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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
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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

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 22
Licence CC BY-NC-ND 3.0






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).
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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
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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 al., 2010). De plus, il a été montré que les aminosides, la tétracycline et le
chloramphénicol, des antibiotiques ayant pour cible la traduction des protéines, peuvent aussi
induire la réponse SOS chez V. cholerae mais pas chez E. coli (Baharoglu and Mazel, 2011).
Il a aussi été montré que les aminosides induisent la réponse SOS chez K. pneumoniae et
Photorhabdus luminescens (Baharoglu et al., 2013). La réponse SOS peut étre induite par des
doses d’'antibiotiques létales ou inférieures a la concentration minimale inhibitrice (CMI) dites
concentrations « sub-inhibitrices ». Plusieurs études ont décrit I'induction de la réponse SOS
chez différentes espéces bactériennes telles que Salmonella enterica, V. cholerae ou encore
E. coli, exposées a des concentrations d’antibiotiques sub-inhibitrices (Yim et al., 2011;
Baharoglu and Mazel, 2011; Gullberg et al., 2011). De plus en plus d’études rapportent
aujourd’hui le réle important des concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques dans
'apparition et la dissémination de bactéries résistantes aux antibiotiques (Gullberg et al.,
2011). Ceci est d’autant plus pré occupant que dans I'environnement, les antibiotiques sont
retrouves sous leurs formes natives et a de faibles concentrations.

Des molécules autres que des antibiotiques peuvent aussi induire directement ou non
la réponse SOS. C’est le cas du triclosan, un biocide couramment retrouvé dans les produits
cosmeétiques, qui est capable d’induire chez E. coli un stress oxydatif conduisant a I'expression
des génes SOS (Lu et al., 2018), ou encore certaines molécules utilisées dans les traitements
lors de chimiothérapies anticancéreuses (Meunier et al., 2019). C'est aussi le cas de
messagers secondaires bactériens tels que certains nucléotides. Une étude a montré que la
réponse stringente, réponse déclenchée par les bactéries lors de carence en nutriments (cette
réponse sera développée dans le chapitre 1V), augmente I'expression des genes du régulon
SOS (recA, ruvA,smbC, sulA,umuD, yebG et lexA) chez E. coli (Durfee et al., 2008). En effet,
lalarmone (p)ppGpp, médiateur de cette réponse, augmente le temps de pause dans
I'élongation de la transcription ce qui provoque la formation de R-loops, des structures connues
pour induire la réponse SOS (Kingston et al., 1981; Krohn and Wagner, 1996; Gan et al.,
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Table 3 : Liste de génes appartenant au régulon SOS chez E. coli (D’aprés
Maslowska, 2019)

Geénes Fonctions

cho (ydjQ) Endonucléase de réparation par excision
dinB ADN polymérase translésionnelle IV
dinD Fonction inconnue
dinF Fonction inconnue, géne immédiatement en aval de lexA
dinG ADN hélicase
dinl Activat.eur et répres;eur de la protéine RecA ( en fonction de la concentration
cellulaire de la protéine)
dinQ Toxine localisée au niveau de la membrane
dinS Fonction inconnue
ftsK Protéine intervenant dans la division cellulaire
hokE Polypeptide toxique
lexA Répresseur transcriptionnelle de la réponse SOS
molR Régulateur du métabolisme de molybdate
polB ADN polymérase translésionnelle Il avec une activité de correction des
erreurs
recA Recombinase, induit 'auto-clivage de LexA
recN Recombinaison et réparation de 'ADN
recX Inhibiteur de RecA, gene immédiatement en aval de recA
rmuC Protéine limitant les recombinaisons (Prédiction)
ruvAB Hélicase (sous unité A et B), se lie aux jonctions de Holliday
sbmC Inhibiteur de I'activité de 'ADN gyrase
ssh Se lie a 'ADN simple brin, impliqué dans différents processus de réparation
sulA (sfiA) Inhibiteur de la division cellulaire en se liant a FtsZ
umuDC ADN polymérase translésionnelle V
uvrA Nucléase, excision des nucléotides (sous unité A)
uvrB Nucléase, excision des nucléotides (sous unité B)
uvrD Hélicase impliquée dans la réparation des mésappariements
ybfE Fonction inconnue
ydjM Protéine de la membrane interne
yebG Fonction inconnue
SymE Toxine, enderibonucIéase impligué dans la dégradation des ARNs
endommagé
tisAB Peptide toxique




2011). De plus, il a été démontré chez une souche de E. coli privée de nutriments, que
'induction de la réponse SOS dépendait du niveau d’AMP cyclique intracellulaire (Taddei et
al., 1995).

En plus des dommages de 'ADN, certains mécanismes de transfert horizontal de
genes comme la conjugaison (transfert d’ADN plasmidique d’'une bactérie donneuse vers une
bactérie receveuse) et la transformation (acquisition d’ADN libre par une bactérie compétente)
génerent de 'ADNsb. En effet, le transfert de I'ADN lors de la conjugaison ou de la
transformation se fait sous forme de simple brin, ADNsb qui pourra étre reconnu par la protéine
RecA pour former un filament nucléoprotéique qui activera la réponse SOS. Les travaux de
Baharoglu et al ont ainsi démontré que la transformation chez V. cholerae (bactérie
naturellement compétente), et la conjugaison chez V. cholerae et E. coli induisent la réponse

SOS (Baharoglu et al., 2012, 2010).

