation ou la densité bactérienne est faible tandis que sa base représente la phase stationnaire
de croissance ou la densité bactérienne est maximale.Dans la premiére culture initialement
homogene (population blanche), émergent deux sous-populations avantageuses, une grise apparue
plus tot et une noire apparue un peu plus tard. Du fait de son émergence plus précoce, la population
grise s’est plus divisée et est par conséquent plus fréquente dans la population totale que la
population noire. La population grise aura donc statistiquement plus de chance d’étre inoculées dans
la prochaine culture.Dans I'exemple présenté ci-dessus, la population noire émerge 4 fois mais n’est
jamais propagée d’une culture a l'autre en raison de ce goulot d’étranglement inhérent au
repiquage.

RTI moteur
arrivée d'air

=~ 7 —r
C? évacuation d'air

arrivée de

milieu frais

effluent
& /\

—O0—>

pompe

Figure 27 : Principe de fonctionnement d’'un chemostat.

Un chemostat est constitué d’un bioréacteur continuellement alimenté en milieu de culture neuf par
I'intermédiaire d’'une pompe. A l'intérieur du réacteur, une arrivée d’air et un systéme mécanique
fournissent oxygénation et agitation aux bactéries. Le volume de milieu dans le réacteur est
maintenu constant grace a une seconde pompe expulsant du milieu de culture (effluents).



carence (phase stationnaire). Une autre limitation de cette technique est qu’il existe
un goulot d’étranglement a chaque repiquage (Figure 26) (Levin et al., 2000). Ce
goulot d’étranglement implique notamment que d'un repiquage a l'autre on ne
propage pas nécessairement les bactéries les plus avantageuses mais plutét les
bactéries les plus fréquentes dans I'’échantillon (Figure 26). Par repiquage, il est donc
possible d’éliminer une population bactérienne rare ayant un fitness pourtant
avantageux.

La plus célebre expérience d’évolution en batch reste sans aucun doute celle
de Richard Lenski. Dans cette expérience, douze réplicats isogéniques de E. coli ont
été (et sont encore) propagés sur des dizaines de milliers de générations dans un
milieu carencé en source de carbone (Blount et al., 2012 ; Lenski et al., 1991 ;

Tenaillon et al., 2016).

2. Culture continue en chemostat.

La culture en chemostat, encore appelée culture continue, est une technique
de propagation bactérienne mise au point et théorisée au début des années 50 par
Jacques Monod, Aaron Novick et Leo Szilard (Monod, 1950 ; Novick and Szilard,
1950). Cette technique permet de propager des bactéries sur un grand nombre de
générations en leur fournissant du milieu renouvelé a un débit constant. La culture
s’opére dans un « bioréacteur » qui fournit aux bactéries aération, agitation ainsi
qu’un systéme d’efflux du milieu afin de maintenir un volume constant (Figure 27).
Dans le réacteur, la biomasse N est alors fonction du nombre de bactéries générées
par division et de la quantité de bactéries évacuées par le systeme de pompage.
Mathématiquement la variation de biomasse au cours du temps s’exprime comme

telle :
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avec U = taux de croissance horaire en h”', F= vitesse d’efflux en mL.h™", et V =
volume de culture en mL.

Dans un chemostat, le débit d’alimentation en milieu de culture neuf va donc
contrdler la croissance des bactéries. Un des composants du milieu devenu limitant
va empécher la croissance au-dela d’'une certaine densité bactérienne. Dans des
conditions de ressources limitantes, un équilibre de biomasse va s’opérer dans le
chemostat. La variation de biomasse au cours du temps sera donc nulle, ce qui

mathématiquement se traduit par :

N _
dt

Cet équilibre implique donc d’aprés I'équation (1) :
WN-F3=0 & p=_=D

Dans un chemostat, le taux de croissance horaire x des bactéries est donc
constant et égal au taux de dilution D. Cette égalité est d’'un intérét particulier
puisque le taux de dilution est un paramétre qui peut étre modifié par
I'expérimentateur. Autrement dit dans un chemostat, 'opérateur peut choisir, par
I'intermédiaire du taux de dilution, la vitesse a laquelle les bactéries vont se diviser.

La technique de propagation en chemostat présente donc le méme avantage
que la technique de repiquage en batch a savoir que I'expérimentateur est en
mesure de choisir la « vitesse » a laquelle les bactéries vont évoluer. En outre
contrairement aux approches de culture discontinue, les bactéries inoculées en
chemostat poussent a une vitesse constante dans un environnement contrélé et a
une densité de population contrélée (Gresham and Dunham, 2014). L’expérience

n‘est donc pas affectée par les changements physiologiques liés aux transitions
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métaboliques inhérentes a la culture en batch. Autre avantage de la culture en
chemostat, les conditions de ressources limitantes vont stimuler la compétition entre
bactéries et sélectionner les bactéries les mieux adaptées au contexte de
I'expérience (Ferenci, 2008). Contrairement a la culture en batch, il n’'y a donc aucun
goulot d’étranglement et ce sont bien les populations les plus adaptées qui seront
sélectionnées au cours de I'expérience.

Si la technique de culture en chemostat présente de nombreux avantages, elle
possede néanmoins quelques inconvénients, son colt notamment. Le prix d'un
bioréacteur selon son volume peut atteindre plusieurs milliers d’euros voire dizaine
de milliers d’euros. En outre, le dispositif de culture nécessite un espace de travail
non négligeable notamment lorsque plusieurs réplicats expérimentaux sont réalisés
en parallele. Ces dernieres années plusieurs équipes ont mis au point des systémes
de chemostats miniatures et bon marché utilisables en laboratoire (Ferenci, 2008 ;
Miller et al., 2013 ; Nanchen et al., 2006). Ces systemes de chemostats miniatures
bien que fonctionnels nécessitent des considérations techniques et une mise au
point parfois longue. Autant de points qui font que l'usage des chemostats en
laboratoire reste relativement anecdotique comparé a l'usage trés répandu de la

propagation en batch.

C. Comment faire le lien entre le phénotype et le génotype ?

Un des enjeux des approches d’évolution est d’étre en mesure d’identifier les
mutations ayant conduit a I'émergence de phénotypes évolués afin de comprendre
les mécanismes adaptatifs a I'ceuvre.

L’analyse des transcriptomes, bien qu’insuffisante pour expliquer finement les
mutations impliquées, peut s’avérer informative. Une étude récente sur des bactéries

E. coli propagées pendant 90 jours en présence d’antibiotiques (11 antibiotiques
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testés) a permis de démontrer que le profil d’expression de 15 génes était suffisant
pour prédire la résistance d’'une souche (Suzuki et al., 2014). Des travaux sur des
souches de E. coli exposées a des concentrations sub-inhibitrices d’amoxicilline (3-
lactamine) sur 100 générations ont également permis de corréler la résistance a des
profils de génes particuliers (Handel et al., 2013). Dans ces souches évoluées, de
nombreux génes impliqués dans la perméabilité membranaire, le transport actif et la
tolérance des espéces a l'oxygene réactif, affichaient des profils d’expression
significativement différents de ceux des souches sensibles.

Les techniques de séquencage a haut débit restent des approches de choix
pour identifier les déterminants génétiques de I'évolution (Bryant et al., 2012 ; Kdser
et al., 2014). Elles permettent par exemple d’identifier précisément les mutations a
I'origine des résistances. La résistance aux quinolones acquise par des souches de
E. coli propagées en présence de norfloxacine a par exemple pu étre corrélée a cinq
événements génétiques précis (Lee et al.,, 2010). Ces événements incluent une
mutation de résistance dans le géne gyrB (modification de cible), une délétion dans
'opérateur marR entrainant la dérépression de I'opéron marRAB, une mutation dans
le promoteur du géne mdtK codant une pompe d’efflux et des mutations dans les
génes soxR et yciW qui conférent a la bactérie une meilleure tolérance au stress
oxydatif. Des approches couplant évolution et séquengage haut débit sont également
appliguées a I'étude des mutations compensatoires. Par exemple, I'analyse par
séquencgage de souches de Mycobacterium tuberculosis résistantes a la rifampicine
propagées en absence de pression de sélection antibiotique a permis de mettre en
évidence des mutations dans les génes rpoA et rpoC permettant de réduire le colt

biologique de la résistance (Comas et al., 2012).
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Plus récemment le développement de techniques dites de deep-sequencing
ouvre la voie a lidentification de mutations trés rares. Ces techniques de
séquencage a trés haute profondeur de lecture permettent de mieux dissocier des
événements rares du bruit de fond lié a la technique de séquencage employée. Dans
une étude récente, une équipe démontre, par analyse de profils de mutations
obtenus par deep-sequencing, que la présence d’ampicilline a des concentrations
sub-inhibitrices favorise I'apparition de mutations de transition*, signe d’'une sous-
expression des protéines impliquées dans la réparations des mésappariements (Jee
et al., 2016). De fagon intéressante, la méme analyse sur une souche sur-exprimant
la catalase, une enzyme impliquée dans la réduction du stress oxydatif, ne montre
aucune augmentation du taux de transition. Ces travaux suggérent donc que la
présence d’ampicilline a des concentrations sub-inhibitrices favorise la mutagénése
en générant un stress oxydatif qui induirait une sous expression des protéines
impliquées dans la réparation des mésappariements. Au dela de la simple
identification de mutations, les approches de séquengage peuvent donc aussi
renseigner sur des mécanismes plus fins impliqués dans la dynamique d’évolution

des populations bactériennes.
D. Ce que nous apprend I’évolution expérimentale.

1. Plusieurs réponses a un stress donné.

La plupart du temps, les expériences d’évolution démontrent qu’il n’existe pas
une seule et unique réponse adaptative a un stress donné (Palmer and Kishony,
2013). Bien que I'évolution converge vers la meilleure solution adaptative, le chemin
pour y parvenir n'est pas prédéfini. Bien au contraire, plusieurs événements

génétiques sont en mesure d’améliorer le fitness des bactéries. Si I'on représente
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fitness

Figure 28: lllustration du paysage adaptatif ou « fitness landscape » d’une bactérie.

Propriété de Randy Olson

A chaque mutation aléatoire, une bactérie progresse dans son paysage adaptatif. L’évolution tend a
faire converger les bactéries vers la meilleure solution adaptative représentée par le plus haut pic de
fitness. Dans I'exemple ci-dessus, le réplicat isogénique en bleu est en passe d’atteindre ce sommet.

Chacun des autres réplicats a suivi son propre chemin le long de ce paysage adaptatif.



conceptuellement le fithess d'une bactérie en fonction de ses possibilités
d’adaptation sur un graphique en 3 dimensions, les différentes réponses adaptatives
de la bactérie se traduisent par un paysage vallonné composé de « monts » qualifiés
en anglais de « fitness landscape » (Figure 28). Dans ce paysage vallonné, la
meilleure réponse adaptative correspond au sommet le plus haut. L’évolution tend a
faire converger les bactéries vers ce sommet. Toutes les bactéries n’atteindront pas
forcément ce sommet, se contentant d’'un sommet un peu moins haut rencontré en
chemin. L’équipe de Roy Kishony a beaucoup contribué a l'illustration de ce concept.
En faisant évoluer en paralléle cinq souches isogéniques de E. coli en présence de
différents antibiotiques, ils ont pu mettre en évidence par séquencage des réponses
adaptatives différentes dans les réplicats expérimentaux cultivés en présence de
chloramphénicol ou de doxycycline (Toprak et al.,, 2012). Bien que toutes les
trajectoires évolutives convergent vers une augmentation de la résistance, les
combinaisons de mutations de résistance dans chacun des réplicats étaient
différentes. Dans une expérience trés récente, cette équipe a aussi mis au point un
dispositif de culture permettant de visualiser, spatialement et en temps réel, les
différentes trajectoires évolutives d’une population bactérienne (Baym et al., 2016).
Dans cette expérience, des bactéries sont inoculées sur de I'agar solide contenant
un gradient spatial d’antibiotique et recouvert de gélose molle. Les bactéries vont
localement épuiser les ressources nutritives et se déplacer par chimiotaxie vers une
nouvelle région riche en nutriments. A mesure qu'elles vont se propager, les
bactéries vont étre confrontées a des concentrations croissantes d’antibiotique. Elles
ne pourront donc se développer plus loin que si elles s’adaptent a ces pressions
croissantes de sélection. Le suivi en temps réel de la culture par le biais d'un

dispositif d’enregistrement vidéo ainsi que des analyses phénotypiques et
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Figure 29: Trajectoire évolutive des bactéries résistantes dans un environnement

spatialement structuré. D’aprés Baym et al., 2016

A. Dispositif expérimental.

Le gradient de concentration de triméthoprime croit de I'extérieur vers l'intérieur. La gélose solide est colorée
en noir pour faciliter la visualisation des bactéries se déplagant dans la gélose molle.

B. Résultat de I'expérience apres 12 jours de croissance.

Les points représentent les différents prélevements de bactéries. Les lignes reliant un prélévement a un autre
sont déduites des analyses vidéo et génotypique des bactéries.

C. Images issues du dispositif de capture vidéo.




genotypiques ont ensuite permis de retracer le chemin suivi par chaque population
bactérienne (Figure 29). Bien que I'adaptation fasse converger les bactéries vers des
phénotypes de haute résistance, la dynamique spatiale, temporelle et mutationnelle
pour y parvenir est différente d’'un réplicat a I'autre.

Cette part d’'imprévisibilité a pour principale origine le caractére aléatoire des
mutations. Les mutations sont générées au hasard des erreurs des ADN
polymérases et sont par conséquent difficiles a anticiper. Ce phénoméne a trait a ce
que l'on nomme la dérive génétique. Au-dela de c¢a, des phénoménes plus
complexes d’épigénétiques peuvent également étre a I'ceuvre. Un exemple de ce
phénomeéne réside dans l'apparition de mutants capables de métaboliser le citrate
lors de l'expérience de Lenski. En essayant de « rejouer » I'évolution de cette
innovation a partir d’ancétres isolés a différents moments de I'expérience, Zachary
Blount se rend compte que la caractere Cit+ est plus enclin a apparaitre a partir de
bactéries ayant déja évolué sur plus de 20000 générations (Blount et al., 2012). lly a
donc eu un événement génétique particulier qui a potentialisé I'émergence du
caractére Cit+. En outre, la dynamique d’évolution d’'une population peut également
étre bouleversée par 'émergence de phénotypes dits hypermutateurs qui présentent
un taux de mutation anormalement élevé. Ces phénotypes impliquent le plus souvent
des mutations impactant la réparation de 'ADN ou [lactivité de correction de
certaines ADN polymérases. Ces populations souvent rencontrées dans le cadre
d’expériences d’évolution (Baym et al.,, 2016 ; Sniegowski et al., 1997) ont leur
fitness réduit au profit d'une meilleure évolvabilité. Du fait de leur taux accru de

mutation, ces populations auront néanmoins une dynamique d’évolution particuliére.
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Figure 30 : Représentation simplifiée de la dynamique adaptative d’une population bactérienne

dans un milieu homogéne. D’aprés Lenski et Travisano, 1994




Tous ces phénomeénes concourent a rendre I'évolution difficile a anticiper.
C’est donc vers l'analyse des traits convergents de I'évolution qu’il faut se tourner

pour appréehender les principes moteurs de I'adaptation.

2. Dynamique temporelle de I’adaptation.

Les expériences d’évolution nous apprennent que les mutations les plus
bénéfiques apparaissent généralement tot, souvent lors des premiéres centaines de
générations (Wiser et al., 2013) qu'’il s’agissent de mutations de résistance ou de
mutations compensatoires. Ces mutations a haut potentiel adaptatif permettent a
'hote d’améliorer rapidement son fithess en réponse a une pression
environnementale donnée. L’évolution se poursuit ensuite avec de nouvelles
innovations qui vont améliorer graduellement le fithess de la bactérie par petits

incréments (Figure 30).

3. Etla résistance dans tout ca ?

La plupart des études mentionnées précédemment démontrent que les
pressions de sélections antibiotiques sont capables de favoriser 'émergence et la
propagation de la résistance (Baym et al., 2016 ; Jee et al., 2016 ; Lee et al., 2010 ;
Suzuki et al., 2014 ; Toprak et al., 2012), notion a mettre en perspective avec I'effet
mutagéne de certains antibiotiques (voir chapitre précédent).

Au dela de cette observation, les études d’évolution ont aussi permis de mieux
comprendre pourquoi la résistance se maintient en dépit de colts parfois non
négligeables.

En ce qui concerne les mutations de résistance chromosomique, la majorité
des travaux démontre qu’il est plus rare de réverser la mutation que de la compenser

(Comas et al., 2012 ; Schrag and Perrot, 1996). Ceci s’explique notamment par le fait
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que la réversion implique un événement de mutation précis alors que la
compensation peut impliquer différents événements génétiques (Andersson and
Hughes, 2010).

Le maintien des plasmides de résistances a lui aussi longtemps posé question
a tel point qu’on parle souvent d’un « paradoxe du plasmide ». En absence de
pression de sélection les plasmides devraient étre perdus en raison de leur co(t
tandis qu’en présence d’antibiotique la meilleure réponse adaptative serait d’'intégrer
les génes de résistance au niveau du chromosome bactérien et de se débarrasser
des plasmides alors devenus obsolétes (MacLean and San Millan, 2015). Une
solution a ce paradoxe serait de considérer seulement les plasmides comme des
« parasites » qui voyageraient d’'un hbéte a l'autre avant d’étre perdus. Cette
hypothése suppose néanmoins un taux de conjugaison important, capacité dont la
majorité des plasmides sont dépourvus (Bergstrom et al., 2000). Cette hypothése est
donc insuffisante pour expliquer la persistance des plasmides a long terme. Ce sont
donc principalement des phénoménes de co-évolution entre I'héte et son plasmide
qui vont favoriser le maintien de ce dernier (Harrison and Brockhurst, 2012). Co-
évolution car non seulement le plasmide s’adapte a son héte mais réciproquement
'héte s’adapte pour maintenir un plasmide avantageux ou non dans certaines
conditions. Des mutations dans les génes gacA et gacS de I'héte sont par exemple
responsables d’une nette diminution du codt plasmidique (Harrison et al., 2015). Le
plasmide peut lui aussi s’adapter en perdant ou réduisant sa capacité a conjuguer
(Dahlberg and Chao, 2003) ou encore en perdant certains genes colteux (Modi et

al., 1991).
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A retenir :

L’évolution expérimentale permet dans le cadre d’expériences contrélées de tester des
hypothéses sur la dynamique évolutive des populations bactériennes.

En propageant des bactéries sur de longues générations en batch ou en chemostat, il
est désormais possible grace a des techniques de transcriptomiques et génomiques
toujours plus puissantes d’appréhender les modifications adaptatives directement a
I'échelle du génome.

Bien que [l'évolution soit liée a des phénoménes aléatoires, la distinction des
caractéres convergents de I'évolution de la simple dérive génétique a permis d’apporter
des réponses.

Ces réponses ont tout d’abord permis de préciser la dynamique temporelle de
'adaptation dans laquelle les mutations les plus avantageuses apparaissent t6t.

Ces études ont également permis de montrer a plusieurs reprises que les pressions de
sélection antibiotiques sont capables de favoriser 'émergence et la propagation de la
résistance. En outre, elles ont aussi permis de préciser les modalités de certains

mécanismes de compensation parmi lesquels la co-évolution d’un plasmide et son héte.
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Chapitre 3 - Modéle d’étude : les intégrons de

multirésistance

Durant les années 80, le séquengage de differents EGM va révéler I'existence

de fortes similitudes entre transposons et plasmides porteurs de genes de résistance

(Cameron et al., 1986 ; Hall et Vockler, 1987). Dans ces EGM, les génes de

résistance bien que différents sont pourtant précédés en 5 d’une séquence

conservée. Quelques années plus tard, Hatch Stockes et Ruth Hall démontrent que

cette plateforme conservée, qu’ils baptisent intégron, est capable de capturer et

d’exprimer des génes de résistance sous forme de cassettes (Stokes et Hall, 1989).

Deux grandes familles d’intégrons ont par la suite été définies :

Les intégrons de multirésistance (IM), ou intégrons mobiles (Nivina et al., 2016),
portant un nombre limité de cassettes codant le plus souvent pour des
résistances aux antibiotiques. Véhiculés par des plasmides ou transposons, les
IM jouent un réle majeur dans la dissémination des génes de résistance aux
antibiotiques.

A l'inverse les intégrons chromosomiques sédentaires (SCI) (Nivina et al., 2016)
jusqu’alors appelés super-intégrons sont des intégrons strictement
chromosomiques et peuvent arborer jusqu’a 200 cassettes souvent de fonction
inconnue. lls constituent un réservoir important de génes adaptatifs, permettant

aux bactéries de mieux répondre a divers stress environnementaux.

La suite de ce travail portera exclusivement sur les intégrons de multirésistance

(IM).
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Figure 31 : Organisation fonctionnelle d’un intégron.

Un intégron se compose d’une plateforme fonctionnelle, nommée 5°CS, et d’une partie variable contenant des
cassettes. La 5'CS se compose de 3 éléments clés: le gene intl qui code pour une intégrase, un site de
recombinaison att/ ou sont insérées les cassettes et enfin un promoteur Pc qui assure I'expression des cassettes.
Le niveau d’expression d’une cassette est fonction de sa distance avec le Pc : plus la cassette est proche du Pc plus
son niveau d’expression est élevé. Une cassette se compose d’un cadre ouvert de lecture encodant le plus souvent
une résistance a un ou des antibiotique(s) et d’un site de recombinaison attC indispensable a I'insertion ou
I’excision d’une cassette dans l'intégron. Il existe environ 130 cassettes différentes encodant des résistances a la
quasi-totalité des familles d’antibiotiques.



. Les IM: une plateforme fonctionnelle contenant 3

éléments clés.

Stricto-sensu, un intégron se résume a la présence dune plateforme
fonctionnelle, appelée région 5’ conservée (5'CS). Cette région 5’CS contient trois
éléments clés (Figure 31) :

- Un géne intl qui code une intégrase Intl responsable de la capture et de

l'insertion des cassettes.

- Un site spécifique de recombinaison, appelé site attl, qui sert de point

d’insertion aux cassettes.

- Un promoteur Pc permettant I'expression des genes contenus dans les

cassettes.

A. Le géne intl et la protéine Intl.

Transcrit a partir du promoteur Pint, le géne intl code une protéine
appartenant a la famille des recombinases a tyrosine spécifique de site : I'intégrase
Intl (Nunes-Diby et al., 1998). Cette protéine dont la mécanistique sera développée
ultérieurement est la clé du systéme intégron. C’est elle qui lui confére sa plasticité si
particuliére (voir paragraphe V).

Outre son importance mécanistique, la séquence de la protéine Intl est a la base
de la classification des intégrons. Chez les IM, cinq classes sont a distinguer dont
trois d’intérét clinique :

- Les IM de classe 1 (IM1), codant l'intégrase Intl1, protéine de 337 acides

aminés.
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Table 4 : Pourcentage d’identité (en rouge) et de similarité (en vert) entre les séquences protéiques

des intégrases de classe 1, 2 et 3. D’aprés Hall, 1999

Intégrases Intll Intl2 Inti3
Intil1 100 46,5 59,6
Intl2 63 100 46,3
IntI3 72,8 59,7 100
-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 +10 +20
; | I

| | |
CGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGE tagatgcactaagcacata
GCACcCAGcTACAAACTAETACCTCGTCGTTGCTAQ&TGCGTCGTCCCGTCAGCGGGATTTTGTTTgaatctac gtgattcgtgtat

DR2 DR1 L R

site faible site fort de
de liaison liaison

site coeur ou site simple

Figure 32 : Structure du site attl. D’aprés Partridge et al. 2000

Le site attl contient quatre points de liaison a 'intégrase. Les boites L et R constituent le « site coeur » ou « site
simple » de liaison. La présence de ces deux boites est indispensable a I'activité de I'intégrase. Les boites DR1 et
DR2 ne sont pas nécessaires a I'activité catalytique de la protéine mais en renforcent I'efficacité. Elles piegent
I'intégrase a proximité du site coeur grace a leur plus ou moins forte affinité pour Intl. Les fleches horizontales

indiquent I'orientation des sites de liaison.

La réaction de recombinaison a lieu dans la boite R au niveau du motif conservé GTT (fleche rouge).



- Les IM de classe 2 (IM2), codant l'intégrase Intl2, protéine de 178 acides
aminés, le plus souvent non fonctionnelle du fait d’'un codon STOP prématuré
dans le géne intl2 (Hansson et al., 2002).

- Les IM de classe 3 (IM3), codant l'intégrase Intl3, protéine de 346 acides

aminés.

Les séquences protéiques de ces intégrases présentent une forte similitude avec

40 a 60% d’identité protéique (Hall, 1999) (Table 4).

B. Le site de recombinaison attl.

Le site attl est reconnu spécifiqguement par la protéine Intl et sert de point
d’insertion aux cassettes. Composé a minima de 63 paires de base, la séquence du
site attl varie fortement d’'une classe d’intégron a l'autre. A chaque classe d’intégron
correspond son site att/ (Collis et al., 1998).

Bien qu’ayant des séquences variables, les sites att/ possédent un motif
conservé de 7 pb, nommé boite R, de consensus GTTRRRY (R: Purine, Y
Pyrimidine) (Figure 32). Avec la boite L, la boite R constitue un site dit « site
simple » ou « site coeur » de liaison a la protéine Intl (Collis et Hall, 2004). Deux
autres sites de fixation a la protéine Intl1, baptisés DR1 et DR2, sont également
présents (Gravel et al., 1998) (Figure 32). Non indispensables a l'activité de Intl1,
DR1 et DR2 augmentent néanmoins son efficacité (Partridge et al., 2000) en
permettraient de piéger la protéine Intl & proximité du « site coeur » favorisant ainsi
I'interaction entre Intl et la boite R ou a lieu la recombinaison, entre le G et le premier
T (Figure 32).

Chaque intégrase Intl présente une forte spécificité pour son site att/ associé

mais restent néanmoins capables de reconnaitre et recombiner les sites att/ d’autres
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classes d’'IM avec une efficacité moindre. L’intégrase Intl1, bien que plus efficace sur
le site aftl1, peut par exemple recombiner avec les sites att/l2 et attl3 (Collis et al.,

2002).
C. Le promoteur Pc.

Sauf exceptions, les cassettes de geénes 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 gene intl1,
environ 200 bases en amont de la premiére cassette. Ce promoteur est soumis a 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 lll).

Chez les IM2, le promoteur Pc est situé au sein du site attl. Sa séquence a pu
étre déterminée par des approches combinées de séquengage 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 géne intl3. 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 genes sous forme de

cassettes. La capture se fait par lintermédiaire d’'une recombinase encodée dans

I'intégron, la protéine Intl. L'insertion d’'un nouveau géne est réalisée par recombinaison

au niveau d’'un site spécifique, le site attl. Une fois insérés, les genes sont exprimés par

I'intermédiaire du promoteur Pc.

Selon la séquence protéique de l'intégrase Intl, 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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ll. Les cassettes : la partie variable de I'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 aftC reconnu par l'intégrase
Intl. Sous forme linéaire lorsqu’'elles sont insérées au sein des intégrons, les
cassettes se présentent, a I'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’a dix cassettes ont toutefois été décrits
(GenBank : KC170993). A [linverse certains IM ne portent aucune cassette

(Bissonnette et Roy, 1992).

