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Liste des abréviations

°C Degré Celsius

3'CS Région 3’ conservé

5CS Région 5’ conservé

A Adénine

aa Acides aminés

ACP Acyl carrier protein

AD Domaine supplémentaire

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNc ADN complémentaire

ADNe ADN extracellulaire

ADNSsDb ADN simple brin

AFR Aerobic fluorescence recovery
AMPc Adénosine monophosphate cyclique
ARN Acide ribonucléique

ARNP ARN polymérase

ARNr ARN ribosomique

ARNt ARN de transfert

ATP Adénosine triphosphate

BGN Bactéries a Gram négatif

BGP Bactéries a Gram positif

CMF Cytométrie en flux

CMI Concentration minimale inhibitrice
CRP cAMP Receptor protein

di-GMP di-guanosine monophosphate cyclique
DO Densité optique

EDTA Acide éthyléne diamine tétra-acétique
EHB Bases extra-hélicoidale

FACS Fluorescence activated cell sorting
FAST Fluorescence-Activating and absorption-Shifting Tag
FbFPs Flavin-based fluorescent proteins
FIS Factor for inversion stimulation

G Guanine

GFP Green fluorescent protein
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GMP

GTP
HBR

HD

HNS

Hpf

ICE

Lrp

NIH

OHB
Para-seq-FISH

Pb
PBS

PPX
R
RaiA
RBS
Rmf
ROS
RSH
RT
RT-gPCR
SAH
SAS
SD
SETI
T
THG
TIR
UCS
uv
VTS

Guanosine monophosphate

Guanosine triphosphate
hydroxybenzylidene rhodanine
Domaine hydrolase

Histone-like Nucleoid structuring protein
Hibernation promoting factor

Elément intégratif et conjugatif
Leucine-responsive protein

National Institutes of Health
Oxygénothérapie hyperbare

Parallel sequential fluorescence in situ hybridization
Paire de base

Phosphate-buffered saline
Exopolyphosphatase

Purine

Ribosome associated inhibitor

Site de fixation du ribosome

Ribosome modulating factor

Espéces réactives de I'oxygéne
RelA/SpoT Homolog

Rétrotranscription

Reverse transcription quantitative real-time PCR.
Small alarmone hydrolase

Small alarmone synthetase

Domaine synthétase

Structured Enhancer of translation initiation
Thymine

Transfert horizontal de génes

Région d'initiation de la traduction
Segment central non apparié

Ultraviolet

Structure terminale variable

Pyrimidine
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Région 5'CS Région variable
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Pintl —

Figure 1 : Structure d’un intégron

Un intégron est constitué de deux parties: la région 5’ conservée (5°CS) et la région variable.

La région 5’CS est composée de trois éléments: le géne intl, un site spécifique de recombinaison attl
et un promoteur de cassettes, Pc. La région variable contient 'ensemble des cassettes de géne. Une
cassette de géne se définit par un cadre ouvert de lecture (orf) et d’'un site de recombinaison
spécifique attC. L’expression des cassettes de gene se fait a partir du promoteur Pc. Le niveau
d’expression d’'une cassette de géne dépend de sa position par rapport au promoteur Pc: plus la

cassette est proche du Pc, plus son niveau d’expression est élevé (fleche en dessous des cassettes).

Pc
attC1 attC2 attC3
e ~o(
Pintl \
Excision o
attC
Pc
attC1 attC2
Cassette 2 m
Pintl
Insertion * O Cassette
Pc
attCl attC2 attC3
_‘ Cassette2  Cassette3 Kx
Pintl

Figure 2: Schéma représentant les activités de recombinaison de l'intégrase Intl

Sont représentées les réactions d’excision: recombinaison entre deux sites attC conduisant a I'excision
de la cassette de gene verte sous forme circulaire; et la réaction d’intégration: recombinaison entre le

site attl et un site attC, conduisant a l'intégration de la cassette de géne verte en 1°" position.



Chapitre I. Les intégrons

En 1989, les chercheurs australiens Hatch Stokes et Ruth Hall ont décrit des éléments
geénétiques permettant la capture et I'expression de génes sous forme de cassettes qu’ils ont
appelés « intégrons » (Stokes and Hall, 1989). Les intégrons ont historiquement été divisés
en deux grandes familles

- Les intégrons de résistance (IR) ou intégrons mobiles, qui sont portés par des
plasmides ou des transposons qui assurent leur mobilité. Les IR contiennent un
nombre limité de cassettes qui codent essentiellement des génes de résistances aux
antibiotiques. De ce fait, les IRs jouent un r6le majeur dans la dissémination de la
résistance aux antibiotiques.

- Les intégrons sédentaires chromosomiques (ISC) autrefois appelés super-intégrons
(SI), sont retrouvés uniqguement sur le chromosome bactérien. lls peuvent porter plus
de 200 cassettes dont la plupart codent des protéines de fonctions inconnues. Les
ISCs semblent constituer un réservoir de génes permettant aux bactéries de s’adapter

aux stress environnementaux (Mazel, 2006).

1. La plateforme fonctionnelle d’un intégron

Les intégrons se composent a minima de trois éléments clés situés dans une région
communément appelée segment conservé 5’ (5°CS) : un géne intl qui code pour une intégrase,
un site spécifiqgue de recombinaison attl et un promoteur de cassettes Pc permettant
'expression des cassettes de gene contenues dans la région variable (Figure 1). Une cassette
de géne est composée d’'un cadre ouvert de lecture et d’un site de recombinaison attC (voir

section 2 de ce chapitre).

1.1.L’intégrase Intl

L’intégrase Intl est I'élément clé de l'intégron. Elle catalyse I'insertion (recombinaison
entre site attl et site attC) ou I'excision de cassettes de géne (recombinaison entre deux sites

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 20
Licence CC BY-NC-ND 3.0



10 113 123 130 137 147
__C—’.I-RP*-»kH LPVVLTPDEV WRILG..FL. EG...EHRLF AQLLYGTGMR ISEGLOLRVE
QIGRFFERKR IPVVLIVOEY QILLS..HM. AG...TEALL ARLLYGSGLR LEEALGLRVE
EVVREARQPQR LEVVLIRTEY QRILV..EM. 3G...TYGELM ANLLYGTGMR LMECVELRVE
OYIPASEPRR LESVISANEY QRILQO. VM. FILLYSAGLR INECLRLRVE
GEFCYATEORY LPTVLSPSEI SLILNMN. .EL. - TELLYSSGLR VEECLELRIQ
RFQESQLERE LPVVLTRDEI RRLLE..IV. DP...EHQLP IELLYGSGLR LMECMRLRVD
IntITde NIVEAKEPEE LEAIMTREET BKHIFS..LLEF EN...DYGLL IRLLYGTGMR LMEALRLRTY
IntIGsu OCVPRAKESLY WEVWVLSBAEI DATLA. .HLY HP....HGLI VELLFGCGLR LFECLGLRVE
XerC CGVIAPKMRFEH LPENIDVDODM NRELLDID.IN DPLAVEDEAM LEVMYIGAGLR LSELVGLDIE
¥erl HLASPELFQR LFELDLSEAQV ERLLOAFLID QPLELEDEAM LEVLYATGLR VESELVGLTMS

<+—fatch —» 4+—Box 1

1 "J" 177 187 1973 207
IntIl ALMLFESLAF SLEEQLSFAR AWNWLEDQAEG ,RSGVALFDA
Intl3 SKGDEDE VVMLPRALVP RLRAQLIQRV AVNWGQDRATSE .RGGVYLFHR
IntIdew IRDGEGAKDRE VIILPESLVS PLOTYLLORR WLEFDDDIRLG .HASVYLEDA
IntIlZ VHDGEGGKSRE NSLLPTRLIF ATK*LIEQAR LIQODDNLOG V..GPSLEEA
IntT : VEDGEGHEDR QTTILSHRCAE ELTTYIEEKAIL EHIQODDNQOG I..GPSLENA
In DIDE L,W_.'! E INQCGEGGENE TVTLAEKELYFPF HLEEQIALAE EYYDRDLHOE NYGGVWLETA
IntITde DIDFGKNEIT VHCGEGAKDR KIVLFPVSLKF LIHEADCKEG FGSGP,WPVV
IntIGau DFNFBASILT VH.GESGERDE TLPLPESILH L ELHEKDLEQG ¥.DGVFLDDR
Xerl HLDLESGEVW V.MGEGSKER RLPIGRETVA W EI'-‘!LDL R e e E i G i e e e
KerD DISLERQEVVR V.IGCHEGHNEER LVPLGEEAVY WLETYLEHGR . ...PWLIMNG VEI.......
— 4—Patch 11 —» A4—Additional Domain (AD)

218 226
IntIl LEEKYFBAGH S 'LJI:"-'—"JLE".Q
IntI3 LERKYFRAGE SWAWFWVEES
IntIMNen LEREYPNAAT DWIKOYIFPS

246 256 266
WWEEHAMYDQ TFQREAFERAYV EQAG. ITKDA
& WEERHHLFEE ELMEQLEEAYV VQAG. TREHV
i WEERHHIDEE LLORAMKEERVY QTEG.ITKLA
IintIZ2 LOHEYPSAYE QAAWMEVERE ELCREHHLHDS VABRKALKAAYV QEAGIVSEKRY
1 LEREYFNAFR QHGHMFIFES G TLCRHHLHQS VIREALGNAY BNIQ. MHEEWY
LEEEYFNAPY EFBWEYLEPS FOLSLDPESD WMERHHMHNET VLOQEAVRESA QEAG.IEKTV
PAFEYPHASK ANAWCQWVEPRD ARBEWBNEETS EQGRHHIDEPS VIQRTLHEAV LRSG.IFPKPL
IntIGsu HMEEEYPRAPK ELTHOWFFPQ EDLTPFYEANG QLERAHVHES LLOEALYLAV REAR.KIPKRV
XeIrC | sienasnnan DDALEFLS Kivovvaaan- SLGERELSAR NYOQERFAEWG IFKOGLNNH.W
XerD | .......... .DVLFPS (. ........ CRRQOMTRQ TFWHRIKHYA VLAGIDSEEL
—aAD —'H.—I’Mch lllH—‘—AlJ —.‘

275 285 295 305 215 324

IntlIl TEHTLRHSFA TALLRSGYDI RTWODLLGHS DVSTTMI¥TH VLK.VGGAGY RSPLDALFPPL
Intl? SVHTLRHSFA THLLOAGIDLI RTVOELLGHS DVSTIMIYTH VLIK.VAAGGET SSPLDALALH
IntINen TPHTLRHSFA THLLDSGYDI RTIQELLGHE DVHTTMIYTH YW1H.EKGSRGY RSFLDM*——
Intlz TCHTFRHSFA THLLOAGRDI RTYVOEL DVETTQILY¥TH WLG.OHFAGT TSPFADELMLL
IntISpu TCHTFRHSFA THLLOAGRDT RSVQELLS DVETTQIYTH VLG, QHFAGT TSPELDTL <=~
IntI4d TCHTLRHEFA THLLEVGADT DVETTOQIYTH VID.RGASGEY LEPLERL e
IntiTde GCHTFRHSFA THLLEAGYDI » DVETTMVYTH YVIN.RGGLGI QSPIDREM* -
IntIGsu TAHEHTFRHEYA THLLOANYDI SLETTMIYTH CVPVRTVEEA REPLDE ¥ e -
Xerl HPHELBHSFA THMLESSGDL HLETTOILYTH LEQHLASY YDARHPRAER
¥erlD SPHVLRHAFA THLLNHGADL BVVOMLLGHS DLETTQIYTH VATERLRQL HOOHHPRA—

- Hox 11

>

Figure 3 : Alignement de la séquence C-terminale de l'intégrase d’intégron avec

d’autres membres des Tyrosines Kinases

Intl1: integrase d’intégron de classe 1 du plasmide pVS1; Intl2: intégrase d’intégron de classe 2 du
transposon Tn7; Intl3: intégrase d’intégron de classe 3 du plasmide Serratia marcescens; Intl4:
intégrase d’intégron de classe 4 de Vibrio cholerae; IntlSpu: intégrase d’intégron de Shewanella
putrefaciens; IntINeu: intégrase d’'intégron de Nitrosomonas europaea; IntITde: intégrase d’intégron de
Treponema denticola; IntiGsu: intégrase d’'intégron de Geobacter sulfurreducens; XerC: recombinase a
tyrosine d’ E. coli; XerD: recombinase a tyrosine d’ E. coli.

La numérotation utilisée est basée sur la séquence de Intll. Les boites (box 1 et box 2) et les motifs
(Patch I, Il et Ill) conservés sont indiqués. Les acides aminés catalytiques sont indiqués en gras au
sein des deux boites conservées box 1 et box 2. Le domaine AD (en rouge) est présent uniquement
chez les intégrases d’intégron, il est a I'origine de la spécificité des intégrases d’intégron a reconnaitre

et recombiner des molécules d’ADN simple brin. D’apres (Messier et Roy 2001).



attC) (Figure 2). L’activité recombinase de l'intégrase sera décrite plus en détail dans la section
3 de ce chapitre.

L’intégrase d’intégron est une protéine tétramérique appartenant a la famille des
recombinases a tyrosine spécifique de site (Y-recombinases) (Nunes-Diiby et al., 1998). Elle
posséde les principales caractéristiques structurales de cette famille : un site actif composé
de cing résidus hautement conservés RKHRH (arginine-lysine-histidine-arginine-histidine)
localisé prés de la tyrosine catalytique dans la partie carboxyle de la protéine (Grindley et al.,
2006), deux boites appelées « box 1 » et « box 2 » impliquées dans l'interaction avec 'ADN
(Lee et al., 1999), et trois motifs Patch I, Il et lll jouant un role dans la structure secondaire de
ces enzymes (Grindley et al., 2006) (Figure 3). Contrairement a la plupart des Y-recombinases,
les intégrases d’intégrons sont capables de recombiner une molécule double brin (attl) avec
une deuxieme molécule simple brin (attC) en reconnaissant une structure secondaire trés
spécifique (Bouvier et al., 2005). La comparaison entre la séquence des intégrases d’intégrons
et les autres Y-recombinases a mis en évidence I'existence d’'un domaine supplémentaire (AD)
de 35 résidus situé juste en aval du patch Ill contenant une hélice a, appelée 12, qui semble
étre responsable de la spécificité des intégrases d’intégrons a reconnaitre et recombiner des
molécules d’ADN simple brin (MacDonald et al., 2006; Messier and Roy, 2001) (Figure 3).

La séquence en acides aminés de l'intégrase a permis de définir différentes classes
d’intégrons. Aujourd’hui, on compte 6 classes d’intégrons de résistances (Jove, 2021). Les
intégrases d’intégrons de résistance présentent une trés forte similitude de séquence

protéique environ 40-60% (Collis et al., 2002b; Hall et al., 1999) (Table 1).

1.2.Le site de recombinaison spécifique attl
Le site attl est une séquence spécifique reconnue par l'intégrase Intl, il sert de point
d’intégration pour les nouvelles cassettes au sein de l'intégron. |l est composé au minimum de
63 paires de bases (pb) et sa séquence varie fortement d’'une classe d’intégron a une autre
(Hall and Collis, 1998). Les sites attl comportent deux sites de liaison a l'intégrase : une boite
R comportant un motif conservé de 7pb, GTTRRRY (R : purine, G : pyrimidine), et une boite
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Table 1 : Pourcentage d’identité (bleu) et de similarité (rose) entre les séguences

protéiques des intégrases d’intégron de résistance. (D’aprés Collis et al,2002 )

Intl1 100 46.6 59.6 45.5 44
Intl2 63 100 46.3 49.2 48
Intl3 72.8 59.7 100 44.8 45
Intl4 64.3 64.3 62.1 100 %4
Intl5 62 62 63 9% 100

DR2 DR1 L R

s S TTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGTGGATCC °

bs 3 AAACTACAATACCTCGTCGTTGCTACAATGCGTCGTCCCGTCAGCGGGATTTTGTTT%ATCACCTAGG 5’

Site cosur

Figure 4 : Structure du site de recombinaison spécifigue attll

Le site attll comporte deux sites de liaison a l'intégrase : une boite L et une boite R. La recombinaison
des cassettes s’opere au niveau du triplet hautement conservé 5-GTT-3’ se trouvant au sein de la
boite R. Les deux boites DR1 et DR2 sont également capables de lier I'intégrase Intl1, mais sont non
essentielles a son activité, elles augmentent I'efficacité de recombinaison en la piégeant a proximité du

site cceur. bs: brin du bas; ts: brin du haut ; DR: répétitions directes. D’aprés (Escudero et al, 2016).



L avec une séquence variable ; les boites R et L constituent un site appelé « site simple » ou
« site coeur » (Figure 4) (Collis and Hall, 2004). La recombinaison des cassettes s’opére au
niveau du triplet hautement conservé 5-GTT-3’ se trouvant au sein de la boite R, le clivage
survient entre le C et le premier A du brin complémentaire (brin bas) (Figure 4) (Hall et al.,
1991; Martinez and de la Cruz, 1990). Le site attll comporte aussi deux séquences répétées
directes imparfaites de liaison a I'intégrase, DR1 (site de fixation fort) et DR2 (site de fixation
faible), localisées en amont du site coeur (Figure 4). Ces séquences sont non essentielles a
l'activité de l'intégrase d’intégron de classe 1 (Intl1l) mais elles augmentent son efficacité de
recombinaison en la piégeant a proximité du site cceur (Gravel et al., 1998; Partridge et al.,
2000). Il existe pour chaque géne d’intégrase d’intégron un site attl associé avec lequel
l'intégrase recombine préférentiellement, mais elle est aussi capable de recombiner avec les
autres sites attl avec une efficacité moindre ; par exemple Intll peut intégrer des cassettes au

sein des sites attl2 ou attl3 (Collis et al., 2002b).

1.3.Le promoteur des cassettes Pc

La grande majorité des cassettes de géne ne posséde pas de promoteur propre, leur
expression se fait a partir du promoteur de cassettes Pc, localisé dans la 5’'CS soit au sein de
la séquence codante de l'intégrase pour les intégrons de classe 1 et 3 (Figure 1), soit au sein
du site attl pour les intégrons de classe 2 (Collis and Hall, 1995; Jové et al., 2017). Il existe
néanmoins des cassettes de géne possédant leur propre promoteur telles que cmlAl, ere(A),
oxalO et gnrVC1 (Bissonnette et al., 1991; Biskri and Mazel, 2003; Naas et al., 2001; da
Fonseca and Vicente, 2012). Le niveau d’expression d’une cassette de géne dépend de sa
position par rapport au promoteur Pc: plus la cassette est proche du promoteur plus son niveau
d’expression est élevé et inversement (Figure 1) (Collis et al., 2002a; Collis and Hall, 1995).