4. Lerégulon SOS

Il est difficile de définir précisément le régulon SOS chez une espéce bactérienne, les
genes induits sont différents en fonction du type et de la dose des dommages subis ainsi que
d’autres criteres physiologiques. Storz et al ont comparé trois études d’analyse par microarray,
deux apres traitement aux UV et une aprés un traitement a la mitomycine C (Courcelle et al.,
2001; Khil and Camerini-Otero, 2002; Quillardet et al., 2003), et ils ont observé que seulement
5 génes communs sont induits dans les trois études : sfiA, recA, recN, dinD et dinB. (Storz and
Hengge, 2011). Une étude comparant I'expression de génes a la suite de dommages causés
par sept agents différents (UV, rayons ionisants, quinolones...) a mis en évidence un réseau
de génes induits par chacun des stress testés, appelé « module LexA » comprenant les
géenes : recA, recN, recX, dinl, dinF, lexA, polB, ruvAB, ssb, sfiA, umuDC, uvrAB et ydjM (Hong
et al., 2009). Mais il est aujourd’hui admis que chez E. coli, le régulon SOS regroupe plus de
50 génes impliqués dans différents processus cellulaires en réponse aux dommages de 'ADN
comme la recombinaison homologue, l'inhibition de la division cellulaire, la réparation et la

réplication de I'ADN (Table 3) (Maslowska et al., 2019). Bien que la réponse SOS soit un
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La protéine LexA réprime les génes du régulon SOS impliqués dans la réparation de I'ADN et l'arrét du
cycle cellulaire. Elle module également I'expression des génes codés par des éléments génétiques
mobiles (EGM), dont l'induction peut entrainer des réarrangements génétiques, le transfert des EGMs,
I'induction de prophages, la production de bactériocines et le transfert d’ilots de pathogénicité chez S.

aureus. D’apres (Fornelos et al. 2016).



systéeme bactérien quasi universel, le régulon SOS differe d’'une espéce bactérienne a une
autre en nombre et type de génes induits. En effet, les génes induits par la réponse SOS chez
des bactéries comme Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et P. aeruginosa sont assez
semblables, cependant certaines divergences existent par rapport a ceux induits chez E. coli,
ces divergences concernent méme des genes impliqués dans la réparation et la tolérance des
dommages a 'ADN (Au et al., 2005; Cirz et al., 2006, 2005; Courcelle et al., 2001; Kreuzer,
2013). La fonction des génes induits par la réponse SOS semble donc étre finement ajustée
par rapport a la biologie de I'organisme héte (Kreuzer, 2013).

Les génes du régulon SOS sont en général caractérisés par la présence dans leur
région promotrice, d‘une boite LexA a laquelle se fixe la protéine LexA. La séquence
consensus de cette derniére varie en fonction des espéeces bactériennes (Baharoglu and
Mazel, 2014). Cependant, il existe certains génes (dinJ, yigN, intl2) possédant une boite LexA
putative au sein de leur région promotrice, mais qui ne sont pas régulés par la réponse SOS
(Henestrosa et al., 2000; Jové et al., 2017). De plus, il existe chez E. coli un ensemble de 19
genes qui ne possedent pas de boite LexA canonique dans leur région promotrice, mais qui
semblent pouvoir lier la protéine LexA in vitro probablement par I'intermédiaire de facteurs

additionnels (Wade et al., 2005).

5. La réponse SOS, acteur majeur de la survie des bactéries aux traitements
antibiotiques

Au-dela de son role dans la réparation des dommages a I'ADN, la réponse SOS est
aujourd’hui impliquée dans différents processus permettant aux bactéries de s’adapter et de
survivre a différents stress. La réponse SOS est aujourd’hui reconnue comme acteur majeur
de l'acquisition et de la dissémination de la résistance aux antibiotiques (Figure 25) (Baharoglu
and Mazel, 2014; Fornelos et al., 2016). Les ADN-polymérases translésionnelles font partie
des génes du régulon SOS (Table 3). Ces polymérases (Pol IV et Pol V) sont incapables de
corriger leurs erreurs lors de l'incorporation de mauvais nucléotides (activité de « proof-

reading »), ce qui favorise I'apparition de mutations parmi lesquelles des mutations de
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résistances aux antibiotiques (Baharoglu and Mazel, 2014; Maslowska et al., 2019). Une étude
a ainsi montré une étroite corrélation entre quantité de la forme clivée de la protéine UmuD
(UmuD clivée se lie avec a la protéine UmuC pour former la polymérase translésionnelle
UmuD’,C ou V), et fréquence d’apparition de mutations chez une souche d’ E. coli (Ni et al.,
2008). Meunier et al. ont récemment décrit que l'induction de la réponse SOS par des
molécules utilisées en chimiothérapies anticancéreuses (dacarbazine, azacitidine ou
streptozotocinune) a conduit chez différentes especes bactériennes a 'augmentation de la
fréquence de mutants résistants in vitro: augmentation de la fréquence de P. aeruginosa
résistants a 'imipenéme, de S. aureus résistants a la ciprofloxacine et d’E. cloacae résistants
a la céfotaxime (Meunier et al., 2019). Il a aussi été montré dans un modéle d’infection in vivo
chez le lapin par une souche d’ E. coli enteropathogéne, une augmentation de la fréquence
de mutants résistants a la rifampicine et la fosfomycine aprés induction de la réponse SOS par
la ciprofloxacine ou la zidovudine (Crane John K. et al., 2021).