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

La majorité des génes contenus dans les cassettes code une résistance a 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: [-lactamines, aminosides,
triméthoprime, chloramphénicol, fosfomycine, macrolides, rifampicine mais aussi
quinolones.

Certaines cassettes contiennent également des génes de fonction inconnue

dites cassettes gcu (gene of unknown function).
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A —Site attC double brin non structuré

R L R' cassette
" Ln '

5'—RYYYAAC—— C ....e.n.t.r:e..z.p..e.t.:.]'p_?f.bp.... ——GTTRRRY tS
F-IYRRRTTG—— G ~-memmemmmmcmcceeeas ——CAAYYYR bs

B — Structuration du site attC : apparition d’un motif cruciforme composé de
deux motifs « tige-boucle » simple brin

attCuagnz ucs Tige VTS
_ e ——— e ———————— e ) Ve
Boite R‘ e Boite L G (T A——
5'—GTCTAACG” ‘TT ATTAAGCCGCGCCGC’ 5 : / motif
3 —CAGATTGT, _ AA_  TAATTCGGCGCGGCG, 2 cruciforme
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Figure 33 : Structure du sites de recombinaison attC. D’aprés Escudero et al. 2015

A- Site attC double brin non structuré.

Présence de deux séquences inversées répétées R”’-L”” et L’-R’. En s’appariant sous forme simple brin, ces
séquences inversées répétées vont conduire a la structuration du site attC. Dans la représentation de la
cassette circulaire, le brin en pointillé représente le brin du haut (top strand ou ts) tandis que le brin du bas
(bottom strand ou bs) est représenté en trait continu.

B- Structuration du site attC: apparition d’un motif cruciforme composé de deux motifs
« tige-boucle » simple brin. Exemples des sites attCy.qa7 €t attCycrz/i-

Une fois structuré sous forme simple brin, le site attC présente deux boites R et L qui seront reconnues par la
protéine Intl. La réaction de recombinaison aura lieu dans la boite R entre le deuxieme A et le C du motif AAC
conservé (fleche rouge). La recombinaison s’opére sur le brin du bas (bs) plus recombinogéne.

Trois éléments structuraux importants sont a remarquer :

- la tige qui contient des bases dites extra-hélicoidales ou EHB issues de mésappariement entre les
séquences inversées répétées

- larégion UCS (Unpaired Central Spacer) comprise entre les boites R et L

- laboucle ou région VTS (Variable Terminal Structure) de taille et de structure variable

L'importance de ces 3 structures sera détaillée ultérieurement (voir paragraphe IV)



B. Le site attC, un site indispensable a la mobilité des

cassettes.

Chaque cassette posséde un site attC spécifique, reconnu par l'intégrase, qui
va permettre, par recombinaison avec un site aftl, sa capture au sein de l'intégron
(voir paragraphe V).

Bien que n’ayant que trés peu d’'identité de séquence, les sites attC possédent
une organisation palindromique conservée (Hall et al., 1991) constituée de deux
séquences inversees répétées, dites R”-L” et L’-R’(Figure 33-A) encadrant une
région de taille et séquence variable (Stokes et al., 1997). Grace a ces séquences
inversées répétées, un site attC sous forme simple brin va adopter une structure
secondaire cruciforme de type « tige-boucle » (Figure 33-B). Cette structure
secondaire « tige-boucle » sera reconnue par l'intégrase Intl et servira de substrat a
la réaction de recombinaison (Francia et al., 1999 ; Johansson et al., 2004).
Récemment, il a aussi été montré que l'intégrase pouvait se fixer sur des sites attC
non totalement structurés (Loot et al., 2014).

Une fois fixée, l'intégrase va catalyser des événements de recombinaison
mettant en jeu les sites R” et R’. Ces deux sites sont constitués de 7pb de
consensus RYYYAAC et GTTRRRY (R : purines, Y : pyrimidine) dont des résidus
conservés 5-AAC-3’ et 5GTT3’ (Stokes et al., 1997). Une fois structurées, les boites
R” et R’ reconstituent une boite R fonctionnelle contenant un triplet AAC conservé.
La recombinaison a lieu dans ce ftriplet, entre le A et le C (Figure 33) (Bouvier et al.,
2009) sur le brin anti-sens du site attC permettant ainsi la correcte insertion des
cassettes dans l'intégron afin qu’elles soient exprimées via le promoteur Pc (Nivina

et al., 2016).
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Ce systeme de reconnaissance mettant en jeu des sites reconnus non pas sur
la base de leur séquence mais sur la base de leur structure secondaire explique
comment lintégrase Intl peut reconnaitre et recombiner autant de sites affC de

séquence différente.

A retenir :

Les cassettes sont des unités fonctionnelles composées d’'une ORF et d’'un site de
recombinaison attC. L’'ORF contient le plus souvent un géne de résistance a un ou des
antibiotique(s). La majorité des familles d’antibiotiques est concernée. Aussi, une bactérie
portant un IM pourra potentiellement résister a de nombreux antibiotiques a condition de
capturer la cassette adéquate.

La capture des cassettes est rendue possible grace au site attC spécifiquement
reconnu par l'intégrase Intl. Une recombinaison entre le site attC d’'une cassette mobile

conduit a I'insertion de la cassette en aval du promoteur Pc afin d’y étre exprimée.
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Table 5 : Principaux variants de promoteurs Pc des IM de classe 1. D’aprés Jové et al. 2010

Variant Pc Séquence nucléotidique ‘ Fréquence Force relative
PcW TGGACA-N,,-TCNTAAGCT 16,5% 1
PcH1 TGGACA-N14-TCNTAAACT 28% 6
PcWren-10 TGGACA-N4,-TGNTAAGCT 16,8% 18
PcH2 TTGACA-N,-TCNTAAGCT 4,4% 20
PcS TTGACA-N,,-TCNTAAACT 24,3% 25

Les boites -35 et -10 du promoteur sont représentées en gras. La base G du motif TGN du PcWqgy.10 €5t
soulignée. Les valeurs des fréquences ont été obtenues suite a une analyse in silico. La force des variants est
rapportée a celle du Pc le plus faible, le PcW. PcW (Pc Weak), PcH1 (Pc Hybride 1), PcWrg.10, (PCW avec une
région TGN dans la boite -10), PcH2 (Pc Hybride 2) et PcS (Pc Strong).



lll. Parameétres influencant [I'’expression des génes

contenus dans les cassettes.

Comme mentionné précédemment, les cassettes sont généralement
dépourvues de promoteur et sont exprimées par le promoteur Pc situé dans la région
5'CS des intégrons. Lorsque plusieurs cassettes sont présentes, ces derniéres sont
co-transcrites, comme dans un opéron, a partir de Pc (Stokes et Hall, 1989). Si ce
postulat de départ semble simple, de nombreux paramétres vont pourtant

conditionner I'expression des cassettes.

A. La force du promoteur Pc.

Chez les IM1, 13 variants de Pc ont été décrits sur la base de variations dans
leurs boites « -35 » et « -10 » et sur la présence d’un motif « -10 étendu » (motif TGN
localisé en amont de la boite « -10 » améliorant I'efficacité de transcription) (Burr et
al., 2000 ; Jové et al., 2010). Méme si la majorité de ces promoteurs n’a été décrite
gu’occasionnellement, cing d’entre eux sont retrouvés plus fréquemment: PcW,

PcH1, PcWrgn-10, PcH2 et PcS (Table 5).

La force relative de ces variants est fonction de leur degré d’identité avec la
séquence consensus reconnue par le facteur de transcription 6’° chez E. coli. Plus la
séquence du promoteur est proche de la séquence consensus TTGACA-N47-
TATAAT, plus le niveau d’expression des genes en aval est important. Par ordre
croissant de force, on distingue donc le PcW, le PcH1, le PcWgn-10, le PcH2 et enfin

le PcS. A titre indicatif le PcS est 25 fois plus fort que le PcW (Jové et al., 2010).
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-35 -10 LexA box
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Figure 34 : Organisation de la région promotrice des IM de classe 1.

A- En absence du promoteur P2.

Les éléments -10 et -35 sont encadrés en violet pour Pintll et en jaune pour Pc. Les +1 de transcription sont
indiqués par une fléche et en gras. Le codon d’initiation de la traduction de I'intégrase est indiqué en caractéres
majuscules. Le site de fixation de LexA est encadré en rouge. L'intérét de ce site particulier sera détaillé dans le
paragraphe V.

B- En présence du promoteur P2

Les éléments -35 et -10 sont encadrés en rose pour P2. Les 3 G insérés créant le promoteur P2 sont soulignés
en rose ; cette insertion inactive le site de fixation de LexA. (Guérin, Jové et al., 2010).



Ainsi, la force du variant Pc va directement impacter les niveaux d’expression
des génes 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 étre associé a un second
promoteur, le promoteur P2 localisé au sein du site att/ (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 I'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 a la structuration du
transcrit d’ARN en « tige-boucle » au niveau des sites aftC. 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 a 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 espace de

quelques nucléotides d’un codon d’initiation de la traduction. Néanmoins, toutes les
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cassettes ne disposent pas d’'une bonne TIR (Hanau-Bergot et al., 2002). En effet,
selon la séquence du RBS les ribosomes sont plus ou moins bien recrutés et
démarrent plus ou moins facilement la traduction (Laursen et al., 2005). Des

cassettes portant une TIR inefficace seront donc difficilement traduites.

Néanmoins, un grand nombre d’'IM1 posséde, a I'extrémité 3’ de leur site attl,
un cadre ouvert de lecture, baptisée orf11, précédé d'une TIR efficace (GGAG-Ng-
ATG) et terminé par un codon STOP apporté par la premiére cassette. Il a été
proposé un modéle de couplage traductionnel dans lequel une partie des ribosomes
recrutés par le RBS de orf11, aprés avoir traduit orf11, ré-initie une traduction au
niveau du géne contenu dans la premiére cassette (Hanau-Bercot et al., 2002).
L’orf11 serait ainsi en mesure d’améliorer I'efficacité de traduction d’'une cassette
possédant une TIR peu efficace a condition qu’elle soit située en premiére position

dans le réseau.

A retenir :

Une fois la cassette de résistance insérée dans lintégron, son expression est

conditionnée par sa transcription puis sa traduction. La transcription de la cassette est

principalement influencée par la force du variant Pc. Plus le promoteur est fort, plus le

phénotype de résistance est important. Dans certain cas, la présence d’'un promoteur

secondaire P2 peut améliorer I'efficacité de transcription des génes de résistance.

La bonne traduction des cassettes est quant a elle conditionnée a la présence d’'une

région d’initiation de la transcription (TIR) efficace.

La position de la cassette dans le réseau est également déterminante. De fait, les

cassettes sont toutes co-transcrites par le Pc en un seul transcrit. Malheureusement la

structuration de 'ARN au niveau des sites attC va perturber le transit des ribosomes. Plus

une cassette sera éloignée dans le réseau, moins elle aura de chance d’étre traduite.

Pour étre bien exprimée, une cassette a donc tout intérét a étre en premiére position.
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Figure 35 : Alignement des domaines C-ter de recombinases a tyrosine. D’aprés Messier et Roy, 2001
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IV. Un réseau de cassettes dynamique.

L’intégrase Intl est capable de catalyser des réarrangements de cassettes par
l'intermédiaire de réactions de recombinaison mettant en jeu les sites att/ et attC :
- La recombinaison entre un site attl et le site attC d’'une cassette sous forme
circulaire conduira a l'insertion de cette cassette en aval du site attl.
- La recombinaison entre deux sites attC entourant une cassette dans un

intégron conduira a I'excision de cette cassette.

A. Une dynamique reposant sur lintégrase Intl1, une

recombinase a tyrosine spécifique.

L’intégrase Intl, est une recombinase a tyrosine spécifique de site (Nunes-
Duby et al., 1998). La réaction de recombinaison catalysée par ce type d’enzyme a
pour particularité de faire intervenir une tyrosine catalytique qui, par attaque
nucléophile sur un phosphate, va permettre la coupure de 'ADN. Contrairement a
leurs cousines les recombinases a sérine qui catalysent des coupures double brin,
les recombinases a tyrosine réalisent des coupures en 2 temps. Un brin du duplex
d’ADN de chacun des 2 sites est coupé, échangé formant un intermédiaire
réactionnel appelé jonction de Holliday. La résolution de cette jonction se fait ensuite
par coupure et échange du second brin d’ADN (Grindley et al., 2006).

Bien que présentant peu d’identité de séquence, les recombinases a tyrosine
sont généralement organisées en 2 domaines dont un catalytique. Ce domaine
catalytique, situé dans la partie C-terminale de la protéine, posséde des résidus
catalytiques RHRY conservés (Figure 35). Ces résidus catalytiques se situent dans
deux boites conservées, dites « box 1 » et « box 2 » qui encadrent les patchs |, Il et

[l servant a structurer le site catalytique (Messier et Roy, 2001).
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Figure 36 : Recombinaison attl/attC. D’aprés Escudero et al. 2015

La réaction met en jeu un site att/ double brin (en rouge) et un site attC simple brin structuré (en vert). Le brin
du haut de la cassette est représenté en pointillé, tandis que le brin du bas, substrat de la réaction est
représenté en trait plein. Le complexe synaptique de la réaction met en jeu quatre monomeres de la protéine
Intl. Les monomeéres actifs qui réalisent la coupure sont représentés en gris foncé. La réaction se fait en trois
temps. L’ADN est tout d’abord clivé par la tyrosine catalytique de la protéine Intl. S’en suit I'échange des brins
et la formation d’une jonction de Holliday atypique « double brin / simple brin ». La résolution de cette jonction
se fait par réplication de I’ADN. Les origines de réplication sont représentées par les points violets. La
recombinaison conduit a la formation de 2 produits : le substrat de départ et le substrat ayant inséré la
cassette. La recombinaison génere des sites attl et attC hybrides : les 6 derniers nucléotides du site att/

appartiennent au site attC et inversement.



Les intégrases Intl des intégrons constituent néanmoins une sous-famille
particuliere des recombinases a tyrosine car leur mécanisme de recombinaison

différe légérement de celui de la majorité des recombinases a tyrosine.

B. Réactions de recombinaison catalysées par Intl.

1. Recombinaison attl/attC : insertion de cassette.

La recombinaison attl/attC est la réaction la plus facilement catalysée par
l'intégrase Intl (Collis et al., 2001).

Le complexe catalytique est constitué de 4 monomeéres de la protéine Intl : 2
fixés sur les boites L et R du site attl et 2 fixés sur les boites L et R d'un site attC
structuré (Escudero et al., 2015).

La réaction de recombinaison met en jeu une tyrosine catalytique (Y>'? chez
Intl1). Cette tyrosine nucléophile va attaquer le phosphate électrophile d’'une liaison
phosphodiester. La tyrosine se lie alors de fagon covalente avec le phosphate,
induisant la rupture de la liaison phosphodiester et donc la coupure de 'ADN. Seuls
les monomeéres liés aux boites R” des sites att/ et attC réalisent une coupure qui a
lieu sur le brin du bas au niveau d’'un motif 5’-AAC-3’ entre le 2° A et le C.

S’en suit I'échange de brin, par attaque nucléophile des groupements OH
libérés par la premiere coupure sur les phosphates liés aux tyrosines. Le groupement
hydroxyle du site att/ attaque le phosphate de la liaison Y>'-P-attC tandis que le -OH
libre du site attC attaque le complexe Y>'2-P-attl. Une jonction de Holliday est alors
formée (Figure 36).

Cette réaction de recombinaison est néanmoins atypique. Traditionnellement
les réactions catalysées par les recombinases a tyrosine mettent en jeu des ADN

double brin. Ici, le site aftC est un ADN simple brin. La jonction de Holliday résultant
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Figure 37 : Recombinaison attC/attC. D’apreés Escudero et al. 2015

La réaction met en jeu deux sites attC hybrides (rose et vert) entourant une cassette. Ces sites sont hybrides
car I'insertion des cassettes s’est faite au préalable par une recombinaison attl/attC (voir figure précédente).
Le brin du haut des sites attC est a nouveau représenté en pointillés, tandis que le brin du bas, substrat de la
réaction est représenté en trait plein. Le complexe synaptique de la réaction met en jeu quatre monomeéres de
I'intégrase Intl. Les monomeres actifs qui réalisent la coupure sont représentés en gris foncé. La réaction se fait
en trois temps. L’ADN est tout d’abord clivé par la tyrosine catalytique de la protéine Intl. S’en suit I’échange
des brins et la formation d’une jonction de Holliday atypique « simple brin / simple brin ». La résolution de
cette jonction se fait par réplication de I’ADN. Les origines de réplication sont représentées par les points
violets. La recombinaison conduit a la formation de 3 produits : le substrat de départ, le substrat ayant excisé
la cassette et la cassette excisée sous forme simple brin (celui du bas). La cassette simple brin peut servir de
substrat pour une nouvelle réaction d’intégration (recombinaison att//attC).



de cette recombinaison « double brin / simple brin » posséde donc une forme
atypique (Figure 36). Sa résolution ne peut passer par le mécanisme traditionnel des
recombinases a tyrosine impliquant une deuxiéme coupure (Mazel, 2006).

Il a réecemment été démontré que la résolution de cette jonction atypique se
fait par I'intermédiaire d’une étape de réplication de 'ADN (Loot et al., 2012). Cette
étape de réplication conduit a la formation de 2 produits : le substrat de départ sans
insertion de cassette et le méme substrat ayant inséré la cassette (Figure 36).

Le résultat de la recombinaison produit un site att/ chimérique dans lequel les
6 derniers nucléotides de sa boite R appartiennent a la boite R du site attC de la
cassette insérée. De méme, le site attC de la derniére cassette dans le réseau sera

toujours terminé par les 6 derniers nucléotides du site att/ (Escudero et al., 2015).

2. Recombinaison attC/attC : excision de cassette.

La réaction de recombinaison entre les deux sites attC entourant une cassette
conduit a I'excision de cette cassette et a sa libération sous forme circulaire (Collis et
Hall, 1992).

La mécanistique de cette réaction de recombinaison est similaire a celle
décrite dans le paragraphe précédent : coupure des ADN au niveau des sites R de
chaque site attC, échange des brins, formation d’une jonction de Holliday simple brin
et résolution de cette derniére par réplication des ADN (Figure 37) (Escudero et al.,
2015).

La encore le mécanisme est semi-conservatif et conduit a la formation de 2
produits : un produit ayant excisé la cassette, I'autre non (Figure 37). Il convient de
noter que la cassette libérée le sera sous forme simple brin (le brin du bas initial).
Par structuration en tige-boucle, le site attC de cette cassette simple brin pourra
servir de site de fixation a la protéine Intl pour une nouvelle réaction d’intégration.
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Figure 38 : Recombinaison attl/attl. D’aprés Escudero et al. 2015

La réaction met en jeu deux sites att/ double brin (rouge et vert). Le complexe synaptique de la réaction met en
jeu quatre monomeres de la protéine Intl. Les monomeres actifs qui réalisent la coupure sont représentés en
gris foncé. La réaction commence comme dans les cas précédents avec coupure de I’ADN et échange du
premier brin. Néanmoins ici, la jonction de Holliday « double brin » formée est une jonction classique des
recombinases a tyrosine. La résolution de cette jonction peut donc se faire par coupure et échange du second
brin selon le mécanisme classique des recombinases. La résolution de la jonction peut toutefois étre réalisée
par mécanisme réplicatif comme dans les cas précédents. Quelque soit le mode de résolution, la
recombinaison att//att/ conduit a la formation d’un produit nommé « co-intégrat » dans lequel les 2 substrats
de départ ont fusionné.



Néanmoins cette réaction d’insertion devra se faire rapidement sans quoi 'ADN

simple brin sera rapidement dégradé.

3. Autres types de recombinaisons.

Deux sites attl peuvent également recombiner entre eux. Cette réaction reste
néanmoins 1000 fois moins efficace que la recombinaison entre un site att/ et un site
attC (Collis et al., 2001).

Cette réaction est particuliere car contrairement aux réactions précédentes,
les deux substrats de la recombinaison sont doubles brins. La jonction de Holliday
formée apres échange du premier brin est donc une jonction de Holliday classique
(Figure 38). Cette derniére pourra étre résolue de deux facons : classiquement selon
le mécanisme standard des recombinases a tyrosine par clivage et échange du
second brin ou bien comme précédemment par un mécanisme réplicatif (Escudero et
al., 2015). Dans les deux cas, la réaction aboutie a la fusion des deux substrats de
départ en un « co-intégrat » (Figure 38).

Enfin les sites attl et attC peuvent recombiner sur des sites secondaires
contenant un motif GNT (Recchia et al., 1994). Des recombinaisons attC/site
secondaire ont déja été observées naturellement sur des plasmides (Recchia et Hall,
1995). Les réactions attl/site secondaire n'ont pour l'instant été observées qu’in vitro
et se sont avérées trés peu fréquentes (Hansson et al., 1997). Dans tous les cas,
I'excision d’'une cassette insérée au niveau d’un site secondaire est peu probable.
Ces réactions aspécifiques pourraient conduire a l'acquisition stable de géne de

résistance mais aussi créer de I'instabilité génomique.
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Figure 39 : Modeéle de réarrangement du réseau de cassettes en réponse a un stress antibiotique.

Les sites att/ et attC sont représentés respectivement par des sphéres oranges et des triangles. Les triangles
bicolores représentent les sites attC hybrides générés par les recombinaisons attl/attC (voir Figure 6). Les croix
sous les cassettes attestent de leur niveau d’expression.

A - Llintégron est capable de répondre a un stress antibiotique en intégrant une cassette de résistance
(cassette rouge). Cette intégration se fait préférentiellement au niveau du site attl, par recombinaison entre le
site attl de I'intégron et le site attC de la cassette. La cassette est toujours insérée en premiére position a
proximité du Pc. Son niveau d’expression est alors maximal ce qui permet de résister d’autant mieux a
I'antibiotique.

B- Si I'intégron porte déja dans son réseau une cassette permettant de résister a I'antibiotique, il est proposé
que son rapprochement a coté du Pc se fasse en 2 étapes: tout d’abord par excision de la cassette
(recombinaison attC/attC) puis par sa réinsertion en premiére position (recombinaison attl/attC). A proximité
du Pc, la cassette est mieux exprimée : la bactérie résiste mieux a I'antibiotique.

9119552 3un, p uoneisAu| : v

9119ssed aun, p Juswaydoiddey : g



C. Réarrangement de cassettes en réponse a un stress

antibiotique.

Compte tenu des mécanismes de recombinaison présentés précédemment, il est

proposé qu’en réponse a un stress antibiotique un intégron puisse :

Intégrer une cassette de résistance permettant de lutter efficacement contre

cet antibiotique (Figure 39-A). Les recombinaisons attl/attC étant bien plus

efficaces que les recombinaisons attC/attC (Collis et al., 2001), I'intégration se
fait préférentiellement au niveau du site att/ de I'intégron. La nouvelle cassette
est donc insérée en premiére position dans le réseau de cassettes ce qui
maximise son niveau d’expression (Collis and Hall, 1995) et le niveau de
résistance de la bactérie.

Rapprocher une cassette de résistance déja présente dans son réseau

(Figure 39-B). La cassette déja présente dans le réseau serait rapprochée du
Pc pour une expression plus importante. |l est proposé que ce rapprochement
se fasse en deux temps. La cassette de résistance serait tout d’abord excisée
par une recombinaison attC/attC avant d’étre réintégrée en premiére position
dans le réseau par une recombinaison attl/attC (Figure 39-B). Néanmoins ce
modéle a récemment été mis a mal par des travaux s’intéressant aux
réarrangements de cassettes en réponse a un stress antibiotique (Barraud
and Ploy, 2015). Dans ces travaux, il a été montré que le mouvement d’une
cassette (catB9, résistance au chloramphénicol) se faisait plus par excision
des cassettes situées en amont que par excision de la cassette d’intérét pour

une réinsertion au site aftl.
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Table 6 : Polymorphisme du Pc et activité de I'intégrase associée. D’aprés Jové et al. 2010

PcW Intlrsz_n3o 1 1
PcH1 Intlrss n3o X6 1
PcWren.10 Intlps; g X18 +336
PcH2 Intlrsy 3o X 20 +51
PcS Intlrs; n3o X 25 +51

La force des variants Pc est rapportée a celle du Pc le plus faible, le PcW. Les activités d’excision sont également
rapportées a celle du PcW. On observe une corrélation inverse entre la force de promoteur et l'activité
d’excision de l'intégrase associée. Les Pc faibles (PcW et PcH1) sont associés a des intégrases plus efficaces en
activité d’excision.

VTS
Plus il est complexe, moins le site attC a

ucs
Stabilise le complexe synaptique et module

. . de chance de se structurer correctement
la bonne structuration du site attC

} |
boite R boite L
- g )

3———TTG v
1_1\/ G T Y
T 1 attCycrz/1

Triplet conservé

. N - EHBs

Indispensable a la recombinaison
Oriente la recombinaison sur le brin
du bas et module I'efficacité de la

recombinaison

Figure 40 : Motifs structuraux impactant le pouvoir recombinogéne des sites attC. D’aprés Escudero
etal. 2015

Le pouvoir recombinogene d’un site attC est fonction de 2 parameétres : une bonne structuration sous forme
« tige-boucle » et I'efficacité avec laquelle I'intégrase va recombiner ce site.

La structure du VTS (Variable Terminal Sequence) peut jouer sur I'efficacité avec laquelle un site attC va se
structurer. Plus la structure du VTS est complexe, plus le site attC aura du mal a adopter une structure « tige-
boucle »

L'efficacité de la recombinaison est quant a elle conditionnée a la présence du triplet AAC conservé. Sans ce
triplet pas de recombinaison. De méme la région UCS (Unpaired Central Spacer) en stabilisant le complexe
synaptique va pouvoir moduler I'efficacité de la recombinaison. Enfin les EHBs (Extra-Helical Bases) en plus
d’orienter la recombinaison vont également impacter I'efficacité de la recombinaison. Certains couples d’EHBs
sont plus favorables a la recombinaison que d’autres. Par exemple, les intégrases Intll sont plus efficaces sur
les sites attC présentant deux EHB espacés de 6 nucléotides de type G-Ng-T ou C-Ng-T (Larouche et Roy, 2011).



D. Paramétres influencant le potentiel recombinogéne des

I'intégron.

1. Influence du polymorphisme du Pc.

Du fait de sa localisation dans la séquence codante du gene intl1, le
polymorphisme du Pc influence la séquence en acides aminés de la protéine Intl1.
Aux cing variants de Pc les plus fréquents sont associés trois variants protéiques
d’Intl1 : Intlrs2 n3g (PcH2 et PcS), Intlpsz Has (PCWran-10) et Intlrsz Hag (PCW et PcH1).
De facon intéressante, il a été démontré qu'il existe une corrélation inverse entre la
force du Pc et I'activité de recombinaison de la protéine Intl1 associée : plus le
promoteur est faible, plus I'activité d‘excision de la protéine Intl1 est forte (Table 6)

(Jové et al., 2010).

2. La structure des sites atiC.

Différentes structures au sein des sites attC conditionnent le pouvoir
recombinogéne de ces derniers (Figure 40).

Parmi ces structures, on retrouve tout d’abord une région appelée UCS
(Unpaired Central Spacer). Cette région, comprise entre les boites R et L des sites
attC, contient des nucléotides non complémentaires qui conférent a cette structure
une forme de boucle. La région UCS intervient dans la stabilisation du complexe
synaptique lors de la recombinaison (MacDonald et al., 2006). La forme de cette
boucle d’ADN va ainsi pouvoir moduler l'efficacité de la recombinaison. En outre
cette région empécherait I'intégrase de re-échanger un brin déja échangé (Bouvier et
al., 2009).