La région promotrice permettant I'expression des cassettes chez les intégrons de
résistance de classe 1 (IR 1) est la plus étudiée. Chez ces intégrons, le promoteur Pc se trouve
dans la séquence codante du géne intl1, plus de 200 paires de base en amont de la premiére
cassette. Chez les intégrons de résistance de classe 2 (IR 2), deux promoteurs Pc (Pc2A et
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Pc2B) ont été identifiés. lls se trouvent dans le site attl2 et semblent contribuer de maniere
similaire a I'expression des cassettes de gene (Jové et al.,, 2017). Chez les intégrons de
résistances de classe 3 (IR 3), le promoteur Pc est localisé dans la séquence codante du géne

intl3 et 4 variants ont été identifiés a ce jour (Collis et al., 2002a; Simo Tchuinte et al., 2016).

2. La partie variable d’un intégron : le réseau de cassettes

2.1.Structure et fonctions des cassettes de géne

Les cassettes de géne sont composées d’un cadre ouvert de lecture (orf) et d’'un site
de recombinaison spécifique attC reconnu par l'intégrase (Recchia and Hall, 1995). Les
cassettes de géne constituent la partie variable et mobile de l'intégron (Figure 1). De tailles
relativement petites, entre 500 a 1000pb, les cassettes peuvent se trouver soit sous forme
circulaire libres et non-replicatives, soit sous forme linéaire double brin intégrées au sein d’'un
intégron ( Escudero* et al., 2015). L’ensemble des cassettes de géne contenues dans un
intégron constitue ce que I'on appelle le réseau de cassettes. Chez les IR1 le réseau le plus
long décrit a ce jour comporte 10 cassettes (GenBank: KC170993). Inversement, des
intégrons de résistance ne portant aucune cassette ont été décrits et sont fréquemment
retrouvé (Bissonnette and Roy, 1992; Stalder et al., 2014). Le nombre limité des cassettes de
géne au sein des IRs pourrait étre expliqué par leur colt biologique. En effet une étude récente
du laboratoire a démontré que le co(t biologique d’un intégron augmente de fagon significative
avec le nombre de cassettes présentes dans le réseau de cassettes (Lacotte et al., 2017). Les
génes contenus dans les cassettes des intégrons de résistance codent généralement des
génes de résistance aux antibiotiques. A ce jour (Juin 2021) 174 cassettes de résistance ont
été identifiées conférant la résistance a toutes les familles d’antibiotiques : B-lactamines, tous
les aminosides, sterptothricine, triméthoprime, chloramphénicol, fosfomycine, macrolides,
lincosamides, rifampicine mais aussi quinolones (http://integrall.bio.ua.pt/) (Moura et al., 2009;
Partridge et al., 2009). On retrouve aussi le géne gac qui confére la résistance aux ammoniums

guaternaires et de nombreuses cassettes qui codent pour des fonctions inconnues.
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Figure 5 : Structure du site de recombinaison attC

A. Représentation schématique du site attC double brin. Le site attC comporte deux régions inversées
répétées imparfaites : R’L” et R'L’ séparées par une région variable en taille et en séquence. Le brin
du haut (ts pour top strand) et le brin du bas (bs pour bottom strand) sont indiqués sur le schéma.

B. Exemples de la structuration du brin bas des sites attC,,4s; €t attCycg 5. Les deux régions R”L” et
R’L’ du brin bas s’apparient et forment deux boites R et L. Ce repliement du site attC aboutit & une
structure cruciforme reconnue et recombinée par l'intégrase Intl. Le point de recombinaison (fleche
rouge) est situé dans la boite R.

C. Représentation schématique des caractéristiques structurelles du site attC et de leurs roles. La
structuration du site attC aboutit & la formation de trois éléments structuraux impactant son pouvoir
recombinogene: les bases extra-hélicoidale ou EHBs présentes au niveau de la tige, un segment
central non apparié ou UCS, et une structure terminale variable (VTS). D’aprés (Escudero et al, 2015
et Nivina et al, 2016).



2.2.Le site attC

Le site attC fait partie intégrante des cassettes de gene, il est nécessaire a leur mobilité
et il est spécifique a chaque cassette (chez les intégrons de résistance). Le site attC s’organise
en deux régions inversées répétées imparfaites : R’L” et R'L’ (aussi dites 1L-2L et 2R-2L
respectivement) séparées par une région variable en taille et en séquence, donnant ainsi des
sites attC de taille variable allant de 57pb & 141pb (Figure 5A) (Stokes et al., 1997). Malgré la
variabilité de la séquence du site attC, on retrouve deux régions de 7 pb, habituellement
complément inverse l'une de l'autre, dans les régions R” (5-RYYYAAC-3’) et R* (5-
GTTRRRY-3) (R: purine, Y : pyrimidine) appelées « site coeur » et « site cceur inverse »
respectivement (Stokes et al., 1997) (Figure 5A). La comparaison des différents sites attC a
montré que la conservation de séquence concerne uniquement les deux triplets 5’-AAC-3’ et
5-GTT-3 contenu respectivement dans les régions R” et R’ ; les mémes triplets sont présents
dans le site attl (Stokes et al., 1997). L’appariement entre les régions R”L” et R’L’ du brin bas
du site attC aboutit a la formation des boites R et L et donne lieu a une structure secondaire
cruciforme de type « tige boucle » (Figure 5B), substrat qui sera reconnu et recombiné par
l'intégrase. En effet, la reconnaissance du site attC n’est pas basée sur sa séquence primaire
mais plutbt sur sa structure secondaire (Bouvier et al., 2005; Francia et al., 1999; Johansson
et al., 2004). La recombinaison du brin bas du site attC par l'intégrase est essentielle pour
I'expression a partir du Pc, de la cassette de géne nouvellement insérée (Bouvier et al., 2009).

Le potentiel recombinogéne du site attC est influencé par trois caractéristiques
structurales qui apparaissent lors du repliement du brin bas :

Les bases extra-hélicoidale ou EHBs (extrahelical bases) : il y en a deux ou trois en
fonction du site attC, ce sont des bases présentes sur le bras R”L” qui n'ont pas de bases
complémentaires dans le bras R’L’ et qui « dépassent » du site (Bouvier et al., 2009) (Figures
5B et C). Ces bases jouent trois réles majeurs lors de la recombinaison : (i) elles déterminent
le brin qui va recombiner, le brin bas, ce qui conditionne l'insertion de la cassette géne dans
le sens du Pc pour qu’elle puisse étre exprimée une fois insérée au sein de l'intégron (Bouvier

et al., 2009; Nivina et al., 2016), (ii) elles stabilisent le complexe synaptique lors de la
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recombinaison en établissant des liaisons avec les quatre monoméres de lintégrase et (iii)
elles empéchent une seconde coupure du site attC et I'échange abortif du second brin en
éloignant la tyrosine catalytique des monoméres de l'intégrase fixés aux boites L”- L’
(MacDonald et al., 2006).

Un segment central non apparié ou UCS (Uncoupled central spacer) : sa séquence
n’est pas conservée, il se trouve entre la boite L et R, il provient de I'alignement imparfait des
régions R”’L” et R’L’ (Figures 5B et C). Bouvier et al. ont démontré que la région UCS
augmentait I'efficacité de la réaction de recombinaison mais ne participait pas a déterminer le
brin & recombiner (Bouvier et al., 2009). Néanmoins, une étude récente du méme laboratoire
a mis en évidence que la région UCS jouait aussi un rdle important dans la sélection du brin
du site attC a recombiner (brin bas), le mécanisme par lequel cette structure contribue a la
sélection du brin a recombiner semble indirecte (cette structure ne se lie pas a lintégrase)
mais reste encore non identifié. Les auteurs suggérent que lors de l'insertion d’'une cassette,
la structure UCS pourrait stabiliser la structure repliée du brin bas ou influencer la stabilité du
complexe synaptique de I'intégrase (Nivina et al., 2016).

Une structure terminale variable (VTS) : elle correspond a la fin de la tige boucle, sa
taille varie en fonction du site attC. Les sites attC des IRs ont généralement des structures
VTS courtes (3 nucléotides pour le attCaaga7). Cependant, cette structure est plus longue chez
les sites attC des ISCs formant une structure complexe en branche (exemple attCvcr) (Figure
5C). Il a été montré que la taille et la complexité de la structure VTS impactait la capacité du
site attC a former une structure recombinogéne (motif tige boucle) lorsque celui-ci doit
s’extruder d’'une molécule d’ADN double brin symétrique et appariée (plus la structure VTS est
longue moins le site attC est recombinogéne) (Loot et al., 2010). Récemment, il a été mis en
évidence qu’en plus d’influencer la fréquence de recombinaison, la VTS participerait a la
sélection du brin du site attC a recombiner afin d’assurer l'insertion de la cassette dans le bon

sens par rapport au promoteur Pc (Nivina et al., 2016).
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Figure 6 : Mécanisme moléculaire de linsertion d’une cassette de géne

(recombinaison attl x attC)

L’insertion d’une cassette de géne dans un intégron se fait par recombinaison entre un site attl double
brin (ligne rouge) et le brin bas d’un site attC (ligne verte continue). Le brin haut du site attC est aussi
représenté (ligne verte en pointillés). La cassette est indiquée en violet.

La réaction de recombinaison est catalysée par un tétramere de protéine Intl (chague monomeére est
représenté au niveau de son site de liaison avec les sites attl et attC par des ovales gris, les deux
monomeres actifs sont en gris foncé). L’ADN est clivé au niveau du point de recombinaison entre le C
et AA des sites attl et attC. Il y a ensuite un échange de brin entre les deux structures et la formation
d’'une jonction de Holliday atypique (JHa) (double brin/ simple brin). La résolution de la JHa fait
intervenir une étape de réplication de 'ADN. Les origines de réplication sont représentées par un
cercle violet et les brins nouvellement synthétisés sont indiqués par des lignes violettes en pointillés.
Les produits de recombinaison sont représentés: le substrat de départ et le substrat ayant inséré la
nouvelle cassette. Suite a linsertion de la nouvelle cassette, il y a formation d’un site attl/attC
chimérique : les 6 dernieres bases du site attl correspondent aux 6 dernieéres bases du site attC de la

nouvelle cassette et inversement. D’apres (Escudero et al, 2015).



3. Mouvement des genes casettes : recombinaison catalysée par Intl

3.1.Insertion d’une cassette : Recombinaison attl X attC

L’intégrase catalyse la recombinaison entre les sites attl et attC aboutissant a I'insertion
d’'une cassette de géne au sein de l'intégron. L’efficacité de cette réaction est due en partie au
fait que le site attl est constamment sous sa forme recombinogene (dsDNA) (Escudero et al.,
2018). La cassette nouvellement acquise est introduite au plus pres du promoteur Pc pour étre
exprimée efficacement, les cassettes initialement présentes au sein de l'intégron se retrouvent
alors a une distance plus importante de Pc diminuant ainsi leur niveau d’expression. Cette
réaction fait de l'intégrase d’intégron une Y-recombinases unique du fait de sa capacité a
recombiner deux sites d’architecture différente : le site attl (double brin) et le site attC (structure
secondaire en tige-boucle et simple brin).

Au cours de la recombinaison, les quatre monomeéres de l'intégrase Intl se fixent sur
les boites R et L des sites attl et attC. Seuls les deux monomeres fixés sur les boites R des
sites attl et attC sont actifs (Figure 6). La recombinaison est initiée par le clivage des brins
d’ADN par le biais de la tyrosine catalytique sur chacun des duplex au niveau des points de
recombinaison entre le C et AA, la deuxiéme étape consiste a transférer un premier brin
formant ainsi une jonction de Holliday atypique (Figure 6). Dans un contexte classique de
recombinaison entre deux molécules double brin, la résolution de la jonction se serait faite par
I'échange d’un second brin, mais dans le cas des intégrons ou seul le brin bas du site attC fait
I'objet de la recombinaison, 'échange d’un second brin aboutirait a la formation d’'une molécule
fermée de facon covalente et non viable ; pour cela I'échange du second brin doit étre évité.
En effet dans la boite L du site attC, une base extra-héliocoidale « T » semble éloigner la
tyrosine catalytique d’'un des monoméres de l'intégrase évitant I'attaque nucléophile au sein
de cette boite L du site attC (MacDonald et al., 2006). Il a été démontré que la résolution de
cette jonction de Holliday atypique fait intervenir une étape de réplication de 'ADN, c’est un
processus semi-conservatif qui aboutit a la formation de deux produits : le substrat initial et

une molécule ayant inséré la cassette (Loot et al., 2012). A lissu de la réaction de
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Figure 7 : Mécanisme moléculaire de I'excision d’une cassette de géne

(recombinaison attC x attC)

L’excision d’une cassette de géne a partir d’'un intégron se fait par recombinaison entre deux sites attC
(brin bas en tige-boucle représenté en rose et vert pour les sites attC1 et attC2 respectivement). Les
brins hauts des sites attC sont aussi représentés en pointillés. Les cassettes 1 et 2 sont indiquées sur
le schéma.

La réaction de recombinaison est catalysée par un tétramere de la protéine Intl (chague monomere est
représenté au niveau de son site de liaison sur les sites attC par des ovales gris, les deux monomeres
actifs sont en en gris foncé). Dans un premier temps 'ADN est clivé. Il y a ensuite un échange de brin
entre les deux structures et la formation d‘une jonction de Holliday atypique (JHa) (simple brin/ simple
brin). Le modéle de résolution de la JHa impliquerait une étape de réplication comme pour la
recombinaison attlxattC. Les origines de réplication sont représentées par un cercle violet et les brins
nouvellement synthétisés sont indiqués par des lignes violettes en pointillés. Les produits de
recombinaison sont représentés: le substrat de départ, le substrat ayant excisé la cassette et la

cassette excisée sous forme simple brin. D’aprés (Escudero et al, 2015).



recombinaison, il y a formation de site attl / attC chimérique : les 6 derniéres bases de la boite
R du nouveau site attl correspondent aux 6 derniéres bases du site R’ du site attC de la
nouvelle cassette, et les 6 derniéres bases du site attC de la houvelle cassette correspondent
aux 6 bases du site attl (Figure 6). Cependant, si I'intégron contient déja des cassettes, les 6
derniéres bases du site attC de la nouvelle cassette correspondront aux 6 bases du site R’ du

site attC de la cassette qui était en premiere position (Escudero* et al., 2015).

3.2.Excision d’une cassette : Recombinaison attC X attC

L’excision d’'une cassette nécessite une réaction de recombinaison entre deux sites
attC, 'un en amont et 'autre en aval de la cassette, ce qui aboutit a I'excision d’'une cassette
circulaire fermée de facon covalente (Figure 7) (Collis and Hall, 1992). Il est nécessaire que
les deux sites attC soient sous forme recombinogéne au méme moment (brin bas en structure
tige-boucle) pour que l'intégrase catalyse la réaction d’excision (Escudero* et al., 2015).
L’excision d’'une cassette se fait selon le principe décrit précédemment : clivage du brin au
niveau du site R du site attC et échange de brin donnant lieu a une jonction de Holliday
atypigue dont la résolution semble se faire par mécanisme réplicatif car I'échange du second
brin n’aboutirait pas a I'excision de la cassette mais a I'échange du brin bas entre les deux
sites attC. Ce processus semi-conservatif résulte en la formation de trois produits : la
réplication du brin bas libérera une cassette sous forme de molécule simple brin circulaire,
fermée de maniére covalente ainsi que la molécule d’ADN recombinée et excisée, et la
réplication du brin haut donnera lieu au substrat initial (Figure 7) (Escudero* et al., 2015). La
cassette nouvellement excisée est sous forme simple brin donc préte a étre recombinée par
l'intégrase pour une nouvelle intégration. Cette réaction doit se faire rapidement faute de quoi
la cassette sera perdue lors de la division cellulaire car elle est dépourvue d’origine de

réplication (Escudero* et al., 2015).
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Figure 8 : Mécanisme moléculaire de recombinaison entre deux sites attl

La recombinaison entre deux sites attl (en vert et rouge) est représentée ici. La réaction de
recombinaison est catalysée par un tétramére de la protéine Intl (chague monomere est représenté au
niveau de son site de liaison avec les sites attC par des ovales gris, les deux monomeéres actifs sont en
gris foncé). La réaction débute par le clivage de 'ADN. Il y a ensuite un échange du premier brin entre
les deux structures et la formation de la jonction de Holliday (JH). La résolution de la JH peut se faire
par (i) un mécanisme classique (coupure et transfert du second brin) ou par (i) un mécanisme
réplicatif. Les origines de réplication sont représentées par un cercle violet et les brins nouvellement
synthétisés sont indiqués par des lignes violettes en pointillés. Les produits de recombinaison sont
représentés: le substrat de départ, un co-intégrat dans lequel les deux substrats de départ ont

fusionné. D’aprés (Escudero et al, 2015).



3.3.Autres réactions de recombinaison

3.3.1. attl X attl

La recombinaison entre deux sites attl est possible mais avec une fréquence 1000 fois
plus faible que la recombinaison entre un site attl et un site attC (Collis et al., 2001; Hansson
et al., 1997). Le processus de recombinaison est quasiment le méme : échange d’un premier
brin, formation de jonction de Holliday classique qui peut étre résolue soit par la voie classique
d’isomérisation par le biais d’échange du second brin, soit par un mécanisme réplicatif donnant
lieu & un co-intégrat par la fusion des deux substrats (Figure 8) (Escudero et al., 2016). La
recombinaison entre deux sites attl se produit lorsque plusieurs sites attl sont présents dans
la bactérie (Escudero* et al., 2015). Cependant I'intérét biologique de cette réaction n’a pas

encore été élucidé.
3.3.2. Recombinaisons sites secondaires

De fagon occasionnelle, les sites attl et attC peuvent recombiner avec des sites
secondaires situés en dehors de l'intégron (Hansson et al., 1997; Recchia and Hall, 1995).
L’intégrase est capable de reconnaitre de fagon non spécifique des séquences avec un motif
GNT. La recombinaison d’un site attC avec un site secondaire a été décrite par I'étude de
Recchia et al., dans laquelle la cassette aadB a été retrouvée insérée dans un site secondaire
sur un plasmide incQ juste en aval d’un promoteur (Recchia and Hall, 1995). En 'absence
d'un motif GTTRRY, I'excision de la cassette est peu probable et donc I'acquisition de la
cassette est stable dans le temps. Pour le site attl, la recombinaison avec des sites
secondaires a été démontrée seulement de fagon expérimentale, il n’est donc pas sir qu’elle

soit effective chez la bactérie (Hansson et al., 1997).
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Figure 9 : Séquence et organisation de la région promotrice des IR1

A. Séquence et organisation des promoteurs Pc et Pintl1; B. Séquence et organisation des promoteurs
Pc, P2 et Pintl1.

La séquence des différents promoteurs est délimitée par des parenthéses horizontales. Les éléments -
35 et -10 de chaque promoteur sont encadrés. Les sites d'initiation de transcription (+1) sont indiqués
par une fleche et une lettre en majuscule. Le site de fixation de la protéine LexA est encadré en rouge.
Le codon start de I'intégrase est encadré en bleu. Les 3 paires de bases permettant la création du
promoteur P2 sont soulignées. Cette insertion inactive le site de fixation de LexA. D’aprés (Guérin et

al, 2011).