La réponse SOS peut aussi jouer un réle direct dans la régulation de I'expression de
certains génes de résistances et de systémes permettant la dissémination des génes de
résistances. En effet, une étude a montré que le gene gnrB2, appartenant a la famille des
géenes gnr qui protégent 'ADN gyrase de l'inhibition par les quinolones (Jacoby et al., 2008),
est régulé par la réponse SOS : il possede une boite LexA dans sa région promotrice et est
induit aprés un traitement a la ciprofloxacine de facon LexA et RecA dépendante (Da Re et
al., 2009). Ainsi, la résistance aux quinolones est induite par les quinolones elles-mémes ou
d’autres antibiotiques activant la réponse SOS. De ce fait, la réponse SOS est un outil puissant
permettant a la bactérie de retourner les agressions qu’elle peut rencontrer en sa faveur
(Baharoglu and Mazel, 2014). Une autre étude menée au laboratoire en collaboration avec
I'équipe du Pr Didier Mazel a l'institut Pasteur, a montré que chez E. coli la réponse SOS active
'expression de intll. L'intégrase d’intégron de classe 1 est alors capable de catalyser la
capture et le réarrangement de cassettes de géne (codant essentiellement des génes de
résistances aux antibiotiques) (Guerin et al., 2009). Une étude in vivo a apporté la preuve de
la contribution de la réponse SOS dans I'acquisition et I'expression des génes de résistances
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aux antibiotiques via les intégrons. En effet, 'étude de Hocquet et al. a montré chez un patient
souffrant d’infection pulmonaire qu’un traitement au métronidazole a induit I'expression du
géne de l'intégrase via la réponse SOS conduisant a un réarrangement des cassettes de gene
et a I'expression de résistance aux B-lactamines chez une souche de P. aeruginosa (Hocquet
et al., 2012).

La réponse SOS permet aussi la dissémination des génes de résistance en induisant
le transfert horizontal de gene. L’induction de la réponse SOS entraine 'augmentation de la
fréquence de transfert de I'élément intégratif conjugatif SXT (élément mobile retrouvé chez V.
cholerae contenant des génes conférant la résistance au chloramphénicol, au sulfaméthoxale,
au triméthoprime et a la spectinomycine) entre bactéries (Beaber et al.,, 2004). Lors de
l'induction de la réponse SOS, le filament nucléoprotéique RecA-ADNSsb va entrainer, comme
pour LexA, l'auto-clivage de la protéine SetR qui réprime les promoteurs des génes setC et
setD, activateurs transcriptionnels des génes impliqués dans le transfert de I'élément SXT
(Beaber et al., 2004). Une autre étude a montré qu’a la suite de I'exposition d’'une souche de
Salmonella aux fluoroquinolones, la réponse SOS a induit I'excision d’'un prophage du
chromosome de la bactérie favorisant ainsi le transfert par transduction d’'un plasmide portant
des génes de résistances aux antibiotiques (Bearson and Brunelle, 2015).

Enfin, la réponse SOS participe aussi a la formation de bactéries persistantes. Ces
bactéries sont capables de survivre transitoirement a un traitement antibiotique bactéricide a
fortes doses (Balaban et al., 2019; Brauner et al., 2016). Contrairement a la résistance, la
persistance est un phénomeéne réversible, la survie des bactéries aux antibiotiques étant
généralement due au ralentissement de leurs fonctions métaboliques. En effet, les travaux de
Dorr et al ont montré que I'activation de la réponse SOS induit 'expression de la toxine TisB
du couple toxine-antitoxine tisAB/istR. Cette toxine se lie a la membrane interne, perturbe la
force proton-motrice, faisant chuter le niveau d’ATP dans la cellule ce qui conduit au
ralentissement du métabolisme de la bactérie la rendant insensible a 'activité de I'antibiotique
(Dorr et al., 2009, 2010). De plus, une étude récente a montré qu’une réponse SOS active

était nécessaire a la formation de bactéries persistantes en biofilm a la suite d’'un traitement
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par I'ofloxacine (fluoroquinolones). Les auteurs ont montré que, contrairement a I'étude de
Dorr et al., la réponse SOS est induite lors de la formation du biofilm lui-méme et non pas lors
de I'ajout de l'antibiotique et que le mécanisme de formation des bactéries persistantes est
indépendant des systémes toxines-antitoxines (Bernier et al., 2013) En plus de son réle majeur
dans la formation de bactéries persistantes, la réponse SOS permet aussi d’accélérer le
développement de bactéries résistantes a partir de bactéries persistantes. En effet, 'étude de
Barrett et al. a montré que des bactéries persistantes aux fluoroquinolones avaient plus de
chance de devenir résistantes a différentes classes d’antibiotiques que la souche sauvage.
Les auteurs rapportent que cette accélération de développement de bactéries résistantes était
due a linduction de la réponse SOS et a I'activation de la polymérase translésionnelle V

(Barrett et al., 2019).

6. Laréponse SOS : une cible prometteuse pour le développement de
nouvelles stratégies antibactériennes.

La résistance des bactéries aux antibiotiques est un probleme majeur de santé
publique. Bien que beaucoup d’efforts aient été mis en ceuvre pour développer de nouveaux
antibiotiques capables d’éviter les mécanismes de résistance connue a ce jour, I'histoire a
montré que ces stratégies seules étaient insuffisantes pour résoudre le probléeme de
I'antibiorésistance (Fischbach and Walsh, 2009). Les antibiotiques utilisés actuellement en
médecine humaine ciblent des fonctions essentielles a la survie des bactéries. Ces dernieres
décennies de nouvelles stratégies visant a atténuer la virulence bactérienne ou encore a
potentialiser I'effet d’antibiotiques existants ont été proposées et sont en cours d’étude (Baker
et al., 2018).