Les bases dites extra hélicoidales ou EHB (pour Extra Helical Bases) jouent
également un réle déterminant lors de la recombinaison. Les EHB sont issues du
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mésappariement de certaines bases au sein de la tige des sites atftC 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 deuxiéeme EHB, souvent
un T (Bouvier et al., 2009). Les EHB ont 3 roles 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 Intl. Selon les bases extrudées, lefficacité de la
recombinaison sera différente. Par exemple, les intégrases Intl1 seront
particulierement efficaces sur les sites attC présentant deux EHB espacées de 6
nucléotides de type G-Ng-T ou C-Ng-T (Larouche et Roy, 2011). Enfin elle empéche
une seconde coupure du site affC en repoussant la tyrosine catalytique du
monomere d’Intl fixé sur la boite L (MacDonald et al., 2006).

Enfin l'activité recombinogéne 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 I'élément VTS (Variable Terminal Sequence)
(Figure 40). Les VTS peuvent avoir des tailles mais surtout des structures
différentes. Par exemple le VTS du site aftC..qa7 est constitué de 3 nucléotides
mésappariés (Figure 33, page 83). A l'inverse le site attCycrz/r (Site retrouvé dans un
S| de Vibrio cholerae), beaucoup plus long, disposera lui-méme 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 fagon général, il
est admis que les sites VTS longs sont peu favorables a I'extrusion de motifs tige-

boucle au niveau du site attC (Loot et al., 2010).

94






A retenir :
L’incroyable plasticité du réseau de cassettes des IMs est liée a I'activité de I'intégrase

Intl capable :

- d'intégrer une cassette pour répondre a un stress antibiotique par
recombinaison entre le site att/ de I'intégron et le site attC d’'une cassette.
- d’exciser une cassette par recombinaison entre les deux sites attC.
- de rapprocher une cassette du Pc pour mieux I'exprimer par excision puis

réinsertion.

Les intégrations se font préférentiellement en premiére position dans le réseau, ce qui

maximise I'expression de la derniere cassette ajoutée.

Toutes les cassettes ne sont néanmoins pas aussi « recombinogénes » les unes que
les autres. Certains sites attC sont plus facilement mobilisés par la protéine Intl ou

recombinent plus efficacement.

Le dynamisme de l'intégron est aussi impacté par la séquence de son promoteur Pc. Il
a été montré que les Pc faibles étaient associés a des intégrases trés actives alors que
les Pc forts étaient associés a des intégrases a faible activité. Autrement dit I'intégron
semble devoir « choisir » entre dynamisme et forts niveaux d’expression des génes de

résistance.

Enfin, il important de noter que les intégrons peuvent étre source d’instabilité
génomique en provoquant réactions de recombinaison aspécifiques dans les génomes

bactériens.
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V. Un systéme 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 méme,
les réseaux contiennent encore souvent des cassettes codant des résistances a des
antibiotiques pourtant peu utilisés (sat, aad). Autant d’éléments qui suggérent que le

systéme pourrait étre constitutivement réprimé.

A. Régulation par la réponse SOS.

En 2009, des travaux au laboratoire ont permis de mettre en évidence
I'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 méme
travaux, il a également été montré que des antibiotiques inducteurs du SOS
(mitomycine, ciprofloxacine et triméthoprime) étaient capables d’induire I'expression
du geéne intl1 chez E. coli et V. cholerae (Guerin et al., 2009). Par la suite, des
études in silico ont permis de démontrer I'existence de cette boite LexA chez plus de
600 intégrons dont des ISC (Cambray et al., 2011)

Aussi il est proposé qu’en réponse a un stress antibiotique générant des
ADNs simple brin, l'expression du géne intl soit induite favorisant ainsi les
réarrangements de cassettes et le rapprochement d’'un géne permettant de répondre

au stress antibiotique.

B. Autres régulations connues.

D’autres types de régulation du géne intl ont aussi été mis en évidence. La
protéine CRP (protéine réceptrice d AMP cyclique) serait notamment impliquée dans

la régulation du géne intlA de Tlintégron chromosomique de Vibrio cholerae
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(Baharoglu et al., 2012). Les protéines FIS (Factor for Inversion Stimulation) et H-NS
(Histone-like Nucleoid Structuring protein), deux protéines associées aux protéines
du nucléotide, seraient également des répresseurs négatifs de I'expression du géne

intl1 (Cagle et al., 2011).

En plus de ces mécanismes mettant en jeu des protéines régulatrices, le
promoteur Pint peut aussi dans certains cas étre régulé par un phénomeéne
d’interférence transcriptionnelle, comme cela a été démontré pour les IM1. De fait,
les promoteurs Pc et Pint se font face et l'initiation de la transcription sur un de ces
promoteurs peut dans certains cas interférer avec celle de l'autre. Une telle
interférence a été démontrée lorsque le Pint fait face au variant PcS, tres affin pour
les ARN polymérases (Guérin et al., 2011). Dans ces conditions, le PcS va
préférentiellement initier la transcription des génes contenus dans les cassettes

inhibant au passage la transcription du géne intl.

A retenir :

Parmi les mécanismes de régulation du géne intl, on retiendra principalement la

régulation SOS dépendante.

Cette régulation est intéressante car elle suggére que l'expression du géne intl,
constitutivement réprimé, peut étre induite par certains stress antibiotiques
(triméthoprime, quinolone, ...). Induite, la protéine Intl va alors pouvoir capturer la

cassette permettant de résister a cet antibiotique.

L’intégron de par sa mécanistique et sa régulation est donc capable de répondre
efficacement a un stress antibiotique. lls conférent aux bactéries un incroyable potentiel
adaptatif.

Ce potentiel adaptatif est sans doute la clé du succés épidémiologique des intégrons.

lls permettent aux bactéries de résister toujours mieux aux antibiotiques.
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VI. Diversité épidémiologique des IM.

Les IM sont souvent associés a des éléments génétiques mobiles de type
plasmide ou transposon. De ce fait, ils sont largement impliqués dans la
dissémination de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Daikos et al.,

2007 ; Leverstein-van Hall et al., 2003 ; Martinez-Freijo et al., 1998).

A. Diversité des IM.

1. Les IM1.

Les IM1 sont les intégrons trés prévalents en clinique et sont par conséquent
les plus étudiés. lls ont été décrits chez de nombreuses bactéries a Gram négatif
(BGN) et plus rarement chez des bactéries a Gram positif (BGP).

Les IM1 sont souvent associés au transposon Tn402 et/ou a des transposons
de la famille Tn3 (Tn21 ou Tn1696) (Hall, 1997).

Leur séquence en 3’, en aval des cassettes, est aussi souvent conservée.
Cette région, baptisée 3'CS, encode 3 génes : qacEAT (résistance aux ammoniums
quaternaires), sul1 (résistance aux sulfamides) et une orf, baptisée orf5, de fonction
inconnue. Cette 3'CS est probablement un vestige de I'histoire évolutive des IM1
(voir paragraphe VII)

La plupart des cassettes a déja été décrite au sein d’'IM1 (Partridge et al.,
2009). Il existe donc une multitude de réseaux de cassettes différents et il serait bien
ambitieux de tenter de tous les décrire. Depuis quelques années, une base de
données, baptisée INTEGRALL*, recense et annote des séquences d’intégrons
(Moura et al., 2009). Pas moins de 3000 séquences d’IM1 y sont répertoriées. Les
cassettes aad et dfr sont y particulierement représentées (dans plus de 60% des

réseaux de cassettes chez E. coli, d’aprés INTEGRALL).
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Différentes études se sont aussi intéressées a I'épidémiologie des variants de
Pc. Pour rappel, 13 différents variants de Pc ont été décrits chez les IM1. Tous les
travaux sur le sujet s’accordent a dire que les promoteurs faibles (PcW et PcH1) sont
plus prévalents (Cocchi et al., 2007; Moura et al., 2012; Wei et al., 2013a). En 2001,
une étude sur des souches d’Entérobactéries collectées entre 1993 et 1999 montre
néanmoins des prévalences de Pc forts en augmentation : 14% en 1993, 24% en
1996 contre 46% en 1999 (Schmitz et al., 2001).
La présence d'IM1 a aussi souvent été corrélée a des phénotypes de multirésistance
(Koczura et al., 2014; Leverstein-van Hall et al., 2003). De ce fait, les IM 1 sont des

acteurs majeurs de la dissémination de I'antibiorésistance.

2. Les IM2.

Cette classe d’intégron est généralement associée au transposon Tn7,
assurant a ces derniers une mobilité importante (Wolkow et al., 1996).

Les IM2 portent souvent les cassettes dfrA1 (résistance au trimethoprime),
sat2 (résistance a la streptothricine), et aadA1 (résistance a la spectinomycine et
streptomycine) (Hansson et al., 2002). Des cassettes plus atypiques ont aussi été
décrites ces derniéres années. En 2003, I'équipe de Didier Mazel a par exemple
décrit un IM2 encodant un géne ereA (Biskri and Mazel, 2003). Autre exemple en
2005 ou des souches de A. baumannii, porteuses d’'un IM2 contenant les cassettes
aadB, catB2 et dfrA1, ont été décrites (Ramirez et al., 2005a). Cette faible diversité
de cassettes s’explique en partie par la non-fonctionnalité de l'intégrase Intl2
empéchant la capture de nouvelles cassettes. Pour rappel, le géne intl2 présente un
codon STOP prématuré en son sein.

Pourtant des IM2 contenant des génes intl2 sans codon stop (encodant donc
des protéines Intl2 fonctionnelles) ont aussi été décrits. Les premiers ont été
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observés dans des souches de Providencia stuartii d’origine bovine en 2006 (Barlow
and Gobius, 2006). En 2008, une souche de E. coli uruguayenne est aussi porteuse
d’'un IM2 encodant une protéine Intl2 fonctionnelle (Marquez et al., 2008). Plus
récemment en 2014, un de ces IM2 a été décrit en Chine dans un isolat de Proteus
mirabilis (Wei et al., 2014).

Bien que moins prévalents que les IM1, les IM2 sont souvent retrouvés en

clinique.

3. Les IM3.

Seule une petite dizaine d'IM3 a été décrite. lls portent généralement un
réseau contenant des génes de type bla (résistance aux B-lactamines) et aacA4
(résistance a la tobramycine, nétilmicine et amikacine) (Arakawa et al., 1995 ;
Correia et al., 2003 ; Barraud et al., 2013).

La premiére description d’'un IM 3 a été réalisée chez une souche de Serratia
marcescens résistante aux carbapénémes en 1995 (Arakawa et al., 1995). Par la
suite des IM3 ont été décrits chez des souches de Pseudomonas putida (Shibata et
al., 2003), K. pneumoniae (Correia et al., 2003), Delftia (Xu et al., 2007), E. coli
(Poirel et al., 2010), Enterobacter cloacae (Barraud et al., 2013) et plus récemment
chez Acinetobacter johnsonii, Aeromonas allosacharophila et Citrobacter freundii
(Simo Tchuinte et al., 2016).

Si  limpact clinique des IM3 reste anecdotique, des approches
métagénomiques ont montré d’importantes quantités d'IM3 dans des échantillons
environnementaux (Moura et al., 2010 ; Stalder et al.,, 2014). Les IM3 pourraient
donc étre d’importants acteurs de la dissémination de I'antibiorésistance dans

'’environnement.
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B. Les bactéries hotes.

1. Les bactéries a Gram négatif (BGN).

La quasi-totalité des IM décrits a été isolée a partir de BGN. Les IM1 y sont
particulierement prévalents. En 2015, une revue recense des prévalences d’'IM1
allant de 21% a 59% chez les BGN (Deng et al., 2015b).

De nombreux IM ont été isolés a partir de bactéries appartenant a la famille
des Enterobacteriaceae. Les principaux genres concernés sont les genres
Escherichia (Gassama et al., 2004 ; Machado et al., 2005 ; Skurnik et al., 2005),
Klebsiella (Poirel et al., 2000; Rao et al., 2006), Enterobacter (Jeong et al., 2003 ;
Perilli et al., 2008), Serratia (Bagattini et al., 2004 ; Yum et al., 2002), Salmonella
(Ahmed et al., 2016 ; Krauland et al., 2009) et Shigella (Dubois et al., 2007 ; Pan et
al., 2006). Les descriptions au sein des genres Proteus (Wei et al., 2014), Citrobacter
(Ferreira et al., 2010), Morganella (Tsakris et al., 2007) et Yersinia (Soto et al., 2003)
sont plus rares.

Chez les Pseudomonadales, les genres Pseudomonas (Ruiz-Martinez et al.,
2011; Yan et al., 2006) et Acinetobacter (Ruiz et al., 2003; Turton et al., 2005) sont
aussi des hoétes fréquents.

Des IM ont aussi été trouvés plus rarement chez les genres
Stenotrophomonas (Barbolla et al., 2004), Burkholderia (Ramirez et al., 2005b),
Vibrio (Rajpara et al., 2009), Aeromonas (L’Abée-Lund and Sgrum, 2001),
Campylobacter (Lee et al., 2002), Helicobacter (Crespo et al., 2005) ou Bordetella

(Kadlec et al., 2007).
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2. Les bactéries a Gram positif (BGP).

Seule une dizaine de publications fait état d'IM chez des BGP. La majorité des
IM décrits chez des BGP étaient des IM1. La premiere description d’'un IM1 chez une
BGP remonte a 1990 avec la découverte d'un IM dans une souche de
Mycobacterium fortuitum (Martin et al., 1990). A l'instar du genre Mycobacterium, des
IM sont souvent retrouvés dans des BGP a haut GC% : Corynebacterium (Barraud et
al., 2011 ; NeSvera et al., 1998), Arcanobacterium (Liu et al., 2009), Arthrobacter

(Agersg and Sandvang, 2005) ou Actinotignum (Barraud et al., 2016).

C. Les réservoirs.

1. L’homme.

Plusieurs centaines de publications font état d'IM chez I'homme. Leur
présence pose un probléeme majeur en pratique clinique car ces derniers sont
souvent associés a des phénotypes de multirésistance.

La majorité des IM décrites en contexte clinique a été retrouvée chez des
BGN entéropathogénes. En 2009, une étude sur plus de 800 souches cliniques de
salmonelles révéle que 13% de souches étaient porteuses d'IM1. Les shigelles sont
aussi des hétes fréquents. Si les IM1 y sont peu prévalents, 13% de souches sont
concernées selon une étude espagnole (Navia et al., 2004), des IM2 y sont
fré<quemment retrouvés. Deux études, sénégalaise et coréenne, rapportent des
prévalences d’'IM de classe 2 de 93% et 100% respectivement chez des shigelles
multirésistantes (Gassama-Sow et al., 2006 ; Jin et al., 2010).

En contexte d’infection urinaire, les études révélent des prévalences d’'IM
élevées souvent supérieures a 40%. Une étude australienne réalisée sur des

souches tout venant, sans tenir compte des phénotypes de résistance, révélent par
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exemple une prévalence de 49% d'intégrons toutes classes confondues (White et al.,
2001). Une autre étude sur des souches d’E. coli isolées entre 1980 et 2002 fait état
de 54% de souches porteuses d’'IM1 et de 5 % de souches porteuses d’'IM2 (Yu et
al., 2003).

Des intégrons ont également souvent été retrouvés dans des échantillons
d’hémocultures avec des prévalences qui varient de 5 % a 40% selon les espéces
bactériennes isolées (Heir et al., 2004 ; Schmitz et al., 2001 ; Vinué et al., 2010). Les
intégrons seraient en outre de trés bon marqueurs prédictifs des hémocultures
positives dans des cas de septicémies a germes Gram négatif (Barraud et al., 2014).

Quelques études ont décrit la prévalence des IM dans la flore commensale.
Généralement les prévalences rapportées oscillent entre 15 et 30% (Leverstein-van
Hall et al.,, 2002 ; Vasilakopoulou et al.,, 2009 ; Vinué et al., 2008). De fagon
intéressante, il a été démontré que ces valeurs étaient affectées par différents
facteurs notamment 'age (Sepp et al., 2009), le mode de vie (Skurnik et al., 2005)

mais aussi les séjours hospitaliers et I'antibiothérapie.

2. Le monde animal.

De nombreux IM ont été mis en évidence chez des bactéries commensales ou
pathogénes animales. Les espéces concernées sont nombreuses : chiens, chats
(Cocchi et al., 2007), bovins, ovins, porcins, volailles (Goldstein et al., 2001),
chevaux (Vo et al., 2007), mouettes (Dolejska et al., 2007), tortues (Diaz et al.,
2006), animaux de zoo (Ahmed et al., 2007) ou méme poissons (Jacobs and Chenia,
2007). Globalement, plus une espéce animale est exposée a des traitements
antibiotiques, plus son portage en intégrons est élevé.

Ainsi les animaux de ferme, fortement exposés aux antibiotiques, affichent des
prévalences élevées d’intégrons. Le portage digestif des porcs semble
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particulierement important. Une étude chilienne sur des salmonelles commensales
rapporte des fréquences d’intégrons atteignant 57% pour les IM de classe 1 et 35%
pour les IM de classe 2 (Lapierre et al., 2008). Dans une étude similaire au Japon,
51% des isolats étaient porteurs d’integrons (Futagawa-Saito et al., 2010). La volaille
est aussi particuliérement concernée. Deux études, grecque et coréenne, révélent
des taux de portage de l'ordre de 45%-50% chez des souches commensales de
E. coli (Kang et al., 2005 ; Vasilakopoulou et al., 2009). Les animaux domestiques
affichent également des taux de portage importants. Une étude réalisée en 2007
chez des chat et chiens rapporte que 22% des isolats commensaux portent des
intégrons (Cocchi et al., 2007). Une étude plus récente sur des chats et chiens
américains semble confirmer cette fourchette de valeur en affichant des prévalences
en intégrons de 29% (Shaheen et al., 2010). Une étude sur des bactéries isolées
d’animaux vivant dans des environnements a faible, moyenne ou forte anthropie
montre qu’il existe une corrélation entre le portage d’intégron et la proximité de
’Homme (Skurnik et al., 2006).

Il est important de noter que toutes les études citées jusqu’a présent portaient
sur des BGN. Pourtant 'occurrence de BGP porteurs d’intégrons dans le monde
animal, bien que moins étudiée, semble tout aussi alarmante. Une étude réalisée sur
des litieres de poulets aux Etats Unis a montré une prévalence d’intégrons
supérieure a 90% imputable essentiellement a des BGP présentes a 85% dans les
échantillons analysés (Nandi et al., 2004). Une étude similaire sur des Arthrobacter
et Corynebacterium issus de porcherie révéle des prévalences d’intégrons de 'ordre
de 15% (Agers@ and Sandvang, 2005).

Autre constat alarmant, des intégrons ont été retrouvés plusieurs fois dans le

circuit alimentaire. Une étude américaine réalisée sur 200 lots de viande hachée a
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montré que 20% des lots contenaient des salmonelles et que 50% d’entre elles
étaient porteuses d’intégrons (White et al., 2001). Méme constat en Chine,
Allemagne, Tunisie et Norvége avec de la viande contaminée par des bactéries
porteuses d’intégrons (Chen et al.,, 2004 ; Miko et al., 2005 ; Soufi et al., 2009 ;
Sunde, 2005). La présence d'IM dans la chaine alimentaire est problématique et

renforce le risque de transfert de genes de résistance au consommateur.

3. L’environnement.

Les sols et milieux aquatiques sont une source non négligeable d’IM (Stalder
et al., 2012).

Plusieurs études ont essayé d’évaluer la prévalence des intégrons en milieu
aquatique a partir d’isolats bactériens issus d’échantillons d’eaux de riviéres, fleuves
ou estuaires. Les fréquences rapportées oscillent entre 1 et 15% (Laroche et al.,
2009 ; Ozgumus et al., 2009 ; Rosser and Young, 1999). En ne considérant que les
bactéries environnementales résistantes aux antibiotiques, ces prévalences
augmentent fortement et atteignent les 30-40% (Henriques et al., 2006 ; Mukherjee
and Chakraborty, 2006).

Des études métagénomiques ont estimé que 1 a 5% des bactéries issues
d’échantillons de riviéere seraient porteuses d’un intégron (Hardwick et al., 2008 ;
Rosewarne et al., 2010). Ces valeurs sont corrélées a I'activité humaine. En effet,
des échantillons prélevés dans un estuaire préservé de toute activité humaine
révélent une fréquence de bactéries porteuses d’intégrons de l'ordre de 0.01%
(Wright et al., 2008). A linverse dans des eaux polluées ou issues d’effluents
hospitaliers, la quantité d’intégrons détectée est plus importante a hauteur de 10%

(Rosewarne et al., 2010 ; Stalder et al., 2014, 2012).
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Peu d’études ont cherché a déterminer la prévalence d'intégrons dans les
sols. Une approche meétagénomique sur des sols agricoles a révélé de faibles
prévalences d'IM1 inférieures a 1% (Gaze et al., 2011). Ce pourcentage était aussi
corrélé a l'activité anthropique. Plus le sol est exposé a des traitements biocides plus
ce pourcentage augmente.

De fagon intéressante, les IM environnementaux différent de ceux retrouvés
en clinique. lls sont généralement véhiculés par des bactéries non impliquées en
infectiologie humaine notamment les genres Acidovorax et Azoarcus et portent
également souvent des cassettes ne codant pas de résistance aux antibiotiques

(Stokes et al., 20006).

A retenir :

La dissémination des IMs est aggravée par la diversité des bactéries et réservoirs

concernés.

Des IMs ont en effet été retrouvés chez un grand nombre d’espéces bactériennes. lls
affectent aussi bien des bactéries a Gram négatif, a Gram positif, cliniques,

commensales, environnementales...

lls sont aussi retrouvés dans des contextes variés : chez ’homme, chez les animaux,

dans I'eau ou méme dans les sols.

Dans le contexte clinique, les IMs sont tellement prévalents qu’aujourd’hui les

phénotypes de multirésistance sont souvent corrélés a la présence d’intégrons.

Dans un contexte ou les nouveaux antibiotiques sont de plus en plus rares, les

intégrons sont en passe de devenir un probléme majeur de santé publique.
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CGCATGAGGCTGATCGCAGTCCTCCGATCAGCCCACACCGGACGTTAGCTTTCGGCCATCAGCGGACGCAGGGAGGACTTT
ACCTGTCGTTTTCAGAAGACGGCTGCACTGAAC . 55bp. GGGCTGCTGCEEGECATCAGCGGACGCAGGGAGGACTTT
ACCTGTCGTTTTCAGAAGACGGCTGCACTGAAC . . . . GGGCTGCTGCCGGCCATCAGCGGACGCAGGGAGGACTTT
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Figure 41 : Alignements de séquences d’IM1 chromosomiques et d’IM1 associés a des Tn402.
D’aprés Gillings 2014

Des représentations schématiques de I'[M1 chromosomique et de I'l[M1 inséré dans le transposon Tn402 sont
fournies. Les genes sont indiqués sous forme de pentagones colorés (la pointe du pentagone indique le sens de
transcription du géne) et le site attl sous forme de losange. Les fleches jaune représentes les séquences
inversées répétées bornant le transposon indispensables a sa transposition. Le module tni contient 4 génes
nécessaires a la transposition du Tn402.

Les séquences utilisées pour les alignements sont les suivantes : (A) IM1 chromosomique retrouvé chez une
bactérie Hydrogenophaga, (B) IM1 chromosomique retrouvé chez une bactérie Aquabacterium, (C) IM1
chromosomique retrouvé chez une bactérie Acidovorax, (D) IM1 chromosomique retrouvé chez une bactérie
Imtechium, (E) IM1 associé a un Tn402 retrouvé sur un plasmide IncP-1, (F) IM1 associé a un Tn402
retrouvé au sein d’un plasmide R751 chez Enterobacter aerogenes, (G) Tn402 sans intégron.

L’homologie de séquence (en bleu) entre des IM1 chromosomique (A,B, C et D) et des IM associés au
transposon Tn402 (E et F) suggére qu’un transposon de la famille des Tn402 aurait pu « capturer » un IM1
chromosomique. Cette capture serait a I'origine des IM tels qu’on les connait.



VIl. Origine et histoire évolutive des intégrons.

L’origine des IM reste floue. Néanmoins on suppose aujourd’hui qu’ils seraient
issus des intégrons chromosomiques sédentaires (ICS).

Différentes observations étayent cette hypothése. Tout d’abord, les IM et ICS
ont des structures et organisations similaires. Néanmoins les ICS seraient bien plus
anciens que les IM. Des études de phylogénie sur des ICS de y-protéobactéries
semblent indiquer que I'ancétre commun des Vibrionales et Pseudomonales portait
un ICS chromosomique (Rowe-Magnus et al., 2001). Pour repeére, les genres Vibrio
et Pseudomonas auraient divergé il y a 300 a 800 millions d’années (Ochman and
Wilson, 1987). Les ICS seraient donc des structures trés anciennes. Autre
observation étayant cette hypothese, certaines cassettes retrouvées chez des IM1
possédent des sites attC trés similaires a ceux d’ICS retrouvés chez Xanthomonas et
Vibrio (Rowe-Magnus et al., 2001). En outre, il a été montré que des sites affC d’'ICS
pouvaient étre reconnus par l'intégrase Intl1 (Mazel et al., 1998). Les cassettes des
IM dériveraient donc de celles des ICS.

La suite de I'histoire s’est précisée avec la découverte d’'IM1 chromosomiques
chez un certain nombre de B-protéobactéries environnementales (Gillings et al.,
2008; Gillings, 2014; Stokes et al.,, 2006). L’alignement de certains de ces IM1
chromosomiques avec des IM1 associés a des transposons de type Tn402 semble
démontrer que des IM1 chromosomiques auraient pu étre capturés par le transposon
Tn402 (Figure 41) (Gillings, 2014).

Cette capture via un mécanisme de recombinaison homologue (Figure 42,
page suivante) aurait permis a l'intégron de disséminer via le transposon. C’est le
début de I'histoire évolutive des IM1. Par la suite différentes recombinaisons et

délétions auraient conduit a fagconner la région 3'CS retrouvée chez une grande
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Figure 42 : Histoire évolutive des IM1. D’aprés Gillings 2014

(A) L'ancétre commun aux IM1 serait un IM localisé sur le

chromosome d’une B-protéobactérie. Cet

intégron contenait probablement le géne gacE dont on retrouve aujourd’hui les traces dans leur 3’CS.

famille des Tn402 probablement via un

en mobilité et peut disséminer.
I’orf5 par recombinaison homologue. Cette

a acquérir des genes de résistance aux

(B) Capture de I'ancétre commun par un transposon de la
mécanisme de recombinaison homologue.

(C) Un hybride transposon/intégron est créé. L'intégron gagne

(D) Capture d’un gene sull (résistance aux sulfonamides) et de
insertion déléte la partie terminale du géne gacE. Le 3’CS des intégrons est formé et demeure
aujourd’hui chez certains intégrons tel un vestige de cette histoire passée.

(E) Au cours de I'évolution, des délétions au sein du module tni rendent le Tn402 non fonctionnel.
Néanmoins, post inactivation, le transposon a pu s’insérer dans d’autres transposons (Tn3/Tn21) ou
plasmides. Dans le méme temps, I'intégron commence
antibiotiques.