4. Expression des cassettes de gene

4.1.Régulation transcriptionnelle

Comme vu précédemment, la plupart des cassettes de géne ne possédent pas de
promoteur. Elles sont exprimées a partir du promoteur Pc, parfois associé au promoteur P2
chez les IR 1 (Jové et al., 2017, 2010; Simo Tchuinte et al., 2016). Chez les IR 1, 13 variants
de Pc ont été décrits a ce jour sur la base des éléments -35 et -10 et la séquence en amont
de I'élément -10 (I'élément 5-TGN-3’) (Jové et al., 2010). L'élément 5’-TGN-3’ crée un
promoteur -10 étendu appelé TGN-10, il sert de point supplémentaire pour la fixation de 'ARN
polymérase augmentant ainsi la force du promoteur (Burr et al., 2000; Nesvera et al., 1998).
Un second promoteur de cassettes de géne, P2, est retrouvé en plus du Pc chez environ 10%
des IR 1. Il est créé par linsertion de trois « G » entre deux éléments -10 et -35 potentiels
générant ainsi un promoteur actif (Figure 9B). Il est trés souvent associé au variant PcW (Collis
and Hall, 1995; Jové et al., 2010). A ce jour, 4 variants de P2 et 20 combinaisons Pc-P2 ont
été décrites (Jové et al., 2010). Les promoteurs Pc peuvent étre classés selon leur prévalence
: PCW-P2<PcW = PcWren-10< PcS=PcH1 (d’aprés une analyse in silico de 321 séquences) ou
selon leur force (chez E. coli) avec du plus faible au plus fort : PcW< PcH1 < PcW-P2< PcWren-
10< PcS avec une force supérieur a celle de PcW de 4.5, 7, 15 et 25 fois respectivement (Jové
et al., 2010). De facon intéressante, plusieurs études ont rapporté une proportion importante
des promoteurs Pc faibles (PcW et PcH1) chez les IR 1 d’origine clinique (Jové et al., 2010;
Moura et al., 2012; Vinué et al., 2011). La séquence du promoteur Pc se trouve au sein de la
séquence codante de intll par conséquent toute variation dans la séquence du promoteur
affecte la séquence en acides aminés de l'intégrase. L’étude de Jové et al. a décrit 10 variants
de Intl1 a partir des 13 variants de Pc, trois d’entre eux représentent 96% des Intl1 : Intl1rs2 3o,
INtllr32 n3o €t INtllpsz Hao (JOVE et al., 2010). De plus, une corrélation inverse entre I'activité
d’excision de l'intégrase et la force de promoteur a été mise en évidence : plus le Pc est faible
plus I'activité d’excision de l'intégrase est forte (Jové et al., 2010).L’expression d’une cassette

de géne dépend de deux facteurs : (i) la force du Pc, plus le Pc est fort, plus important sera le
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niveau d’expression de la cassette, et (ii) la position de la cassette au sein du réseau, plus la
cassette est proche du promoteur plus son niveau d’expression est élevé et inversement
(Collis and Hall, 1995). Il a longtemps été considéré que la structure en tige boucle du site attC
était responsable de l'atténuation graduelle de I'expression des cassettes de gene selon leur
position et qu’elle agirait comme terminateur de transcription Rho-indépendant (Collis and Hall,
1995), mais finalement il s’est avéré que la transcription des cassettes n’est pas affectée par

le repliement du site attC (Jacquier et al., 2009).

4.2.Régulation traductionnelle

Il a été démontré que des mutations au niveau du site attC engendrant une
déstabilisation de la structure secondaire, augmentaient I'expression des génes en 3’ au
niveau traductionnel plutét qu’au niveau transcriptionnel (Jacquier et al., 2009). Les auteurs
suggeérent que la structure tige boucle du site attC empécherait la progression du ribosome
sur le transcrit et par conséquent entrainerait I'interruption de la traduction, ce qui pourrait
expliquer I'expression graduelle des cassettes de géne (Jacquier et al., 2009). Il a été aussi
établi que la présence au sein du site attC d’'un cadre ouvert de lecture traduit augmenterait la
traduction du géne en aval, en favorisant la déstabilisation du site attC au niveau du transcrit
facilitant la progression du ribosome (Jacquier et al., 2009). L’'expression des cassettes de
géne peut-étre aussi influencée par la présence ou 'absence d’'une région TIR (translation
initiation region) correspondant a un site de fixation du ribosome (RBS) associé a un codon
d’initiation de la traduction. Jacquier et al. ont aussi montré que 80% des cassettes de gene
présentes dans la base de données GenBank possédaient une région TIR (Jacquier et al.,
2009) . Chez les IR1, il existe une petite orf appelée orf11 précédée par un RBS fonctionnel
se trouvant dans le site attl1l. Ce RBS est présent dans tous les transcrits générés a partir du
promoteur Pc, il permet d’améliorer I'expression des cassettes de géne dépourvues de leur

propre RBS (Hanau-Bercot et al., 2002).
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5. Régulation de I'’expression de I'intégrase d’intégron
La transcription du géne de l'intégrase se fait a partir du promoteur Pintl qui est orienté
en sens inverse du promoteur des cassettes Pc (Figure 1). Plusieurs régulations de

I'expression de l'intégrase d’intégron ont été mises en évidence.

5.1.Régulation par la réponse SOS

L’alignement des séquences promotrices des intégrases d’intégrons de résistance de
classe 1, 2, 3 et 5 et des intégrases d’intégrons sédentaires chromosomiques (ISCs) chez
différentes espéces du genre Vibrio, a permis de mettre en évidence I'existence d’un site de
fixation de la protéine LexA (boite LexA) chevauchant la boite -10 du promoteur Pintl1 (Figure
9A) (Guerin et al., 2009). LexA est le répresseur transcriptionnel de la réponse SOS, une
réponse mise en place par la bactérie lorsque 'ADN est endommagé (La réponse SOS sera
abordée dans le chapitre IIl) (Erill et al., 2007). L'étude de Guérin et al. a démontré
expérimentalement la régulation de I'intégrase d’'intégrons par la réponse SOS : I'utilisation de
différents antibiotiques, connus pour induire la réponse SOS (mitomycine, ciprofloxacine et
triméthoprime), induit 'augmentation de (i) I'expression de l'intégrase intlA chez V. cholerae
de 37 fois et celle de I'intégrase intll chez E. coli de 4,5 fois et (ii) 'activité d’excision de 340
fois pour IntlA et 141 fois pour Intl1 (Guerin et al., 2009). Le site de fixation de la protéine LexA
est déstructuré lorsque le second promoteur des cassettes P2 est présent chez les IR1,
résultant en une intégrase dont I'expression est constitutive (Figure 9B) (Collis and Hall, 1995;
Guérin et al., 2011).

Une analyse in silico a démontré la présence d'une boite LexA potentielle au sein de
624/1103 régions promotrices d’intégrases d’intégrons, soit une fréquence de 56,6%, montrant
gue ce motif est bien conservé chez les intégrons. Les auteurs ont aussi démontré une
corrélation significative entre I'absence de boite LexA dans la région promotrice de l'intégrase
et la perte de fonctionnalité de I'intégrase, suggérant un effet délétére potentiel de I'intégrase
lorsque son expression n'est pas régulée (Cambray et al., 2011). Cette observation a ensuite

été validée par plusieurs études. Lacotte et al. ont en effet montré que bien que les IR1 soient
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des structures peu colteuses chez E. coli, leur colt biologique augmente de 2 fois quand
I'expression de I'intégrase n’est plus réprimée par LexA (Lacotte et al., 2017). La plupart des
IR2 possedent une intégrase tronquée donc non fonctionnelle, et de facon intéressante, il a
été montré que I'expression du géne intl2 n’est pas régulée par la réponse SOS, malgré la
présence d’'un site putatif pour la fixation de la protéine LexA (Jové et al., 2017). Il existe
néanmoins de rares cas ou les IR2 portent une intégrase active ; la rareté de ces intégrons
pourrait étre expliquée par un codt biologique élevé lié a I'expression de l'intégrase en absence
de régulation par la réponse SOS (Jové et al., 2017). Chez le genre Acinetobacter qui est
dépourvu du répresseur LexA, Starikova et al. ont montré que 'acquisition d’'un IR1 diminue
fortement le « fitness » de A. bayli et que des mutations induisant un décalage du cadre de
lecture émergent rapidement pour inactiver la protéine Intl1 réduisant ainsi son codt biologique
(Starikova et al., 2012). Les auteurs proposent que le co(t biologique de lintégrase soit la
conséquence de recombinaisons non spécifiqgues qu’elle catalyserait avec des sites
secondaires tres prévalents chez A. bayli, entrainant une instabilité génomique (Harms et al.,
2013; Starikova et al., 2012). De plus, une analyse in silico de 1021 intégrases d’'IR1 présentes
chez différentes bactéries hotes, a révélé que A. baumannii présente le taux le plus élevé
d’intégrases tronquées, de 'ordre de 43,3% (Couvé-Deacon et al., 2019).

La répression de I'expression de l'intégrase d’intégrons par la réponse SOS permettrait
a la bactérie de limiter le colt biologique des intégrons au prix de leur activité de
recombinaison. En absence de stress, lintégrase est réprimée et les réarrangements de
réseaux limités. La régulation SOS permettrait a la bactérie une « adaptation a la demande »
soit par acquisition de nouveau géne de résistance soit par réarrangement du réseau existant
; uniquement quand celle-ci est confrontée & un stress induisant la réponse SOS. De fagon
intéressante, plusieurs antibiotiques sont connus pour induire la réponse SOS tels que les
quinolones et le triméthoprime en ciblant les étapes de réplication de 'ADN et synthése des
nucléotides respectivement, mais aussi les aminosides et les B-lactamines, dont I'action
n’engendre pas de dommages a 'ADN habituellement (Escudero* et al., 2015). Dans ce

contexte, I'étude de Hocquet et al. a décrit que le traitement d’un patient par ceftazidime et
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métronidazole (un antibiotique connu pour induire la réponse SOS) a conduit a I'excision d’une
cassette de gene d'un IR1 chez Pseudomonas aeruginosa permettant ainsi I'expression de la
cassette du géne en aval qui codait une B-lactamase (Hocquet et al., 2012). Une étude in vitro
a montré que seul le métronidazole était a I'origine du réarrangement du réseau de cassettes,
les auteurs suggérent que la ceftazidime a ensuite permis la sélection de la souche avec
l'intégron réarrangé (Hocquet et al., 2012).

Il a aussi été montré que la réponse SOS peut étre induite par des mécanismes de
transfert horizontal de génes (THG) tels que la transformation et la conjugaison, source
importante d’ADN simple brin (Baharoglu et al., 2012, 2010). Par conseéquent, l'induction de la
réponse SOS par THG apporte un double avantage pour la bactérie, elle lui permet d’activer
I'expression de I'intégrase et lui fournit un potentiel substrat (ADN simple brin ) pour la capture

de nouvelles cassettes (Escudero* et al., 2015).

5.2.Autres régulations

En plus de la régulation par la réponse SOS, il a été suggéré que deux protéines
associées au nucléoide, HNS (Histone-like Nucleoid Structuring protein) et FIS (Factor for
Inversion Stimulation), réprimeraient I'expression du géne de I'intégrase de classe intl1 (Cagle
et al., 2011). De plus, chez V. cholerae, un site de fixation de la protéine CRP (CAMP receptor
protein), régulateur majeur de la répression catabolique, a été identifié au sein de la région
promotrice de l'intégrase IntlA entre son promoteur PintlA et Pc ; des expériences in vitro ont
confirmé que CRP contrdlait bien I'expression de intlA indépendamment de la réponse SOS

(Baharoglu et al., 2012).

5.3.Interférence transcriptionnelle

Chez les intégrons de résistance de classe 1, les deux promoteurs Pintll et Pc, se
trouvent 'un en face de 'autre (Figure 1), suggérant I'existence potentielle d’'une interférence
transcriptionnelle des promoteurs entre eux. Guérin et al ont étudié I'impact des différents
variants de Pc sur I‘activité de Pintl1 et vice-versa, et ont montré que seul le variant fort du

promoteur Pc, PcS, avait un effet négatif sur le niveau d’activité du promoteur Pintll de
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lintégrase, méme lorsque le site de fixation du répresseur LexA était inactivé i.e. quand
l'activité de Pintl1 était constitutive (Guérin et al., 2011). Cette étude montre qu’il existerait une
sorte de compromis entre I'expression des génes codés par les cassettes et 'expression de
l'intégrase permettant leur capture (Guérin et al., 2011). Cette régulation va dans le sens de
I'équilibre observé entre force du promoteur Pc et efficacité de recombinaison de I'intégrase :
plus le Pc est fort moins l'intégrase est efficace (Jove et al. 2010 ; section 4.1 de ce chapitre).
Plusieurs études ont montré la forte prévalence du variant faible de Pc (PcW) chez des isolats
cliniques et environnementaux suggérant que la plasticité du réseau de cassette est plus
importante que le niveau d’expression des cassettes de géne (Escudero et al., 2018; Moura

et al., 2012; Vinué et al., 2011).

5.4.Régulation biofilm-spécifique

Dans les écosystémes naturels, le mode de vie privilégié des bactéries est le biofilm
(ce dernier sera développé dans le chapitre Il). Plusieurs caractéristiques du biofilm suggérent
qu’il pourrait étre un environnement favorable a I'expression de intll : (i) sa récalcitrance vis-
a-vis des antibiotiques, (ii) une expression élevée de genes de réponse au stress et (iii) sa
densité favorisant 'échange d’ADN entre les bactéries. Strugeon et al. ont donc étudié
'expression de l'intégrase en biofilm. Ils ont ainsi mis en évidence que le niveau d’expression
basal de intl1 était augmenté de plus de 2 fois en biofilm par rapport & des conditions de culture
planctonique, et que cette augmentation était corrélée a une augmentation de son activité
recombinase (excision) indiquant que le biofilm est un milieu propice pour I'échange de
cassettes de résistance (Strugeon et al., 2016). Cette étude a aussi examiné I'implication de
différents régulateurs de stress globaux dans l'induction de I'expression de intl1 en biofilm et
a montré que RelA et SpoT, régulateurs de la réponse stringente (réponse a des carences en
nutriment, elle sera développée dans le chapitre 1V), et la protéase Lon, régulaient I'expression
de intl1 en biofilm. Le modéle de régulation suivant a été proposé : lors de carences nutritives,
RelA et SpoT synthétisent I'alarmone (p)ppGpp qui va agir a deux niveaux pour induire
'expression de lintégrase : (i) par inhibition de [linitiation de la transcription et de la
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En biofilms, lors d'une privation en nutriments, I'alarmone (p)ppGpp, synthétisée par les protéines RelA

et SpoT (a) inhiberait l'initiation de la réplication et la transcription de génes spécifiques, bloquant ainsi

I'ARN polymérase et conduisant & la génération d'ADN simple

brin (ADNsb). La conséquence serait

une légére induction de la réponse SOS, entrainant l'autoprotéolyse de la protéine LexA liée au

promoteur Pintll et I'expression de intl1; (b) inhiberait I'activité exopolyphosphatase (PPX), entrainant

l'accumulation de polyphosphate inorganique (poly-P) par l'intermédiaire de la polyphosphate kinase

(PPK). Le poly-P se lierait alors a la protéase Lon pour former le complexe poly-P-Lon qui régulerait la

dégradation d'un régulateur inconnu du promoteur Pintl1 déréprimé. D’apres (Strugeon et al, 2016).



transcription de certains génes, bloguant ainsi '’ARN polymérase, ce qui généere de 'ADN
simple brin (Gan et al.,, 2011; Kingston et al., 1981; Krohn and Wagner, 1996) et par
conséquent peut induire la réponse SOS (ii) par un mécanisme indépendant de la réponse
SOS qui met en jeu la protéase Lon et un autre régulateur encore non identifié (Figure 10)
(Strugeon et al., 2016).

Une étude récente portant sur I'expression de I'intégrase intll dans un modele in vivo
murin menée au laboratoire, a révélé que (i) le niveau d’expression basal de I'intégrase intll
dans le tractus digestif était 7,6 fois supérieur a celui en culture planctonique ; (ii) cette
expression reste toujours sous le contr6le de la réponse SOS in vivo ; (iii) une concentration
sub-inhibitrice de ciprofloxacine induit in vivo une augmentation du niveau d’expression de la
réponse SOS (avec retour progressif au niveau basal) et du niveau d’activité de Intl1 (thése
Murielle Baltazar, Université de Limoges, 2016). Cette étude indique donc que le tube digestif
(dans lequel les bactéries vivent sous forme de biofilm) est un environnement favorable a

I'acquisition et 'échange de cassettes de gene via les intégrons.

6. Les différents types d’intégrons

6.1.Les intégrons de résistances (IR)

6.1.1. Les intégrons de résistance de classe 1 (IR 1)

Les IR1 jouent un role essentiel dans la dissémination de I'antibiorésistance, c’est la
classe d’intégron la plus décrite en clinique et du fait de leur prévalence, les plus étudiés. La
base de données « INTEGRALL » qui répertorie les intégrons et les annote, compte plus de
6000 séquences d’IR1 a ce jour (juin 2021 ; http://integrall.bio.ua.pt) (Moura et al., 2009). lIs
sont essentiellement trouvés chez les bactéries a Gram négatif (Leverstein-van Hall et al.,
2003; Martinez-Freijo et al., 1998). Les IR1 sont souvent associés au transposon Tn402 lui-
méme souvent porté par une autre famille de transposon Tn3 (Tn21, Tn1696) assurant ainsi
leur dissémination (Mazel, 2006). En aval du réseau de cassettes, les IR1 possédent une

région appelée segment conservé 3’ (3'CS), elle est constituée d’'un gene qacEA/ conférant
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la résistance aux ammoniums quaternaires suivi d’'un géne sull codant la résistance aux
sulfamides et d’un cadre ouvert de lecture orf5 codant une protéine de fonction inconnue
(Partridge et al., 2009). Bien que considérée comme une région conservée des IR1, certains
auteurs considerent que l'utilisation de la région 3'CS pour détecter la présence d’IR1 peut
entrainer des faux négatifs car cette région est parfois incompléete ou absente (Betteridge et
al., 2011).