La réponse SOS semble étre une cible prometteuse pour développer de nouvelles
stratégies adjuvantes pour renforcer notre arsenal antibiotique. L’inactivation de la réponse
SOS aurait en effet un triple avantage : (i) augmenter la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques connus pour endommager 'ADN ; (ii) diminuer la capacité de la bactérie a

acquérir et disséminer les genes de résistance ; (iii) cibler de nombreuses bactéries (systéme
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Figure 26 : Stratégies thérapeutigues développées pour inhiber laréponse SOS

Certains antibiotiques causent des dommages a I’ADN (symbolisés par la « foudre » en rouge), soit
directement, soit par l'induction de ROS, et génerent de ’ADN simple brin (ADNsb), qui forme avec
RecA (cercles roses) le filament nucléoprotéique RecA-ADNsbh. Ce dernier catalyse I'autoprotéolyse de
LexA (hexagones bleus) ce qui permet I'induction de I'expression des génes du régulon SOS.

Plusieurs composés qui inhibent l'induction de la réponse SOS sont représentés sur le schéma en
fonction de I'étape de la réponse SOS qu'ils ciblent. lls sont aussi codés par couleur selon la classe a

lagquelle ils appartiennent (boite clés sur le schéma). D’aprés (Blazquez et al., 2018).



de réparation de I'ADN plutét trés conservé). Déja, des études menées dans les années 70
rapportaient que des mutations dans les génes recA ou lexA augmentaient la sensibilité des
bactéries a des agents endommageant TADN comme les UVs (Mount et al., 1972; Witkin,
1976). Plus réecemment il a été démontré que l'inactivation de l'activité d’auto-protéolyse de
LexA chez une souche d’E. coli réduisait la capacité de la souche a muter in vivo et donc
d’acquérir des mutations de résistance a la ciprofloxacine ou a la rifampicine (Cirz et al., 2005).
De méme, Thi et al. ont montré que la délétion du gene recA chez une souche d’E. coli rendait
la souche incapable de muter et augmentait sa sensibilité a certains antibiotiques (Thi et al.,
2011). Une étude originale récente a testé I'effet de I'inactivation de la réponse SOS (délétion
du gene recA) chez des souches d’E. coli résistantes aux fluoroquinolones via différents
mécanismes (mutation chromosomique dans les genes gyrA et parC, en combinaison ou hon
avec un plasmide portant le géne gnrS). Ces souches avaient des niveaux de résistance allant
de faible a fort. Les auteurs ont montré qu’en inactivant la réponse SOS, I'activité de différentes
fluoroquinolones sur ces souches était restaurée avec une diminution de la CMI d’au moins 8
fois par rapport a la souche sauvage (recA+), faisant parfois passer une souche de la catégorie
clinique résistante a la catégorie sensible, ou intermédiaire selon les recommandations de
'EUCAST (Recacha et al., 2017). De plus, dans un modéle de sepsis péritonéal murin,
l'inactivation de la réponse SOS chez une souche initialement résistante aux fluoroquinolones
augmentait significativement I'efficacité du traitement par la ciprofloxacine (Recacha et al.,
2017). Ainsi ces auteurs ont démontré que l'inactivation de la réponse SOS permettait de
resensibiliser les bactéries résistantes au traitement antibiotique.

Aux vues de ces différents résultats prometteurs, il n'est pas surprenant qu'une
multitude d'études ait exploré l'inhibition de la réponse SOS comme cible thérapeutique pour
limiter le développement de la résistance aux antibiotiques. Certaines études ont ciblé la
protéine RecA et d’autres la protéine LexA (Figure 26), les différentes molécules identifiées
sont regroupées sous le nom DISARMERs (drugs that inhibit SOS activation to repress
mechanisms enabling resistance) (Blazquez et al., 2018; Merrikh and Kohli, 2020; Yakimov et
al., 2021). Parmi les approches visant la protéine LexA, Lu et Collins ont développé un
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bactériophage capable de surexprimer un variant non clivable de la protéine LexA. L'infection
de souches d’ E. coli par ce prophage a inhibé l'induction de la réponse SOS et a potentialisé
l'activité de la norfloxacine dans un modele d'infection murin augmentant considérablement la
survie des souris infectées (Lu and Collins, 2009). Mo et al. ont eux réalisé un criblage a haut
débit de collections de composés chimiques, et ont identifié des molécules « leads » capables
de bloquer l'auto-protéolyse de LexA (Mo et al., 2018). L'une de ces molécules, aprés
optimisation, a permis l'inhibition de I'auto-protéolyse de LexA chez E. coli et P. aeruginosa
tout en réduisant I'acquisition de résistance in vivo apres exposition aux antibiotiques (Selwood
et al., 2018). La recherche de molécules inhibant I'activité ATPase de RecA a elle aussi donné
lieu a de nombreux composés potentiellement intéressants (Bellio et al., 2017; Peterson et al.,
2012; Wigle et al., 2009; Wigle and Singleton, 2007). Par exemple, les composés PcT (phthalo-
cyanine tetrasulfonates) potentialisent [l'activité bactéricide de plusieurs antibiotiques
(quinolones, aminosides et B-lactamines) tout en réduisant le nombre de mutants aprés un
traitement a la ciprofloxacine, a la fois in vitro et dans un modéle murin d’infection (Alam et al.,
2016; Blazquez et al., 2018). L’étude de Alam et al. est la premiére dans laquelle I'activité d'un
inhibiteur de la réponse SOS a été démontrée in vivo, soulignant les avantages potentiels de
l'inhibition de la réponse SOS comme cible thérapeutique et ouvrant la voie a de futures
études.