(F) Lintégron continue a capturer de nouveaux genes de résistance tout en continuant a disséminer

jusqu’a devenir aujourd’hui la structure trés prévalente et problématique que I’on connait.



majorité des IM1 (Figure 42). Il est important de noter qu’au cours de I'évolution la
machinerie de transposition du Tn402 a été perdue. Aujourd’hui peu d'IM1 sont
encore associés a des Tn402 fonctionnels. Néanmoins avant de perdre leur mobilité,
Tn402 a pu transposer au sein méme d’autres transposons ou plasmides assurant
aux intégrons leur mobilité.

De la méme fagon, les IM2 et IM3 seraient issus d'ICS capturés
respectivement par un transposon de type Tn7 et Tn402 (Gillings, 2014).

L’origine des cassettes est elle aussi tres floue. L’absence de promoteur au
sein de ces éléments suggere qu'elles seraient issues d’éléments génétiques
mobiles dont la mobilité inclut une étape de transcription (rétroéléments :
rétrotransposons, introns) (Recchia and Hall, 1997). En 2009, a été proposé un
modeéle dans lequel les cassettes seraient formées par recombinaison homologue
entre deux copies d’introns, I'une liée a un géne, l'autre a un site attC (Léon and Roy,
2009). Plus généralement, il est admis que les ICS sont un réservoir de cassettes

pour les IM.

A retenir :

L’origine et I'histoire des intégrons reste ambigues. Il est néanmoins admis que les IMs
dérivent des ICS. L’histoire des IMs aurait commencé par la capture d’'un intégron
chromosomique par un transposon. Cette capture lui aurait permis de commencer a
disséminer.

Néanmoins la suite de I'histoire n'est qu’hypothese et atteste de la réelle nécessité

d’études sur la dynamique évolutive des IMs.

108




Table 7 : Richesse en sites de recombinaison secondaires pour Intl chez différentes bactéries.

D’aprés Harms et al. 2013

s . Nombre de Ratio du nombre de sites de recombinaison
Espece bactérienne o ez . .
chromosomes étudiés secondaires observés sur attendus
Acinetobacter baylyi 1 1.002
Acinetobacter baumannii 12 1.223
Pseudomonas aeruginosa 11 0.387
Salmonella einter{ca serovar 3 0.791
Typhimurium
Klebsiella pneumoniae 7 0.607
Escherichia coli 10 0.825

Pour évaluer le nombre de motifs potentiellement reconnus par la protéine Int au sein des chromosomes
bactériens, le nombre d’occurrence du motif « GTTRRRY » (motif reconnu par la protéine au sein des sites att/
et attC) a été compté grace au programme pDraw (http://acaclone.com). Cette valeur a ensuite été rapportée
au nombre de fois ou le motif « GTTRRRY » serait attendu dans un chromosome de méme taille généré
aléatoirement. Les ratios dans le tableau renseignent donc de I'abondance de sites secondaires au sein des
chromosomes bactériens. Un ratio de 1 atteste d’une espece dans laquelle le nombre de site observée est égal
au nombre de site attendu dans un chromosome de cette taille. Un ratio supérieur a 1 atteste d’un génome
riche en sites de recombinaison aspécifiques. A I'inverse, plus le ratio tend vers 0, plus le chromosome de la

bactérie est pauvre en site de recombinaison secondaire.



VIIl. Cout biologique des intégrons.

Bien que les intégrons conférent aux bactéries un extraordinaire potentiel
adaptatif, trés peu d’études se sont intéressées a leur coUlt biologique.

Les seuls travaux sur le sujet ont été réalisés dans le laboratoire du
professeur Kaare Nielsen. Dans cette étude, trois IM1 isolés chez Acinetobacter
baumanni et Salmonella enterica ont été insérés indépendamment dans le
chromosome d’une souche de Acinetobacter baylyi. Le fitness des bactéries
contenant l'intégron a ensuite été comparé a celui des bactéries sans intégron afin
d’évaluer le colt biologique de la structure. Quelque soit I'intégron inséré dans le
chromosome, le fithess de la bactérie était diminué. Les travaux rapportaient des
coefficients de sélection de l'ordre de -0,07 a -0,11 signifiant que les bactéries
porteuses d’intégron poussent entre 7 et 11% moins bien que les bactéries qui en
sont dépourvues (Starikova et al., 2012). En paralléle de ces expériences de
compétition, des expériences d’évolution sur quelques jours ont montré que trés
rapidement le géne intl1 était inactivé chez A. baylyi par différentes mutations.
L’inactivation du géne intl1 restaurait également le fitness de I'héte. Nielsen et son
équipe en ont conclu que le colt biologique des intégrons chez A. baylyi était lié a
I'expression du géne intl1. Ce colt serait lié a I'activité de recombinaison aspécifique
de la protéine Intl1 et a l'instabilité génomique qu’elle produirait via des sites de
recombinaison secondaires. Le lien a ensuite été fait entre la richesse en sites de
recombinaison secondaires, chez le genre Acinetobacter et I'instabilité génomique
(Table 7) (Harms et al., 2013).

Néanmoins ce résultat pose probléme. Si I'expression du gene intl1 est si délétere,
pourquoi ce dernier a-t-il été conservé par I'évolution ? Pour répondre a cette

problématique, Nielsen et son équipe ont développé un modele mathématique en
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partenariat avec une équipe australienne (Engelstadter et al., 2016). Ce modéle
simule I'évolution de bactéries porteuses d’intégron dans un environnement sujet a
des concentrations d’antibiotiques fluctuantes. La principale observation de ce
modéle est que le colt biologique associé a un géne int/ fonctionnel est compensé
par le dynamisme qu'il procure a l'intégron dans un milieu soumis a des variations de
pression antibiotique. Avec un géne intl fonctionnel, la bactérie est plus a méme de
s’adapter. C’est donc pourquoi il aurait été conservé.

Une autre réponse a cette problématique pourrait reposer sur la répression
constitutive du géne intl par la réponse SOS. Chez les bactéries du genre
Acinetobacter, la protéine LexA est absente (Robinson et al., 2010). L’expression du
gene intl N’y est donc pas réprimée. Les résultats reportés par Nielsen et son équipe
sont donc spécifiques d’'un contexte bactérien dans lequel le géne intl n’est pas
réprimeé. La répression par la protéine LexA pourrait avoir été une réponse évolutive

pour réduire le co(t lié a 'expression du gene intl et favoriser sa persistance.

A retenir :

Si quelques travaux ont soulevé la question du colt biologique des intégrons,

aucune étude n’a évalué ce colt dans un contexte ou le géne intl était réprimé par la

réponse SOS. Un contexte SOS qui est pourtant représentatif d’'une grande partie des

intégrons (Cambray et al., 2011).

En outre, il n’existe toujours aucune donnée concernant I'impact du polymorphisme

du Pc sur le colt des intégrons. De méme, la contribution du réseau de cassette a ce colt

n’a jamais été évaluée.

Autant d’inconnues qui justifient une nouvelle étude du colt biologique des

intégrons en contexte SOS-réprimé.
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Les intégrons sont des plateformes génétiques permettant aux bactéries de
s’adapter facilement a des pressions environnementales. lls leur permettent de
capturer et d’exprimer une vaste panoplie de génes sous forme de cassettes. Une
centaine de cassettes de résistance aux antibiotiques existe et fait des intégrons une
menace pour la santé publigue dans un contexte ou la lutte contre la résistance
bactérienne est de plus en plus difficile. De plus, les intégrons sont également
capables de disséminer entre les espéeces bactériennes par lintermédiaire de
plasmides et/ou de transposons. Aujourd’hui, les intégrons sont retrouvés dans un
grand nombre de bactéries a Gram négatif et sont une réalité a la fois clinique,
vétérinaire et environnementale.

Si l'aspect mécanistique et la régulation des intégrons ont largement été
étudiés, leur dynamique d’évolution est elle trés mal caractérisée. Les rares études a
ce sujet ont analysé l'effet de pressions antibiotiques sur la dynamique de
réarrangement des cassettes. De méme, les études sur le colt biologique des
intégrons restent rares. Ce paramétre pourrait pourtant expliquer le succes et la
distribution des intégrons.

Les travaux présentés dans ce manuscrit visent a préciser deux aspects de la
dynamique d’évolution des intégrons :

- d’'une part leur maintien dans les populations bactériennes dépendant du

cout biologique de la structure,

- d’autre part I'évolution du promoteur Pc des intégrons en réponse a un

stress antibiotique.

Pour répondre a ces questions, ce travail de thése sera divisé en trois volets

différents.
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Dans le premier volet, nous évaluerons le coit biologique des intégrons
chez E. coli. De précédents travaux, évoqués en introduction, ont déja évalué ce
colt mais chez une espéce dans laquelle I'expression du géne int/ n’est pas régulée
par la réponse SOS. L'un des enjeux de cet axe sera donc d’évaluer I'effet de cette
régulation sur le colt des intégrons. Nous évaluerons également l'impact de
différents parametres sur le colt de cette structure génétique notamment l'impact du
polymorphisme du Pc et de la structure du réseau de cassette. Enfin, nous testerons
dans quelle mesure une pression sub-inhibitrice d’antibiotiques influence la sélection
de bactéries porteuses d’'intégrons dans une population mixte. Tous ces résultats
devraient permettre a terme de mieux appréhender le maintien et la dissémination
des intégrons.

Dans un second volet, nous décrirons la mise au point d’un systéme de
chemostat simple et abordable au laboratoire. Ce systéme devrait permettre a terme
de réaliser des expériences d’évolution en s’affranchissant des limites de la
propagation en batch. Dans ce volet, nous détaillerons brievement quelques
paramétres clés de I'optimisation du systéme avant de procéder a sa validation.

Enfin dans un troisiéme volet, nous mettrons a profit ce systéme de chemostat
pour propager des bactéries porteuses d’intégrons sur un grand nombre de
générations afin de suivre I'évolution du promoteur Pc au cours du temps. Ce travail
s’appuie sur 'hypothése que le promoteur PcW, retrouvé chez les ancétres des IM1
(Gillings et al., 2008), serait le promoteur originel duquel auraient émergés les autres
principaux variants de Pc. Cette évolution vers des Pc forts serait une réponse
adaptative a des stress antibiotiques et se serait faite au détriment de I'activité de

lintégrase (Jové et al., 2010). Cette hypothése n’a pourtant jamais été vérifiee
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expérimentalement. Pour y répondre, nous évaluerons donc dans ce dernier volet la

dynamique d’évolution du promoteur Pc en réponse a un stress antibiotique.
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Résultats
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Axe 1 : Etude du colt biologique des

intégrons de classe 1 chez E. col..

116






La persistance des intégrons dans les bactéries va grandement dépendre de
leur colt biologique. De précédents travaux avaient examiné le biologique des
intégrons (Starikova et al., 2012). Néanmoins, cette étude a choisi un modéle
particulier (Acinetobacter baylyi) dans lequel le répresseur LexA régulant I'expression
de l'intégrase est absent (Hare et al., 2012). |l a pourtant été montré que I'expression
de lintégrase était régulée par la réponse SOS dans la majorité des intégrons
(Cambray et al., 2011).

Dans ce travail, nous avons donc évalué le colt biologique des intégrons chez
E. coli, une espéce bactérienne dans laquelle I'intégrase des intégrons est régulée
par la réponse SOS. Par le biais d’expériences de compétitions bactériennes mettant
en jeu des bactéries avec ou sans intégron, nous avons évalué I'impact de différents

facteurs sur le colt de ces structures génétiques.
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Abstract

Resistance integrons are bacterial genetic platforms that can capture and express
antibiotic resistance genes embedded within gene cassettes. The capture and
shuffling of gene cassettes are mediated by the integrase Intl, the expression of
which is regulated by the SOS response in E. coli. Gene cassettes are expressed
from a common Pc promoter. Despite the clinical and environmental relevance of
integrons, the selective forces responsible for their evolution and maintenance are
poorly understood. Here, we conducted pairwise competition experiments in order to
assess the fitness cost of class 1 integrons in E. coli. We found that integrons are
low-cost structures and that their cost is further reduced by their tight regulation. We
show that the SOS response prevents the expression of costly integrases whose cost
is activity-dependent. Thus, when an integron is repressed, its cost depends mostly
on the expression of its gene cassettes array and increases with Pc strength and the
number of cassettes in the array. Furthermore, different cassettes have different
costs. Lastly, we showed that subinhibitory antibiotic concentrations promoted the
selection of integron-carrying bacteria, especially those with a strong Pc promoter.
These results provide new insights into the evolutionary dynamics of integron-

carrying bacterial populations.
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Introduction

The development and spread of antibiotic resistance among bacterial pathogens is a
major public health issue (Levy and Marshall, 2004). Among the genetic elements
involved in this spread, integrons are especially important, given their ability to
capture and express resistance genes embedded within gene cassettes (Stokes and

Hall, 1989).

Integrons are composed of three key elements: (i) an int/ gene encoding an integrase
that mediates the insertion, excision and shuffling of gene cassettes, (ii) an att/
recombination site where cassettes are inserted, and (iii) a Pc promoter responsible
for gene cassette expression (Cambray et al., 2010). Several integron classes have
been defined according to their integrase amino acid sequence (Mazel, 2006).
Among them, class 1 integrons are highly prevalent in antibiotic-resistant Gram-
negative bacteria (Escudero et al., 2015).

In class 1 integrons, intl1 gene expression is regulated by the SOS response (Guerin
et al., 2009), a bacterial stress response that can be triggered by various antibiotics
(Baharoglu and Mazel, 2011). This regulation involves a specific repressor, LexA
protein, which prevents int/1 gene transcription. Upon activation of the SOS response
by a stress generating single-strand DNA, the LexA repressor is cleaved and
integrase expression is thereby enabled.

Gene cassettes are expressed from the common promoter Pc; at least 13 different
Pc variants have been described in class 1 integrons. Four variants predominate,
namely PcW, PcH1, PcW+gn.10 and PcS, from the weakest to the strongest (Jové et
al., 2010). Moreover, the closer a gene cassette is to the Pc, the stronger its
expression (Collis and Hall, 1995). As Pc is located within the int/1 gene, its

polymorphism impacts the Intl1 integrase amino acid sequence. Three Intl1 variants
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are thus associated with the four Pc variants: Intl1r32 H39 (PcW or PcH1), Intl1p3s Hag
(PcW+en-10) and Intl1rs2 n3g (PCS). A negative correlation between the strength of the
Pc and the activity of its associated integrase has been shown: the weaker the Pc,
the more active the integrase (Jové et al., 2010).

Relatively few studies have focused on the evolution dynamics of class 1 integrons,
with the exception of studies assessing the effect of antibiotic pressure on gene
cassette reshuffing (Barraud and Ploy, 2015; Pérez-Valdespino et al., 2016).
Rearrangement of a gene cassette to a position closer to the Pc relies mainly on the
excision of upstream cassettes rather than excision and reintegration of the cassette
just ahead of the Pc (Barraud and Ploy, 2015). This suggests that gene cassette
rearrangements via excision are probably more cost-effective than excision and
integration of a distal gene cassette closer to the Pc. Indeed, the “cut and paste”
mechanism leading to excision and re-integration of a gene cassette in the first
position would require two recombination events, whereas excision of upstream
cassettes requires only one recombination event. This raises questions as to the
fithess cost associated with integrase activity and gene cassette expression.

Few studies have assessed the fitness cost of integrons. In particular, Starikova et al.
assessed the impact of class 1 integrons in Acinetobacter baylyi (Starikova et al.,
2012). They showed that integron acquisition strongly reduced the fitness of A.
baylyi, due to an active integrase and that inactivated integrases rapidly emerged to
compensate for this biological cost. These data were used to create a mathematical
model simulating the evolution of an integron-carrying bacterial population in
response to fluctuating antibiotic pressure (Engelstadter et al., 2016). The main
conclusion was that gene cassette reshuffling, necessary to tolerate the fluctuating

antibiotic pressure, could compensate for the integrase cost, enabling the
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maintenance of functional integrases within bacterial populations. However, both
studies relied on data retrieved from Acinetobacter which lacks LexA protein (Hare et
al., 2012). Yet, evidence of SOS regulation was found for most integrons (Cambray
etal., 2011).

The aim of the present study was thus to assess the fithess cost of class 1 integrons
in E. coli, a species in which integrase expression is regulated by the SOS response.
We show that class 1 integrons are low-cost structures and that their cost is further
reduced by the repressive system. LexA protein prevents the expression of costly
integrases, whose cost is linked to their catabolic activity. We also show that the
fitness of a given integron is dependent both on Pc polymorphism and the gene
cassettes content. Finally, we show that subinhibitory antibiotic concentrations can
select integron-carrying bacteria. These results provide new insights into the

evolutionary dynamics of integron-carrying bacterial populations.
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Table 1. Strains and plasmids.

Strains or plasmids Genotype or description Source
Strains
Escherichia coli MG1656 MG1655 (K-12 F A" ilvG™ rfb-50 rph-1) AlacMlul (Espéli et al., 2001)
Escherichia coli MG1656 . . . .
MG1656 strain containing the gfpmut3 gene at the Aatt site This study
Aatt::gfp
Escherichia coli MG1656 . . .
Acpxl::km-frt cpxl gene replaced by the km-frt cassette in strain MG1656 (Beloin et al., 2004)
Plasmids

pKOBEGA A red recombination system expression plasmid (Chaveroche et al., 2000)

. . . (Cherepanov and
pCP20 FLP flippase expression plasmid

Wackernagel, 1995)

pZE1-gfpmut3 gfpmut3 gene under the control of the constitutive pAg promoter Gift from C. Guet

km-frt cassette amplified from MG1656Acpx/::km-frt using primers .
pZE-km-frt-gfpmut3 . This study
7-8 (Table 1S) and cloned into pZE1R-gfpmut3 (Sacl-Xhol).

integron intl1-aac(6’)-1b-dfrA15-aadAl-catB9 with PcW promoter
p1lwW . (Barraud and Ploy, 2015)
cloned into pSU38AtotlacZ

integron intl1-aac(6’)-1b-dfrA15-aadAl-catB9 with PcS promoter
p1sS . (Barraud and Ploy, 2015)
cloned into pSU38Atot/acZ

integron intl1-aac(6’)-Ib-dfrA15-aadAl-catB9 with  PcWqgy.
P1Wrgn-10 & ] (®) f TeN-10 (Barraud and Ploy, 2015)
promoter cloned into pSU38Atot/acZ

R integron intl1-aac(6’)-1b-dfrA15-aadAl1-catB9-aac(6’)-Ib-dfrA15-
p16S . (Barraud and Ploy, 2015)
aadAl-catB9 cloned into pSU38AtotlacZ

p8741 pBAD::intl1y3q5¢ (Loot et al., 2014)
# pZA2 and derivatives
1 pZA2 pZA2 plasmid, Km" (Lutz and Bujard, 1997)
2 W-4GC integron intl1-aadA1-catB9-aac(6’)-1b-dfrA15 with PcW promoter This study

cloned into pZA2

3 H1-4GC integron intl1-aadAl-catB9-aac(6’)-1b-dfrA15 with PcH1 promoter This stud
- is stu
P cloned into pZA2 y

integron intl1-aadAl-catB9-aac(6’)-Ib-dfrA15 with  PcWqgn.10 .
4 PWrgn.10-4GC . This study
promoter cloned into pZA2

integron intl1-aadAl-catB9-aac(6’)-Ib-dfrA15 with PcS promoter .
5 pS-4GC . This study
cloned into pZA2

6 pW Pintl*-4GC pW-4GC with inactivated Pintl promoter (no int/1 expression) This study
7 pH1 Pintl*-4GC pH1-4GC with inactivated Pintl promoter (no int/1 expression) This study
8 PWrgn.10 Pintl*-4GC pWren-10-4GC with inactivated Pintl promoter (no int/1 expression) This study
9 pS Pintl*-4GC pS-4GC with inactivated Pintl promoter (no int/1 expression) This study

. pW-4GC with inactivated Pc promoter and inactivated Pintl .
10 | pW*Pintl*-4GC . ] . This study
promoter (no intl/1 expression nor cassette expression)

pW-4GC with inactivated PcW promoter (silent mutation, Intllgs,. .
11 pW*-4GC . . . This study
H39 integrase variant, no cassette expression)

Wien.10-4GC with inactivated PcWqgn.10 Promoter (silent mutation,
12 | pWrento*-4GC PWren-10 . . TGN-10 P . ( This study
Intl1p3,.430 iNntegrase variant, no cassette expression)

pS-4GC with inactivated PcS promoter (silent mutation, Intl1gss.n3g .
13 | pS*-4GC This study
integrase variant, no cassette expression)

pW-4GC with inactivated PcW promoter (no cassette expression) .
14 | pW¥*lexA*-4GC o . This study
and Intl1g3,.430 CONstitutive expression (mutated LexA box)

PWien-10-4GC with inactivated PcWqgy.1p promoter (no cassette
15 | pWrgn.1o¥lexA*-4GC expression) and Intllp3,. 439 cOnstitutive expression (mutated LexA This study
box)




Materials and Methods

Bacteria and plasmids

The bacteria and plasmids used in this study are listed in Table 1. Strains were
grown in Luria-Bertani broth (LB) (MoBio laboratories, Carlsbad, CA USA) or Davis
Minimal (DM) broth (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO USA) supplemented with 25
pMg/ml glucose (DM25 medium). Kanamycin (Km, 25 mg/L) and tobramycin (Tob,

various concentrations) were added when necessary.

All integrons were generated by assembly PCR, as described in Figure 1S, and

cloned into a pZA2 backbone via the Xhol and BamHI restriction sites.
Construction of the MG1656 Aatt::gfp strain

The MG1656 Aatt::gfp strain, expressing green fluorescent protein (GFP), was
constructed by integrating a km-frt-gfomut3 cassette at the E. coli Aatt site in a three-
step PCR-based approach as previously described (Cherepanov and Wackernagel,

1995). Primers used are available in Table 1S.
Determination of minimal inhibitory concentrations

MICs were determined by broth dilution with an inoculum of 10° CFU/mL in DM25

medium. Each test was done at least three times.
Competition experiments

The fithess of the MG1656 strain carrying a given plasmid, relative to the MG1656
Aatt::gfp strain containing another plasmid, was estimated in pairwise competition
experiments (Lenski et al, 1991). Briefly, independent pre-cultures of both
competitors were grown in DM25 overnight and mixed at a 1:1 volume ratio the
following day. Fresh DM25 cultures were then inoculated with this mix performing a
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pS-4GC with inactivated PcS promoter (no cassette expression) and .
16 | pS*lexA*-4GC o . This study
Intl1r3,.n30 CONStitutive expression (mutated LexA box)
pW?* lexA*-4GC encoding an inactive integrase (catalytic amino- .
\"Y *|lexA*-4GC This stud
17| PWysr acid Y312 mutated) v
18 | pS-2GC integron intl1-aadA1-catB9 with PcS promoter cloned into pZA2 This study
. pS-2GC with inactivated Pc promoter and inactivated Pintl .
19 | pW*Pintl*-2GC . . . This study
promoter (no intl/1 expression nor GCs expression)
20 | pS-aadAl integron intl1-aadA1 with PcS promoter cloned into pZA2 This study
21 | pS-catB9 integron intl/1- catB9 with PcS promoter cloned into pZA2 This study
22 | pS-aac(6’)-1b integron intl1- aac(6’)-Ib with PcS promoter cloned into pZA2 This study
23 | pS-dfrAl5 integron intl1- dfrA15 with PcS promoter cloned into pZA2 This study
. pW-aad with inactivated Pc promoter and inactivated Pintl .
24 | pW*Pintl*-aadA1 . . . This study
promoter (no intl/1 expression nor GCs expression)
25 | pW-aac(6’)-1b integron intl1- aac(6’)-Ib with PcW promoter cloned into pZA2 This study

GC = gene cassette




100-fold dilution. Cultures were then propagated for four days with a daily 100-fold
dilution in fresh medium. Samples were taken each day to follow the relative

frequency of the two competitors by flow cytometry.
Flow cytometry

The relative frequency of GFP bacteria was determined with a BD FACSCalibur™
flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA). Measurements were
performed directly on bacterial cultures. Bacterial cells were gated on the basis of
their distribution on forward vs side scatter plots. GFP bacteria were then separated
from non GFP bacteria by using the fluorescent marker. Green fluorescence was
collected in the FL1 channel (630 £ 15 nm). Thresholds were applied manually to
determine the boundaries between the two populations, and remained constant
throughout all the experiments. The relative frequency of the two competitors was
calculated by counting 10 000 bacterial cells. All measurements were made in
triplicate. Controls were performed to assess the level of false positives and false
negatives in GFP quantification. Both were shown to be negligible and constant

throughout independent daily measurements (Supplementary data, Figure 2S).
Calculating the selection coefficient

For each competition, the selection coefficient of the non GFP strain was determined
from the slope of the regression In [freqnoncrr/freqerp] plotted against the time course
in generations (Lenski, 1991). Experiments were performed in at least 12 replicates.
A single regression line was then fitted through the points from all replicates
(Rodriguez-Verdugo et al., 2013 and Schrag et al., 1997). Reported standard errors
and p values were calculated for the regression coefficient. Error bars correspond to

the 99% confidence interval. The fluorescent reporter used in the MG1656 Aatt::gfp
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strain had no cost when compared with the MG1656 parental strain (Supplementary

data, Table 2S).
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Figure 1: Effect of Pc polymorphism on the cost of a class 1 integron in E. coli.

MG1656 strains containing plasmid-borne integrons varying only by their Pc sequence were
placed in competition with the MG1656 Aatt::gfp + pZA2 strain (Figure 3S.A). Experiments were
performed with either wild-type (WT) integrons (plasmids 2 to 5 in Table 1) or Pintl-mutated
integrons (no int/1 expression, plasmids 6 to 9 in Table 1). The 6.2 kbp control plasmid (no int/1
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 integron-carrying plasmids (6.2 kbp).

Table 2. MICs of MG1656 strains containing the four gene cassettes with different Pc variants.

MIC (ug/mL)
SPT CHL TOB T™MP
MG1656 + pZA2 2 4 0.25 -
MG1656 + pW-4GC 128 16 4 -
MG1656 + pH1-4GC 256 32 8 -
MG1656 + pWrgn.10-4GC 512 64 16 -
MG1656 + pS-4GC 512 128 16 -

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



Results

Effect of Pc polymorphism on the cost of class 1 integrons in E. coli
We first assessed the impact of Pc polymorphism on the cost of class 1 integrons in
E. coli by performing pairwise competition experiments between strains carrying and
lacking the integron (Figure 3S.A). Integrons differing only by their Pc sequence were

used (plasmids 2 to 5, Table 1).

Whatever the Pc variant, integrons appeared to be costly for E. coli (Figure 1, light
grey). The selection coefficients of the integron-carrying strains were all negative,
ranging from -0.013 + 0.002 to -0.04 + 0.003 (all p values < 1x107'%), meaning that
the integrons slowed bacterial growth by 1.3% to 4%. Interestingly, the cost of class 1
integrons appeared to correlate with the Pc strength: the stronger the Pc, the costlier
the integron (Figure 1). This correlation was associated with higher resistance level
as we observed that stronger Pc variants (PcS and PcWrqgn.10) exhibit higher

resistance levels (Table 2).