Le réseau de cassettes des IR1 est tres dynamique, plus de 174 génes conférant la
résistance aux antibiotiques et environ 200 génes de fonction inconnue ont été décrits. Les
cassettes codant des génes de résistance pour les aminoglycosides (aad et aac) et pour le

triméthoprime (dfr) sont les plus retrouvées (http://integrall.bio.ua.pt).
6.1.2. Les intégrons de résistance de classe 2 (IR 2)

Les IR 2 sont souvent décrits en clinique mais leur prévalence reste beaucoup moins
importante que celles des IR 1. lls sont quasi exclusivement associés au transposon Tn7 et
ses dérivés, leur assurant une mobilité importante (Hansson et al., 2002). Le géne intl2 code
pour une protéine de 325 aa, Intl2, mais la majorité des génes intl2 codent pour une intégrase
présentant une mutation non-sens en position 179 (TAA) donnant lieu a une protéine Intl2
tronquée, non fonctionnelle de 178 aa (Hansson et al., 2002). L'intégrase Intl2 partage moins
de 50 % d’identité avec Intl1 (Hall et al., 1999). Le réseau de cassettes des IR2 est trés stable
et se compose en général des cassettes de gene : dfrAl (résistance au triméthoprime), sat2
(résistance a la streptothricine), aadAl (résistance a la spectinomycine et a la streptomycine)
et orfX aussi appelée ybeA (protéine de fonction inconnue) (Hansson et al., 2002). La faible
diversité des réseaux de cassettes des IR2 peut étre expliquée par la forte prévalence de
genes intl2 dont la séquence codante est interrompue par un codon stop. Une étude a aussi
montré que les rares intégrases Intl2 actives étaient associées a des promoteurs de cassettes
faibles, a l'inverse les intégrases inactives étaient associées a des promoteurs de cassette
forts, montrant une corrélation inverse entre activité de lintégrase et I'expression des

cassettes (Jové et al., 2017) un phénomene analogue a celui décrit chez les IR1 (Jové et al.,
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2010) (voir section 4.1 de ce chapitre). L’activité de recombinaison de Intl2 a été démontrée
apres substitution du codon stop par un triplet GAG codant un acide glutamique permettant la
production d’'une intégrase fonctionnelle (Hansson et al., 2002). Quelques années plus tard,
des IR2 avec une intégrase Intl2 ayant une séquence fonctionnelle ont été décrits. Le premier
chez une souche de Providencia stuartii isolée de féces de bovin, contenant un géne intl2
sans codon stop associé a un réseau de cassettes contenant 9 cassettes de géne de fonction
inconnue ; il s’agissait aussi du premier cas décrivant un IR2 ne portant aucun géne de
résistance aux antibiotiques (Barlow and Gobius, 2006). Un autre IR2 dont 'intégrase semble
fonctionnelle a été identifié chez des souches isolées de patients atteints d’infection urinaire
en Uruguay avec un réseau de cassettes atypique : une cassette dfrAl4 habituellement
retrouvée chez les IR1 et une nouvelle cassette de géne qui coderait pour une putative
« peptidase lipoprotéine signal » (Marquez et al., 2008). En 2014, I'analyse d’'une collection de
souches cliniques de Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri) isolées dans un hopital
chinois a montré que 66% (101/153) des souches portaient un IR2 (Wei et al., 2014). Chez 38
de ces souches, un nouvel IR2 a été identifié avec une intégrase fonctionnelle et un réseau
de cassettes contenant le géne dfrAl4 et trois cassettes de gene de fonction inconnue (Wei
et al., 2014). Plus récemment, une souche de Morganella morganii, qui appartient au genre
Proteae, a été isolée au laboratoire. Cette souche portait un IR 2 avec une intégrase active
associée a une nouvelle cassette de géne codant un nouvel allele de dfrAl (Mendes Moreira
et al., 2019). Les résultats de cette étude indiquaient que le genre Proteae serait un réservoir
important d'IR2 (Mendes Moreira et al., 2019). Comme on peut le voir, lorsqu’un IR2 contient
une intégrase fonctionnelle, le réseau de cassettes est différent de celui couramment retrouvé
chez les IR2 dont lintégrase est tronquée. Ces nouveaux réseaux de cassettes d’IR2
combinent des cassettes de géne appartenant a des IR1 et IR2, suggérent des échanges de
cassettes de genes entre IR1 et IR2 qui sont souvent retrouvés dans les mémes isolats

(Mendes Moreira et al., 2019).

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 37
Licence CC BY-NC-ND 3.0






6.1.3. Les intégrons de résistance de classe 3 (IR 3)

Les IR3 sont tres peu décrits dans la littérature (32 publications). lls sont
essentiellement retrouvés dans des échantillons issus de I'environnement (Stalder et al.,
2014). L'intégrase Intl3 partage plus de 50% d’identité avec Intl1 (Table 1) (Hall et al., 1999).
Comme les IR1, ils sont souvent associés au transposon Tn402 (Collis et al., 2002a; Xu et al.,
2007). La premiére description d’un IR3 remonte a 1995 au Japon chez une souche de Serratia
marcescens, son réseau de cassette était composé de deux cassettes de gene: blawe-1 et
aac(6’)-lb conférant une résistance aux carbapénemes et aux aminoglycosides
respectivement (Arakawa et al., 1995). Il a été démontré que l'intégrase Intl3 est fonctionnelle
et qu’elle est capable de catalyser des réactions d’intégration et d’excision (elle aussi capable
de catalyser des recombinaisons avec des sites secondaires) (Collis et al., 2002a; Hall et al.,
1999). Deux promoteurs putatifs Pintl3 (1) et Pintl3 (2) pour I'expression de l'intégrase intl3 et
4 variants du promoteur Pintl3(1) ont été décrits (Collis et al., 2002b; Simo Tchuinte et al.,
2016), mais une doctorante au laboratoire a montré que seul le promoteur Pintl3 (1) était
capable d’assurer I'expression du géne intl3 (These Pierrette Tchuinte, Université de Limoges,
2016). Elle a aussi montré que la protéine LexA se fixait a la bolte LexA présente dans le
promoteur Pintl3 (1) indiquant que I'expression de intl3 serait régulée par la réponse SOS
(Thése Pierrette Tchuinte, Université de Limoges, 2016).

Les réseaux de cassettes des IR3 sont essentiellement composés de génes codant
une résistance aux B-lactamines et aux aminosides (http://integrall.bio.ua.pt). L'impact clinique
des IR3 est trés faible car trés peu de cas ont été rapportés (Correia et al., 2003;
Papagiannitsis et al., 2015; Pavelkovich et al., 2014; Poirel et al., 2010). Cependant, des
études montrent que les IR3 sont particulierement présents dans I'environnement (Jones-Dias
et al., 2016; Moura et al., 2010; Stalder et al., 2014; Valdezate et al., 2015; Xu et al., 2007). lls
semblent jouer un réle dans la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques
d’intérét clinique, notamment des génes d’'oxcillinase, dans I'environnement (Simo Tchuinte et
al., 2016).
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6.1.4. Les intégrons de résistance de classe 4 (IR 4), 5 (IR 5) et 6 (IR6)

Le premier IR4 a été identifié chez V. cholerae, localisé sur le chromosome au sein
d’'un élément intégratif et conjugatif (ICE). Son réseau de cassettes était composé d’'une
cassette de géne de type dfr conférant la résistance au triméthoprime et 4 cassettes de géne
de fonction inconnue (Hochhut et al., 2001). Depuis 8 autres IR4 ont été identifié chez des
souches de V. cholerae (http://integrall.bio.ua.pt)

De méme, le premier IR5 a été décrit chez une souche de Vibrio salmonicida, il était
associé au plasmide pRSV1 et contenait une cassette de géne de type dfr (résistance au
triméthoprime) (numéro d’accés Genebank : AJ277063.1). Deux autres IR5 sont répertoriés
dans la base de données Integrall, un chez Enterobacter hormaechei et un chez V. mimicus.

Au laboratoire, Thomas Jové (curateur de la base de données Integrall) a identifié dans
le génome d’une souche clinique d’E. coli isolée au Pérou (Tamariz et al., 2018) une nouvelle
classe d’intégron fonctionnelle et qu’il a baptisé classe 6. Cet intégron contient 9 cassettes de
géne dont 3 codant des résistances aux antibiotiques et 6 de fonction inconnue (Jove,

2021).Depuis, il a identifié 14 IR6 potentiels dans la GenBank.

6.2.Les intégrons sédentaires chromosomiques (ISC)

Le premier ISC a été décrit en 1998 sur le chromosome 2 du génome de V. cholerae,
il comportait une intégrase VchintlA semblable aux intégrases portées par les IRs (Heidelberg
et al., 2000; Mazel et al., 1998). Trois caractéristiques différenciaient cet intégron des IRs : (i)
il était localisé sur le chromosome, (ii) il possédait un nombre important de cassettes de gene
et (iii) les sites attC des cassettes présentaient plus 80% d’identité entre eux (Mazel et al.,
1998). Aujourd’hui, les ISCs sont décrits comme partie intégrante des génomes de plusieurs
y-protéobacterie  (Vibrionaceae, @ Xanthomonadaceae, @ Pseudomonadaceae...), -
protéobacterie et 6-Protéobacterie (Mazel, 2006). Les ISCs ont été largement étudiés chez le
genre Vibrio, leurs réseaux de cassettes comportent généralement entre 39 et 219 cassettes
et ils représentent entre 0,7% et 3,1% du génome des souches qui les portent (Gillings, 2014).

Les cassettes de gene portées par les ISCs codent généralement pour des protéines de
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fonction inconnue, néanmoins il a été décrit chez des souches de Vibrio des cassettes
impliqguées dans des fonctions métaboliques ou encore dans la virulence (Barker et al., 1994,
Ogawa and Takeda, 1993) et quelques rares cas de cassettes conférant une résistance aux
antibiotiques (Mazel, 2006). De fagon intéressante, les ISCs portent plusieurs cassettes de
gene codant des systémes Toxines-antitoxines (TA) possédant leurs propres promoteurs. I
semblerait que ses systémes TA jouent un rble important dans le maintien du large réseau de
cassettes chez les ISCs car leur perte aurait un effet délétere pour le génome de la bactérie.
Une comparaison des cassettes de géne entre différentes espéces du genre Vibrio a aussi

montré que la majorité des cassettes sont spécifiques de leurs hotes (Mazel, 2006).

7. Epidémiologie des intégrons de résistance

Les IRs constituent aujourd’hui un acteur majeur de la dissémination de la résistance
aux antibiotiques (Leverstein-van Hall et al., 2003). lls sont particulierement retrouvés chez les
bactéries a Gram négatifs (BGN), et sont un bon marqueur prédictif de résistance aux
antibiotiques chez des patients atteints de septicémie a germes Gram négatifs (Barraud et al.,
2014). Les IR1, les plus prévalents, sont identifiés dans 22% a 59% des isolats cliniques de
BGN (Deng et al.,, 2015). Les IR1 sont aussi la premiére classe impliquée dans la
dissémination de genes de résistance chez les Enterobacteriaceae. lls ont été décrits dans
tous les genres de cette famille, on les retrouve essentiellement chez des bactéries entériques
incluant tous les pathogénes comme Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella et Yersinia
(Kaushik et al., 2018). Les IR2 sont communément décrits chez des souches de Shigella
(Gassama Sow et al., 2010; Kaushik et al., 2018) ou encore des souches appartenant au genre
Proteae (Barlow and Gobius, 2006; Mendes Moreira et al., 2019; Wei et al., 2014). Les IR3
ont rarement été identifiés chez des souches d’origine clinique : Serratia, Klebsiella, E. coli, et
on les retrouve essentiellement chez des souches environnementales : Delftia et Enterobacter
(Kaushik et al., 2018; Simo Tchuinte et al., 2016). De plus, les BGNs non fermentaires comme
Acinetobacter baumannii (Pagano et al., 2016) et Pseudomonas aeruginosa (Botelho et al.,

2019) sont des hétes fréquents d’intégrons. Les IRs ont été rapportés aussi dans d’autres
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BGNs comme Stenotrophomonas (Barbolla et al., 2004), Vibrio (Rajpara et al., 2009),
Campylobacter (Lee et al., 2002) et Aeromonas (Barraud et al., 2020).

Les IRs sont trés peu décrits chez les bactéries a Gram positif (BGP). lls ont été
identifiés pour la premiere fois dans une souche de Mycobacterium fortuitum (Martin et al.,
1990), et ont ensuite été essentiellement retrouvés chez des BGP avec un pourcentage en
GC élevé : Corynebacterium (Barraud et al., 2011; Nesvera et al., 1998), Arthrobacter (Agersg
and Sandvang, 2005), Arcanobacterium (Liu et al., 2009) et Actinotignum (Barraud et al.,

2016).

7.1.Chez 'homme

De nombreuses études ont décrit les IRs dans différents isolats bactériens provenant
de différents types de prélevements biologiques. De plus en plus d’études soulignent une forte
prévalence des intégrons chez des bactéries commensales de la flore intestinale (Bailey et al.,
2010; Copur-Cicek et al., 2014; Kheiri and Akhtari, 2016). Une étude récente a estimé un taux
de portage digestif d’'IRs de 43.8% (majoritairement des IR1) chez des sujets sains et de 52.7
% chez des patients d'unité de soins intensifs (Chainier et al., 2017). D’autres études
s’intéressant a la colonisation du tractus digestif chez les nouveaux nés par des bactéries
porteuses d’intégrons, ont rapporté que I'acquisition de ces bactéries se fait trés rapidement

apres la naissance, dés la premiére semaine (Barraud et al., 2018; Ravi et al., 2015).

7.2.Chez I’animal

Les différentes classes d'intégrons, essentiellement IR1 et IR2 ont été rapportées chez
des bactéries pathogénes ou commensales animales (Cocchi et al., 2007; Kaushik et al.,
2018). De plus, une étude a montré une corrélation positive entre la prévalence d’IR1 chez les
animaux et l'activit¢ humaine (Skurnik et al., 2006). Les IR1 et IR2 sont retrouvés
particuliérement chez des animaux d’élevage (bovins, porcins, ovins, volailles, poissons), mais
aussi chez des animaux de compagnies comme les chiens et les chats (Cocchi et al., 2007,

Goldstein et al., 2001; Zhang et al., 2009). lls ont aussi été décrits chez des animaux sauvages
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tels que des chauves-souris et des manchots (Lundbéck et al., 2021; McDougall et al., 2019).
Les IRs chez ces différentes espéces animales sont souvent retrouvés dans des souches de
Salmonella ou E. coli (Kaushik et al., 2018), mais ils ont aussi été décrits chez des BGP
(Agersg and Sandvang, 2005; Nandi et al., 2004). De nombreuses études menées dans
plusieurs pays ont aussi révélé la présence d’IRs dans de la viande destinée a la vente (Abdel-
Rhman, 2020; Meng et al., 2011; Miko et al., 2005; Soufi et al., 2009; White et al., 2001). Cette
observation est trés inquiétante car elle sous-entend un réel risque de transfert de genes de
résistance de I'animal au consommateur. Il devient trés urgent de rationaliser I'utilisation des

antibiotiques chez les animaux et d’intensifier la surveillance des viandes mises sur le marché.

7.3.Dans I'’environnement

L’environnement joue un réle important dans la dissémination de la résistance aux
antibiotiques. Les IRs ont été décrits dans différents écosysteémes terrestres et aquatiques
(lacs, rivieres, estuaires) (Stalder et al., 2012). La prévalence des intégrons dans les sols est
guant a elle peu documentée ; une étude sur des sols agricoles non traités a révélé une
prévalence d'IR1 de I'ordre de 0,0036%, avec une augmentation de celle-ci lorsque le sol était
traité par des biocides (Gaze et al., 2011). Une étude récente a analysé des échantillons de
sols provenant d’Australie et d’Antarctique et a rapporté la présence de 4 000 a 18 000
cassettes de gene par 0,3 g de sol (Ghaly et al., 2019).

La prévalence des IRs dans les milieux aquatiques naturels est estimée entre 1 % et
25 % selon les études (Dolejska et al., 2009; Gillings et al., 2008; Laroche et al., 2009). Elle a
été aussi largement documentée dans les effluents, ou les IRs sont retrouvés plus
particulierement dans les effluents hospitaliers en comparaison aux effluents urbains (Buelow
et al., 2020; Stalder et al., 2014). La plupart des cassettes de gene trouvées dans les effluents
de I'hopital conferent une résistance aux antibiotiques fréquemment utilisés en milieu
hospitalier, ce qui suggére que la pression de sélection antibiotiques aide & maintenir les
bactéries portant des IRs dans les effluents (Buelow et al., 2020; Stalder et al., 2014).

Cependant, limpact des effluents hospitaliers sur la dissémination des IRs dans
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Figure 11 : Modeleillustrant 'origine des intégrons de classe 1

A. L'ancétre commun de tous les intégrons clinique de classe 1 aurait été situé sur le chromosome des
B-protéobactéries.

B. Cet intégron de classe 1 chromosomique a été capturé par le transposon Tn402.

C. Création d’un transposon/intégron hybride portant la cassette gacE, codant pour la résistance aux
désinfectants

D. Un géne de résistance aux sulfonamides, sull, une cassette orf5, ont ensuite été capturés,
supprimant une partie de la cassette qacE, générant ainsi le segment 3’ conservé (3'CS).

E. Des délétions et des insertions au sein du module tni ont rendu le Tn402 non fonctionnel. Au méme
moment, I'acquisition d'autres cassettes de résistance aux antibiotiques a eu lieu élargissant ainsi la
gamme des phénotypes de résistance aux antibiotiques conférés par les intégrons.

F. L'acquisition de nouvelles cassettes a continué, et le Tn402-intégron hybride s'est déplacé sur
divers plasmides et d'autres transposons, tels que ceux de la famille Tn21. Ces événements ont
généré encore plus de diversité et accéléré l'insertion des intégrons de classe 1 chez une grande

variété de bactéries pathogenes et commensales. D’aprés (Gillings et al, 2014).



I'environnement n’a pas encore été démontré. En effet, la prévalence des IRs dans I'eau des
rivieres aprés déchargement des effluents hospitaliers traités est relativement faible (Buelow
et al., 2020; Stalder et al., 2012).