Malgré le potentiel thérapeutique des inhibiteurs de RecA, il convient de souligner que
des homologues de RecA ont été trouvés dans des cellules eucaryotes, notamment la protéine
Rad51 humaine (Kawabata et al., 2005). Le développement d’inhibiteurs de RecA a des fins
thérapeutiques doit donc étre entrepris avec soin pour cibler sélectivement la protéine
procaryote. A linverse, LexA est une cible potentiellement sire, car aucun homologue
eucaryote n'a été trouvé (Blazquez et al., 2018; Merrikh and Kohli, 2020). Cependant LexA
n’est pas présent chez les bactéries du genre Acinetobacter (Hare et al., 2012) et des espéces
Streptococcus pneumoniae (Gasc et al., 1980; Prudhomme et al., 2006), Legionella

pneumophila (Charpentier et al., 2011), des bactéries qui causent aujourd’hui des infections
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sérieuses en cliniqgue. Une approche adjuvante visant LexA ne pourra donc pas étre utilisée

pour toutes les infections bactériennes.
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Chapitre IV. Laréponse stringente

En 1952, Sands et Robert ont observé une diminution de la concentration des ARN
stables (ARNt et ARNr) chez E. coli lors de carences en acides aminés (aa) dans le milieu de
culture (Cashel and Gallant, 1969). L’étude de mutants dans lesquels la concentration d’ARN
stables ne diminuait pas lors de carences en aa a permis d’identifier le géne relA (Alfoldi et al.,
1962). En 1969, Cashel et Gallant ont comparé le profil nucléotidique de souches d'E coli relA*
et relA" soumises a une carence en aa par chromatographie en couche mince, et ont visualisé
deux taches qu’ils ont surnommeées « magic spots » (Cashel and Gallant, 1969). Ces derniers
ont été identifiés plus tard comme étant des dérivés hyperphosphorylés de la guanosine :
guanosine tétraphosphate « ppGpp » et guanosine pentaphosphate « pppGpp » appelés
collectivement (p)ppGpp, ou alarmones (Cashel and Kalbacher, 1970; Haseltine and Block,
1973). En 1971, Lazzarini et al. ont constaté que des souches relA* étaient capables de
produire du (p)ppGpp lors de carences autres qu’en aa (Lazzarini et al., 1971). Quelques
années plus tard, SpoT a été identifié€ comme étant capable de synthétiser du (p)ppGpp en
réponse a différents stimuli (voir section 1.3 de ce chapitre).

Des études ultérieures vont révéler que le (p)ppGpp est responsable de I'activation de
la réponse stringente, une réponse au stress hautement conservée chez les bactéries. Cette
réponse, régulée par les protéines RelA et SpoT, est induite lors de la privation en nutriments.
Elle permet de réorganiser le métabolisme et la physiologie des bactéries afin d’économiser
de I'énergie et d’assurer leur survie jusqu’a la fin du stress (Irving et al., 2021; Ronneau and
Hallez, 2019). Depuis sa découverte, le (p)ppGpp a aussi été impligué dans différents

processus comme la virulence, la tolérance et la résistance aux antibiotiques.
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Figure 27 : Architecture des enzymes RSH, syntheése et hydrolyse du (p)ppGpp

A. Architecture et structure des domaines de I'enzyme RSH longue (RelA) d'Escherichia coli.
Représentation schématique des domaines de la protéine RelA constituée d'un domaine N-terminal
(NTD) ou région enzymatique, et d'un domaine C-terminal (CTD) ou région régulatrice. Le NTD est
constitué des domaines hydrolase, HD (orange ; inactif dans RelA) et synthétase, SYNTH (gris). La
CTD contient quatre domaines : la région TGS (ThrRS, GTPase et SpoT ; rouge), un domaine a-
hélicoidal (a ; taupe), le domaine ZFD/CC (zinc-finger/cystéine conservé; violet) et le domaine
ACT/RRM (aspartate kinase, chorismate et TyrA/motif de reconnaissance de I'ARN; vert). En dessous
on trouve la structure cristallographique de RelA (Protein Data Bank ID 5KPX) avec les différents

domaines représentés selon le code couleur ci-dessus. D’aprés (Irving, 2021).

B. Synthese et hydrolyse du (p)ppGpp. Le domaine synthétase (SYNTH) des enzymes RSH
(RelA/SpoT homologue) catalyse le transfert d'un groupe pyrophosphate de I'ATP a la partie ribose du
GTP, GDP ou GMP pour produire de la guanosine pentaphosphate (pppGpp), de la guanosine
tétraphosphate (ppGpp) ou de la guanosine 5-monophosphate 3'-diphosphate (pGpp),
respectivement. Cette réaction génére également une molécule d'AMP. A linverse, le domaine
hydrolase (HD) est responsable de I'élimination du groupe pyrophosphate (PPi) pour récupérer du
GTP, du GDP ou du GMP. D’apres (Irving, 2021).