We further examined whether or not the observed cost was due solely to gene
cassette expression. We therefore performed competition experiments using the
same above-mentioned plasmids but with mutations in the Pintl promoter which
prevented intl1 expression (plasmids 6 to 9, Table 1) (Guérin et al., 2011). The
overall cost of the integron was similar whether Pintl was mutated or not, suggesting
that, in wildtype conditions in which intl1 is repressed, the fithess cost of an integron

is due to gene cassettes expression (Figure 1).

The strain with plasmid 10 was used as a control to assess the contribution of the 6.2
kpb plasmid to host fithess. In this plasmid, the Pintl and Pc promoters were both

mutated in order to relate its cost to its size alone (no expression of the int/1 gene
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Figure 2: The cost of integrase expression.

The MG1656 Aatt::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 Intl1 protein variant encoded by the int/1
gene. The intl1 gene was either repressed (plasmid 11 to 13) or unrepressed (plasmids 14 to 17).
Derepression of the int/l1 gene was achieved by mutating the LexA box and thus preventing
repressor binding. Plasmid 17 encoded an inactive integrase. Plasmid 10, with neither int/1 nor
gene cassette expression (Table 1), was used as a control.



and gene cassettes, Guérin et al., 2011). The selection coefficient for this plasmid (s=
-0.008 + 0.003, p < 1x10°®) showed that the 6.2 kbp plasmidic backbone itself slowed

bacterial growth by 0.8% (Figure 1).
The Intl1 fitness cost is related to integrase catalytic activity

To assess the fitness cost of integrase expression, we used integron-carrying
MG1656 strains in which the Pc promoter was mutated, thus preventing gene
cassette expression without affecting the Intl1 protein sequence (plasmids 11 to 16,
Table 1) (Guérin et al., 2011). The integrons contained either the normally repressed
intl1 gene (plasmids 11 to 13) or the unrepressed intl1 gene (mutated LexA binding
site) (plasmids 14 to 16). Competition experiments were performed with each Intl1
protein variant: Intl1rs2 H3g (associated with the PcW or PcH1 promoter), Intl1p32 Hag

(associated with PcWrgn-10) and Intl1rs2 n3g (associated with PcS).

Whatever the Pc variant, when the int/1 gene was repressed, its cost was not
different from the control in which the Pintl promoter was mutated (Figure 2). This
confirmed that when intl1 is repressed, the observed cost of an integron is only due
to gene cassettes expression. When unrepressed (mutated LexA binding site), a 2-
fold increase in fitness cost was observed with the integron encoding Intl1r32 Hae
integrase (the integrase associated with the PcW sequence), rising from -0.011 %
0.002 when repressed to -0.023 + 0.004 when unrepressed (p < 1x10™'°, Figure 2).
Interestingly, Intl1r32 H3o is also the most active integrase (Jové et al., 2010). To
determine whether the cost of this integrase was related to its catalytic activity, we
used the MG1656 strain carrying an integron with a mutated int/1 gene encoding a
non-functional Intl1rs2 Hag variant (Intl1ysizr) (plasmid 17, Table 1). The Y312F
mutation was sufficient to abrogate the cost associated with the Intl1r32 H3g integrase
(Figure 2).
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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 Aatt::gfp + pZA2
strain (Figure 3S.B). For each condition (1, 2 or 4 gene cassettes), control plasmids with neither int/1 nor
cassette expression (plasmids 10, 19 and 24, Table 1S) were used to evaluate the inherent cost of
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carrying this plasmid size (light grey).

B- Influence of the nature of the gene cassettes

Competition experiments were performed between the MG1656 Aatt::gfp + pZA2 strain and MG1656
strains carrying plasmids with a one-cassette integron (plasmids 20 to 23, Table 1) (Figure 3S.C). The
cassette was aadAl, 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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Influence of the cassette array contents

As cassette arrays can vary by their size and gene content, we wondered whether

these two parameters might impact the global cost of integrons.

We first analyzed the fithess cost in MG1656 strains carrying integrons with one, two
or four gene cassettes under the control of the strong promoter variant PcS (plasmids
20, 18 and 5). As controls, plasmids 10, 19 and 24, in which the Pc and Pintl
promoters were both mutated, were used to evaluate the inherent cost related to
plasmid size. We found that the cost of an integron increased with the number of
gene cassettes (Figure 3A), rising 8-fold from 1 to 4 gene cassettes. A minor part of

this cost was related to plasmid size (Figure 3A, light grey).

To estimate the influence of the nature of the gene cassettes, we performed
competition experiments with MG1656 strains carrying an integron in which only one
cassette was fully expressed from the strong Pc variant. Four gene cassettes were
tested: aadA1, catB9, aac(6’)-Ib and dfrA15 (plasmids 20 to 23, Table 1). As shown
in Figure 3B, the cost of an integron was found to be dependent on the gene cassette
it contained. The aac(6’)-Ib gene cassette was the costliest, with a selection
coefficient of -0.017 + 0.002 (p <1x107°). Cassettes catB9 and aadA1 were slightly
detrimental, with respective costs of -0.005 + 0.002 (p <1x107®) and -0.005 + 0.003 (p
<1x10'1°). Given the detection limit of our approach (detection of fitness differences =

|2.107|), the dfrA15 gene cassette appeared to bear no cost.
Impact of subinhibitory antibiotic concentrations

To study whether subinhibitory antibiotic concentrations favor bacteria carrying
integrons with appropriate resistance gene cassettes, we analyzed the impact of a

subinhibitory tobramycin (Tob) concentration on the cost of a four-cassettes integron
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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
Aatt::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

ug/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 ug/mL) were added to the growth
media during competition.




containing the aac(6’)-Ib cassette in third position within the array (MIC 4 ug/mL).
Competition experiments between resistant bacteria carrying the integron and
susceptible strain lacking the integron were performed in the presence of various
subinhibitory Tob concentrations. The chosen concentrations were 2.5 (0.1 ug/mL)
and 5 times (0.05 ug/mL) lower than the MIC of the strain without the integron (MIC

0.25 pg/mL).

No effect was observed at 0.05 pg/mL Tob but, at 0.1 pg/mL, bacteria carrying the
integron appeared superfit (s= 0.39 + 0.04, p < 1x107'°, Figure 4A). They grew 1.39
times faster than their integron-less counterparts, showing that subinhibitory antibiotic
concentrations can favor the selection of bacteria containing an integron with an
appropriate resistance gene and thereby promote the maintenance and

dissemination of integrons.

To determine whether subinhibitory antibiotic concentrations could favour the
maintenance of integrons with given promoter variants, we performed direct
competition experiments between bacteria carrying integrons with either a weak Pc
(PcW, plasmid 25, Table 1) or a strong Pc (PcS, plasmid 22, Table 1, Figure 3S.D),
in the absence and presence of subinhibitory Tob concentrations (Figure 4B). Again,
the chosen Tob concentrations were below the MIC of the most susceptible bacteria

(8 pg/mL).

In the absence of tobramycin, bacteria carrying the integron with the weak Pc were
fitter than those carrying the integron with the strong Pc. However, when tobramycin
was added, the selection coefficient became positive, showing that the bacteria
carrying the integron with the strong Pc became fitter than those with the weak Pc.
Tob concentrations from 2 to 5 pg/mL were tested. Selection coefficients rose from
0.012 + 0.002 (p < 1x10™'%) at the lowest Tob concentration to 0.107 + 0.003 (p <
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1x10'1°) at the highest Tob concentration, meaning that bacteria carrying the integron
with the strong Pc grew 1.2% to 10.7% faster, depending on the antibiotic
concentration (Figure 4B). These results show how integrons associated with strong
Pc variants confer a major fitness advantage in the presence of subinhibitory

antibiotic concentrations.
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Discussion

This study shows that class 1 integrons are low-cost structures in E. coli. A previous
meta-analysis involving 760 chromosomal resistance mutations and 49 resistance
plasmids suggested that the average cost of chromosomal and plasmid-borne
resistance was equivalent to a 21% and 9% decline in host fitness, respectively
(Vogwill and MacLean, 2015). Thus with a 1.3% to 4% decrease in the host fitness,
integron-mediated resistance would be 2 to 7 times less costly than plasmidic
resistance, and 5 to 15 times less costly than chromosomal resistance. Furthermore,
in this study we used a p15a replicon yielding approximately 15 plasmid copies per
bacterial cell. In clinical and environmental settings, class 1 integrons are found
mainly in low copy plasmids. Roughly, their cost might even be 5 times smaller for a
natural integron-bearing plasmid with 3 copies such as the R388 plasmid (Avila and
de la Cruz, 1988). In return for this very low fithess cost, integrons would allow E. coli
to adapt more readily to antibiotic pressure.

This very low cost could explain why integrons are highly prevalent in E. coli and,
probably, in many other Enterobacteriaceae (Ahmed et al., 2005; Guerra et al., 2006;
Rao et al.,, 2006). Dissemination alone cannot explain the success of integrons.
Indeed, while dissemination has contributed to expanding the host range of
integrons, newly acquired genetic elements are not necessarily maintained in
bacterial populations. For instance, a previous study showed that various IncA/C
plasmids harbouring the blacwy2 resistance gene were lost in the absence of
antibiotic selective pressure (Subbiah et al., 2011). Likewise, selective pressure
alone cannot explain integron maintenance in bacterial populations. Indeed,
integrons have been found in environments preserved from the effects of human
activity (Gaze et al., 2011; Wright et al., 2008). The very low cost of integrons might
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therefore have favoured their maintenance and spread in bacterial populations,
notably in antibiotic-free environments. Moreover, this would help bacteria to retain
resistance cassettes in the absence of antibiotic pressure, keeping them readily

available in the event of antibiotic stress.

The low cost of class 1 integrons in E. coli could be explained by the tight regulation
of integrase expression. Indeed, we found that LexA-mediated repression of int/1
expression significantly lowered the cost of integrons (Figure 2). Regulatory systems
that reduce the cost of resistance determinants have already been described. In
Enterococcus for instance, the cost of the vancomycin resistance operon is lowered
by a tight regulatory mechanism (Foucault et al., 2010). Previously, the regulation of
a tetracycline resistance operon derived from a Tn70 transposon was found to
abrogate the cost of the structure in E. coli (Nguyen et al., 1989). LexA regulation of
integrase expression could therefore be an adaptive response designed to lower the

cost of integrons and thereby to favour their maintenance and dissemination.

LexA-mediated repression of integrase expression might also be an adaptive
response designed to prevent the loss of a costly protein. Truncated and inactivated
intl1 genes are commonly found in bacteria (Gillings et al., 2005; Nemergut et al.,
2008). This loss of integrase functionality could be due to the burden they represent
for the host. Yet, in silico evolutionary studies have shown the importance of
integrase integrity and functionality for adaptation to environmental challenges
(Engelstadter et al., 2016). Interestingly, an in silico study correlated the loss of
integrase functionality with the absence of LexA-mediated regulation in bacteria,
suggesting that the integrase would be lost when int/1 gene expression was not
regulated by the SOS response (Cambray et al., 2011). Further evidence of the

protective role of LexA regulation came from evolutionary experiments with integron-
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containing Acinetobacter baylyi, a species lacking the LexA repressor, in which
frameshift mutations rapidly emerge to inactivate Intl1 protein and to restore host
fitness (Starikova et al., 2012). LexA repression could therefore have been needed to

prevent the loss of a costly but adaptively important gene.

Interestingly, we found that the cost of a given integrase was related to its catalytic
activity (Figure 2): integrase with high activity (Intl1rs2 H3e) Was costlier than those
with low activity (Intl1ps2 H3g and Intl1rs2 n3e). Furthermore, a single mutation in the
catalytic amino acid codon of this highly active integrase was sufficient to abolish its
cost. It has been proposed that the cost of an integrase may be related to the
genomic instability it confers (Starikova et al., 2012). Even though the Intl1 integrase
mostly catalyzes recombination reactions between attf/ and attC sites carried by
integrons and cassettes, it can also recognize non canonical sites in the host
genome and thereby create genomic instability (Recchia et al., 1994). Recent work
has notably highlighted the importance of att/ x attl recombination in vivo. Despite
having a lower recombination rate when compared with att/ x attC reaction, attl x attl
recombination involves sites that do not require a proper folding to become
recombinogenic (in contrast with attC sites) (Escudero et al., 2016). Thus, attl x attl
reactions could be more prevalent than previously thought. As a GNT is sufficient to
become a secondary attl site (Recchia et al., 1994), such recombination events are
likely to be very important in integrase-mediated genome instability. In this context, a
more active integrase would generate more recombination events and create more

instability, thus being more deleterious for the host.

Our results also demonstrate that the cost of class 1 integrons correlates with the
strength of the Pc promoter (Figure 1): the stronger the Pc (and thus the expression

level of antibiotic resistance), the costlier the integron. Epidemiological studies
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revealed a high prevalence of integrons associated with weak Pc variants (PcW and
PcH1) in Enterobacteriaceae (Vinué et al., 2011; Wei et al., 2013). This high
prevalence could be explained by the observation that integrons with a weak Pc,
encoding high-activity integrases (Jové et al., 2010), are adaptively advantageous.
Indeed, more efficient integrases would allow bacteria to adapt more efficiently to
challenging environments by acquiring new gene cassettes. Besides, we show that
integrons associated with weak Pc variants are also the least costly. Thus, weak Pc
promoters would be doubly advantageous, favouring both integron maintenance and

environmental adaptation.

Furthermore, the gene cassette contents also affect the cost of class 1 integrons: the
higher the number of cassettes in the array, the costlier the integron (Figure 3A). This
observation is consistent with previous reports on the cost of plasmidic resistance,
showing that the average cost of a plasmid increases with the number of resistance
genes it carries, independently of the size of the plasmid (Vogwill and MacLean,
2015). This could explain why class 1 integrons usually carry a limited number of
gene cassettes (2 or 3 on average, and up to 10; Integrall database,
http://integrall.bio.ua.pt/). However, this correlation between the cost of an integron
and its size has to be balanced. Indeed, it has been shown that the level of gene
cassette expression is directly dependent on its distance from the Pc promoter (Collis
and Hall, 1995) and that the expression level is reduced by the action of attC
secondary structure which impedes translation activity (Jacquier et al., 2009). Thus,
beyond a certain number of cassettes, host fithess might increase only slightly as

further cassettes are acquired.

The gene cassette content also seems to impact host fitness. In a model of a one-

cassette integron, we found that different gene cassettes had different costs, aadA1
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and dfrA15 being the least costly and aac(6’)-Ib the costliest (Figure 3B). Several
explanations for these differences can be proposed. This could be linked to the
recombinogenic activity of the attC sites. The low-cost dfrA15 and aadA1 gene
cassettes, with their respective T-Ng-C and T-Ng-G extrahelical base motifs, are
supposed to be highly recombinogenic (Larouche and Roy, 2011). In contrast, the
costly aac(6’)-Ib gene cassette with the TC-Ng-G attC site exhibiting low affinity for
Intl1 might have the lowest recombination rate. Furthermore, previous studies have
shown that the length of an attC site and the structure of its VTS (variable terminal
sequence) can prevent proper folding of an attC site (Loot et al., 2014). Thus, in our
study, the following order of gene cassette recombination rates should be observed:
aadA1 (favorable extrahelical base motifs and short attC site) > dfrA15 (favorable
extrahelical base motifs but longer attC site) >>> catB9 (extrahelical base motifs and
long attC site) = aac(6’)-Ib (very unfavorable extrahelical base motifs and moderate
attC size). However, given the cost of each cassette (aac(6)-Ib > catB9 = aadA1 >
dfrA15), no clear correlation emerges between the recombinogenic activity of the
attC site and the cost of the gene cassette. Another possibility is that the observed
differences are related to the nature of the encoded resistance mechanisms. Indeed,
a meta-analysis of chromosomal resistance mutations showed that the average cost
of various resistance mechanisms could differ significantly (Vogwill and MacLean,
2015). It has been reported that the prevalence of dfr genes in clinical isolates
remained unchanged for two years despite an 85% reduction in trimethoprim
prescriptions, suggesting that these genes are highly stable even in the absence of
selective pressure (Brolund et al., 2010). We infer that the family of dfr genes might
have particularly low cost. On the other hand, we found that the catB9 and aac(6’)-Ib

gene cassettes, which both encode acetyltransferases and have similar attC
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recombinogenic activities, had different costs (Figure 3B). Some acetyltransferases
involved in aminoglycoside acetylation are able to acetylate peptidoglycans in vitro
(Payie and Clarke, 1997). Thus, other putative targets of AAC(6’)-Ib protein might

affect bacterial metabolism and thereby entail a higher cost.

We found that the dfrA15 and aadA1 gene cassettes entailed a negligible fitness
cost. Interestingly, the aadA and dfr gene cassette families are highly prevalent in
class 1 integrons (Kheiri and Akhtari, 2016; Vasilakopoulou et al., 2009; Vinué et al.,
2011), reaching 63% in E. coli class 1 integrons (data from the Integrall database),
suggesting that their low cost could favor their maintenance in cassette networks. By
contrast, aac gene cassettes, including the costly aac(6’)-Ib cassette, are only found

in 11% of E. coli class 1 integrons (Integrall database).

The different costs of gene cassettes also raise the question of the impact of the
order of the cassettes in a given array. A costly cassette located in first position,
close to the Pc and therefore strongly expressed, would be highly deleterious for the
host bacterium. By contrast, transfer of a low-cost cassette to first position might
reduce the overall cost of the gene cassette array. An integron could therefore
reduce its overall cost by reshuffling the gene cassettes into a more cost-effective
order. This hypothesis is supported by the fact that, when present, low-cost dfr
cassettes are often found in first position (70% of the time according to the Integrall
database). However, other factors are also known to influence the position of gene
cassettes. For example, some cassettes lack an efficient translation initiation region
(TIR) (Hanau-Bergot et al., 2002) and would need to be in first position in order to be
properly expressed, relying on the translation of a short ORF11 peptide encoded by

the attl site (Hanau-Bergot et al., 2002). This would explain why, despite their cost,
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aac(6’)-Ib cassettes lacking an efficient TIR are often found in first position (60% of

the time when present, Integrall).

Lastly, our experiments indicate that subinhibitory tobramycin concentrations favour
the maintenance and enrichment of bacterial populations carrying an integron with
the appropriate resistance gene cassette (Figure 4A). Furthermore, we found that
integrons associated with strong Pc variants were fitter than those associated with
weak Pc variants (Figure 4B). These findings are in agreement with a previous study
showing that antibiotic concentrations up to several hundred times below the MIC

can led to enrichment in resistant bacteria (Gullberg et al., 2011).

Altogether, these results reveal the cost-effectiveness of integrons in E. coli. In return
for a low fitness cost, they allow their host bacteria to adapt readily to antibiotic
pressure. This low cost would be due to the SOS repression system, which prevents
the expression of a costly integrase. The low cost of integrons would also explain
their success and prevalence in many bacterial species, and would make them easily

selected in the presence of subinhibitory antibiotic concentrations.
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Figure 1S: Construction of the different plasmids used in this study.

A specific intl gene variant (fragment A) was assembled to a specific gene cassette
array (fragment B) using overlapping primers and two external primers bringing
restriction sites for subsequent molecular cloning. Resulting synthetic integrons
(fragment A+B) were then digested by Xhol and BamHI and ligated inside a pZA2

backbone.

The intl1 gene variants (fragment A) associated with each different Pc (PcW or PcS
or PcWrgn-10) were amplified from plasmids p1W, p1S and p1W+gn-10 (Barraud and
Ploy, 2015) using primers 13 and 14 (Table 1S). Intl variants associated with PcH1
was generated by assembly PCR using overlapping primers containing the desired

mutation (primers 23/24, Table 1S) and above mentioned primers.

The aadA1-catB9-aac(6’)-Ib-dfrA15 cassettes array (fragment B1) was retrieved from
p16S? (Barraud and Ploy, 2015) using primers 15 and 22 (Table 1S). The arrays with
one cassette, aadA1 (fragment B;), catB9 (fragment B3), aac(6’)-Ib (fragment B4) and
dfrA15 (fragment Bs) , were generated using 15/19, 16/20, 17/21 and 18/22 primers
respectively and the p1W plasmid as template. The aadA1-catB9 cassettes network

(fragment Bg) was also retrieved from p1W using primers 15 and 20 (Table 1S).

Mutations in the lexA box were generated with primers 25 and 26 (Table 1S) (Guerin
et al., 2009). Inactivation of the Pc promoters, PcW and PcS, were performed with
primers 27 and 28 whereas the PcWtgn.10 inactivation was performed using primers
29 and 30 (Jové et al., 2010). Inactivation of the P;,; promoter was performed with
primers 31 and 32 (Table 1S) (Guérin et al., 2011).
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Figure 2S: Negligible levels of false positive and false negative signals in GFP
quantification.

To assess the level of false positive and false negative bacteria in GFP
quantification, different cultures of individual competitors (either 100% GFP or 100%
non GFP) were submitted to a cytometry analysis. Here are reported representative
results obtained for two cultures containing either the MG1656 Aatt::gfp + pZA2 strain
(A- 100% GFP bacteria) or the MG1656 + pS-4GC strains (B- 100% non GFP
bacteria). In each case, reported values of false negative (0.45% in A) or false
positive (0.03% in B) appeared negligible below 0.5% of the total bacterial

population.
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Figure 3S: Competition experiments performed in this study.

A- Experimental setup used in most experiments.

Competitor 2 was either:

WT integrons (plasmids 2 to 5, Table 1S) (Figure 1, light grey)

Pintl mutated integrons (plasmids 6 to 9, Table 1S) (Figure 1, dark grey)

Pc mutated integrons (plasmids 11 to 16, Tables 1S) with a functional (Figure

2, dark grey) or non-functional (Figure 2, light grey) LexA binding site

Pc/Pintl mutated integron (plasmid 10, Table 1S) (black control in Figures 1
and 2)

Integron encoding an inactivated integrase (plasmid 17, Table 1S)(Figure 2,

white bar)
B- Competitions performed in Figure 3.A to assess the effect of the network size.

C- Competitions performed in Figure 3.B to assess the effect of the gene cassette

nature.

D- Competitions performed in Figure 4.B to assess the effect of sub-inhibitory

antibiotic concentration.
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Table 1S. Primers used in this study.

Primer # Primer name Sequence (5°3) Reference
1 Aatt.A1.500-5 CGATGGCGATAATATTTCACC This work
2 x;’_ '3A2'Amp‘ GCGTTTTTTATTGGTGAGAATTACTAACTTGAGCGAAACG This work
3 Aatt.B1.500-3 CCCTGATACTCACCAGGCATC This work
4 ng’_?z'Amp' TGAGTAGGACAAATCCGCCGCTAAAAAAGCAGGCTTCAACG This work
5 ApXFP-3 GCGGCGGATTTGTCCTACTCA This work
6 ApXFP-5 ATTCTCACCAATAAAAAACGC This work
7 Kmfrt-Xhol-5 AGCCTCGAGATGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC This work
8 Kmfit-Sacl-3 CAGGAGCTCCTCATATGAATATCCTCCTTA This work
9 Aatt-ext3 TGCCACCATCAAGGGAAAGCCC This work
10 Aatt-ext5 GGCGATAAATTGCCGCATCG This work
11 Km-verif-5 CAGTCATAGCCGAATAGCCT This work
12 Km-verif-3 GGATTCATCGACTGTGGCCG This work
13 Xho-intl CCGGAATTCTCGAGTACCTCTCACTAGTGAG This work
14 orfl1-R TTAGGGCGACTGCCCTGCTGCGTAACATCGTTGCTGCTCC This work
15 orfll-attlaadAl | CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGG |  This work
16 orfll-attl.catB9 | CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTATGTGCTTTTAGGAAAATT This work
17 ZZ[] i w6ty | CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGGCATCACAAAGTACAGC This work
18 orfll-attl.dfrAl5 | CAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAACCCCTAAGGAAGTATCG This work
19 attC.aadAl-Bam | CTCTAGAGGATCCATACCTAACGCTTGAGTTAAGCCGCG This work
20 attC.catB9-Bam | CTCTAGAGGATCCATACCTAACGCCCGACTAAGGGGCTG This work
21 %ﬁ'“““’“ b= | CTCTAGAGGATCCATACCTAACGTTTGACATGAGGGGC This work
22 attC.dfrA15-Bam | CTCTAGAGGATCCATACCTAACGCCTGGCACAGCTGCC This work
23 muta-H1-F CCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATG This work
24 muta-HI-R CATTACAGTTTACGAACCGAACAGGCTTATGTCCACTGGG This work
25 LexAmut2L TGTACAAAAAAAACTTCATAACAAGCCATG (Gu%g;)‘ al,
26 LexAmut2R GGCTTGTTATGAAGTTTTTTTTGTACAGTCTATG (G”Zr(;gge)t al,
27 MutL10 AGCCTGTTCGGTTCGCAGTGAGTAATGCAAGTAGCGTATGC @ ";g le(;)a"’
28 MutR10 CGCTACTTGCATTACTCACTGCGAACCGAACAGGCTTATGT a o;g le(;)al"
29 MutL10-TGN AGCCTGTTCGGTTGGCAGTGAGTAATGCAAGTAGCGTATGC a Og’g le(;)al"
30 MutR10-TGN CGCTACTTGCATTACTCACTGCCAACCGAACAGGCTTATGT @ Ogg le(;)al"
31 PintlImutL GTTTTTTTGTACCGTCCGTGCCTCGGGCATCCAAGC (G”‘;ré‘l‘ 16; al,
32 PintI1mutR GGATGCCCGAGGCACGGACGGTACAAAAAAACAGTC (G“%II‘ le)t al,

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 Aatt::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 X1 -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 Aatt::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

Aatt::gfp strain had no cost.
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Axe 2 : Mise au point d’un systeme de

chemostat au laboratoire.
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Figure 43 : Des chemostats de laboratoire tels que décrit dans Miller et al., 2013.

A. Dispositif technigue.

Une bonbonne (carboy) apporte du milieu neuf au réacteur par I'intermédiaire d’'une pompe péristaltique. Une
pompe a aquarium fournit I'oxygénation. Avant d’étre apporté au chemostat, I'air est hydraté dans une
chambre d’hydratation pour le rendre moins sec et limiter I’évaporation dans le réacteur. Les effluents sont
guant a eux récupérés dans des bouteilles stériles.

B. Le bioréacteur.

Le milieu neuf est apporté dans le systeme par un systeme de tubulures et d’aiguilles. L’oxygénation du milieu
permet aussi son agitation par bullage. Les effluents sont évacués par pression hydrostatique via une aiguille.



Pour réaliser des expériences d’évolution au laboratoire, nous nous sommes
attachés a développer un systéme de chemostat. Nous avons choisi ce systéme
plutét que la culture discontinue pour les raisons évoquées en introduction (absence
de goulot d’étranglement, environnement et état physiologique des bactéries mieux
controlés...).

Pour mettre au point ce dispositif, nous nous sommes appuyés sur une
méthode simple et abordable décrite par une équipe américaine (Miller et al., 2013).
Le systéme présenté dans ces travaux met en jeu une pompe péristaltique qui
distribue du milieu neuf, via un systéme de tubulures et d’aiguilles, a des tubes en
verres (bioréacteurs). Un systéme de bain marie a sec permet le maintien de la
température tandis qu’'une pompe a air permet a la fois I'oxygénation et I'agitation du
milieu. Un deuxiéme systéme d’aiguilles et de tubulures permet I'évacuation du
milieu usagé du fait de la pression hydrostatique exercée par la colonne de liquide
dans le bioréacteur. Un systéme de collecte permet enfin de récupérer des
échantillons (Figure 43). Systéme initialement congu pour la culture de

Saccharomyces cerevisiae, nous I'avons transposé a la culture bactérienne.
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Table 8 : Souche et plasmide utilisés.