Tout comme chez I'animal, la prévalence des intégrons dans I'environnement a été
corrélée avec l'activité humaine (Stalder et al., 2012). Les IRs sont ainsi peu retrouvés dans
des zones n’ayant pas eu de contact avec 'homme (Gaze et al., 2005; Gillings et al., 2008;
Wright et al., 2008). Dans ce contexte, il a été proposé d'utiliser le géne intll comme indicateur
de pollution anthropique car ce géne est (i) relié a des génes conférant la résistance aux
antibiotiques et aux désinfectants, (ii) retrouvé dans une large variété de bactéries pathogénes
et non pathogénes, (iii) son abondance peut changer rapidement en réponse aux pressions
environnementales et (iv) sa séquence nucléotidique unique chez les différents hétes permet

de le détecter facilement (Gillings et al., 2015).

8. Origine et évolution des intégrons

Il est communément admis que les IRs ont évolué a partir des ISCs (Mazel, 2006).
Plusieurs observations et études soutiennent cette hypothése : (i) les ISCs et les IRs partagent
une structure et une organisation similaire, (ii) les ISCs semblent étre des entités plus
anciennes que les IRs (Mazel, 2006), (iii) certaines cassettes portées par des IR1 possedent
des sites attC tres similaires a ceux localisés chez des ISCs de Xanthomonas et Vibrio (Rowe-
Magnus et al., 2001) et (iv) I'intégrase Intl1 reconnait et recombine des sites attC de ISCs
(Mazel, 2006; Mazel et al., 1998). L’identification d’un intégron de classe 1 chromosomique
chez des B-protéobactéries environnementales (Gillings et al., 2008; Stokes et al., 2006) a fait
émerger la théorie suivante : des intégrons de classe 1 chromosomiques dérivés d’'ISC
auraient été capturés par un transposon Tn402 via une recombinaison site-spécifique
générant un transposon- intégron hybride, une série de recombinaisons et délétions aurait
ensuite abouti a la formation de la région 3’'CS et a I'inactivation de la fonction de transposition
du transposon Tn402 (Figure 11) (Gillings, 2014). L’insertion du transposon-intégron hybride

au sein d’autres transposons et plasmides lui aurait permis de disséminer chez une grande
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variété d’hétes. Il a récemment été démontré que cette insertion a eu lieu avant I'inactivation
de la fonction de transposition du Tn402 (Ghaly et al., 2017). De plus, Ghaly et al. suggérent
que la migration des IR1 de I'environnement a ’homme aurait eu lieu par la voie alimentaire,
un transposon-intégron hybride ayant été isolé a partir de jeunes pousses d’épinard (Ghaly et
al., 2017). En plus d’étre les ancétres des IRs, les cassettes des ISCs sont aussi considérées
comme un réservoir de cassettes pour les IRs. En effet, une étude expérimentale a démontré
qu’un IR1 était capable d’intégrer dans sa région variable, une cassette de géne codant un
gene de résistance aux antibiotiques provenant d’'un ISC hébergé par une souche de V.
cholerae (Rowe-Magnus et al., 2002).

Un transposon-intégron hybride a été trouvé dans le chromosome d’'une souche de
Pseudomonas provenant d’'un échantillon du permafrost sibérien 4gé de 15000 a 40 000 ans ;
il portait une cassette de gene aadA2 codant la résistance streptomycine et spectinomycine
(Petrova et al., 2011). Cette découverte montre que des intégrons portant des cassettes
codant des genes de résistance aux antibiotiques sont apparus avant I'eére antibiotique, ce qui
contredit la théorie émise par Gillings et al. en 2008 sur le fait que I'acquisition des génes de
résistances au sein des intégrons s’est produite lorsque les antibiotiques ont commencé a étre
largement utilisés en clinique (Gillings et al., 2008).

L’origine des cassettes de géne reste quant a elle 'une des questions majeures dans
I'histoire évolutive des IRs, qui demeure, encore aujourd’hui, sans réponse. La seule théorie
qui existe a ce jour suggere gue les cassettes de géne seraient issues de la rétrotranscription
d’'un ARNm ; cette hypothése est basée sur I'absence de promoteur dans la plupart des

cassettes de géne (Léon and Roy, 2009; Recchia and Hall, 1997)
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Figure 12 : Représentation schématigue de la structure tridimensionnelle d’un

biofilm bactérien

Des bactéries dans différents états physiologiques situées dans des microniches du biofilm sont

représentées en différentes couleurs. La fleche grise représente le fluide circulant a lintérieur des

canaux hydriques.



Chapitre Il. Le biofilm

En 1683, Anthony van Leeuwenhoek en utilisant un microscope de sa fabrication sur
des matiéres provenant du grattage de sa propre surface dentaire, a été le premier a observer
et a décrire les biofilms sans le savoir, ce qu’il a appelé « animalcules ». Il déclara alors: « The
number of these animalcules in the scurf of a man’s teeth are so many that | believe they
exceed the number of men in a kingdom. » Ce fut la premiére déclaration officielle reportant
I'existence de biofilm. Il faudra attendre 3 siécles avant d’entendre reparler de biofilm dans la
littérature avec Henrici en 1933 et Zobell en 1943. Ce n’est qu’en 1978 que Jean William (Bill)
Costerton a observé et décrit des bactéries piégées dans une matrice extracellulaire en
utilisant un microscope électronique a transmission et a proposé le terme de « biofilm » pour
définir ces communautés microbiennes (Lappin-Scott et al., 2014). Ce fut le début d’'une
nouvelle ére car jusque-la les chercheurs étudiaient les bactéries de maniére isolées en

suspension sous forme planctonigue (cultures en milieux liquides et agités).

1. Le mode de vie biofilm

1.1.Définition et ubiquité des biofilms

Le biofilm est une communauté de microorganismes attachés a une surface et entre
eux, englobés dans une matrice extra cellulaire auto-produite (Costerton et al., 1978). La
matrice extracellulaire est composée de polysaccharides, d’ADN extracellulaire, de protéines,
de lipides et d’eau. Le biofilm présente une architecture complexe formée de structures
tridimensionnelles hétérogenes, dans lesquelles les agrégats de microorganismes sont
séparés par des espaces libres, dépourvus de bactéries et parcourus par des courants aqueux
(Figure 12). Ces « canaux hydriques » sont essentiels pour la circulation des fluides a l'intérieur
du biofilm et permettent I'apport en nutriments et en oxygéne, ainsi que I'évacuation des
produits de dégradation (Stewart, 2003). Le biofilm est le mode de vie privilégié des

microorganismes dans la nature ; il a été estimé que 80 % de la biomasse microbienne
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Figure 13 : Développement et structure d’un biofilm bactérien

Aprés les phases d’adhérence réversible puis irréversible, les bactéries forment une microcolonie dans
laquelle elles produisent une matrice extracellulaire (en jaune), qui peut accueillir d'autres espéeces
microbiennes par accrétion. Le biofilm mature est le site de gradients inverses en nutriments (fleche
bleue, concentrations décroissantes de la surface vers la base) et en déchets (fleche rouge)
définissant des niches physiques et chimiques. Le biofilm peut se disperser en libérant soit des
bactéries mobiles (dispersion active) soit des agrégats bactériens entourés de matrice (dispersion
passive). Une photographie de microscopie électronique d’un biofilm d’E. coli développé in vivo sur
cathéter est présentée en insert (© Benjamin Le Quéré, unité de génétique des biofilms, institut
Pasteur et Brigitte Arbeille et Claude Lebos, LBCME, Faculté de médecine de Tours). D’aprés
(Lebeaux et Ghigo, 2012).

Table 2 : Déterminants de surface impligués dans la formation de biofilm chez E. coli
(D’apres Van Houdt et Michiels, 2005)

Contact avec la surface et _
1 . . Flagelle et motilité
attachement réversible

Fimbriae de type 1
Curli
Polyglucosamine (exopolysaccharides;
matrice extracellulaire)
Curli
Antigéne 43
Formation de microcolonie et Acide colanique

3 développement précoce du (exopolysaccharides ; matrice
biofilm extracellulaire)
Polyglucosamine (exopolysaccharides;
matrice extracellulaire)
Acide colanique

2 Attachement irréversible

(exopolysaccharides ; matrice

4 Maturation extracellulaire)
Curli

Pili conjugatif

5 Dispersion Flagelle et motilité




terrestre réside sous forme de biofiims (Richards and Melander, 2009). Les bactéries peuvent
adhérer a des surfaces biotiques ou abiotiques, et les biofilms sont ainsi retrouvés sur divers
types de surfaces telles que des surfaces minérales, végétales, dans des tuyaux de
canalisations, sur des dispositifs médicaux,.... Les bactéries font parties de la flore endogéne
(microbiote) de 'Homme, elles sont retrouvées sous forme de biofilm et jouent un role
important dans la protection de I'héte contre les microorganismes pathogenes. On les retrouve
aussi a la surface de la peau, dans la bouche (plague dentaire) ou encore au sein des appareils

des grandes fonctions biologiques tel que les systémes digestif, respiratoire et urogénital.

1.2.Etapes de formation des biofilms

Le passage des bactéries de la forme planctonique a la forme sessile communautaire
ou biofilm, est un processus dynamique. Ce passage s’accompagne d’un changement radical
de la physiologie et du métabolisme des bactéries, ceci est le résultat d’'un profond
remaniement du profil d’expression génique (Beloin et al., 2004; Whiteley et al., 2001). De
nombreuses études s’accordent pour dire que la di-guanosine monophosphate cyclique (di-
GMPc) constitue un messager secondaire central régulant la transition entre vie planctonique
et établissement d’un biofilm (Tolker-Nielsen, 2015). Bien que les mécanismes mis en jeu
différent en fonction des espéces et des conditions environnementales, les principaux stades
de développement d’'un biofilm sont consensuels et se résument en 5 étapes (Figure 13) : (1)
attachement initial réversible, (2) attachement irréversible, (3) formation de microcolonie, (4)
maturation (structure 3D) et (5) dispersion ou détachement (Lappin-Scott et al., 2014; Lebeaux
and Ghigo, 2012; Stoodley et al., 2002). L’état physiologique des bactéries difféere de maniére
importante en fonction du stade du développement du biofilm (Sauer et al., 2002; Stoodley et
al., 2002). Brievement, les bactéries libres reconnaissent et adhérent d’abord de fagon
transitoire la surface qu’elles vont coloniser (attachement initial réversible). Les flagelles,
présents chez certaines bactéries comme E. coli, favorisent le contact initial des bactéries avec
la surface (Beloin et al., 2008) (Table 2). Puis les bactéries se fixent de facon irréversible et
spécifigue au substrat grace a des structures de surfaces telles que les pili et les curlis, et
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Figure 14 : Différentes architectures de biofilm

Images de microscopie confocale de biofilms de bactéries Gram négatifs cultivés en flow-

cell. (from Soeren Molin, DTU Denmark).

A substrat métabolique

Biofilm i Fluid

Figure 15 : Hétérogénéité chimigue au sein du biofilm

Trois modeles qualitativement distincts d'hétérogénéité chimique apparaissent dans les
biofilms en raison des interactions réaction-diffusion pour un substrat métabolique (bleu; A),
un produit métaboligue (orange; B) et un intermédiaire métabolique (vert; C). La
concentration d'un substrat qui est consommé dans le biofilm diminue avec la profondeur
dans le biofilm et la distance de la source (A). Inversement, un produit métabolique est plus
concentré a l'intérieur du biofilm (B). Un intermédiaire métabolique qui est a la fois produit et
consommeé dans le biofilm peut présenter des profils de concentrations maximales locales

(C). D’aprés (Stewart et Franklin, 2008).



synthétisent une matrice extracellulaire (Table 2). Cette étape d’attachement irréversible met
en jeu des interactions de forte énergie (interactions moléculaires et cellulaires spécifiques)
(Van Houdt and Michiels, 2005). Une fois les bactéries solidement attachées a la surface, la
croissance du biofilm se poursuit, les bactéries forment alors des microcolonies. La taille de
ces derniéres augmente par la division cellulaire et la production de la matrice extracellulaire,
c’est I'étape de maturation qui aboutit a la structure tridimensionnelle et complexe du biofilm.
Le biofilm mature peut avoir différentes structures en fonction de I'espéce bactérienne et des
conditions environnementales (Figure 14). Par exemple P. aeruginosa développe des biofilms
avec des structures dites en « champignon » (Tolker-Nielsen, 2015). Les bactéries vont
finalement se détacher du biofilm afin de fuir un environnement défavorable ou bien de
coloniser de nouvelles niches. La dispersion des bactéries a partir du biofilm peut étre active
(les bactéries du biofilm modifient I'expression de leurs genes afin d’échapper a celui-ci) ou
passive (des forces externes appliquées au biofilm provoquent le détachement de petits amas

de bactéries du biofilm) (McDougald et al., 2012).

2. Hétérogénéité du biofilm

Le biofilm du fait de sa structure tridimensionnelle complexe est un environnement
hétérogene. Stewart et Franklin ont défini trois catégories d’hétérogénéité chimique : (i)
hétérogénéité de concentration d'un substrat (exemple: oxygéne, nutriments), (ii)
hétérogénéité de concentration d’'un produit (exemple : déchets) et (iii) hétérogénéité de
concentration d’'un produit intermédiaire (rejeté dans le milieu puis consommeé par d’autres
bactéries) (Figure 15). Ces hétérogénéités conduisent ainsi a I'apparition de gradients de
différents parametres tels que la concentration en oxygene, en nutriments, en déchets, le pH...
(Stewart and Franklin, 2008). Plusieurs études ont mesuré a l'aide de microélectrodes la
concentration en oxygéne au sein de biofilms formés par différentes especes bactériennes et
dans différentes conditions environnementales ou expérimentales. Ces études ont montré que
la concentration en oxygéne est plus élevée a la surface du biofilm et tend a diminuer a

l'intérieur de celui-ci jusqu’a devenir nulle (de Beer et al., 1994; Okabe et al., 1999; Pabst et
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Figure 16 : Les différentes microniches probables au sein d'un biofilm mono-

espece

Un biofilm fin, & un stade précoce de développement (a) est riche en substrats et en oxygene. Dans le
biofilm mature, différents environnements peuvent se produire : environnements contenant a la fois
substrat et I'oxygéne (b), du substrat mais pas d'oxygene (c) et ni substrat, ni oxygéne (d). Dans une
culture planctonique en phase exponentielle, le substrat et I'oxygéne sont tous deux présents (e), alors
gue dans une culture en phase stationnaire, le substrat peut étre épuisé mais l'oxygene reste toujours

présent (f). D’aprés (Stewart et Franklin, 2008).



al., 2016; Ramsing et al., 1993; Rani et al., 2007; Schramm et al., 1996; Wessel et al., 2014;
Xu et al., 1998). De méme, les bactéries dans les couches profondes du biofilm ont accés a
de faibles concentrations de nutriments (Huang et al., 1998; Petroff et al., 2011). La faible
concentration en oxygéne et nutriments a l'intérieur du biofilm n’est en général pas due a un
probleme de diffusion, mais plutét au fait que les bactéries a la surface du biofilm les
consomment et par conséquent les bactéries présentes dans les profondeurs ont moins de
substrats disponibles (Stewart, 2003; Stewart and Franklin, 2008).

L’hétérogénéité chimique au sein du biofilm résulte en une hétérogénéité
physiologique. Les variations environnementales que rencontrent les bactéries au sein du
biofilm aboutissent a la formation de microniches. Les bactéries du biofilm ne sont donc pas
seulement physiologiquement différentes des bactéries planctoniques, elles peuvent aussi
étre physiologiqguement différentes les unes par rapport aux autres au sein du biofilm. La
Figure 16 présente une illustration des différentes microniches et des états physiologiques qui
pourraient étre retrouvé au sein d’un biofilm mono-espéce formé par des bactéries aéro-
anérobie facultatives (Stewart and Franklin, 2008). Ainsi, dans un biofilm fin, nouvellement
formé, les bactéries ont accés a 'oxygéne et aux nutriments en quantité suffisante. Lorsque le
biofilm devient mature et adopte sa structure tridimensionnelle, trois microniches distinctes
peuvent étre anticipées : (i) les bactéries localisées a la surface du biofilm ont toujours acces
a l'oxygene et aux nutriments, (ii) 'oxygéne étant peu soluble c’est le premier métabolite a étre
épuisé et par conséquent on retrouve une microniche a l'intérieur du biofilm ou les bactéries
ont toujours accés aux nutriments mais pas a I'oxygéene, et finalement (iii) les bactéries
présentes dans les profondeurs du biofilm n’ont accés ni a 'oxygene, ni aux nutriments. Il est
intéressant de noter que le biofilm est communément comparé a la culture planctonique en
phase stationnaire de croissance (présence d’oxygéne et absence de nutriments) alors
qu’aucun des états physiologiques du biofilm décrits ci-dessus ne lui correspond (Stewart and
Franklin, 2008). Les bactéries au sein des microniches du biofilm vont répondre localement
aux conditions qu’elles rencontrent. Plusieurs études menées par I'équipe de Michael Franklin
ont montré que I'expression des génes différe en fonction de la localisation des bactéries dans
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Figure 17 : Différents types d’infections liées aux biofilms qui peuvent étre

contractées chez ’Homme

Il existe deux types d’infections liées aux biofilms chez 'homme: les infections liées a des biofilms sur

des dispositifs médicaux (en bleu) et les infections liées a des biofilms sur des tissus (en rouge).

D’apres (Lebeaux et al., 2014).




le biofilm (a la surface, a l'intérieur ou dans les profondeurs du biofilm) (Lenz et al., 2008;
Pérez-Osorio et al., 2010; Williamson et al., 2012). L'une de ces études a aussi montré que le
niveau d’expression de plusieurs genes (y compris des génes de ménage) differe de plusieurs
ordres de grandeur entre des populations bactériennes situées a proximité les unes des autres
(Lenz et al., 2008). L’étude de lto et al. a exploré I'’hétérogénéité d’expression du géne rpoS
(régulateur de la réponse générale au stress chez E. coli ) en biofilm et a montré qu’au début
du développement du biofilm toutes les bactéries exprimaient le géne rpoS, et que lorsque le
biofilm devenait mature, I'expression rpoS devenait hétérogéne ; seules les bactéries
présentes a l'interface air-liquide exprimait rpoS (lto et al., 2009a). Une étude originale récente
a développé une nouvelle technique : la par-seqFISH (parallel sequential fluorescence in situ
hybridization). Cette méthode a haut débit capture les profils d'expression de génes de
bactéries individuelles par microscopie confocale par spinning-disk tout en préservant leur
contexte physique dans des environnements spatialement structurés (biofilm). Cette approche
a révélé que des états physiologiques distincts peuvent coexister au sein du méme biofilm a
guelques micrométres de distance, soulignant I'importance du microenvironnement (Dar et al.,
2021). L’hétérogeénéité du biofilm joue aussi un role important dans la récalcitrance de ce

dernier aux antibiotiques (voir section 4.2).