1. Régulateurs de laréponse stringente

1.1.Architecture et distribution des enzymes RSH

Il est aujourd'hui bien connu que les enzymes de la famille RSH (pour RelA/SpoT
Homologs) sont responsables de la synthése et de la dégradation du (p)ppGpp. Il existe trois
classes d’enzymes RSH en fonction de leurs tailles et des domaines qui les composent. On
retrouve des enzymes RSH dites longues « Long RSH », qui sont constituées de deux
régions : une région enzymatique N-terminale constituée de deux domaines catalytiques, un
domaine synthétase (SD) et un domaine hydrolase (HD), et d’'une région régulatrice C-
terminale qui contient deux domaines régulateurs (TGS et ACT), un domaine doigts de zinc
(ZDF) et un domaine a-helical (Figure 27A) (Atkinson et al., 2011; Brown et al., 2016, 2016;
Irving et al., 2021; Ronneau and Hallez, 2019) (Brown et al., 2016). Il existe des enzymes RSH
longues bifonctionnelles (SD*, HD*) et d’autres monofonctionnelles (SD*, HD"). Il existe aussi
des enzymes RSH dites courtes avec un domaine unique, les « Short monodomain RSH »
dont il existe deux classes : les SASs (small alarmone synthetases) possédant uniqguement un
domaine synthétase, SD, et les SAHs (small alarmone hydrolases) possédant uniquement un
domaine hydrolase, HD (Atkinson et al., 2011; Irving et al., 2021). Les enzymes RSH ayant un
domaine SD actif sont responsables de la synthése du (p)ppGpp par transfert d’'un groupement
pyrophosphate de 'ATP au GMP, GDP ou GTP en position 3’ OH du ribose (Figure 27B)
(Lipmann and Sy, 1976). Les enzymes RSH ayant un domaine HD sont capables de dégrader
le (p)ppGpp en clivant le 3'pyrophosphate (PPi) ce qui libére du GMP, GDP ou GTP (Figure
27B) (Sy, 1977).

E. coli, comme la plupart des organismes appartenant aux classes des Beta-
protéobactéries et des Gamma-protéobactéries, contient deux enzymes RSH longues : une
enzyme monofonctionnelle RelA et une enzyme bifonctionnelle SpoT (Atkinson et al., 2011).
Certaines bactéries Gram négative comme V. cholerae comportent en plus des deux enzymes
RSH longues, une enzyme RSH courte SAS, ceci reste cependant rare (Atkinson et al., 2011).

En revanche, les enzymes RSH courtes SAS et SAH sont couramment retrouvées chez les
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Figure 28 : Synthése du (p)ppGpp

A. Activation de RelA pour la synthése du (p)ppGpp modéle 1. RelA se lie au ribosome prées du site A
vacant via son domaine C-terminal, mais son domaine synthétase SD reste inactif. Lors de la liaison de
’ARNt non chargé au ribosome, l'auto-inhibition de RelA est levée et le domaine SD est activé pour la

synthése de (p)ppGpp. D’aprés (Loveland et al, 2016).

B. Activation de RelA pour la synthése du (p)ppGpp modéle 2. Lors de la privation d’aa, RelA, libre
dans le cytoplasme, se lie par le biais de sa région C-terminale a ’ARNt non chargé, et 'améne jusqu’au
site accepteur A du ribosome ou l'activité synthétase de RelA sera déclenchée. La présence d’ARNt non
chargé peut aussi étre causée par la toxine HipA qui inhibe l'activité de la glutamyl-ARNt synthétase
(responsable de l'activation de I'aa (Glu) et de son transfert sur ’ARNt). De plus, le (p)ppGpp stimule aussi

sa propre production en se liant de fagon allostérique a la région N-terminale de RelA.

C. Synthése du (p)ppGpp par la protéine SpoT. SpoT synthétise du (p)ppGpp en réponse a une
multitude de stimuli. Ce schéma représente la synthése du (p)ppGpp par SpoT lors de carences en acides
gras. La protéine ACP (acyl carrier protein) est un capteur d'acides gras qui se lie au domaine TGS
(orange) de SpoT. Selon la taille du groupement acyle (encadré en rouge) qu’elle porte, la protéine ACP
induira soit la synthése ou la dégradation de (p)ppGpp. SpoT ne produit du (p)ppGpp que lorsque la
protéine ACP porte un groupement acyle de petite taille.

Sur les panneaux B et C, les lignes pleines indiquent les processus, les lignes rouges et bleues
représentent les conditions stressantes et non stressantes, respectivement. D’aprés (Ronneau et Hallez,
2019).



bactéries a Gram positif en combinaison avec une seule enzyme RSH longue bifonctionnelle

(Rel) (Atkinson et al., 2011).

1.2. Le régulateur RelA

L’expression de relA est finement régulée par 4 promoteurs : P1, promoteur constitutif
actif en phase exponentielle de croissance (Metzger et al., 1989), P2, promoteur induit pendant
la transition entre phase exponentielle et phase stationnaire (Nakagawa et al., 2006), et les
promoteurs P3 et P4 qui sont activés lors de carences en azote (Brown et al., 2014).

La protéine RelA (743 aa, 84 kDa) est une enzyme RSH longue et monofonctionnelle,
son domaine hydrolase est inactif (Aravind and Koonin, 1998). RelA synthétise du (p)ppGpp
en réponse a une carence en aa (Cashel and Gallant, 1969) en détectant la présence d’ARNt
non chargés (Haseltine and Block, 1973). En condition de croissance normale (suffisamment
d’aa dans le milieu), la protéine RelA adopte une conformation dite « fermée » qui empéche
la synthése du (p)ppGpp (Arenz et al., 2016; Brown et al., 2016). En effet, la région C-terminale
inhibe I'activité synthétase de la protéine a I'état basal (Gropp et al., 2001; Schreiber et al.,
1991). Le mécanisme de cette inhibition n’est pas encore élucidé mais deux hypothéses sont
largement favorisées : (i) interaction intramoléculaire entre la région C-terminale et N-terminale
(Mechold et al., 2002) ou (ii) oligomérisation de la région C-terminale (Gropp et al., 2001; Jain
et al., 2006). L’activation de la synthése du (p)ppGpp nécessite I'interaction de trois éléments
: la protéine RelA, l'accumulation d’ARNt non chargés et des ribosomes bloqués. La
localisation de la protéine RelA dans la cellule a I'état basal et le mécanisme exact de
reconnaissance entre RelA et les ARNt non chargés sont encore sujets a controverse, il existe
a ce jour deux modéles pertinents dans la littérature. Le premier propose que la région C-
terminale de la protéine RelA se fixe au ribosome dans une zone proche du site accepteur A
et que la région N-terminale est flottante et inactive ; lors de carences en aa, des ARNt non
chargés se fixent au site accepteur A du ribosome ce qui permet une interaction entre les ARNt
non chargé et RelA activant la synthése de (p)ppGpp (Figure 28A) (Kudrin et al., 2018;
Loveland et al., 2016). Le deuxieme modeéle propose que RelA, libre dans le cytoplasme,
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reconnait 'ARNt non chargé et s’y lie par le biais de sa région C-terminale puis 'améne
jusqu’au site accepteur A du ribosome. Une fois le complexe dans le ribosome, le domaine SD
de RelA devient actif et synthétise du (p)ppGpp (Figure 28B) (Winther et al., 2018). Ces deux
modeéles se rejoignent dans la nécessité de formation d’'un complexe stable entre la région C-
terminale de RelA, 'ARNt non chargé et le site A du ribosome pour permettre a la protéine
d’adopter une conformation dite « ouverte » permettant la synthése du (p)ppGpp (Arenz et al.,
2016; Brown et al., 2016; Loveland et al., 2016; Winther et al., 2018). Le (p)ppGpp peut aussi
se lier de facon allostérique a la région N-terminale de RelA, lorsque la protéine adopte sa
conformation ouverte et est liee au ribosome, stimulant sa propre synthese (Figure 28B)
(Kudrin et al., 2018; Shyp et al., 2012).