Souche

MG1655 (K-12 F* A" ilvG™ rfb-50 rph-1) AlacMlul dans laquelle un géne gfpmut3

MG1656 Aatt::gfp a été inséré au niveau du site chromosomique Aatt.

Plasmide

pZA2 Plasmide sans intégron contenant une origine de réplication de type p15a, Km®

La construction de la souche MG1656 Aatt::gfp est détaillé dans I'axe précédent. Le plasmide pZA2 a été choisi
comme controdle car la totalité de nos plasmides de travail sont des dérivés de ce plasmide.

Table 9 : Composition du milieu Davis minimum. D’aprés Davis, 1949

Sulfate d'ammonium 1,0
. . 7,0
Phosphate dipotassique

. 0,1

Sulfate de magnésium
. 2,0

Phosphate monopotassique

Citrate de sodium 0,5
pH final (25°C) 7,0




l. Matériel et Méthodes.

A. Souche bactérienne et plasmide.

Les souches et plasmides utilisés dans cet axe de travail sont présentés en
Table 8. Nous avons choisi de travailler avec une souche GFP pour pouvoir identifier

facilement d’éventuels contaminants aprés isolement.

B. Milieu de culture.

Pour propager nos bactéries, nous avons choisi d’utiliser un milieu pauvre
frequemment utilisé dans la littérature : le milieu minimum Davis Mingioli (DM)
(Kurlandzka et al., 1991; Lenski et al., 1991; Rodriguez-Verdugo et al., 2013). Ce
milieu ne contient néanmoins pas de source de carbone métabolisable par E. coli
(Table 9) et a donc di étre supplémenté en glucose pour permettre la croissance. Le
choix de la concentration de glucose utilisée sera brievement justifié dans les
résultats. De la kanamycine (Km) a 25ug/mL a également été ajoutée au milieu de

culture pour assurer le maintien du plasmide.

C. Dispositif expérimental.

Dans le cadre de ce travail, le dispositif expérimental de chemostat, tel que
décrit par Miller et. al, a été modifié afin de répondre a des contraintes pratiques et
techniques. Ces modifications seront brievement justifiées dans la partie résultat. Le

dispositif utilisé dans nos travaux est présenté en Figure 44 (page suivante).
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Figure 44 : Schéma du dispositif de chemostat utilisé au laboratoire.

Le bain a sec a été remplacé par un bain marie. Le systeme de collecte des échantillons a également été
simplifié.



D. Suivi de la densité de population.

La densité de population dans les chemostats a été suivie en mesurant la
densité optique (DO) a A=600nm d’effluents recueillis sur la glace. Les mesures de

DO ont été réalisées sur un spectrophotométre Biomate 5 (Thermo Scientific).

E. Suivi de la concentration en glucose.

Nous avons contrélé la concentration en glucose dans les effluents de
chemostats par dosage selon la technique dite de Somogyi et Nelson (Somogyi,
1952). Brievement cette technique repose sur les propriétés réductrices du glucose.
Dans des conditions alcalines et a chaud, le glucose va réduire des ions cuivriques
Cu?* en ions cuivreux Cu® qui précipitent alors sous forme d’oxyde cuivreux Cu,0.
Dans une deuxiéme réaction, cet oxyde cuivreux réduit a son tour un composé
chimique qui, une fois réduit, vire au bleu. La quantification se fait indirectement en

mesurant I'intensité de la coloration produite a 510 nm sur un spectrophotometre.

F. Suivi de la stérilité.

A chaque prélévement, 100uL des effluents étaient étalés sur milieu gélosé LB
(Luria-Bertani). Aprés incubation une nuit a 37°C, la présence de contaminants
(bactéries non GFP) était vérifiée. Les éventuels contaminants isolés étaient ensuite

identifiés par séquengage de ’ADN codant TARN16S.

G. Numérations bactériennes.

Afin d’évaluer la densité bactérienne atteinte dans les chemostats, des numérations
ont été réalisées par la méthode des dilutions décimales. Le nombre moyen d’'UFC

(unité formant colonie) par mL d'effluent a été évalué par comptage des UFC
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générées par 100uL de chacune des dilutions sur des boites LB incubées une nuit a
37°C. Trois comptages indépendants ont été réalisés pour chaque dilution. Le
nombre d’'UFC par mL a été calculé d’aprés la formule suivante:

N = LC
~ V(ny +0,1ny)d

N = nombre dUFC/mL ; C = somme des colonies comptées sur les boites ; V =
volume de I'inoculum étalé ; ny = nombre de boites retenues a la premiére dilution ;
n, = nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution ; d = le plus faible facteur de

dilution considéré.

H. Vérification de la stabilité des antibiotiques.

L’alimentation externe des chemostats par une bonbonne de milieu impose de
laisser cette bonbonne et donc les antibiotiques qu’elle contient a température
ambiante sur des périodes plus ou moins longues (1 semaine dans notre cas). Afin
de s’assurer que la pression de sélection antibiotique imposée aux bactéries était
constante au cours du temps, nous avons voulu vérifier la stabilité a température
ambiante de trois antibiotiques d’intérét. Pour ce faire, des solutions meéres
d’antibiotiques (kanamycine a 25ug/mL, tobramycine a 2ug/mL et ciprofloxacine a
10pug/mL) ont été incubées a température ambiante durant 1 semaine. Des
prélevements réguliers ont ensuite été réalisés a JO, J3, J5 et J7 et congelés a -
20°C. A partir de ces prélevements, les antibiotiques ont ensuite été dosés par HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) a 'UMR-S1070 (Pharmacologie des

anti-infectieux, Université de Poitiers, Pr. William COUET).
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II. Résultats.

A. Optimisation du systéme.

1. Bain a sec ou bain marie ?

Dans la publication sur laquelle nous avons basé notre travail, 'emploi d’'un
bain a sec était recommandé pour limiter les risques de contamination liés a la
présence d’un liquide autour des réacteurs (Miller et al., 2013).

Néanmoins trés rapidement, nous nous sommes rendu compte que ce
dispositif ne permettait pas de chauffer de fagon homogeéne et favorisait la formation
de biofilm dans le fond des tubes, au niveau de la surface de contact entre le
réacteur et le bloc chauffant. La formation de ce biofilm était constante quelque soit
la concentration en glucose testée, le débit imposé au chemostat et la force de
I'agitation.

L’utilisation d’un bain a sec a donc été abandonnée au profit d’'un bain marie
permettant une meilleure répartition de la chaleur. Pour limiter les risques de
contamination, un produit bactéricide et fongicide (Aqua Resist, VWR) a été rajouté a
'eau du bain. L’évaporation et donc le nombre d’interventions extérieures sur le
systeme a été limitée par 'ajout de billes flottantes en PVC afin de réduire la surface

de contact entre l'air et I'eau.

2. Simplification du dispositif technique.

Toujours dans le but de réduire les risques de contamination, le systéme a été
installé et maintenu sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) durant toute la
durée de I'expérimentation. Néanmoins ce choix a imposé des contraintes spatiales

et nécessité une simplification du systéme.
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Figure 45 : Effet du débit sur différentes caractéristiques du chemostat.

En rouge est représenté I'effet du débit sur I'établissement de I'état d’équilibre, en bleu I'effet du débit sur la
productivité du systeme (densité bactérienne atteinte dans le réacteur) et en vert I'effet du débit sur le temps
de génération. Quand D augmente la productivité du systéeme augmente ainsi que le taux de croissance horaire
(1) inversement proportionnel au temps de génération (G). Néanmoins a D,,.,, les bactéries ne se divisent pas
assez rapidement pour se maintenir dans le systeme, I'état d’équilibre est rompu et la productivité s’effondre.
A D, le systéme est totalement « lavé ».



La premiére de ces simplifications a été de supprimer la chambre
d’humidification de l'air dont la présence n’ajoutait rien a la bonne marche des
expériences. De méme le systéme de collecte des échantillons a été tres largement
simplifié. Dans notre systéme tous les effluents étaient évacués dans une méme
bonbonne de déchets. La collecte des échantillons se fait donc trés simplement,
sous le PSM, en débranchant et stérilisant a I'éthanol les tubulures d’effluents et en

les plagant dans des tubes de type Falcon maintenus dans la glace.

3. Choix du débit (D) imposé au chemostat.

Du choix du débit imposé au chemostat va dépendre de nhombreux paramétres
(Figure 45).

Tout d’abord, plus D sera fort plus les bactéries se diviseront vite. Il existe
néanmoins une limite biologique aux capacités de division des bactéries. Cette limite
se traduit par un D¢t au-dela duquel les bactéries ne se divisent pas suffisamment
vite pour se maintenir dans le chemostat. Le chemostat est progressivement « lavé »
de toutes ses bactéries. Choisir un débit trop fort pour accélérer I'évolution est donc
risqué car la population bactérienne doit rester stable dans le chemostat.

Du débit va aussi dépendre la concentration effective de glucose dans le
chemostat. Plus le milieu sera apporté rapidement, plus il y aura de ressources
disponibles dans le chemostat et plus la densité bactérienne atteinte dans le réacteur
sera grande. On dit que le débit affecte la productivité du chemostat. Toutefois plus
on se rapproche de Dgi, plus la productivité diminue du fait du « lavage » des
chemostats.

Enfin, autre critére important, du débit va dépendre le taux de mutation dans le

chemostat. Il a notamment été observé en chemostat que des faibles taux de dilution
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Figure 46 : Photographies du dispositif de travail.




pouvaient augmenter jusqu'a 30 fois le taux de mutation (Notley-McRobb et al.,
2003).

Dans le cadre de notre optimisation, nous avons testé toute une panoplie de
débits rapides et débits lents allant de D= 0,6 4 0,2 h™". Nous avons ainsi pu estimer
Deit & 0,4h™". Afin de maximiser le taux de mutation dans nos chemostats nous avons

finalement choisi de travailler avec un débit D=0,2 h.

4. Choix de la concentration en glucose dans le milieu
frais.

Du choix de cette concentration va essentiellement dépendre la productivité
du chemostat. Plus le milieu neuf sera riche en glucose, plus la densité bactérienne
atteinte dans le chemostat sera élevee.

D’aprés la littérature, les densités de population atteintes en chemostats
oscillent entre 107 et 10'? bactéries par réacteur (Ferenci, 2008). Nous avons donc
choisi une concentration de glucose nous permettant d’atteindre cette fourchette.

Avec une concentration de 250ug de glucose/mL dans la bonbonne
d’alimentation, la population dans le réacteur atteint environ 7.10° bactéries, une
taille de population raisonnable pour espérer obtenir des événements de mutation
rares. Nous avons donc défini cette concentration comme étant notre concentration

de travail.

Bilan de I'optimisation :

L’optimisation du systéeme de chemostat nous a conduit a travailler en utilisant le
dispositif technique décrit en Figure 44 dans lequel du milieu minimum Davis supplémenté
en glucose a 250pg/mL (DM250) est apporté au réacteur & un débit de travail de 0,2h™".

Des photographies du dispositif mis au point sont disponibles en Figure 46.
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Figure 47 : Suivi de la densité bactérienne au cours du temps dans 6 chemostats indépendants.

Le suivi s’effectue en mesurant la DOggnm dans les effluents. Aprés une période de stabilisation, un équilibre de
biomasse s’installe dans chacun des 6 réplicats indépendants.
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Figure 48 : Suivi de la concentration en glucose au cours du temps dans 6 chemostats
indépendants.

Le suivi a été effectué par dosage du glucose dans les effluents. Dés les premieres générations la concentration
en glucose effective dans les chemostats chute et se stabilise a une valeur moyenne de 5uM.



B. Validation du protocole technique.

Afin de valider notre protocole, plusieurs cultures en chemostat ont été
réalisées indépendamment. Différents parameétres clés ont alors été évalués au

cours du temps.
1. Une biomasse constante dans les réacteurs ?

Le premier parametre clé d’'une expérience de chemostat réussie est
I'installation d’'un équilibre de la biomasse dans les réacteurs. Nous avons donc suivi
I'évolution de la densité bactérienne au cours du temps.

Les résultats présentés en Figure 47 démontrent bien [installation d’un
équilibre de la biomasse dans les 6 réplicats indépendants. Quelque soit le réplicat,
la DO se stabilise aprés 2-3 jours a une valeur proche de 0,2.

Notre protocole technique permet donc linstallation d’'un équilibre de la biomasse

dans les chemostats de fagon reproductible.

2. Une source de carbone limitante ?

Pour s’assurer que les ressources en carbone étaient bien limitantes dans
notre systéme, un dosage colorimétrique du glucose a été réalisé dans les effluents.

La concentration en glucose dans les effluents, et a fortiori dans les réacteurs,
apparait limitante au bout de quelques jours et demeure constante au cours du
temps (Figure 48).

L’équilibre de biomasse installé dans le réacteur est donc bien imposé par les

ressources limitées en glucose.
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Figure 49 : Stabilité des trois antibiotiques d’intérét.

Les solutions d’antibiotiques (Km 25ug/mL, Cip 10ug/mL et Tob 2ug/mL) ont été incubées a température
ambiante pendant 7 jours. La concentration en molécules antibiotiques a été quantifiée au cours du temps par
HPLC. Les concentrations théoriques sous forme de sels sont indiquées par un trait en pointillés.



3. Stérilité garantie ?

Sur la totalité des expériences d’évolution lancées en chemostat (une
quinzaine), seules deux expériences ont été confrontés a des problémes de stérilité.

Dans le premier cas, une turbidité anormale a rapidement été détectée dans la
bonbonne d’alimentation contaminée par une souche de E. coli vraisemblablement
en post-stérilisation (matériel ou gant contaminé).
Dans le deuxiéme cas, des colonies rouges ont été isolées a partir de deux des six
bioréacteurs réplicats fonctionnant en paralléle et alimentés par la méme bonbonne.
Le séquencage du géne codant TARN16S a permis d’identifier une bactérie du genre
Methylobacterium. Ces bactéries sont des contaminants fréquents des process
industriels (Green, 2006). Le fait que cette contamination soit réacteur-dépendant
laisse a suggérer un défaut de stérilisation sur la tubulure ou sur certains filtres

propres aux deux réacteurs contaminés.

4. Des antibiotiques stables chimiquement ?

Afin d’exercer une pression de sélection antibiotiques constante lors des
expériences d’évolution en chemostat mais aussi de valider le délai nécessaire entre
deux changements de bonbonne d’alimentation, nous avons vérifié la stabilité
chimique des antibiotiques a température ambiante durant 7 jours.

Les résultats de ces dosages sont présentés en Figure 49. Contrairement a la
ciprofloxacine, les concentrations effectives de tobramycine et kanamycine a JO sont
légérement en dessous de leur valeur théorique. Au-dela des imprécisions de pesée,
ceci peut s’expliquer par le fait que ces deux poudres d’antibiotiques, utilisés sous
forme de sels de sulfate, ne sont pas pures. On observe néanmoins que les trois

antibiotiques testés sont relativement stables au cours du temps. Les concentrations
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en ciprofloxacine et tobramycine ne diminuent respectivement que de 20% et 10%

en 7 jours tandis que la concentration de tobramycine ne varie pas.

Bilan de la validation :

Notre dispositif de chemostat développé au laboratoire permet donc de propager des
populations bactériennes en leur garantissant des conditions de cultures contrdlées
(équilibre de biomasse, environnement constant en condition de ressource limitante) et de
stérilité.

En outre, ce protocole dans lequel les bonbonnes sont changées a fréquence
hebdomadaire garantie la stabilité des antibiotiques et donc des pressions de sélection.

Dans la suite de ce travail, nous allons appliquer ce dispositif a I'étude de la

dynamique d’évolution du promoteur Pc des intégrons mobiles.
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Axe 3 : Etude de la dynamique
d’évolution du promoteur Pc des

intégrons de classe 1.
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Figure 50 : Modéle de co-évolution des variants de Pc et de I'intégrase Inti1.

Les différents couples Intl/Pc sont représentés de couleurs différentes. Chaque fleche représente le nombre de
mutations pour passer d’un couple a I'autre (une fleche = une mutation). L'effet de la transition d’'une Intll a
une autre sur son activité d’excision est indiquée a gauche du « / », celle sur la force du promoteur a droite de
ce symbole.




En dépit du potentiel adaptatif que conferent les intégrons et de leur

prévalence en clinique, la dynamique évolutive de ces éléments n’est pas connue.

Récemment, une équipe australienne a proposé un modéle in silico
d’évolution des intégrons dans un environnement soumis a des pressions
antibiotiques (Engelstadter et al., 2016). Dans ce modeéle, ils soulignent notamment
limportance de l'intégrase dont I'activité est nécessaire pour permettre I'adaptation
des bactéries aux pressions antibiotiques fluctuantes. Néanmoins la démonstration
expérimentale de ce modeéle doit étre réalisée.

In vitro, des travaux récents au laboratoire se sont intéressés aux
réarrangements de cassettes en réponse a une pression de sélection antibiotique
(Barraud and Ploy, 2015 ; Pérez-Valdespino et al., 2016). Bien que ces expériences
ne soient pas de véritables expériences d’évolution (bactéries propagées sur
quelques générations seulement), elles permettent déja de mieux appréhender I'effet
d’'une pression de sélection sur la dynamique de réarrangement des cassettes. A
l'inverse, la dynamique d’évolution du promoteur Pc est restée totalement inexplorée.
Ce promoteur est pourtant un élément clé des intégrons dont dépendent a la fois
I'activité de l'intégrase et les niveaux d’expression des cassettes.

Les travaux sur I'histoire évolutive des intégrons suggérent que le PcW, le
plus faible des promoteurs, serait le variant ancestral du Pc. Tous les ancétres
chromosomiques des IM1 décrits par Gillings portaient ce promoteur (Gillings et al.,
2008). Il est également intéressant de constater que la majorité des autres
promoteurs décrits chez les IM1 difféere de ce promoteur 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 originel (Figure 50). Les pressions de sélection
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antibiotiques auraient d’ailleurs pu jouer un role dans I'émergence de ces variants de
promoteur forts.

Afin de tester cette hypothése, nous nous proposons ici d’évaluer la
dynamique d’évolution du promoteur Pc en réponse a un stress antibiotique, en
présence ou non d’un inducteur de la réponse SOS susceptible de favoriser la
mutagénése. A l'aide du dispositif de chemostat mis au point précédemment, nous
allons propager sur 200 générations des populations bactériennes contenant un
intégron a PcW. A l'issue de I'expérience, nous séquencerons la région promotrice
des populations évoluées par deep-sequencing afin d’évaluer si des pressions
antibiotiques ont pu induire 'émergence et la propagation de mutants a Pc forts. Par

ailleurs les populations évoluées seront aussi caractérisées.
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Table 10 : Souches bactériennes et plasmides utilisés.

Souches bactériennes et plasmides

Souches bactériennes

E. coli MG1656 E. coli MG1655 (K-12 F" A" ilvG™ rfb-50 rph-1) AlacMlul (Espéli et al., 2001)

E. coliMG1656 dans laquelle un géne gfpmut3 et son promoteur pAr ont

E. coli MG1 : -
coli MG1656 Aatt::gfp été insérés dans le chromosome bactérien.

Plasmides
pW-acc(6’)Ib Plasmide pZA portant I'intégron intl1-aac(6’)lb avec le promoteur PcW
pS-acc(6’)Ib Plasmide pZA portant I'intégron intl1-aac(6’)lb avec le promoteur PcS

La cassette aac(6’)Ib confére la résistance a la tobramycine.

Table 11 : CMI de la souche MG1656 Aatt::gfp (PW-aac(6’)Ib) vis-a-vis de la tobramycine et de la

ciprofloxacine dans deux milieux d’intérét.

Tobramycine Ciprofloxacine

Milieu Mueller Hinton 32 0,0125

Milieu DM250 8 0,008




l. Matériel et méthodes.

A. Bactéries, plasmides, milieux de culture et antibiotiques.

Les souches bactériennes et plasmides utilisés dans cette étude sont listés
dans la Table 10. Leur construction est détaillée dans I'axe 1 de ce travail.

Le travail microbiologique de routine (numération, isolement, sortie de
cryoconservation,...) a été réalisé en milieu Luria-Bertani (LB) ou en milieu Mueller
Hinton (MH) pour les déterminations de CMI. Les expériences d’évolution en
chemostats ont quant a elles été réalisées en milieu minimum Davis supplémenté en
glucose a 250ug/mL (DM250) conformément au protocole établi dans I'axe
précédent.

Trois antibiotiques ont également été ajoutés au besoin dans les milieux de

culture : de la kanamycine (Km), de la tobramycine (Tob) et de la ciprofloxacine

(Cip).

B. Détermination des concentrations minimales inhibitrices

(CMI).

Les concentrations minimales inhibitrices de la souche de E. coli MG1656
Aatt::gfp + pW-acc(6’)Ib a été déterminée pour la tobramycine et la ciprofloxacine par
la méthode des dilutions en série en milieu liquide. Les CMI ont été déterminées en
milieu MH et DM250. Pour chaque détermination, au moins trois reéplicats

indépendants ont été réalisés. Les CMI obtenues sont présentées en Table 11.
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Figure 51 : Principe du séquencage lon Torrent™.

La technologie lon Torrent™ met en jeu une puce semi
conductrice capable de détecter des variations de pH liées a la
libération d’ions H" lors de la polymérisation de I’ADN.

Une librairie d’échantillons portant des adaptateurs spécifiques
est préparée, « coatée » sur des billes par PCR émulsion puis
chargée sur la puce. La puce est alors successivement soumise a

des mélanges de PCR contenant un seul des quatre dNTP. Si le

Bulk Drain Source —»To column

mélange PCR apporte le nucléotide susceptible d’étre intégré a
Silicon substrate receiver

I’ADN en cours de synthése, son incorporation se traduit par la
libération d’un ion H+ détecté par le séquenceur. A l'inverse si le nucléotide présent dans le mélange de
PCR ne peut étre incorporé, le séquenceur ne détecte aucun signal. L’analyse des signaux regus par le
séquenceur permet alors de reconstituer la séquence des fragments d’ADN en cours de synthese.



C. Expérience d’évolution en chemostat.

Des bactéries MG1656 Aatt::gfp contenant le plasmide pW-acc(6’)lb ont été
cultivées en chemostat dans du milieu DM250 sur 200 générations (29 jours). Le
volume de travail dans les bioréacteurs était fixé a 27mL et le débit
d’approvisionnement en milieu neuf & 0,2h™". Dans ces conditions, les bactéries se
divisaient en moyenne 6,9 fois par jour.

Quatre conditions expérimentales ont été testées, chacune mettant en jeu des
antibiotiques différents. Dans le 1° run, seule la kanamycine a été utilisée pour
maintenir le plasmide (contrdle sans pression de sélection). Dans, le 2" run la
kanamycine a été supplémentée avec de la tobramycine (pression de sélection).
Dans le 3° run, un inducteur de la réponse SOS, la ciprofloxacine, a été ajouté en
plus de la kanamycine et de la tobramycine. L'induction de cette réponse pourrait
favoriser la mutagénése. Enfin dans le 4° run controle, seules la ciprofloxacine et la
kanamycine ont été utilisées (induction du SOS sans pression de sélection). Dans
tous les cas, la kanamycine était utilisée a 25ug/mL, la tobramycine a 2ug/mL et la
ciprofloxacine a 0,001ug/mL. Le choix de ces concentrations sub-inhibitrices s’est fait
a l'appui des CMI obtenues en DM250 (Table 11).

Pour chaque condition testée, 6 réplicats issus d'une méme souche
isogénique ont été réalisés. Des préléevements ont été réalisés toutes les 50
générations et aussitét congelés a -80°C aprés ajout de DMSO a 10% final. Des

contréles fréquents de stérilité ont été réalisés tout au long des expériences.

D. Deep-sequencing de la région promotrice.

Le séquencage des échantillons prélevés a été réalisé en utilisant la

technologie lon Torrent™ (Life Technologie) (Figure 51).
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5’-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXX XXXXXXXX-séquence spécifique-3’

5'-CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT-séquence spécifique-3’

Adaptateur

Figure 52 : Principe de préparation des librairies par PCR.

Les librairies ont été préparées par PCR en utilisant des amorces encadrant la région promotrice et portant les
séquences P1 et A nécessaires pour la PCR émulsion et I'identification des échantillons via un code barre.

Table 12 et 13 : Mélange réactionnel et conditions d’amplification utilisés pour préparer les

librairies d’échantillons.

Mélange réactionnel

Volume (uL)
10X HF Phusion buffer 10
dNTP (10mM) 1
amorce sens (20uM) 1
amorce anti-sens (20uM) 1
Phusion 2U/uL 0.5
bouillon bactérien 1
eau ppi 355

35 cycles

Température Temps

98°C 5min
98°C 20s
68°C 20s
72°C 20s
72°C 5min

La polymérase haute fidélité Phusion (Fisher Bioblock) a été utilisée pour limiter au maximum les erreurs
introduites lors des PCR de préparation des librairies. Toutes les PCR ont été réalisées sur un appareil peqSTAR

(Ozyme).



La préparation des librairies d’échantillons a été réalisée par PCR en utilisant
des amorces encadrant la région promotrice et contenant un code barre (amorce
sens) et un adaptateur P1 (amorce anti-sens) nécessaires a la technologie
(Figure 52). La liste des amorces utilisées est disponible en Annexe 1. Les PCR de
préparation des librairies ont été réalisées directement sur les prélevements de
chemostat. Une polymérase a haute-fidélité a été utilisée pour limiter la mutagénése
induite par la PCR. Le mélange réactionnel et le programme d’amplification utilisés
sont fournis en Table 12 et 13.

Apres amplification, les librairies ont été dosées au Qubit™ (kit Qubit dsDNA
HS assay), diluées a 100pM d’ADN final et réunies en un seul mélange réactionnel
pour la PCR émulsion. La PCR émulsion a été réalisée sur un appareil lon Chief™
en utilisant le kit lon PI™ Hi-Q™ Chef. Le séquencgage a quant a lui été réalisé sur
un lon Proton™ Sequencer avec une puce lon PI™ Chip v3 et le kit lon PI™ Hi-Q™
Sequencing 200.

A lissue du séquencage, l'extraction des données et l'alignement des
« reads » générés ont été réalisés par le bio-informaticien de la plateforme Génolim.
A partir de ces données brutes, a été calculé un pourcentage de « mutations lues » a
chacune des positions nucléotidiques du promoteur Pc. Ce pourcentage tient a la
fois compte de potentielles mutations dans la région promotrice mais aussi d’erreurs
inhérentes liées a la technique ou induite par la PCR. Il est donc indispensable

d’évaluer la limite de détection de cette méthode de séquencage.
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E. Analyse des populations bactériennes évoluées.

1. Détermination de la sensibilité des souches évoluées

a la tobramycine.

A partir des préléevements de chemostat, des précultures ont été réalisées en
bouillon MH (inoculées au 100°) et incubées a 37°C jusqu’a atteindre une DOgoonm
de 0,6. 3uL de ces précultures ont ensuite été déposés en triplicat sur du milieu MH
gélosé en présence de concentrations croissantes de tobramycine (16 a 256ug/mL).
La sensibilité de la souche ancestrale a également été évaluée de la méme fagon

pour comparaison.