3. Les biofilms, un probleme de santé publique

Les biofilms posent un réel probleme en santé humaine, ils sont a l'origine d’infections
qui sont difficiles & éradiquer avec les traitements antibiotiques existants. Aux Etats-Unis, le
National Institutes of Health (NIH) a estimé que les biofilms sont responsables de plus de 80
% des infections bactériennes chez ’homme (Davies, 2003). Les biofilms sont responsables
d’infections sur matériels implantés et d’infections dans les tissus (Figure 17).

L’implication du biofilm dans les infections sur matériel implanté a été rapportée pour
la premiére fois en 1982 aprés la visualisation par microscopie électronique d’un stimulateur
cardiaque qui venait d’étre retiré chez un patient hospitalisé pour une bactériémie a répétition

(Marrie et al., 1982). Depuis, les biofilms ont été impliqué dans la colonisation de surface de
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nombreux dispositifs médicaux : implants orthopédiques, prothéses artificielles, sondes
urinaires, cathéters, canules d’intubation ou encore lentilles de contact (Donlan, 2001; Donlan
and Costerton, 2002; Lebeaux et al., 2014). Les biofilms formés sur les dispositifs médicaux
sont difficiles a traiter avec les antibiotiques, les médecins sont souvent obligés de retirer le
dispositif et de le remplacer, ce qui augmente le cot du traitement et met en danger la vie du
patient.

Les biofilms peuvent aussi étre a lorigine d’infections chroniques des tissus
(Bjarnsholt, 2013). Par exemple, P. aeruginosa cause des infections chroniques des poumons
chez les patients atteints de mucoviscidose, E. coli, est elle souvent impliquée dans les
infections urinaires récurrentes. Les bactéries au sein du biofilm sont moins sensibles a la
réponse immunitaire de I'héte (Bjarnsholt, 2013; Watters et al., 2016). En effet, la taille du
biofilm constitue un frein important pour la phagocytose. De plus, la matrice extracellulaire
empéche la pénétration des cellules immunitaires a lintérieur du biofilm ainsi que la
reconnaissance des antigénes bactériens par les anticorps. En plus de ces phénoménes
passifs liés a la matrice, les bactéries en biofilm sont capables de réagir et de moduler
'expression de leurs génes pour lutter contre 'accumulation de cellules immunitaires. Ainsi,
P. aeruginosa est capable de détecter la présence de granulocytes et de répondre en
synthétisant les rhamnolipides, des glycolipides qui provoquent une nécrose des cellules
immunitaires recrutées (Alhede et al., 2009; Jensen et al., 2007). En outre, des concentrations
élevées d’antibiotiques (10 a1000 fois supérieur a la Concentration minimale inhibitrice ) sont
nécessaires pour éradiquer les bactéries en biofilms (Ceri et al., 1999; Macia et al., 2014). De
fagon intéressante, une fois resuspendues les bactéries du biofilm redeviennent sensibles tout
comme celles en culture planctonique montrant que c’est le mode de vie lui-méme et ses
caractéristiqgues qui permet aux bactéries du biofilm de survivre aux traitements antibiotiques
et que ce phénomeéne est réversible (Lebeaux and Ghigo, 2012; Williams et al., 1997).

La résistance, la tolérance et la persistance sont des phénomeénes différents qui
contribuent a la survie des bactéries en biofilm face aux antibiotiques. Plusieurs revues ont
utilisé le terme « récalcitrance » pour regrouper ces différents phénoménes et faire référence
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Figure 18 : La récalcitrance des biofilms aux antibiotiques est multifactorielle

La récalcitrance des biofilms aux antibiotiques comprend une combinaison de mécanismes de
résistance aux antibiotiques (ATB) (partie droite de la figure) et de mécanismes de tolérance aux
antibiotiques (partie gauche de la figure). Les mécanismes de résistance conférent aux bactéries la
capacité de survivre et de se répliquer a des concentrations élevées en antibiotiques pendant de
longues périodes et impliquent le transfert horizontal de génes (HGT), 'hypermutation, le quorum
sensing (QS), conduisant au transport d'antibiotiques par des pompes d'efflux, a la réduction de la
perméabilité de la membrane externe, ou la production d'enzymes qui inactivent I'ATB. Cependant, les
mécanismes de tolérance permettent aux bactéries de survivre a des concentrations élevées
d’antibiotiques de fagon temporaire et impliquent I'activation des réponses aux stress (réponse SOS,
réponse stringente) et de I'hypoxie, conduisant a l'activation d'un état quiescent, d'un métabolisme
anaérobie, d'une diminution du potentiel membranaire et a une augmentation modérée de I'expression
des pompes d'efflux. Les fleches indiquent les connexions entre les différents mécanismes. (D’aprés
Uruén et al. 2020).



a la sensibilité réduite du biofilm vis-a-vis des antibiotiques (Hall and Mah, 2017; Lebeaux et
al., 2014; Uruén et al., 2020).

Un microorganisme est dit résistant a un antibiotique s'il est capable de se multiplier
en présence de cet antibiotique (bactéricide ou bactériostatique). Plusieurs mécanismes
peuvent étre a I'origine de cette résistance : efflux de I'antibiotique a I'extérieur de la bactérie,
perméabilité réduite de la bactérie pour l'antibiotique, sécrétion d’enzymes inactivant
'antibiotique ou modification de la cible de [I'antibiotique par la bactérie. Bien que les
mécanismes de résistance soient multiples, ils aboutissent généralement au méme résultat :
une diminution de la liaison entre I'antibiotique et sa cible, ce qui permet aux bactéries de se
développer. La résistance est héréditaire et donc transmise a la descendance, ou bien acquise
par transfert horizontal de géne. Un microorganisme est dit tolérant & un antibiotique s’il est
capable de survivre transitoirement et sans se multiplier en présence de fortes doses
d’antibiotique bactéricide. La survie de ces bactéries tolérantes est dite transitoire car elles
finissent par mourir mais le temps nécessaire a 'antibiotique pour les tuer est plus long que
pour des bactéries sensibles. La tolérance concerne la capacité de toute la population a
survivre aux traitements antibiotiques, elle peut étre die a des mutations ou a des conditions
environnementales entrainant I'arrét de croissance des bactéries. Lorsqu’une seule fraction
de la population est capable de survivre a un antibiotique, les bactéries sont dites persistantes
(Balaban et al., 2019). Lorsque ces derniéres sont isolées, repiquées en milieu sans
antibiotique puis réexposées au méme traitement antibiotique, la méme réponse hétérogéne
au traitement que celle de la population d'origine sera observée i.e. division de la population
en sous-populations persistantes et en sous-populations sensibles (Balaban et al., 2019;

Brauner et al., 2016).

4. Larécalcitrance du biofilm vis-a-vis des antibiotiques est multifactorielle
[l est aujourd’hui admis que la récalcitrance des biofilms vis-a-vis des antibiotiques est
multifactorielle (Figure 18), et que les mécanismes de résistance et de tolérance varient en

fonction de l'antibiotique, de la souche et de l'espéce bactérienne, de I'age et du stade de
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développement du biofilm et des conditions de croissance du biofilm (Hall and Mah, 2017;
Lebeaux et al., 2014; Uruén et al., 2020). Dans cette section seuls certains facteurs participant

a la récalcitrance des biofilms vis-a-vis des antibiotiques seront développés.

4.1.Diffusion des antibiotiques dans le biofilm

La matrice extracellulaire, englobant les bactéries du biofilm, a longtemps été
considérée comme une barriéere empéchant les antibiotiques de pénétrer a I'intérieur du biofilm
et donc responsable de la récalcitrance du biofilm vis-a-vis des antibiotiques (Hall and Mah,
2017; Lebeaux et al.,, 2014). Bien qu’aucune étude a ce jour nait décrit que la matrice
extracellulaire du biofilm empéchait la diffusion des antibiotiques, plusieurs études ont montré
gue les propriétés mécaniques et physico-chimiques de la matrice extracellulaire du biofilm
peuvent réduire ou retarder la pénétration de différentes molécules y compris les antibiotiques
(Gordon et al., 1988; Stewart, 2003). En effet, les aminosides semblent diffuser lentement a
travers la matrice extracellulaire. Ce retard de diffusion est di au fait que les aminosides
chargés positivement interagissent avec des composants de la matrice extracellulaire chargés
négativement comme I'’ADN extracellulaire (ADNe) (Chiang et al., 2013; Tseng et al., 2013).
L’ADNe aurait aussi une forte affinité pour la vancomycine, ce qui entraverait 'acces de cette
derniére aux bactéries englobées dans les biofiims de Staphylococcus epidermidis
(Doroshenko et al., 2014).

D’autres facteurs peuvent interférer avec les antibiotiques et donc retarder leur
pénétration dans le biofilm. Les B-lactamases, enzymes inactivant les B-lactamines, sont
habituellement secrétées dans I'espace périplasmique, mais peuvent étre relarguées dans le
milieu extracellulaire et par conséquent dégrader et inactiver les p-lactamines avant qu’elles
n’atteignent leur cible (Anderl et al., 2000; Ciofu, 2003). Un autre exemple chez P. aeruginosa,
la glycosyltransférase NdvB, est responsable de la production du B-(1—3)-glucane qui est
sécrété dans le périplasme et dans la matrice extracellulaire ; ce glucane interféere
physiqguement avec la pénétration des aminosides au sein du biofilm (Mah et al., 2003;

Sadovskaya et al., 2010). Cependant, la diffusion réduite des antibiotiques dans le biofilm ne
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peut pas expliquer a elle seule la difficulté d’éradiquer les bactéries au sein de ce dernier. En
effet, il a été rapporté que des antibiotiques qui pénetrent aisément le biofilm (fluoroquinolones,
B-lactamines, rifampicine...) sont incapables de tuer 100% des bactéries du biofilm (Anderl et
al., 2000; Rodriguez-Martinez et al., 2007; Stone et al., 2002; Zheng and Stewart, 2002). Une
approche originale permettant de suivre la diffusion de la tétracycline dans un biofilm d’E. coli
par fluorescence a montré que la tétracycline pénétrait dans un biofilm de 48h en 10 min sans
affecter la viabilité des cellules (Stone et al., 2002). De méme, 'ampicilline (en absence de j3-
lactmases) et la ciprofloxacine pénétrent rapidement le biofilm de K. pneumoniae mais ne
parviennent pas a éradiquer les bactéries aprés 24h de traitement (Anderl et al., 2000). Il a
aussi été proposé que la diffusion lente des antibiotiques dans le biofilm donnerait aux
bactéries le temps de s’adapter ce qui pourrait augmenter leurs tolérance (Doroshenko et al.,
2014; Jefferson et al., 2005). La diffusion de I'antibiotique dans le biofilm dépend aussi de
différents paramétres tels que le microorganisme, le type d’antibiotique, le stade de
développement du biofilm et le modéele d’étude utilisé (Hall and Mah, 2017; Lebeaux et al.,

2014).

4.2.Hétérogénéité du biofilm : hypoxie et limitation en nutriments

Plusieurs études ont démontré que la tolérance des bactéries aux antibiotiques dans
le biofilm différe en fonction de leur localisation dans celui-ci (Walters et al., 2003; Williamson
et al., 2012). Comme dit précédemment, le biofilm est un environnement trés hétérogene ou
les bactéries sont confrontées a des gradients de plusieurs parameétres notamment les
nutriments et 'oxygene (Stewart and Franklin, 2008). Ces gradients sont créés par le fait que
les cellules situées pres de la surface du biofilm utilisent I'oxygene et les nutriments disponibles
avant que ces derniers puissent pénétrer plus profondément et atteindre les bactéries dans le

biofilm.
4.2.1. Hypoxie

Les faibles concentrations en oxygeéne rencontrées dans la profondeur des biofilms

protégent les bactéries du biofilm de I'action des antibiotiques (Walters et al., 2003; Werner et
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al., 2004). En effet, les bactéries présentes dans les couches du biofilm dépourvues en
oxygene ont une activité métabolique réduite alors que les antibiotiques sont en général plus
efficaces contre des bactéries métaboliguement actives (Hall and Mah, 2017). Walters et al.
ont ainsi montré que la faible teneur en oxygéne dans la profondeur des biofiims de P.
aeruginosa réduisait les effets bactéricides de la tobramycine et de la ciprofloxacine (Walters
et al., 2003). Une autre étude a montré que des biofilms traités par des antibiotiques en
conditions anaérobies étaient plus tolérants que ceux traités de facon similaire en condition
aérobie (Borriello et al., 2004). Le rdle de I'hypoxie dans la contribution a la récalcitrance des
biofilms aux antibiotiques est également renforcé par une étude récente qui a démontré que
I'exposition de biofilms a I'oxygénothérapie hyperbare (OHB) améliorait I'activité bactéricide
des quinolones (Kolpen et al., 2017; Lerche et al., 2017).

D’autres mécanismes pourraient également contribuer a expliquer comment I'hypoxie
confére une tolérance aux antibiotiqgues dans les biofilms. Des systémes de pompes d’efflux
comme MexCDoprJ ou encore MexEF-OprN sont surexprimés dans des conditions de faible
teneur en oxygéne favorisant la survie des bactéries en présence d’antibiotique (Schaible et
al., 2012; Tata et al., 2016). Les espéeces réactives de I'oxygéne (ROS) sont suspectées de
jouer un réle dans la mort cellulaire induite par les antibiotiques (Dwyer et al., 2015). Or la
production de ROS nécessite la présence d’'oxygéne, I'hypoxie pourrait favoriser la survie des
bactéries dans le biofilm lors de I'exposition aux antibiotiques, ces derniers ne pouvant plus
induire la production de ROS. Cependant cette hypothése n’a pas été explicitement étudiée

dans la littérature (Hall and Mah, 2017).
4.2.2. Limitation en nutriments

La nature hétérogéne du biofilm a pour conséquence que certaines microniches du
biofilm sont privées de nutriments. Certaines études ont montré que la privation en nutriments
contribue a la tolérance des bactéries du biofilm aux antibiotiques (Amato and Brynildsen,
2014; Anderl et al., 2000; Bernier et al., 2013; Nguyen et al., 2011; Roberts and Stewart, 2004).

A l'inverse, la complémentation des biofilms en nutriments permet d’augmenter leur sensibilité
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aux antibiotiques (Borriello et al., 2006; Zheng and Stewart, 2004). La réponse stringente est
une réponse au stress hautement conservée qui assure la survie des bactéries dans des
conditions ou les nutriments (acides aminés, sources de carbone...) sont limités. La réponse
stringente jouerait un réle important dans la survie des bactéries face aux antibiotiques en
biofilm (Amato and Brynildsen, 2014; Bernier et al., 2013; Nguyen et al., 2011), et aujourd’hui
différents mécanismes par lesquels elle favoriserait la formation de bactéries tolérantes aux

antibiotiques ont été décrits (et seront développé dans le chapitre IV section 3).

4.3.Le transfert horizontal de genes

Le transfert horizontal de génes (THG) peut se faire de différentes fagons, par
transformation naturelle ou par conjugaison. L’ADNe, composant essentiel de la matrice
extracellulaire, est une source importante pour l'acquisition de génes de résistance par
transformation naturelle pour les bactéries du biofilm. Une étude a montré que Campylobacter
jejuni, bactérie a Gram négative et agent pathogéne d'origine alimentaire, transfere plus
fréquemment (de I'ordre de 6 fois plus) des génes de résistances aux antibiotiques en biofilm
gu’en culture planctonique par transformation naturelle (Bae et al., 2014). La colonisation de
nasopharynx de souris (modeéle biofilm) par des souches de Streptococcus pneumoniae a
montré une fréquence beaucoup plus élevée de transformation naturelle (de I'ordre de 107 fois
plus) par rapport a celle observée dans un modele de sepsis (bactéries libres dans le sang)
(Marks et al., 2012). Ces études suggérent que le mode de vie biofilm est un milieu favorable
pour les échanges génétiques y compris des génes de résistances aux antibiotiques. Le THG
peut également se faire par transfert de plasmides entre les bactéries du biofilm via la
conjugaison. Les travaux de plusieurs groupes ont montré que le transfert de plasmides par
conjugaison est plus efficace en biofilm qu’en cultures planctoniques favorisé par la proximité
des bactéries dans le biofilm (Hennequin et al., 2012; Krdl et al., 2013; Madsen et al., 2012;
Molin and Tolker-Nielsen, 2003; Savage et al., 2013). Cook et Dunny ont décrit, dans un biofilm
d’Enterococcus faecalis, une augmentation du nombre de copies de certains plasmides
entrainant 'augmentation de I'expression des génes de résistance qu’ils portent. Ces auteurs
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ont aussi montré que 'augmentation du nombre de copies de plasmide était restreinte a
certaines microniches du biofilm (Cook and Dunny, 2013). Une autre étude a elle montré que
I'efficacité du transfert du plasmide de multirésistance pB10 dans un biofilm d’E. coli était plus
importante chez les bactéries situées a la surface du biofilm i.e. a I'interface air-liquide (région
riche en oxygéne) qu’en profondeur du biofilm (Krdl et al., 2011). Cette étude est un contraste
intéressant avec les études présentées dans la section 4.2.1 qui montraient que les régions
pauvres en oxygene favorisaient la récalcitrance du biofilm aux antibiotiques, démontrant ainsi
une fois de plus que les biofilms sont hétérogenes et que les bactéries dans différentes
microniches du biofilm ont différents mécanismes de résistance aux antibiotiques (Hall and
Mah, 2017). Au laboratoire il a été montré qu’en biofilm, 'expression du géne de l'intégrase de
classe 1 (intll) est augmentée de plus de 2 fois et l'activité d’excision de lintégrase est
augmenté de 100 fois, par rapport a une culture planctonique (voir chapitre 1) (Strugeon et al.,
2016), un autre exemple confirmant que le mode de vie biofilm favorise I'acquisition des génes

de résistance par transfert horizontal de génes.