Il est & noter qu'en plus des carences en aa dues a un manque d’aa dans le milieu, un
autre mécanisme peut induire la carence en acide glutamique (Glu). En effet, chez E. coli, la
toxine HipA inhibe l'activité de la glutamyl-ARNt-synthétase en la phosphorylant, empéchant
ainsi I'aminoacylation (activation de I'aa et son transfert sur 'ARNt) (Germain et al., 2013;
Kaspy et al., 2013). Par conséquent, en présence de la protéine HipA, les ARNt®" non chargés

s'accumulent dans la cellule, ce qui activera RelA et la synthese de (p)ppGpp (Figure 28B).

1.3.Le régulateur SpoT

La protéine SpoT (702 aa 79 kDa) est une enzyme RSH bifonctionnelle. Elle a une
faible activité synthétase en comparaison a RelA, son activité principale est la dégradation du
(P)ppGpp (Ronneau and Hallez, 2019). Une accumulation trop importante de (p)ppGpp est
toxique pour la bactérie ce qui explique qu’une souche de E. coli délétée uniquement du géene
spoT n’est pas viable (Xiao et al., 1991). Contrairement & RelA, SpoT synthétise du (p)ppGpp
en réponse a diverses carences : carences en source de carbone (Xiao et al., 1991), en
phosphate (Spira et al., 1995), en fer (Vinella et al., 2005), en azote (Villadsen and Michelsen,
1977) ou encore en acides gras (Seyfzadeh et al., 1993). De ce fait, SpoT doit répondre & une
multitude de signaux pour induire 'accumulation de (p)ppGpp dans la cellule, ces signaux sont

encore peu connus. Battesti et al. ont identifié la protéine ACP (acyl carrier protein),
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Figure 29 : Le (p)ppGpp inhibe la réplication du chromosome chez E. coli et Bacillus

subtilis

A. Chez E. coli, l'inhibition de la réplication se fait au niveau de [linitiation de la réplication lorsque le
(P)ppGpp s’accumule. Le (p)ppGpp se lie a I’ARN polymérase (ARNP) ce qui affecte indirectement le profil
global d'expression des genes via une reprogrammation transcriptionnelle pilotée par la ARNP. Les génes
dont les transcrits diminuent comprennent dnaA, gidA, mioC, gyrA et parC, ce qui conduit a un manque de
synthése de novo de DnaA et peut-étre a une activation transcriptionnelle réduite d'oriC, effets qui
contribuent tous ensemble & arréter linitiation de la réplication pendant l'accumulation de (p)ppGpp. En
outre, la (p)ppGpp se lie a la DnaG primase in vitro, mais I'élongation de la réplication n'est pas affectée in
vivo. Les niveaux de GTP n’étant pas significativement réduits chez E. coli pendant I'accumulation de
(P)PPGpp, et le GTP se liant aussi a la DnaG, les auteurs supposent que le GTP pourrait concurrencer et
supplanter le (p)ppGpp dans la liaison a la DnaG in vivo (hypothése marquée d'un *). D’aprés (Sinha et al.
2020).

B. Chez B. subtilis l'inhibition de la réplication se fait au niveau de I'élongation pendant I'accumulation de
(P)PPGpp. Le (p)ppGpp se lie a I''MP déshydrogénase, diminuant le pool de GTP disponible, ainsi que
celui de la DnaG. Cette diminution significative du niveau de GTP permet la liaison préférentielle du
(P)PPGpp a la primase DnaG ce qui inhibe son activité in vivo. Le niveau de réplication a I'origine de B.
subtilis pendant I'accumulation de la (p)ppGpp n’est pas modifi€, peut-étre parce que la (p)ppGpp ne se lie

pas directement & la RNAP. D’aprés (Sinha et al. 2020).



transporteur de groupements acyles, comme le signal déclencheur de la synthese de
(P)ppGpp par SpoT lors de carences en acides gras (Battesti and Bouveret, 2006). lls ont
montré que la protéine ACP interagit avec le domaine TGS de la protéine SpoT, et suggerent
gue lors de carences en acides gras, la taille du groupement acyle porté par la protéine ACP
change, induisant un changement de conformation qui va favoriser I'activité synthétase de
SpoT et la production de (p)ppGpp (Figure 28C) (Battesti and Bouveret, 2006). Il a aussi été
proposé que la protéine ACP pourrait réguler I'activité de SpoT en fonction de la disponibilité
en sources de carbone, car la privation en sources de carbone conduit in fine a une carence
en acide gras, mais cette hypothése reste a confirmer (Battesti and Bouveret, 2006; DiRusso
and Nystrém, 1998).