2. Détermination du fitness des populations évoluées.

Le fitness des populations évoluées a été comparé a celui de la souche
ancestrale dans le cadre d’expériences de compétitions bactériennes. Les
competitions ont été réalisées en milieu minimum Davis supplémenté avec du
glucose a 25ug/mL (DM25). Des cultures inoculées avec un mélange contenant 50%
de bactéries évoluées (bactéries GFP) et 50% de bactéries ancestrales (souche
isogénique non GFP + pW-aac(6’)-b) ont été propagées sur deux jours en réalisant
une dilution quotidienne au 100°. Chaque jour, le pourcentage de bactéries GFP était
évalué par analyse en cytométrie de flux.

Les analyses de cytométrie ont été réalisées sur un appareil BD
FACSCalibur™ directement a partir des bouillons de cultures bactériennes a JO, J1
et J2. 10 000 événements bactériens, choisis sur la base de leur profil taille/structure
(SSC/FSC), ont été analysés. L’analyse de fluorescence a été réalisée sur le canal

FL1 de l'appareil a une longueur d’'onde d’excitation de 530nm. Toutes les mesures
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ont été effectuées en triplicat. A partir de ces données, un coefficient de sélection s a

été obtenu en calculant le coefficient directeur de la droite f(t)=In(freqcep/freqnon-crp).

3. Elimination du fond chromosomique des bactéries

évoluées.

Afin de dissocier les adaptations liées a I'évolution plasmidique de celles liées
a I'évolution chromosomique, les plasmides des bactéries évoluées (BE) ont été
transférés par électroporation dans la souche ancestrale MG1656 Aatt::gfp non
évoluée et dépourvue de plasmide. Les plasmides totaux évolués ont été extraits
directement a partir des effluents de chemostat en utilisant le kit d’extraction
plasmidique PureYield Plasmid Miniprep (Promega).

La sensibilité vis-a-vis de la tobramycine et le fithess des bactéries non
évoluées contenant les plasmides évolués (BNE + PE) ont par la suite été

caractérisés au méme titre que pour les souches évoluées issues des chemostats.

4. Séquencage partiel des plasmides évolués.

Le gene aac(6’)-1b et I'origine de réplication (p15A) des plasmides évolués ont
été séquencés par la méthode de Sanger en utilisant respectivement les amorces
aac(6’)-lb_F (5-TACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAA-3') et ori_p15A_R (5-
CGATAGTTACCGGATAAGGCGC-3'). Dans tous les cas, 6uL dextraits
plasmidiques étaient mélangés a 2uL d’amorces concentrées a 2uM, 2uL d’eau ppi,
2,5uL de tampon 5X et a 2,5uL de meélange BigDye® (Applied Biosystem). Les
séquences générees ont été analysées sur un automate ABI Prism 3310 (Applied

Biosystem) puis analysées avec le logiciel Geneious® version 9.0.4.
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Table 14 : Amorces utilisées pour la quantification des plasmides par q-PCR.

Nom Séquence 5’-3’ des amorces
intl-LC1 GCCTTGATGTTACCCGAGAG
intl-LC5 GATCGGTCGAATGCGTGT
intl1-probe O AMI ATTCCTGGCCGTGGTTCTGGGTTTT gy
dxs-LC3 ATGACGTGGCGATTCAAAA
dxs-LC4 AGCCGGTATAGAGCATCTGG
dxs-probe (6FAMI ATTATGACCCCGAGCGATGAAAACGAA [ram)
%k kk
3
|
5 2
(7))
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Figure 53 : Sensibilité de la méthode de séquencage lon Torrent™.

Le séquencage d’une population pure ne contenant aucun mutant (0% théorique de mutants) se traduit par un
bruit de fond de I'ordre de 0,20% * 0,14 de mutations lues. A 0,05% et 0,1% théoriques de mutants, le taux de
mutants lus n’est pas significativement différent du bruit de fond. Un test de Student sur les données de
séquengage obtenues pour une population contenant 0,5% de mutants permet d’affirmer que ces valeurs sont
statistiquement différentes de celles liées au bruit de fond (p-value = 0.0012).



5. Vérification de duplication de la cassette aac(6’)-Ib.

La présence de duplication de la cassette aac(6)-Ib a été vérifieée par PCR a
l'aide de deux amorces s’hybridant respectivement dans le géne intl1 (5-
ATCCGCATGCCCGTTCCAT-3’, amorce sens) et dans la cassette aac(6’)-Ib (5'-
CATAGAGCATCGCAAGGTCA-3’, amorce anti-sens) et a partir d'extraits
plasmidiques. Les PCR ont été réalisées avec le OneTag® 2X Master Mix with
Standard Buffer (New England Biolabs) en suivant les recommandations du

fournisseur (hybridation a 58°C).

6. Détermination du nombre de copies de plasmides.

Le nombre de copies de plasmides a été évalué par g-PCR en quantifiant le
nombre de copies du géne int/l1 a partir d’extraits d’ADN totaux de bactéries
évoluées et non évoluées.

Les extractions d’ADN ont été effectuées par un automate d’extraction
Samag-12™ (Sacace Biotechnologies) a l'aide du kit SaMag™ Bacterial DNA
Extraction.

Les amplifications ont été réalisées selon un protocole décrit précédemment
(Barraud et al., 2010) en utilisant les amorces intl-LC1, intl-LC5 et la sonde intl1-
probe (Table 14). Le géne dxs, géne de ménage chromosomique présent en une
seule copie, a également été amplifié en utilisant les amorces dxs-LC3 et dxs-LC4 et
la sonde dxs-probe (Table 14) afin de normaliser les valeurs de quantification
obtenues pour le géne intl1. Toutes les amplifications ont été réalisées en triplicat et

sur un appareil Stratagene MX3005P.
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Figure 54 : Pourcentage de mutants détectés par deep sequencing en position 2 du promoteur Pc

dans les populations bactériennes évoluant en chemostat.

Les résultats sont présentés par pression de sélection antibiotique (Km ; Km + Tob ; Km + Cip ; Km + Tob + Cip)
et pour chacun des 6 réplicats effectués par traitement (points colorés). La ligne violette représente le niveau
de bruit de fond moyen tandis que I& ligne violette en pointillés représente la limite haute du bruit de fond au-
dela de laquelle on peut affirmer a 99% qu’un signal est différent du bruit de fond.



II. Résultats.

A. Limite de détection de la méthode de séquencage lon

Torrent™,

Afin d’évaluer la sensibilité de détection des bactéries évoluées, nous avons
déterminé la limite de détection du séquengage lon Proton a l'aide d’'une gamme
contenant des mélanges de 2 souches, la souche MG1656 Aatt::gfo contenant le
plasmide pW-acc(6’)Ib et la souche MG1656 contenant le plasmide pS-acc(6’)lb, en
proportions variables allant de 0 a 10%. Ces 2 plasmides different 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 dés lors qu’ils représentent 0,5% de la population totale

(Figure 53, page précédente).

B. Deep-sequencing de la région promotrice.

Les résultats du séquencage de la région promotrice sur deux positions
d’intérét sont présentés en Figure 54 et 55. Les positions choisies correspondent a
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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Figure 55 : Pourcentage de mutants détectés par deep sequencing en position 27 du promoteur Pc

dans les populations bactériennes évoluant en chemostat.

Les résultats sont présentés par pression de sélection antibiotique (Km ; Km + Tob ; Km + Cip ; Km + Tob + Cip)
et pour chacun des 6 réplicats effectués par traitement (points colorés). La ligne violette représente le niveau

de bruit de fond moyen tandis que la ligne violette en pointillés représente la limite haute du bruit de fond au-

dela de laquelle on peut affirmer a 99% qu’un signal est différent du bruit de fond.



En position 2, tous les sighaux obtenus sont inférieurs a la valeur du bruit de
fond moyen, suggérant 'absence de mutations sur cette position (Figure 54). En
position 27, les signaux obtenus oscillent sur la limite haute du bruit de fond.
Cependant a 200 générations, la majorité des signaux lus reste en deca de cette
limite indiquant soit 'absence de mutation a la position 27 soit sa présence
minoritaire dans une proportion inférieure a 0,5% de la population totale (Figure 55).
L’analyse du reste de la séquence promotrice s’est également avérée infructueuse
avec des signaux systématiquement au niveau du bruit de fond et ce quels que
soient le traitement antibiotique effectué et le nombre de générations.

Dans les conditions de notre expérience, la mutation du promoteur PcW en un

variant plus fort ne semble donc pas étre une réponse adaptative.

C. Caractérisation des souches évoluées.

En dépit de I'absence apparente d’évolution au niveau de la région promotrice,
nous avons cherché a caractériser les souches évoluées en présence de
tobramycine. Cette caractérisation devrait nous permettre de mieux appréhender les
différentes adaptations opérées et de repenser notre protocole d’évolution en
fonction.

Afin d’évaluer si I'adaptation a la pression de sélection antibiotique avait eu
lieu a I'échelle plasmidique ou chromosomique, nous avons évalué la sensibilité a la
tobramycine des bactéries évoluées en chemostat (BE) et des bactéries non
évoluées transformées avec les plasmides évolués (BNE + PE) (Table 15, page
suivante).

Pour les BE, les valeurs de sensibilité obtenues semblent indiquer que les
bactéries se sont bien adaptées a la pression de sélection antibiotique. Les bactéries

voient leur susceptibilité passer de 32ug/mL pour la souche ancestrale a 64 ou
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Fitness relatif comparé a la souche

Table 15 : Sensibilité a la tobramycine des bactéries évoluées (BE) et de bactéries non évoluées

contenant les plasmides évolués (BNE +PE).

Sensibilité a la tobramycine (ug/mL)

Km + Tob
réplicat 1 réplicat 2 réplicat 3 réplicat4 réplicat5 réplicat 6
BE 64 64 64 128 128 64
BNE + PE 32 32 32 32 32 32
Km + Tob + Cip
réplicat 1 réplicat 2 réplicat 3 réplicat4 réplicat5 réplicat 6
BE 64 128 64 64 64 64
BNE + PE 32 32 32 32 32 32
Souche ancestrale 32

Les sensibilités ont été déterminées pour les populations bactériennes évoluées en présence des pressions
antibiotiques suivantes : Km + Tob et Km + Tob + Cip. La souche ancestrale est Bensible a la tobramycine dés
32ug/mL.

Km + Tob Km + Tob + Cip
1,2 1,2
()]
-
1%}
1 - g 1 -
"
&
0,8 - o 0,8 -
o Qo
® g £
t; 0,6 T g‘ 4‘5 0[6 .
(] Q
[*] o O
c o c
® 04 - £ 04 -
&
g
0,2 - 9 0,2 -
[
s
0 - = 0 -
© % ©
X X X X X X X X X X X X
N S N W@ @ @ ¢ ¢
KRR RRR KRR KRR R

Figure 56: Fitness des BE et BNE + PE évalué par rapport a la souche ancestrale.

Les BE sont signalés en bleu, les BNE + PE en rouge. Un fitness relatif inférieur a 1 témoigne d’une souche
moins avantageuse que la souche ancestrale. Inversement un fitness relatif supérieur a 1 montre que la
souche considérée est plus avantageuse que la souche ancestrale. Les barres d’erreurs représentent les
intervalles de confiance a 95%.



128ug/mL pour les populations évoluées. Pour les BNE + PE, les sensibilités
obtenues sont similaires a celle de la souche ancestrale (Table 15). Les plasmides
évolués ne conféreraient donc pas plus de résistance a la tobramycine que le
plasmide ancestral. Au vu de ces résultats, il semblerait que I'adaptation ait eu lieu a
I’échelle chromosomique et non plasmidique.

Pour affiner ces résultats, le fitness des BE et des BNE + PE a été comparé a
celui de la souche ancestrale (Figure 56).

Les résultats obtenus soulignent la diversité des réponses adaptatives dans
les populations évoluées. Des réplicats isogéniques pourtant propagés dans les
mémes conditions peuvent aussi bien aboutir a des populations au fithess augmenté
(réplicat 5, Km + Tob) que diminué (réplicats 1 et 6, Km +Tob). Il est par ailleurs
intéressant de noter que les souches évoluées les plus résistantes sont aussi les
souches au fitness le plus avantageux (réplicats 4 et 5, Km+Tob). Si 'on considére
maintenant les résultats obtenus avec les BNE + PE, les plasmides évolués ne
semblent ni plus ni moins colteux que le plasmide ancestral dans la majorité des
réplicats (fitness relatif proche de 1). Un résultat qui atteste soit d’'une absence de
réelle évolution plasmidique soit de I'acquisition de mutations plasmidiques peu ou
pas colteuses.

Néanmoins, trois populations plasmidiques sortent du lot : les plasmides issus
des réplicats 1 et 6 en milieu Km + Tob et du réplicat 2 propagé en Km + Tob + Cip.
Transformés dans des souches non évoluées, ces trois plasmides réduisent
drastiquement le fithess de I'hnéte (croissance ralentie de 70% par rapport a une
souche non évoluée portant le plasmide ancestral). De fagon intéressante, cet effet
délétere est absent dans les BE. Ces résultats témoignent donc de l'existence

d’adaptations plasmidiques ayant conduit a I'émergence de plasmides trés colteux
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Figure 57 : Vérification par PCR de duplication du géne aac(6’)-1b.

Absence de duplication : une seule cassette ou fixer I'amorce anti- sens (taille attendue 680 bp) ; duplication de
cassette : deux sites de fixation pour I'amorce anti-sens (deux bandes attendues 680 bp et 1320 bp). Aucune
des populations évoluées ne semble présenter de duplication de cassette. A = plasmide ancestral.
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Figure 58 : Quantification du nombre de copies de plasmides dans les bactéries évoluées.

La quantification a été réalisée en dénombrant le nombre de copies du gene intl, marqueur plasmidique. Les
valeurs obtenues ont été normalisées par quantification d’un géne de ménage chromosomique présent en une
copie dans la cellule. Les résultats démontrent une augmentation tres significative du nombre de copies de
plasmide dans les populations évoluées en présence de Km + Tob (p-value = 3,5.10", test de Student). Le
contréle correspond ici a la souche ancestrale.



dont le colt a néanmoins été compensé par des adaptations chromosomiques dans
les souches évoluées. Ces innovations plasmidiques ne participeraient néanmoins
que trés peu au phénotype de résistance a la tobramycine (voir paragraphe sur la
sensibilité a la tobramycine).

Le séquencage du géne aac(6’)-Ib dans les BE, y compris celles présentant
des traces évidentes d’adaptation plasmidique (population 1 et 6 Km+Tob et
population 2 Km+Tob+Cip), n'’a néanmoins montré aucune mutation plamidique
pouvant expliquer leur sensibilité diminuée a la tobramycine. Une autre adaptation a
la pression de sélection pourrait avoir été la duplication de la cassette de résistance
par excision (semi-conservative) puis réintégration. La duplication de la cassette
aac(6’)-Ib a donc été vérifiee par PCR en utilisant une amorce sens dans le géne intl
et une amorce anti-sens dans la cassette aac(6’)-Ib. Aucune population bactérienne
évoluée n’a néanmoins montré de tels événements de duplication (Figure 57). Un
séquencage complet des plasmides serait nécessaire pour identifier finement les
mutations impliquées.

De facon intéressante, la quantification du nombre de copies de plasmide
dans les BE a montré une augmentation significative des copies de plasmides dans
les souches cultivées en présence de kanamycine et tobramycine : 62 copies contre
20 copies dans la souche ancestrale (Figure 58). De fagon intéressante, cette
quantité de plasmides semble corrélée avec la sensibilité a la tobramycine. Les deux
réplicats présentant la sensibilité la plus faible étaient aussi ceux contenant le plus
de copies du plasmide (Table 16, page suivante). On peut donc émettre I'hypothése
que laugmentation de la résistance dans ces souches serait médiée par une
augmentation du nombre de copies de plasmide. Cette augmentation ne serait

néanmoins pas tributaire de mutations plasmidiques (mutation dans l'origine de
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Table 16 : Sensibilité a la tobramycine et quantification des copies de plasmides dans les souches

évoluées.

| Km + Tob
réplicat 1 réplicat 2 réplicat 3 réplicat4 réplicat5 réplicat 6
Sensibilité a la 64 64 64 128 128 64
tobramycine (pug/mL)
Nombredecopiesdu o, 15 3341 46+7  97:53 15632 58+28

plasmide

Table 17 : Bilan de I’analyse des populations évoluées.

réplicat 1 réplicat 2 réplicat 3 réplicat 4 réplicat 5 réplicat 6
SenSIb.lhte ala 64 64 64 128 128 64
tobramycine (ug/mL)
Contribution
chromosomique a la Majoritaire  Majoritaire  Majoritaire  Majoritaire  Majoritaire  Majoritaire
résistance
Evolution plasmidique Oui Possible Possible Possible Possible Oui
Mutation dans aac(6’)Ib Non Non Non Non Non Non
Duplication de cassette Non Non Non Non Non Non
Augmentation du nombre x3,7 x18 X2,6 X 5,4 X86 x32

de copies de plasmides

Km + Tob + Cip

de copies de plasmides

réplicat 1 réplicat 2 réplicat 3 réplicat 4 réplicat 5 réplicat 6
sensibilité a la 64 128 64 64 64 64
tobramycine (ug/mL)
Contribution
chromosomique a la Majoritaire  Majoritaire Majoritaire Majoritaire Majoritaire Majoritaire
résistance
Evolution plasmidique Possible Oui Possible Possible Possible Possible
Mutation dans aac(6’)Ib Non Non Non Non Non Non
Duplication de cassette Non Non Non Non Non Non
Augmentation du nombre x12 x12 x17 x12 X 14 x11




réplication) puisque les BNE + PE ne sont pas moins sensibles que la souche
ancestrale. Cette augmentation serait donc tributaire d'une modification
chromosomique. Le séquencage de l'origine de réplication des plasmides évolués
semble abonder dans ce sens puisqu’aucune des ori séquencées ne présentait de
mutation. La quantification des copies de plasmides dans les BNE + PE permettrait
de confirmer cette hypothése.

Le bilan des analyses réalisées sur les BE est présenté dans la Table 17. De
cette analyse, il ressort que la principale limitation de notre protocole d’évolution
demeure la part trop importante d’évolution chromosomique. Aucune mutation
plasmidique directement corrélée a la résistance n’a pu étre mise en évidence dans
cette étude. De méme l'augmentation du nombre de copies plasmidiques dans les
populations évoluées en présence de kanamycine et tobramycine, bien que
directement corrélée aux niveaux de résistance, serait une conséquence indirecte
d’'un événement chromosomique. Une des clés de nos expériences d”’évolution du
promoteur Pc des intégrons serait donc de rendre I'évolution chromosomique moins

favorable.
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Discussion
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Les intégrons sont des structures génétiques a haute valeur adaptative pour
les bactéries. lls leur permettent de capturer et d’exprimer une vaste panoplie de
génes sous forme de cassettes. Plus d’'une centaine de cassettes existe permettant
aux intégrons de conférer des phénotypes de résistance a de nombreux
antibiotiques. Ces structures génétiques peuvent également étre véhiculés par des
plasmides et/ou transposons et sont donc capables de disséminer d’'une espéce
bactérienne a une autre. Conséquence de cette dissémination, les intégrons sont
retrouvés dans un grand nombre de bactéries majoritairement a Gram négatif mais
aussi a Gram positif et sont aujourd’hui une réalité a la fois clinique, vétérinaire et
environnementale.

Si la mécanistique et la régulation des intégrons ont déja été étudiés, leur
dynamique d’évolution est mal caractérisée. Les rares études a ce sujet évoquent
I'effet des pressions antibiotiques sur la dynamique de réarrangement des cassettes
(Barraud and Ploy, 2015 ; Pérez-Valdespino et al., 2016). De méme, les études sur
le colt biologique des intégrons restent anecdotiques (Starikova et al., 2012). Ce
paramétre pourrait expliquer le succés des intégrons dans une si vaste diversité de
bactéries et d’environnements.

Les travaux présentés dans ce manuscrit visaient a préciser ces deux aspects
peu ou pas explorés. Deux versants de la dynamique d’évolution des intégrons ont
été évalués :

- d'une part leur maintien dans les populations bactériennes, dépendant

directement du codt biologique de la structure.

- d’autre part I'évolution du promoteur Pc des intégrons en réponse a un

stress antibiotique.
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. Le colt biologique des intégrons.

Des travaux récents ont déja soulevé la question du codlt biologique associé
aux intégrons (Starikova et al., 2012). Néanmoins, cette étude a choisi comme
modéle d’étude Acinetobacter baylyi, une espéce bactérienne chez qui la protéine
LexA, régulateur central de la réponse SOS, est absente (Hare et al., 2012). Or,
dans la majorité des intégrons, il a été montré que l'intégrase était régulée par la
réponse SOS (Cambray et al., 2011). Du fait de cette absence de régulation SOS,
l'intégrase des intégrons est donc constitutivement exprimée chez Acinetobacter.
L’étude du colt biologique des intégrons chez Acinetobacter n’est donc pas
représentative de la majorité des autres espéces bactériennes chez qui des
intégrons ont été décrits.

Dans ce travail, nous avons donc évalué le cout biologique des intégrons chez
E. coli, une espéce bactérienne dans laquelle les intégrons sont régulés par la
réponse SOS et qui appartient a la famille des Entérobactéries chez qui les intégrons
sont trés fréquemment détectés (Ahmed et al., 2005 ; Dolejska et al., 2007 ; Rao et
al., 2006). Par le biais d’expériences de compétitions bactériennes mettant en jeu
des populations avec ou sans intégron, nous avons cherché a préciser I'impact de
différents facteurs sur le colt de ces structures génétiques.

Nos résultats démontrent tout d’abord que les intégrons sont des structures
relativement peu colteuses. La présence d’un intégron a quatre cassettes ne
réduirait le fitness de I'h6te que de 1,3 a 4%. Pour comparaison, un plasmide portant
quatre genes de résistance aux antibiotiques diminuerait en moyenne le fithess de
I'héte a hauteur de 13% d’aprés une méta-analyse réalisée sur 7 plasmides (Vogwill
and MacLean, 2015). Le co(t des intégrons serait également bien en deca du co(t

moyen de la résistance chromosomique. Une meéta-analyse sur 760 mutations
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chromosomiques de résistance (78 antibiotiques concernés) estime le colt moyen
de ces mutations a une diminution de 21% du fitness de I'hote (Vogwill and
MacLean, 2015).

Ce faible colt expliquerait en partie la présence et le maintien des intégrons
dans une vaste diversité d’hotes et d’environnements. La dissémination passive des
intégrons par transfert de plasmides ou de transposons ne peut a elle seule justifier
de cette diversité. En effet, bien que la dissémination ait contribué a élargir le spectre
d’héte des intégrons, I'acquisition d’'un élément génétique mobile ne garantit en rien
son maintien dans la population. |l existe par exemple des plasmides de résistance
IncA/C porteurs de gene blacuy-2 qui bien que capables de disséminer efficacement
sont rapidement perdus en I'absence de pression de sélection (Subbiah et al., 2011).
Les pressions de sélection ne sont elles non plus pas suffisantes pour justifier de la
présence d’un intégron dans une bactérie puisque des intégrons ont déja été
retrouvés dans des réservoirs environnementaux éloignés de toute activité
anthropique (Gaze et al., 2011 ; Wright et al., 2008). Dans ces conditions, le faible
coat des intégrons aurait pu favoriser leur maintien notamment dans des
environnements peu exposés aux pressions de sélection antibiotiques.

Le faible colt des intégrons s’expliquerait en partie par la répression via la
réponse SOS de I'expression du geéne intl. Nos résultats démontrent en effet que
'expression de l'intégrase n’est pas toujours sans conséquence pour la bactérie et
peut se traduire par un codt marqué. Une fois déréprimée, I'expression de I'intégrase
Intlrs2_H3e Multiplie le colt global de la structure intégron par 2. De fagon intéressante
ce cout est fonction de l'activité de l'intégrase. Dans nos travaux, les intégrases
Intlps2 Hag et Intlra2 n3g & faible activité de recombinaison ne présentaient pas de codt

apparent lorsqu’elles sont exprimées. De méme, une mutation dans le codon
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catalytique de l'intégrase Intlrs; H39 €tait suffisante pour abolir son colt. Deux
résultats qui suggerent que l'intégrase de part son activité pourrait avoir un effet
délétére sur la bactérie. Dans ces conditions, la régulation du géne int/ par la voie
SOS pourrait donc avoir été une réponse évolutive des intégrons pour réduire leur
colt comme c’est le cas pour la résistance a la vancomycine chez les Entérocoques
dans lesquels un fin systéeme de régulation élimine toute trace de colt lié a la
résistance (Foucault et al., 2010).

La répression du gene intl pourrait ainsi permettre de préserver un géne
colteux mais avantageux. Cette hypothése est d’ailleurs renforcée par plusieurs
observations antérieures. Des analyses in silico ont notamment corrélé 'absence de
régulation SOS chez certaines espéces bactériennes a une perte d’activité de
l'intégrase (Cambray et al., 2011). Dans ces espéces, les intégrases, trop colteuses
et non régulées, seraient inactivées. In vitro, cette observation a d’ailleurs pu étre
faite dans des populations de A. baylyi contenant des intégrons et propagées sur
plusieurs générations (Starikova et al., 2012). Dans cette espéece bactérienne
dépourvue du répresseur LexA, le gene intl était rapidement inactivé par des
mutations modifiant le cadre de lecture. Dans des modéles in silico d’évolution,
l'activité de lintégrase a pourtant été montrée comme essentielle pour s’adapter a
des pressions antibiotiques (Engelstadter et al., 2016). Dans ces conditions, la
répression du gene intl semble étre une bonne solution adaptative pour en préserver
lintégrité.

Nous avons également montré que le colt d’'un intégron est dépendant du
promoteur qu’il contient. Plus le promoteur est fort, plus les cassettes sont
exprimées et plus le colt de la structure est élevé (diminution du fithess de I'héte de

1,3% a 4% selon la force du Pc). Plusieurs études épidémiologiques ont déja
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souligné la forte prévalence d’intégrons a Pc faibles (PcW et PcH1) (Vinué et al.,
2011 ; Wei et al.,, 2013b). Pour rappel, ces mémes intégrons sont associés a
l'intégrase Intlraz H3g, la plus active des intégrases (Jové et al.,, 2010). On peut
penser que ces structures soient davantage conservées en raison de la forte activité
de leur intégrase. Une intégrase plus active serait plus favorable et propice a
'adaptation des bactéries qu’'une intégrase peu active. En outre, d’aprés nos
résultats, les intégrons a Pc faibles sont moins colteux que leurs homologues a Pc
forts. Il serait donc doublement avantageux pour une bactérie d’avoir un intégron
avec un Pc faible, a la fois propice au maintien des intégrons (faible colt) et propice
a l'adaptation (intégrase a forte activité). Néanmoins, dans ce cas, le niveau
d’expression des cassettes restera faible. Tous ces éléments nous laissent a penser
que dans des contextes ou les pressions de sélection sont faibles mais multiples, les
intégrons a Pc faibles vont étre privilégiés. lls permettraient de s’adapter a des
pressions fluctuantes, grace a leur intégrase active, au prix d’un faible colt. Ces
conditions pourraient étre rencontrées dans I'environnement ou des concentrations
d’antibiotiques faibles mais multiples ont déja été détectées (Amabile-Cuevas, 2016 ;
Kolpin et al., 2002). L'importance du dynamisme des intégrons dans I'environnement
avait d’ailleurs déja été soulevée dans de précédents travaux du laboratoire (Stalder
et al., 2012).