4.4.Les bactéries persistantes

Comme dit précédemment, les bactéries persistantes représentent une fraction
d’environ 1% de la population capable de survivre transitoirement a des doses élevées
d’antibiotiques bactéricides (Balaban et al., 2019). Ces bactéries sont suspectées étre a
I'origine de la récurrence des infections impliquant des biofilms (Hall and Mah, 2017; Lebeaux
et al., 2014; Uruén et al., 2020). Les bactéries persistantes sont présentes dans les biofilms
mais aussi en cultures planctoniques, et certaines études montrent méme que la proportion
des bactéries persistantes serait plus importante dans les cultures planctoniques qu’en biofilm
(Spoering and Lewis, 2001). L’implication de ces bactéries persistantes dans la récurrence
des infections a biofilm viendrait plutét du fait qu’elles seraient protégées par la matrice
extracellulaire du biofilm et échapperaient au systéme immunitaire et donc une fois le
traitement antibiotique arrété, elles se multiplieraient a nouveau (Lewis, 2001). L'origine et
I'état physiologique de ces bactéries sont encore sujet a controverses. Plusieurs facteurs et
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mécanismes ont été décrits comme jouant un réle important dans I'apparition des bactéries
persistantes (Wood et al., 2013). La plupart des études sur les mécanismes moléculaires
impligués dans la formation de ces bactéries ont été menées essentiellement avec des
bactéries en culture planctonique (Hall and Mah, 2017; Lebeaux et al., 2014; Uruén et al.,
2020). La présence des bactéries persistantes est liée a des mécanismes a la fois passifs et
actifs. Les quelques études qui se sont intéressées aux mécanismes moléculaires impliqués
dans la formation bactéries persistantes en biofilm ont décrit différents modéles. Harisson et
al. ont montré que chez E. coli, la toxine YafQ, du couple toxine-antitoxine de type Il, YafQ-
DinJ, est responsable de la formation de bactéries persistantes pour certains antibiotiques
uniquement en biofilm mais pas en culture planctonique (Harrison et al., 2009). Chez P.
aeruginosa, il a été décrit que la persistance en biofilm dépendait des molécules signal du
guorum sensing (Bjarnsholt et al., 2005; Moker et al., 2010). De plus, plusieurs études dont
celles réalisées en biofilm soulignent le réle de la réponse stringente dans la formation des
bactéries persistantes. Nguyen et al. ont démontré que la réponse stringente induisait la
formation de bactéries persistantes chez P. aeruginosa et E. coli a différentes classes
d’antibiotiques en augmentant d’'une part les défenses antioxydantes (production de la
catalase et superoxyde dismutase), et en diminuant d’autre part la production de métabolites
pro-oxydants (Nguyen et al., 2011). Une autre étude chez E. coli a rapporté que la persistance
des bactéries a I'ofloxacine en biofilm dépendait totalement de I'activation de la réponse SOS
et partiellement de la réponse stringente mais ne dépendait pas des systémes Toxines-
antitoxines (Bernier et al., 2013). Amato et al. ont décrit que dans la formation de bactéries
persistantes en biofilm dépendait de la réponse stringente et de protéines associées au
nucléoide (Amato and Brynildsen, 2014). lls ont aussi souligné une différence entre les
protéines associées au nucléoide nécessaires pour la formation des bactéries persistantes en
biofilm et en cultures planctonique (Amato et al., 2013; Amato and Brynildsen, 2014). Ces
travaux montrent qu’il est important de ne pas extrapoler au biofilm les données sur les

bactéries persistantes obtenues en culture planctonique, et qu'il faut intensifier la recherche

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 57
Licence CC BY-NC-ND 3.0



B Boite de Pétri

4~Membrane
| - gEEECiES |
e

Biofilm+ Couvercle

D PEG

Biofilm-

Interface air-liquide
Biofilm

i

Microplaque

Arrivée d’air
"] Analyses
microscopiques

— Analyses biochimiques

Analyses génétiques

Figure 19 : Modéles utilisés pour la culture des biofilms

Exemples de modéles statiques de culture de biofilm. A. Biofilm a l'interface air-liquide cultivé en
tube en verre statique. B. Biofilm en colonie. C. Biofilm cultivé en microplague 96 puits et coloré avec
du cristal violet. D). Modéle de culture de biofilm sur couvercle PEG plongé dans une microplaque 96

puits.

Exemples de modeéles de culture de biofilm en continue. E. Schéma de culture de biofilm en
microfermenteur contenant une spatule en pyrex amovible sur laguelle se développe le biofilm (Ghigo,
2001). F. Schémas de systéemes dits de cuves a flux continu ou « flow-cell », permettant I'observation
de la formation du biofilm par microscopie confocale. En bas un exemple du systeme « Drip-Flow ».

Les images B, D et celle du systeme « drip-flow » sont extraites de (Magana et al. 2018). Les images

A, C et F viennent du laboratoire de génétique bactérienne (JM. Ghigo, Institut Pasteur).



des mécanismes moléculaires impliqués dans la formation des bactéries persistantes en

biofilm.

5. Modéles de culture du biofilm
Il existe deux types de systemes permettant la culture des biofilms : des modéles
statiques (pas de renouvellement du milieu de culture) et des modéles de culture en continue

(Figure 19).

5.1.Modeles statiques

Parmi les modeéles statiques de culture de biofilm on retrouve : culture en tube statique
(Figure 19A), les colonies sur boite de pétri, culture sur filtre déposé sur boite de pétri (Figure
19B), culture en microplaque (Figure 19C), culture en « Calgary Biofilm Device » (couvercle
PEG plongé dans une microplaque) (Figure 19D), culture en systéme ibidi sur lame ou lamelle.
La culture de biofilm en microplaque est devenue la technique de référence permettant
l'identification de génes impliqués dans la formation de biofilm (FRANKLIN et al., 2015;
Magana et al., 2018). Les biofilms en colonie se forment sur un filtre déposé dans une boite
de pétri, et permet d’obtenir un biofilm assez dense qui peut ensuite étre récupéré pour
différents types d’analyses. Ce modéle a été utile pour déterminer I'expression hétérogéne de
géenes en biofilm par microdissection laser (Lenz et al., 2008; Williamson et al., 2012). Les

cultures sur lames permettent la visualisation du développement du biofilm en microscopie.

5.2.Modéles de culture en continue

Contrairement aux modéles statiques, les modéles de biofilm en culture en continue,
permettent comme leur nom l'indique, le renouvellement continue du milieu et I'évacuation des
bactéries planctoniques et des déchets. lls existent de nombreux modeles tels que les
microfermenteurs (Ghigo, 2001) (Figure 19E), « Kadouri System », « Robbins device »,
réacteur a disque tournant, les cuves a flux continu, « Drip-Flow system » ou réacteur a flux
goutte a goutte (Figure 19F), les flow-cell microfluidique (FRANKLIN et al., 2015; Magana et

al., 2018). L'un des avantages des modeles de culture en continu est la possibilité de comparer
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les effets que différents milieux, concentrations d'oxygéne et changements de température
exercent sur un biofilm a toutes les phases de son développement (FRANKLIN et al., 2015;
Magana et al., 2018). Les microfermenteurs (MF, Figure 19E), développés a I'Institut Pasteur
de Paris, sont des grands tubes en verre ayant une arrivée d’air, une arrivée de milieu et une
sortie pour I'évacuation du milieu et contenant une spatule en pyrex amovible sur laquelle les
bactéries vont adhérer et pousser (Ghigo, 2001). Ce modéle de culture, utilisé au laboratoire,
permet d’obtenir un biofilm avec une quantité suffisante pour permettre différentes analyses
génétiques ou biochimiques. L'utilisation des microfermenteurs a permis de fournir des
informations sur la capacité de souches a former du biofilm (Da Re et al., 2007; Ghigo, 2001),
d’étudier la régulation de certains génes en biofilm (Beloin et al., 2004; Strugeon et al., 2016),
identifier des molécules a action d’inhibition de formation du biofilm (Valle et al., 2006). Les
cuves a flux continu (Figure 19F) contiennent généralement une « fenétre », composée d'une
lamelle couvre-objet qui permet I'observation des biofilms par microscopie. L'imagerie de ces
biofilms par microscopie confocale a balayage laser (MBCL) donne des informations sur
l'architecture 3D des biofilms et I'étude de I'expression hétérogene des génes en biofilm
(FRANKLIN et al., 2015; Magana et al., 2018).

Il existe aussi des modeéles ex-vivo et des modéles animaux permettant I'étude de la
colonisation de tissus ou encore de matériels implantés par des biofilms et de I'évaluation de
I'effet des antibiotiques et de nouvelles molécules pour I'éradication des bactéries en biofilm
dans des conditions proches de ce qui se passe chez le patient (Lebeaux et al., 2013; Magana

etal., 2018).

6. Méthodes permettant I’étude de I’expression hétérogéne des génes en
biofilm

Les premiéres études de caractérisation des biofilms ont utilisé des approches globales

telles que la transcriptomique pour évaluer I'expression différentielle des genes entre culture

biofilm et culture planctonique (Beloin et al., 2004; Whiteley et al., 2001). Pour ce type

d'analyses, le biofilm entier est généralement resuspendu afin d'obtenir suffisamment de
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Figure 20 : Techniques utilisées pour la caractérisation détaillée des différents

composants du biofilm

Le biofilm est une communauté complexe de microorganismes qui englobe plusieurs sous-populations
(représentées en violet et en vert). Par conséquent, de multiples techniques ont été utilisées pour
caractériser les différents aspects du biofilm: sa formation, son développement et son hétérogénéité.
Cette figure présente les diverses techniques en fonction des informations qu’elles peuvent fournir.
D’aprés (Bisht et Wakeman, 2019).



matériel cellulaire ; cependant, les biofilms étant hétérogenes, ces approches fournissent des
informations sous forme de moyenne pour I'ensemble de la population du biofilm (An and
Parsek, 2007; Stewart and Franklin, 2008). Aujourd’hui, de plus en plus d'études s’intéressent
a I'étude des sous-populations du biofilm et particulierement a la localisation de I'expression
des génes dans le biofilm, pour lesquelles différentes techniques ont été développées (Figure
20) (Bisht and Wakeman, 2019; Davis and Isberg, 2016; FRANKLIN et al., 2015; Stewart and

Franklin, 2008).

6.1. Techniques basées sur la détection de fluorescence

6.1.1. La microscopie

La MCBL est I'une des avancées les plus importantes dans I'étude de la structure, de
la fonction et de la dynamique des biofilms car elle a permis de visualiser les biofilms vivants
en trois dimensions au cours du temps (FRANKLIN et al., 2015; Neu and Lawrence, 2014;
Wilson et al., 2017). Les premiéres images 3D de biofilms ont été obtenues par MCBL il y a
environ 30 ans (Lawrence et al., 1991). Contrairement a la microscopie conventionnelle ou a
épifluorescence, la MBCL utilise un diaphragme variable, appelé « pinhole » pour filtrer et
récupérer uniquement la lumiére qui se trouve dans le bon plan focal, par conséquent le flou
di a la fluorescence émise hors focus est éliminé. Avec la MBCL une série d'images 2D
focalisées dans les plans X et Y est obtenue a des intervalles inférieurs & un micromeétre dans
le plan Z. Les piles d’images 2D permettent de reconstruire ensuite une image 3D avec une
trés bonne résolution (Neu and Lawrence, 2014; Nwaneshiudu et al., 2012). Un des avantages
majeurs de la microscopie lorsque le biofilm est cultivé en flow-cell, est d'analyser les biofilms
sans avoir a les récolter et a les remettre en suspension, ce qui permet de conserver les
structures naturelles. La visualisation des biofilms avec la MBCL est couramment associée a
l'utilisation de colorants fluorescents, anticorps fluorescents ou encore protéines
fluorescentes. L'utilisation de bactéries exprimant une protéine fluorescente comme la GFP

(la GFP est exprimée a partir d'un promoteur constitutif) permet la visualisation de I'architecture
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3D des cellules du biofilm pendant le développement de ce dernier (FRANKLIN et al., 2015).
Les génes codant des protéines fluorescentes peuvent aussi étre utilisés comme génes
rapporteurs. Ces derniers combinés a la MBCL, sont particulierement utiles pour examiner
I'hétérogeénéité de l'expression des genes dans les biofilms et pour étudier I'expression
stochastique de certains génes (FRANKLIN et al., 2015). Par exemple, I'étude de Bagge et al.
a montré que lors de I'exposition de P. aeruginosa a des concentrations sub-inhibitrices
d’antibiotiques (imipenéme et ceftazidime), le géne ampC codant pour une p-lactamase était
exprimé uniguement par les bactéries présentes a l'interface air-liquide du biofilm, bien que

les bactéries au centre du biofilm étaient physiologiquement actives (Bagge et al., 2004).

6.1.2. La cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) a été largement utilisée dans des domaines tels que
limmunologie, I'hématologie ou encore la cancérologie pour identifier des populations
cellulaires exprimant différents marqueurs de surface. En CMF, les cellules d’'une suspension
vont passer I'une aprés 'autre devant des faisceaux laser ce qui va permettre d’obtenir des
données sur la taille, la forme, la granulosité et I'intensité de fluorescence émise par chacune
d’elles. Cette technique permet, en choisissant des critéres de sélection précis, de distinguer
différentes sous-populations de cellules au sein de la méme suspension cellulaire. De plus,
certains cytométres (appelés communément trieurs cellulaires ou FACS) sont capables de
séparer physiqguement (trier) les cellules sur la base de différents critéres. Une fois que ces
populations sont séparées par FACS, elles peuvent étre caractérisées indépendamment par
des techniques moléculaires a haut débit et ou a l'aide d’analyses protéomiques ou
transcriptomiques (Ambriz-Avifia et al., 2014; Bisht and Wakeman, 2019; Trip et al., 2011).
Avec le FACS, les bactéries peuvent aussi étre récupérées vivantes pour étre remises en
culture et analysées. Aujourd’hui, la CMF est de plus en plus utilisée en microbiologie,
notamment avec les biofilms afin de permettre I'analyse des sous-populations bactériennes
présentant des états physiologiques différents (Ambriz-Avifia et al., 2014). Par exemple, elle

a été récemment utilisée pour évaluer la distribution des bactéries du biofilm P. aeruginosa
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selon leurs états métaboliques (bactéries métaboliquement actives, mi-actives ou non actives)
(Wojciech et al., 2018). Si la CMF permet de quantifier, elle ne fournit pas d’'informations quant
a la localisation des sous-populations dans le biofilm, c’est pour cela qu'il est intéressant de la
combiner avec la MBCL. Malgré un intérét certain, cette technique reste encore trés peu

utilisée pour la caractérisation des sous-populations dans le biofilm.

6.1.3. Le choix des protéines fluorescentes

Les protéines fluorescentes comme la GFP (fluorescence verte) ou la mcherry (dérivée
de la DsRed, fluorescence rouge) sont fréquemment utilisées pour marquer les bactéries du
biofilm et suivre ainsi son développement ou encore pour suivre I'expression d’'un géne au sein
du biofilm. Ces protéines nécessitent une étape de maturation post-traductionnelle pour
acquérir la propriété de fluorescer, cette maturation requiert de I'oxygéne (Craggs, 2009;
Strack et al., 2010). Dans le biofilm, comme dit précédemment il existe certaines microniches
complétement dépourvues d’oxygéne qui ne permettent pas la maturation des protéines
fluorescentes, ce qui pose un probléme lors de leur utilisation dans le suivi d’expression de
géne en biofilm. D’autres protéines fluorescentes de type FbFPs (Flavin-based fluorescent
proteins) comme I'Evoglow® dont la maturation est indépendante de l'oxygéne ont été
développées (Drepper et al., 2007; Mukherjee et al.,, 2015; Wingen et al., 2014).
Malheureusement, l'intensité de fluorescence de ces protéines est relativement faible par
rapport a celle de la GFP ou de la mCherry (Mukherjee et al., 2013). Néanmoins, il a été
démontré que des protéines dérivées de la GFP et de la DsRed peuvent rester dans un état
intermédiaire immature jusqu'a ce qu'elles subissent une maturation post-traductionnelle lors
de I'exposition a I'air (Line et al., 2014; Ransom et al., 2015; Scott et al., 1998; Zhang et al.,
2005). Pinilla-Redondo et al. ont utilisé cette observation pour développer I'« aerobic
fluorescence recovery » (AFR), une méthode permettant de récupérer la fluorescence de la
GFP et de la mCherry, produites par des bactéries lors de leur croissance dans un milieu
dépourvu en oxygéne tel que le biofilm ou le tractus gastro-intestinal, en les exposant a l'air

pendant quelques heures (Pinilla-Redondo et al., 2018). Récemment, une petite protéine
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« Tag », appelée FAST (Fluorescence-Activating and absorption-Shifting Tag) a été
développée. Lorsqu’elle se lie un hydroxybenzylidéne rhodanine (HBR) fluorogénique
(molécule initialement non fluorescente), FAST augmente le rendement quantique de la
molécule et décale son spectre d’absorption ce qui la fait fluorescer (Plamont et al., 2016).
Une étude a démontré l'intérét d'utiliser cette protéine en biofilm car elle ne nécessite pas

d’oxygene (Monmeyran et al., 2018).

6.2.La microdissection laser

La microdissection laser a été initialement développée pour isoler des cellules
eucaryotes des tissus (Bonner et al., 1997; Emmert-Buck et al., 1996). Plus tard, cette
technique a été utilisée afin d’isoler et de capturer des sous-populations bactériennes a partir
de différentes régions du biofilm (Bisht and Wakeman, 2019). L’avantage de cette technique
est que seule la cellule ou la sous-population capturée est retenue et conservée pour des
analyses ultérieures, évitant ainsi les autres débris cellulaires. Cette technique peut étre
couplée a des approches de transcriptomique ou de protéomique afin de comprendre des
processus qui sont localisés uniguement dans certaines microniches (Bisht and Wakeman,
2019; Stewart and Franklin, 2008; Williamson et al., 2012). L’équipe de Michael Franklin a
combiné la microdissection laser a la RT-qPCR multiplex afin de quantifier I'expression de
plusieurs genes dans différentes régions du biofilm (Lenz et al., 2008; Pérez-Osorio et al.,
2010; Williamson et al., 2012). Cette approche a permis de quantifier les transcrits d'’ARNm de
faible abondance sans gu'il soit nécessaire de manipuler génétiquement les bactéries ou de
les exposer a des substrats marqués (Lenz et al., 2008). Lenz et al. ont ainsi montré que le
niveau d’expression des génes (méme des génes de ménage) différe de plusieurs ordres de
grandeur entre des populations bactériennes situées a proximité les unes des autres (Lenz et
al., 2008). De plus, I'étude de Williamson et al. a démontré que les cellules présentent dans
les profondeurs du biofilm de P. aeruginosa ont une croissance lente et sont tolérantes aux
antibiotiques (ciprofloxacine et tobramycine) contrairement aux cellules situées a la surface du
biofilm qui ont une croissance rapide et sont peu tolérantes aux antibiotiques (Williamson et
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al., 2012). Cependant, cette technique a deux inconvénients majeurs : (i) elle est complexe a
mettre en place et nécessite un vrai savoir-faire et (ii) une fois utilisé le biofilm est détruit, et
donc ne permet pas un suivi et une analyse en continue des processus (Bisht and Wakeman,
2019; Stewart and Franklin, 2008). Une nouvelle technique « Single prokaryotic cell isolation
and total transcript amplification protocol for transcriptomic analysis » a été développé en 2015
permettant d’obtenir des résultats de transcriptomique trés sensibles a partir d’'une seule
cellule (Kang et al., 2015). Cette technique a été utilisée pour évaluer le transcriptome de
petites sections du biofilm (plus petites que celles obtenues avec la microdissection laser) et
a permis d’avoir des résultats sur le niveau d’expression des génes plus précis (Heacock-Kang

et al., 2017).
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Figure 21 : Structure de la protéine LexA

A. Structure d’'un monomere de LexA
La forme libre du monomere de LexA est représentée en rouge, la modélisation du monomeére de LexA
lié & ADN est représentée en bleu. Les deux structures se superposent au niveau des régions C-

terminales. H1,H2 et H3 : hélices alpha constituant le domaine N-terminal. D’aprés (Butala et al, 2008)

B. LexA sous forme dimérique liée a une région promotrice
Le dimére de protéine LexA (bleu) est fixé a 'ADN (vert) au niveau de sa région N-terminale grace a
un motif Hélice-Tour-Hélice. La dimérisation de LexA se fait au niveau des domaines C-terminaux.

D’aprés(Butala et al, 2008).



Chapitre lll. La réponse SOS

En 1945, Evelyn Witkin, doctorante de linstitut Cold Spring Harbor & New York, a
observé que certaines bactéries étaient capables de survivre a des doses élevées de rayons
UV. Elle fut la premiére a émettre I'hypothése que les bactéries pouvaient avoir un mécanisme
de réparation de I'ADN qui les rendait résistantes aux UV. L'hypothése de la réponse SOS a
été élaborée sur la base de plusieurs observations chez des souches d’E. coli traitées aux
UVs : induction du prophage Lambda (Hertman and Luria, 1967), filamentation cellulaire
(Green et al., 1969) et induction de mutation (Weigle, 1953). En 1967, Evelyn Witkin émit
I'nypothése que la filamentation cellulaire et I'induction du prophage Lambda étaient contrdlées
par un répresseur qui était inactivé par un processus complexe induit par la présence de
Iésions bloquant la réplication dans I'ADN (Bridges, 2005; Janion, 2008). Ces différentes
données ont conduit Miroslav Radman a conclure en 1970 que, chez E. coli, i) il existe un
systéme de réparation de 'ADN dépendant des protéines LexA et RecA, qui est induit lorsque
I'ADN est gravement endommagé et sa synthése arrétée ; ii) I'induction de ce systéme est liée
a l'apparition de mutations. Il a nommé ce mécanisme « SOS-replication » en référence au
signal de détresse de l'alphabet Morse SOS (Save Our Souls). Il a d’abord partagé son
hypothése avec quelques chercheurs en rédigeant un mémorandum « phenomenology of an
inducible mutagenic SOS replication », avant la publication officielle décrivant la réponse SOS

en 1974 (Radman, 1974).

1. Les acteurs de laréponse SOS

1.1.La protéine LexA

La protéine LexA (locus for X-ray sensitivity A) est composée de 202 acides aminés
(22 kDa) et se structure en deux domaines : un domaine N-terminal (NTD ; aa 1-69) et un
domaine C-terminal (CTD ; aa 75-202), séparés par une petite région charniére flexible (Figure

21) (Butala et al., 2008; Luo et al., 2001; Zhang et al., 2010). La protéine LexA peut se trouver
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sous forme monomérique ou dimérique. Sous sa forme dimérique, LexA peut se lier a une
séquence spécifique d’ADN (Mohana-Borges et al., 2000) et est aussi capable d’auto-
protéolyse (Luo et al., 2001). Le NTD est composé d’hélices o , il permet la liaison de la
protéine a 'ADN grace a un motif hélice-tour-hélice (HTH) (Zhang et al., 2010). La région
charniere (GIn70 a GIn 74) joue aussi un rble important dans cette interaction spécifique
LexA/ADN (Butala et al., 2008; Maslowska et al., 2019). Le CTD est composé de feuillets B, il
permet la dimérisation de la protéine et contient le site catalytique d’auto-protéolyse (Butala et
al., 2008; Luo et al., 2001; Maslowska et al., 2019). Les résidus responsables de l'activité
d’auto-protéolyse de la protéine LexA sont la Sérine 119 et la Lysine 156, qui catalysent le
clivage du lien entre les résidus Alanine 84 et Glycine 85 situés dans la boucle d’'un méme
monomere, cette boucle existant sous deux conformations : a proximité du site catalytique
« forme clivable » ou éloignée du site catalytique « forme non clivable » (Little, 1991; Giese et
al., 2008). Ce clivage expose alors des résidus cibles qui seront reconnus par les protéases
ClpXP et Lon, permettant la dégradation de LexA (Little and Gellert, 1983; Neher et al., 2003).
La présence de la co-protéase RecA est nécessaire pour stimuler I'activité d’auto-clivage de
LexA (Little, 1991).

La protéine LexA est le répresseur transcriptionnel de la réponse SOS, elle réprime
'expression des génes du régulon SOS en se fixant au sein de leur région promotrice (voir
section 2 de ce chapitre) (Baharoglu and Mazel, 2014; Erill et al., 2007). Il a été estimé qu’a
I'état basal, E. coli contient environ 1 300 molécules de LexA (Sassanfar and Roberts, 1990),
qui se trouvent majoritairement liées a 'ADN, seules 20% étant sous forme libre (Butala et al.,

2008).

1.2.La protéine RecA

La protéine RecA est une recombinase composée de 352 acides aminés (38kDa).
Chez E. coli environ 7 200 molécules de RecA sont présentes a I'état basal (Sassanfar and
Roberts, 1990). La structure de la protéine RecA a été élucidée en 1992 par Story et Steitz

(Story and Steitz, 1992). Elle est constituée d’'un grand domaine coeur et de deux petits
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Figure 22 : Structure de la protéine RecA

La structure de RecA a été élucidée par Story et Steitz en 1992 et de multiples structures de RecA et
de ses homologues ont été déterminées depuis. La structure d'une sous-unité de filament unique
contient un grand domaine central (représenté en gris) et deux domaines plus petits aux extrémités N
et C (représentés respectivement en violet et en vert). Le domaine central est le prototype d'un motif
connu sous le nom de « pli RecA », qui est commun a une série d'autres protéines, y compris des
protéines motrices comme I'ATPase F1, de multiples hélicases, des protéines de transport de I'ADN et
certains autres transporteurs. L'ADP lié est représenté dans une structure en « boules et batonnets ».
D’aprés (Cox et al. 2007 ).



domaines NTD et CTD (Figure 22). Le domaine cceur contient un motif appelé « pli RecA »
qui partage des similitudes avec d’autres protéines telles que des hélicases, protéines
motrices et protéines de transport de 'ADN (Cox, 2007; Story and Steitz, 1992). Le domaine
coeur est composé d’un site de fixation de 'ATP, d’un site de fixation d’ADN simple brin (site
I) et d’'un site de fixation de 'ADN double brin (site Il) (Del Val et al., 2019). La protéine RecA
a deux activités : recombinase et co-protéase. Ces deux activités nécessitent la fixation de
deux effecteurs : 'ADN simple brin (ADNsb) et un nucléoside triphosphate (NTP) (Craig and
Roberts, 1981; Shibata et al., 1981). La protéine RecA est une ATPase dépendante de 'ADN,
cependant son activité de co-protéase nécessite la fixation de 'ATP mais pas son hydrolyse
(Gruenig et al., 2008). La protéine RecA joue un rble essentiel dans la réparation des
dommages a 'ADN. Elle est impliquée dans I'un des mécanismes de réparation de I'ADN, la
recombinaison homologue : la protéine RecA liée a un ADNsb (provenant de cassure d’ADN
double brin) initie la recherche de séguences homologues pouvant servir de matrice pour
réparer la lésion et procéde a I'échange des brins entre ADN |ésé et matrice (Del Val et al.,
2019). De plus, la protéine RecA est I'un des acteurs majeurs de la réponse SOS; elle stimule
l'auto-clivage de la protéine LexA (activation de la réponse SOS) (Little, 1991) et de la protéine
UmuD (la forme clivée de la protéine UmuD se lie avec la protéine UmuC pour former la
polymérase translésionnelle V) (Jiang et al., 2009; Schlacher et al., 2006). Lors de l'induction
de la réponse SOS le niveau de RecA peut atteindre 70 000 monomeres par cellule (Sommer

et al., 1998).

2. Mécanisme de régulation par laréponse SOS

La réponse SOS est une réponse bactérienne aux dommages de I'’ADN, qui permet
I'expression de génes impliqués dans divers processus pour réparer 'ADN lésé et tolérer les
dommages (Erill et al., 2007). Comme mentionné précédemment, la réponse SOS est
gouvernée par deux régulateurs : RecA (activateur) et LexA (répresseur). En condition
normale de croissance, la protéine LexA, répresseur transcriptionnel, est fixée a une séquence

dite « LexA box » (boite LexA) présente dans la région promotrice d’'un ensemble de génes
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Figure 23 : Laréponse SOS chez E. coli

(1) La concentration des monomeéres de LexA augmente; (2) Les monomeres de LexA forment des
dimeres; (3) La répression des génes SOS se produit lorsque les diméres de LexA se lient
spécifiguement aux boites LexA situées dans les régions promotrices des genes SOS et empéchent
leur transcription par encombrement stérique; (4) Lorsque I'ADN est endommagé générant des
fragments d’ADN simple brin (ADNsb), RecA se lie a 'ADNsb en présence d’ATP formant le filament
nucléoprotéique (RecA*); (5) RecA* induit I'auto-clivage des protéines LexA libres (non liées & une
boite LexA) mais elle est incapable de stimuler I'auto-clivage des protéines LexA liées a 'ADN; (6) Les
protéines LexA clivées sont rapidement dégradées par les protéases ClpXP et Lon; (7) Diminution de
la concentration intracellulaire des protéines LexA. Les protéines LexA liées spécifiquement a une
région promotrice se dissocient (8) aboutissant a la dérépression des genes SOS; (9) La cadence de
dissociation des protéines LexA de leur site de fixation dépend de la séquence de ce dernier, ainsi la

dérépression des génes SOS va suivre une dynamique particuliere. D’apres (Butala et al, 2011).



appelés « régulon SOS » (développé dans la section 4 de ce chapitre) réprimant ainsi leur
expression. La boite LexA est une séquence palindromique de 16 bp et de consensus 5'-
TACTGTATATATATACAGTA-3’ chez E. coli (Baharoglu and Mazel, 2014; Erill et al., 2007).
Elle est constituée de deux sites de liaison symétriguement inversés permettant de lier chacun
une des 2 sous-unités du dimere de LexA (Thliveris et al., 1991). La boite LexA est située
généralement a proximité du site de liaison de 'ARN polymérase (ARNP), la protéine LexA
empéche la fixation de ’ARNP a la région promotrice par encombrement stérique engendrant
un blocage de la transcription des genes du régulon SOS. Néanmoins, certains géenes du
régulon SOS ont un niveau basal d’expression comme c’est le cas pour recA et lexA, niveau
d’expression basal nécessaire pour que les deux protéines puissent assurer leurs réles
régulateur de la réponse SOS (Figure 23) (Courcelle et al., 2001).

Lorsque la bactérie subit un stress endogéne ou exogéne induisant la formation
d’ADNsb, la réponse SOS est alors activée. L’ADNsb est reconnu et fixé par la co-protéase
RecA formant un filament nucléoprotéique. Ce dernier va induire I'auto-clivage des protéines
LexA libres (non liées a 'ADN) par interaction directe, cependant le mécanisme par lequel le
filament nucléoprotéique interagit avec la protéine LexA n’est pas encore bien caractérisé
(Hostetler et al., 2020; Kovadic et al., 2013). La concentration intracellulaire de protéine LexA
diminue alors fortement ce qui entraine la dissociation des protéines LexA dimérigues fixées
au niveau des séquences promotrices des génes du régulon SOS. Par conséquent, TARNP
peut initier la transcription des génes jusque-la réprimés (Figure 23) (Butala et al., 2011,
Sassanfar and Roberts, 1990).

Lors de l'induction de la réponse SOS, I'expression des différents génes du régulon
SOS (genes SOS) n’est pas induite au méme moment et au méme niveau. En effet, la
dérépression des genes SOS suit une dynamique bien particuliere, elle est synchronisée en
fonction du degré des dégats subis et du temps écoulé depuis la détection des dommages
(Butala et al., 2011; Courcelle et al., 2001; Henestrosa et al., 2000; Maslowska et al., 2019).
Le niveau, le moment et la durée de l'induction des différents génes SOS dépend de différents
facteurs : (i) I'affinité et la force de liaison du répresseur LexA a son site de fixation, (ii) le

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 68
Licence CC BY-NC-ND 3.0






nombre et la localisation des sites LexA au niveau des régions promotrices et (iii) la force
intrinséque du promoteur (Butala et al., 2011; Maslowska et al., 2019). Les premiers génes
induits sont les génes uvr permettant la réparation de 'ADN endommagé par le systeme NER
(réparation par excision des nucléotides endommagés), suivi par les génes codant des
protéines impliquées dans la recombinaison homologue (recA, recN, ruvAB). Ensuite, les
genes polB et dinB codant respectivement les ADNs polymérase Il et IV sont exprimés. Le
géene sulA aussi appelé sfiA, inhibiteur de la division cellulaire, est alors induit pour laisser a la
bactérie le temps de terminer les réparations (Maslowska et al., 2019). Enfin, si les dommages
ne sont toujours pas complétement réparés, I'expression de 'ADN polymérase de basse
fidélité V codée par les génes umuC et umuD est induite permettant de continuer la réplication
méme en présence de dommages. Cependant, cette enzyme est capable d’incorporer un bon
comme un mauvais nucléotide au sein de 'ADN (elle est moins sélective), elle est aussi
incapable de corriger ces erreurs favorisant une augmentation du taux de mutations
spontanées (Courcelle et al., 2001; Henrikus et al., 2018; Maslowska et al., 2019). Le niveau
d’expression des génes SOS differe. Par exemple certains génes comme sfiA, umuC et umuD,
sont exprimés faiblement a I'état basal mais sont induits fortement aprés les dommages de
I’ADN, alors que d’autres, comme le géne uvrB, sont modérément induits suite aux dommages
de 'ADN (Courcelle et al., 2001). Une fois le stress terminé et les réparations de 'ADN
effectuées, le nombre d’ADNsb diminue, ce qui entraine une diminution des taux de filaments
nucléoprotéiques et de protéines LexA clivées. En méme temps les stocks de dimeéres de LexA
augmentent permettant de réprimer a nouveau les génes SOS (Figure 23). De méme que pour
la dérépression, la répression des génes SOS une fois le stress terminé semble suivre une

dynamique bien particuliere (Ronen et al., 2002)

3. Facteurs déclenchant laréponse SOS

La réponse SOS est induite par la présence d’ADNsb. De fagcon spontanée chez la

bactérie, des cassures d’ADN double brin aboutissant a la formation d’ADNs peuvent survenir
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Figure 24 : Signaux induisant la réponse SOS

Liste des principaux inducteurs directs et indirects de la réponse SOS. Pour l'activation indirecte, les
molécules intermédiaires impliquées dans l'induction de la réponse SOS sont montrées dans leur voie
respective (vérifiées expérimentalement). Les mécanismes d’activation endogenes sont désignés par
des noms de molécules/mutations sans fleches externes. Inspirée de (Erill et al. 2007) et réalisée par

Ana Catalina Hernandez .



lors de la réplication, soit par arrét de la fourche de réplication, soit par interférence entre les
processus de réplication et de transcription (Baharoglu and Mazel, 2014). Ces Iésions peuvent
aussi avoir lieu lors de l'arrét de la transcription et la formation de structures R-loops, des
hybrides ARN-ADN qui se forment lors de la transcription (McGlynn et al., 2012). Différents
stress exogenes peuvent aussi étre a I'origine d’ADNsb (Figure 24). Les radiations UV sont
les premiéres a étre décrites comme inducteurs de la réponse SOS chez E. coli (Erill et al.,
2007; Witkin, 1976). Les radiations gamma aussi ont été rapportées comme des inducteurs
efficaces de la réponse SOS (Kuzminov, 1999; Wadhawan et al., 2013). D’autres stress tels
gque certains stress environnementaux (exposition aux polluants industriels tels que
chromates) (Ackerley et al., 2006), les ultrasons (Vollmer et al., 1998) ou la pression
hydrostatique (Aertsen et al., 2004; Aertsen and Michiels, 2005) ont été décrits comme
inducteurs indirects de la réponse SOS.

Les antibiotiques peuvent aussi déclencher directement ou indirectement la réponse
SOS. La mitomycine C (MMC), substance antinéoplasique, est I'une des molécules la plus
connue, comme induisant la réponse SOS en provoquant directement des Iésions de ’ADN.
Certains antibiotiques peuvent déclencher la réponse SOS en provoquant l'arrét de la
réplication de 'ADN en perturbant la synthése des purines et des pyrimidines (triméthoprime)
(Lewin and Amyes, 1991) ou en bloquant 'ADN gyrase et la topoisomérase IV (les
fluoroquinolones) (Pohlhaus and Kreuzer, 2005). Il a aussi été rapporté que les pB-lactamines
(inhibiteur de la synthése du peptidoglycane) sont capables d’induire indirectement la réponse
SOS en perturbant la synthése de la paroi bactérienne via le systéme a deux composants
DpiAB. La protéine DpiB détecte le stress engendré par les B-lactamines au niveau de la paroi
et phosphoryle le régulateur DpiA. La protéine DpiA phosphorylée va se lier a l'origine de
réplication du chromosome empéchant la fixation des protéines de la réplication DnaA et
DnaB. Par conséquent, la réplication est interrompue ce qui conduit a I'induction de la réponse
SOS (Miller et al., 2004, 2003). De méme, la norfloxacine (fluoroquinolones) et 'ampicilline (-

lactamines) induiraient indirectement la réponse SOS en stimulant la production d’espéces
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réactives de I'oxygene communément appelées ROS provoquant un stress oxydatif chez la
bactérie ce qui engendre des dommages de 'ADN et par conséquent I'induction de la réponse
SOS (Kohanski et a