Outre le polymorphisme du Pc, un autre facteur pourra influencer le colt du
réseau de cassettes : le nombre de cassettes qu’il renferme. Nos résultats
démontrent en effet une augmentation significative du cout de la structure intégron a
mesure que le nombre de cassettes dans le réseau passe de 1 a 2 puis 4. Ceci
suggere que plus il y aurait de génes de résistance a exprimer, plus la structure

serait colteuse ; une observation cohérente avec de précédents travaux montrant
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que le colt d’un plasmide augmente avec le nombre de genes de résistance qu’il
porte (Vogwill and MacLean, 2015). Cette corrélation directe entre le colt d’un
intégron et le nombre de cassettes qu'il renferme est néanmoins a nuancer. Il a en
effet été démontré que les niveaux d’expression des cassettes diminuaient a mesure
que I'on s’éloigne du promoteur (Collis and Hall, 1995 ; Jacquier et al., 2009). Ainsi,
passé un certain nombre de cassettes, en ajouter des supplémentaires n’aurait peut-
étre que peu d’impact sur le fitness de I'hbte, si ce n’est celui lié a la taille du
plasmide qui porte I'intégron. En effet, nous avons montré que la taille du plasmide,
méme si elle intervient peu a tout de méme un effet. Le colt plus important des longs
réseaux pourrait par ailleurs expliquer pourquoi les intégrons mobiles contiennent au
maximum dix cassettes, et le plus souvent seulement deux a trois cassettes. Garder
un petit réseau au colt limité serait plus propice au maintien et a la dissémination
des intégrons. Néanmoins ces résultats demandent a étre confirmés car comme
nous allons le discuter juste aprés, le colt des cassettes varie aussi selon leur
nature. Ainsi, un réseau contenant des cassettes différentes pourrait donner des
résultats différents de ceux que nous avons observés.

Nous avons en effet montré que certaines cassettes étaient plus colteuses
que d’autres. Ainsi par exemple, la cassette dfrA15 n'occasionne aucun colt pour
son hote. A linverse, la cassette aac(6’)-Ib apparait comme significativement plus
colteuse que les autres cassettes testées. Plusieurs hypothéses peuvent étre
évoquées pour expliquer ces différences. Elles pourraient tout d’abord étre liées a
des capacités de recombinaison différentes. Dans nos expériences les sites attC
associés aux cassettes dfrA15 et aadA1, avec leurs bases extra-hélicoidales T-Ng-C
et T-Ng-G, sont a priori les plus recombinogénes. Une étude antérieure ayant réalisé

des tests d’excision sur des intégrons contenant des cassettes aux sites attC
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différents a en effet montré que l'intégrase Intl1 était particulierement efficace sur
des sites attC présentant des bases extra-hélicoidales de type T-Ng-C et T-Ng-G
(Larouche and Roy, 2011). A l'inverse la cassette aac(6’)-Ib et son site attC au motif
extra-hélicoidal TC-Ng-G est une cassette trés peu propice a la recombinaison.
L’intégrase Intl1 serait méme incapable d‘exciser ce genre de cassette (Larouche
and Roy, 2011). Les motifs extra-hélicoidaux seuls ne peuvent cependant pas
présumer de la capacité d'un site attC a recombiner. Des travaux ont également
montré I'importance de la taille des sites attC et de leur région VTS sur la bonne
structuration du motif cruciforme simple brin, matrice de la recombinaison (Loot et al.,
2010). En prenant en compte ces considérations, la capacité des cassettes a
recombiner peut étre classée de la fagon suivante: attCa0a7 (court et
recombinogéne) > attCgrai5 (long mais recombinogéne) >>> attC.a9 (lOng et peu
recombinogéne) = aftC,acs)- (MOyennement long et trés peu recombinogéne).
Compte tenu de 'ordre de colt obtenu lors de nos expérience (aac(6’)-1b > catB9 =
aadA1 > dfrA15), il n’y a a priori aucun lien logique entre le colt d’'une cassette et sa
capacité a recombiner. Les différences de colt pourraient donc étre liées aux génes
en eux-mémes et aux résistances qu’ils conférent. De précédent travaux sur la
résistance chromosomique ont par exemple montré des différences significatives de
colt selon le mécanisme de résistance considéré (Vogwill and MacLean, 2015).
Dans ces travaux étudiant plus de 760 mutations chromosomiques, Vogwill et
MacLean ont montré que les résistances faisant intervenir des pompes d’efflux
seraient en moyenne moins colteuses que les résistances faisant intervenir des [3-
lactamases. Si les données manquent sur la résistance non chromosomique, les
génes dfr pourraient néanmoins étre des genes naturellement peu colteux comme

le suggere leur stabilité en I'absence de pression de sélection antibiotique. Une
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étude suédoise montre par exemple une absence totale de diminution de la
prévalence des génes dfr chez K. pneumoniae et E. coli sur une période de 2 ans en
dépit d’'une diminution de 85% des prescriptions de triméthoprime (Brolund et al.,
2010). Dans I'hypothése ou le colt de la résistance serait bien tributaire du
mécanisme impliqué, il demeure surprenant que les cassettes aac(6’)-Ib et catB9
codant deux enzymes aux activités similaires (acétyltransférases) et possédant des
capacités de recombinaison proches aient pourtant des colts biologiques si
différents. Il a néanmoins été montré qu’un géne aac(2’) isolé chez Providencia
stuartii codait une acétyltransférase capable non seulement d’acétyler certains
aminosides pour les inactiver mais aussi capable d’acétyler in vitro le peptidoglycane
(Payie and Clarke, 1997) ; une acétylation qui permet de protéger le peptidoglycane
de Tlaction des muramidases (lysozyme). On peut imaginer donc que
I'acétyltransférase codée par le géne aac(6’)-Ib pourrait elle aussi un réle au niveau
du métabolisme de la bactérie, impactant le fitness de I'héte.

Il est également intéressant de constater que les cassettes aad et dfr, peu
colteuses, sont des cassettes trés fréquemment retrouvées chez E. coli. Chacune
est présente dans plus de 60% des réseaux d’intégrons isolés chez cette espéce
d’apres les données de la banque d’intégrons Integrall (http://integrall.bio.ua.pt/). On
peut imaginer que le faible colt de ces cassettes favoriserait leur maintien dans les
intégrons. A l'inverse, la cassette aac(6’)-Ib, plus colteuse, n’est présente que dans
11% des intégrons isolés chez E. coli. En raison de son codt, elle serait moins
facilement maintenue.

L’'ordre des cassettes dans le réseau pourrait avoir son importance. Des
cassettes tres colteuses placées en premiére position dans le réseau et donc

fortement exprimées seront a priori peu avantageuses. A l'inverse, positionner une
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cassette peu ou pas colteuse en premiére position et éloigner les cassettes
colteuses pour diminuer leur niveau d’expression pourrait réduire le colt de la
structure. Une hypothese d’autant plus crédible que lorsqu’elles sont présentes, les
cassettes dfr sont situées en premiéere position dans plus de 70% des réseaux de
cassettes décrits (Integrall). Ici encore, lintégron pourrait mettre a profit sa
dynamique pour réarranger le réseau et réduire son colt. Attention toutefois, le colt
des cassettes ne doit pas étre le seul déterminant gouvernant I'ordre des cassettes
dans le réseau. Il a par exemple été montré que de nombreuses cassettes ne
présentaient pas de région initiatrice de la traduction (TIR) efficace et nécessitaient
d’étre en premiére position dans le réseau pour étre correctement traduite par
couplage traductionnel avec l'orf11 (Hanau-Bergot et al., 2002). Cette nécessité
pourrait expliquer pourquoi la cassette aac(6’)-Ib qui posséde une TIR inefficace
(Hanau-Bergot et al., 2002) est souvent retrouvée en premiére position lorsque
présente, malgré son colt (60% des cas chez E. coli d’aprés Integrall).

Nos travaux ont enfin démontré I'impact des concentrations sub-inhibitrices
d’antibiotiques sur la dissémination des intégrons. La présence d’antibiotiques méme
a faible concentration est capable de promouvoir la sélection et la dissémination des
bactéries porteuses d’intégrons en particulier ceux portant des Pc forts et donc
associés a de plus haut niveaux de résistance. Des observations similaires ont déja
été réalisées sur des souches de E. coli et S. enterica portant des résistances
individuelles a différents antibiotiques (ciprofloxacine, tétracycline ou aminosides).
Des compétitions entre ces souches et des souches sensibles isogéniques ont
permis de montrer que dans certains cas, des concentrations sub-inhibitrices jusqu’a
100 fois inférieures a la CMI des souches sensibles étaient capables de favoriser la

propagation de certaines souches résistantes (sélection de bactéries portant la
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mutation gyr1A par la ciprofloxacine et de bactéries portant le Tn70dT par la
tétracycline) (Gullberg et al., 2011). En moyenne, la plupart des mutations de
résistance testées étaient favorisées des lors que la concentration en antibiotique
appliquée dépassait une concentration égale a 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 gu’ils représentent méme a faibles concentrations.

ll. 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), I'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 lanalyse de séquences d’intégrons
chromosomiques isolées de [-protéobactéries environnementales. Toutes les
seéquences alors considérées contenaient un gene int/ codant l'intégrase Intrss H3g et
portant le variant faible du promoteur PcW suggérant que l'origine de ce dernier
serait trés ancienne. De fagon intéressante, la majorité des autres promoteurs décrits
chez les intégrons de classe 1 differe 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 a 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 a la
pression antibiotique (Figure 50, page 162). Des pressions antibiotiques plus fortes
auraient conduit a 'émergence des variants PcWrgn-10, PCH2 et PcS, une évolution
qui se serait néanmoins faite au détriment de l'activité des intégrases (Figure 50,
page 162). Ces hypothéses n'ont néanmoins jamais été testées expérimentalement.

Afin de vérifier expérimentalement si le polymorphisme du Pc pouvait étre une
réponse adaptative a 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 contrdlée,...). Une population de E. coli MG1656, porteuse d’intégrons
codant une unique cassette aac(6’)-lIb, 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 mutagénése SOS-
induite pouvait favoriser I'émergence de Pc forts. A lissue des expériences
d’évolution, la région promotrice des populations évoluées a été séquencée par une
approche de deep-sequencing et comparée a la séquence promotrice ancestrale afin
d’évaluer I'éventuelle apparition de mutations.

En dépit d'une méthode de séquengage sensible permettant de détecter des
variants de Pc a 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, 'émergence de promoteurs

forts ne semble pas étre une réponse prédominante.
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Afin de mieux comprendre ce qui avait pu avoir lieu a I'échelle génotypique et
de repenser notre protocole d’évolution en fonction, nous nous sommes alors
tournés vers l'analyse phénotypique des populations évoluées. Ces analyses ont
notamment relevé une part importante d’adaptation chromosomique. La majorité de
la résistance acquise a lissue de l'expérience semblait tributaire de mutations
chromosomiques. D’autres travaux s’intéressant a [I'évolution plasmidique en
réponse a un stress antibiotique ont déja été confrontés a ce probléeme de I'évolution
chromosomique. Dans une de leurs expériences, Bouma et Lenski ont propagé un
plasmide de résistance (tétracycline et chloramphénicol résistant) dans un milieu
pauvre en présence de chloramphénicol sur 500 générations (Bouma and Lenski,
1988). A lissue de I'expérience, I'analyse du fitness des souches évoluées et de
souches non évoluées transformées avec le plasmide évolué a révélé une apparente
absence d’adaptation plasmidique. En dépit de la part majeure d’adaptation
chromosomique dans notre expérience, pour 3 des 12 populations évoluées, la
transformation des plasmides extraits de ces populations dans la souche ancestrale
a montré que les plasmides étaient plus délétéres que les plasmides ancestraux.
Ceci suggere que des modifications des plasmides sont apparues au cours du
temps. A I'heure actuelle, nos analyses n’ont néanmoins pas permis d’identifier les
événements génétiques impliqués. Le séquengage complet de ces plasmides serait
nécessaire.

L’analyse du nombre de copies de plasmides dans les populations évoluées a
par ailleurs révélé chez certaines populations une augmentation trés significative de
ce nombre en lien avec les plus hauts niveaux de résistance observés. Cependant,
ces hauts niveaux de résistance étaient perdus lorsque les plasmides étaient

transformés dans la souche ancestrale non évoluée. Le séquengage des origines de
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réplication des plasmides évolués n’a par ailleurs révélé aucune mutation, suggérant
I'implication probable de mutations chromosomiques dans I'augmentation du nombre
de copies de plasmides. Une hypothése qui pourrait étre confirmée en évaluant le
nombre de copies de plasmides dans les souches non évoluées transformées avec
les plasmides évolués. Des mutations chromosomiques conduisant a une
augmentation du nombre de copies de plasmides ont déja été observées chez E.
coli. Une équipe a montré que des mutations dans le géne himD, codant une sous-
unité de la protéine IHF impliquée dans la structuration de '’ADN pouvaient se
traduire par une augmentation significative du nombre de copies de différents
plasmides portant une origine de réplication de type p15a, identique a celle des
plasmides utilisés dans notre travail (Hiszczynska-Sawicka and Kur, 1997). Dans les
souches mutées, le nombre de copies de ces plasmides passait de 15 a plus de 60 ;
des valeurs qui corrélent avec celles reportées dans notre travail. Le séquencgage du
géne himD dans les souches évoluées serait néanmoins nécessaire pour conclure.
L’exemple précédent illustre a nouveau le probléeme posé par I'adaptation
chromosomique. Pour favoriser I'adaptation a I'échelle du plasmide, il faudrait trouver
un moyen de s’affranchir de cette réponse chromosomique. Une solution souvent
utilisée dans la littérature consiste a extraire et retransformer les plasmides dans la
souche initiale a mesure que I'expérience progresse (De Gelder et al., 2008 ; Sota et
al., 2010). Bien que cette approche soit une solution efficace, elle ne mime pas
réellement les phénoménes naturels ou de tels « reboot » du fond génétique de
I'héte sont impossibles. Plutét que d’éliminer toute trace d’évolution chromosomique,
une autre solution est de la rendre moins favorable que I'évolution plasmidique. Dans
ce contexte, une implémentation de notre protocole expérimental serait de ne pas

utiliser un intégron portant une seule cassette de résistance et donc soumis a une
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seule pression de sélection. L'ajout de cassettes et donc l'usage de plusieurs
pressions simultanées pourrait en effet favoriser I'apparition de mutations dans le
promoteur Pc. Dans ces conditions de pressions simultanées, une mutation dans le
promoteur Pc n’impliquerait qu’un seul événement génétique qui pourtant permettrait
d’augmenter la résistance a toutes les pressions de sélection utilisées. A l'inverse, il
faudrait plusieurs mutations chromosomiques pour conférer la résistance a plusieurs
pressions de sélection simultanées. La premiére solution est donc la réponse la plus
simple et la plus probable pour s’adapter efficacement a des pressions simultanées.
Utiliser un intégron a deux voire trois cassettes et avec deux a trois pressions
correspondantes et simultanées pourrait donc favoriser I'évolution de la région
promotrice. Attention toutefois, travailler avec un intégron a plusieurs cassettes ouvre
la possibilité de réarrangements de cassettes. Il conviendrait donc de travailler avec
des cassettes peu recombinogénes pour limiter ce genre d’événements et « forcer »
I’évolution dans la région promotrice.

Par ailleurs, il est possible que le nombre de générations ait été trop faible
dans notre expérience pour permettre 'émergence et la propagation d’'intégrons a Pc
forts. De précédents travaux sur la dynamique de l'adaptation dans un milieu
homogéne ont montré que le I'évolution du fithess au cours du temps pouvait étre
modélisée par une loi de puissance (Wiser et al., 2013). Cette loi de puissance
implique que les mutations les plus bénéfiques pour I'hdte apparaissent rapidement
lors des premiéres générations de I'évolution. Une étude réalisée sur un plasmide
IncP-1P3 extrait d’'une souche de Bordetella pertussis et transformé chez Shewanella
oneidensis montre par exemple I'apparition de mutations dans le géne trfA1, codant
une protéine d’initiation de la réplication, des 200 générations bactériennes dans

tous les réplicats de I'expérience (Hughes et al., 2012). Cette mutation permettait
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d’augmenter significativement la stabilité du plasmide dans son nouvel héte. 200
générations de cultures bactériennes pourraient donc étre suffisantes pour observer
des mutations plasmidiques. Néanmoins, I'expérience de Bouma et Lenski dans
laquelle aucune adaptation plasmidique n'a été mise en évidence aprés 500
génération de culture (Bouma and Lenski, 1988) montre que cette adaptation rapide
n‘est pas une réponse systématique. Si lI'on considére la loi de puissance
mentionnée précédemment, I'apparition de mutations dans un plasmide lors des
premiéres générations de croissance pourrait étre conditionnée a I'impact de ces
mutations sur le fithess de I'héte. Des mutations plasmidiques ayant un effet tres
bénéfique pour I'héte seraient susceptibles d’apparaitre plus tét. La encore
l'utilisation d’un intégron a plusieurs cassettes et soumis a des pressions
antibiotiques simultanées permettrait de favoriser I'apparition de mutants Pc dans
des temps de générations courts. Une mutation augmentant la force du promoteur
serait en effet particulierement bénéfique pour le fitness de I'hdéte et serait donc
susceptible d’apparaitre tét.

Une autre raison pour expliquer I'absence d’évolution du promoteur pourrait
avoir été une pression de sélection insuffisante. Méme si les expériences de fitness
ont montré qu'une pression de sélection quatre fois inférieure a la CMI était
suffisante pour permettre la sélection d’intégrons a Pc fort dans une population mixte
d’intégron en batch, il en est peut étre autrement en chemostat. Des travaux ont
notamment montré que des bactéries propagées en chemostat a de faibles taux de
dilution avaient une sensibilité diminuée aux antibiotiques (Brown et al., 1990). Au
taux de dilution utilisé dans nos expériences, peut étre que la pression choisie était
trés inférieure a la sensibilité réelle des bactéries et donc insuffisante. Un contrble

intéressant a reéaliser serait de mettre en compétition des bactéries porteuses

190






d’'intégrons a Pc faible et Pc fort en chemostat dans les conditions de I'expérience
d’évolution afin de déterminer la pression de sélection suffisante permettant
d’enrichir le milieu en bactéries porteuses d’intégrons a Pc fort.

En I'état actuel, il est donc difficile de conclure sur notre hypothése de départ.
L’absence d’évolution du promoteur Pc en réponse a un stress antibiotique pourrait
aussi bien étre une réalité biologique que tributaire de mauvais choix dans notre
protocole expérimental. Les perspectives futures de ce projet seront évoquées dans

la conclusion de ce travail.
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Conclusions — Perspectives
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Nos travaux avaient pour objectifs d’explorer la dynamique évolutive des
intégrons de classe 1 d’'une part en évaluant le colt biologique de cette structure
génétique, et d’autre part en évaluant I'évolution des intégrons via I'’évolution

genétique du promoteur Pc.

. Colt biologique des intégrons.

Cette étude a permis de montrer que les intégrons sont des structures
génétiques trés peu colteuses pour E. coli, en plus d’étre d’incroyables outils
adaptatifs. Ce faible colt serait notamment lié a la répression du géne de l'intégrase
par la réponse SOS. La répression de I'expression de lintégrase la plus active
(Intlrs2_H3e) permet de réduire le colt biologique de l'intégron d’un facteur 2 chez
E.coli. Cette répression éviterait I'expression constitutive d’'une protéine a I'activité
catalytique potentiellement dommageable pour I'héte,

Nos travaux ont également démontré que dans des conditions de répression
par le systeme SOS, le colt d’'un intégron est principalement lié a I'expression du
réseau de cassettes. Ainsi le colt d’un intégron dépendra de la force du Pc qu'il
contient : plus le Pc sera fort, plus les cassettes seront exprimées et plus l'intégron
sera colteux. Ce colt biologique semble dépendre du contenu du réseau de
cassettes et plus particulierement du nombre de cassettes et de leur nature. Le colt
biologique est augmenté d’un facteur 8 lorsque que le réseau passe de une a quatre
cassettes. L'impact de la nature des cassettes est quant a lui est variable, certaines
cassettes sont plus colteuses que d’autres, la cassette aac(6’)lb étant ici trois fois
plus colteuse que la cassette catB9 ou aadA7. Ainsi selon son contenu en
cassettes, le colt d’'un intégron est différent.

Nos travaux sur le colt des intégrons soulignent enfin I'impact favorable de

pressions de sélection sub-inhibitrice sur la sélection de bactéries porteuses

193






d’intégrons en particulier ceux contenant un variant fort de Pc. Ces résultats illustrent
le danger produit par la mauvaise utilisation des antibiotiques et par leur présence a
faible concentration dans I'environnement.

De facon intéressante, nos données établissent le lien avec des études
épidémiologiques montrant la forte prévalence des intégrons a Pc faibles dans des
bactéries d’origine clinique ou environnementale, mais aussi la forte prévalence de
certaines cassettes dans les réseaux des intégrons comme la cassette dfr par
exemple.

Pour ce qui est des perspectives, il serait désormais intéressant d’évaluer le
cout d’intégrons cliniques en les clonant dans notre plasmide de travail (pZA2). Nous
pourrions alors transformer ces plasmides dans la souche E. coli MG1656 et les
mettre en compétition contre la souche MG1656 Aatt::gfp contenant le plasmide
pZAZ2 vide.

Nos résultats ont aussi soulevé la question de limpact de l'ordre des
cassettes sur le colt de I'intégron. Afin d’évaluer cet impact, il serait intéressant de
mesurer le colt de réseaux dans lesquels les cassettes étudiées ici sont agencées
difféfremment. Avec notre modéle d’intégron a 4 cassettes, il serait par exemple
intéressant de comparer le colt d’'un réseau débutant par la cassette la plus
colteuse (aac(6’)-Ib) et terminant par la cassette non colteuse (dfrA15) a celui d’'un
réseau avec les mémes cassettes mais en ordre inverse.

Nous avons enfin envisagé I'hypothése qu’un intégron puisse mettre a profit
sa dynamique pour réduire son coldt en réarrangeant le réseau dans une
conformation « rentable ». Pour évaluer cette hypothése, il serait intéressant
d’évaluer la dynamique de réarrangement des cassettes en lien avec le fitness de

'hote, par exemple en faisant évoluer expérimentalement une souche E. coli
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MG1656 contenant un intégron exprimant constitutivement I'intégrase et un réseau
défavorable de cassettes (cassettes coliteuses proches du Pc et cassettes peu
colteuses éloignées du Pc) dans un milieu sans pression de sélection antibiotique. Il
serait alors intéressant de voir si des réarrangements de cassettes se produisent

puis d’identifier les réarrangements associés a une amélioration du fitness de I'héte.

Il Dynamique d’évolution du promoteur Pc.

Nos travaux sur la dynamique d’évolution du promoteur Pc n’ont
malheureusement pas permis de mettre en évidence I'émergence de variants de Pc
forts en réponse a un stress antibiotique en dépit d’'une méthode d’analyse sensible
permettant la détection de variants de Pc a hauteur de 0,5% de la population finale.
L’analyse des populations évoluées révele en outre une part majoritaire d’évolution
chromosomique qui a sans doute limité I'adaptation a I'échelle du plasmide et donc
de lintégron. Dans ces conditions, il reste difficile de conclure sur les résultats
obtenus. Peut étre que cette absence d’évolution atteste d’'une réalité biologique ou
simplement d’'un protocole expérimental d’évolution a optimiser.

Il serait tout d’abord intéressant de poursuivre I'expérience d’évolution au-dela
de 200 générations a partir des échantillons conservés a -80°C. Nous pourrions ainsi
vérifier si quelques générations supplémentaires d’évolution ne seraient pas
suffisantes pour voir émerger des mutations dans le promoteur Pc.

Par ailleurs, pour estimer l'efficacité de la pression de sélection appliquée, il
serait intéressant de conduire des compétitions entre bactéries porteuses d’intégrons
a Pc faibles et Pc forts en chemostat et dans les conditions de nos expériences
d’évolution. Une pression antibiotique efficace devrait en effet étre capable d’induire

la sélection des bactéries porteuses de variants de Pc forts. Nous pourrions alors au
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besoin redéfinir la pression de sélection a appliquer dans nos expériences
d’évolution.

Enfin, pour limiter la part d’adaptation chromosomique aux antibiotiques, nous
pourrions également rendre la mutation promotrice plus favorable en utilisant un
intégron a plusieurs (3 ou 4) cassettes et en appliquant plusieurs pressions de
sélection simultanées. La multirésistante pourrait alors étre acquise selon deux
schémas :

-soit suite a plusieurs mutations chromosomiques. Néanmoins, la probabilité
cumulée de ces événements indépendants rend cette option statistiquement peu
probable.

-soit par un seul événement mutationnel dans le promoteur Pc statistiquement

plus probable.

Une possibilité de mutation chromosomique aux effets pléiotropiques
permettant de résister a plusieurs antibiotiques reste aussi envisageable. |l
conviendrait alors de bien choisir les antibiotiques de travail pour éviter des

meécanismes de résistance communs.
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Table 1S: Amorces utilisées pour préparer les librairies d’échantillons pour le

séquencage Ion Torrent™.

Nom de I’amorce

Séquence 5'-3’

BC1_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC2_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC3_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC4_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC5_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC6_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC7_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC8_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC9_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC10_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC11_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCTCGAATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC12_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGGTGGTTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC13_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACGGACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC14_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGTGTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC15_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAGAGGTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC16_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGATGACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC17_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTATTCGTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC18_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC19_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTAGTCGGACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC20_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGATCCATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC21_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGCAATTACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC22_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGAGACGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC23_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGCCACGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC24_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACCTCATTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC25_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCTGAGATACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC26_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTACAACCTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC27_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACCATCCGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC28_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCCGGAATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC29_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGACCACTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC30_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGGTTATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
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BC31_A _Pc_F

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCAAGCTGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA

BC32_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTTACACACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC33_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCTCATTGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC34_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGCATCGTTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC35_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGCCATTGTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC36_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGGAATCGTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC37_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTTGAGAATGTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC38_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGGAGGACGGACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC39_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAACAATCGGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC40_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACATAATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC41_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCACTTCGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC42_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCACGAATCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC43_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTTGACACCGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC44_A Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGGCCAGCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC45_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGGAGCTTCCTCGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC46_A_Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCAGTCCGAACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC47_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGCAACCACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
BC48_A _Pc_F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCTAAGAGACGATGGAAACGGATGAAGGCACGA
P1_Pc_R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAACGCGCTTGCTGCTTGGAT

Les amorces BCX A Pc F sont les amorces sens portant le code barre permettant d’identifier les échantillons a
I’issue du séquengage. Le numéro du code barre est indiqué dans le nom de 1’amorce aprés le BC. Chaque code
barre est également représenté en gras. Ces amorces sens s hybrident sur la région promotrice au moyen d’une
zone d’homologie en 3° de I’amorce (nucléotides soulignés). L’amorce anti-sens (P1_Pc_R) contient I’adaptateur
P1 dans sa séquence indispensable lors de la PCR émulsion. La séquence de cet adaptateur est représentée en
italique tandis que la séquence permettant I’hybridation a la région promotrice est soulignée.
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