Le mécanisme qui permet l'alternance entre I'activité synthétase et hydrolase de SpoT
n'est pas facile a élucider a cause des multiples stimuli. Une étude in vitro a montré que
l'activité HD de SpoT est inhibée en présence d’ARNt non chargés (Richter, 1980). Dans ce
cas, la détection d’ARNt non chargés provoquerait simultanément l'induction de la synthése
de (p)ppGpp par RelA et I'arrét de sa dégradation par SpoT entrainant ainsi une accumulation

rapide et importante de (p)ppGpp pour répondre de fagon efficace aux carences en aa.

2. Conséquences de I'induction de la réponse Stringente

2.1.Inhibition de la réplication

L’accumulation du (p)ppGpp inhibe le processus de réplication. En effet, le taux de
réplication est inversement proportionnel au niveau de (p)ppGpp (Ferullo and Lovett, 2008;
Schreiber et al., 1995). Chez E. coli, le (p)ppGpp inhibe essentiellement ['initiation de la
réplication et de fagon moins importante I'élongation de la réplication (Figure 29A ) (Sinha et
al., 2020). Le (p)ppGpp bloque linitiation de la réplication en (i) diminuant la transcription du
géne dnaA et donc la synthése de novo de la protéine DnaA, responsable de l'activation de
linitiation de la réplication du chromosome (Figure 29A) (Chiaramello and Zyskind, 1990; Riber
and Lgbner-Olesen, 2020; Zyskind and Smith, 1992); (ii) diminuant la transcription de genes

proches de I'oriC (gidA, mioC) ce qui provoque une diminution du surenroulement négatif et
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par conséquent bloque [l'initiation de la réplication (Kraemer et al., 2019) ; (iii) réprimant la
transcription de 'ADN gyrase (gyrA) et de la topoisomérase IV (parC) ce qui diminue aussi le
surenroulement négatif (Fernandez-Coll et al., 2020).

Chez E. coli le (p)ppGpp ne semble pas inhiber I'élongation de la réplication in vivo, le
cycle de réplication en cours au moment de l'induction de la réponse stringente n’étant pas
interrompu (Ferullo and Lovett, 2008; Schreiber et al., 1995). Néanmoins, il a été montré in
vitro que le (p)ppGpp se lie directement a la primase DnaG et inhibe son activité de synthése
des primers ARN pour la réplication du brin tardif (Maciag et al., 2010). Sinha et al. ont émis
une hypothése pour expliquer cette incohérence (cf légende de la Figure 29A) (Sinha et al.,
2020). L’inhibition de I'élongation de la réplication par le (p)ppGpp chez E. coli est toujours un
sujet a controverse. En effet, Denapoli et al. ont montré in vivo chez E. coli, que 'accumulation
du (p)ppGpp provoque une légere diminution du taux d’élongation mais uniquement lors de
situations de stress nutritionnel intense (Denapoli et al., 2013).

Chez Bacillus subtilis (Firmicutes), le (p)ppGpp n’inhibe pas l'initiation de la réplication
mais seulement I'élongation de la réplication en se liant a la protéine DnaG (Figure 29B) (Wang
et al., 2007). Il a été démontré chez B. subtilis qu’en présence de niveaux élevés de (p)ppGpp,
les fourches de réplication arrétées n’étaient pas capables de recruter la protéine RecA
(activateur de la réponse SOS) indiquant que les fourches de réplication bloquées ne sont pas
détruites, mais qu'elles sont arrétées de facon réversible avec la capacité de redémarrer la

réplication lorsque les nutriments seront a nouveau disponibles (Wang et al., 2007).

2.2.Effet sur la transcription

L'une des principales conséquences de l'accumulation du (p)ppGpp pendant la
réponse stringente est le changement du profil transcriptionnel. Des études par microarrays
ont permis d’identifier plusieurs centaines de génes régulés soit positivement, soit
négativement par le (p)ppGpp, contrélant ainsi I'expression de différents processus cellulaires
(Durfee et al., 2008; Traxler et al., 2008). De plus, une étude récente a montré par approche

RNA-seq que l'induction de (p)ppGpp altérait I'expression de 757 genes a 5 min et 1024 génes
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a 10 min chez E. coli, montrant que le (p)ppGpp régule I'expression des génes selon une
certaine dynamique (Sanchez-Vazquez et al., 2019). L’accumulation de (p)ppGpp permet
d’inhiber I'expression de génes nécessaires a la croissance et d’activer I'expression de génes
indispensables a la survie. La réponse stringente est caractérisée par la diminution de la
transcription des ARN stables (ARNt, ARNr), entrainant un ralentissement de la synthése
protéigue et une baisse de la vitesse de croissance (Cashel and Gallant, 1969; Traxler et al.,
2008). D’autre part, la réponse stringente active la transcription de génes de biosynthése et
de transport des aa afin de pallier les carences (Riggs et al., 1986; Traxler et al., 2008). Par
conséquent, une souche (p)ppGpp° (relA-/spoT-) est polyauxotrophe (Xiao et al., 1991). De
plus, chez E. coli, le (p)ppGpp est responsable de 'augmentation de la transcription du géne
rpoS qui code pour le facteur sigma alternatif oS (Lange et al., 1995) et du géne iraP, qui code
une protéine anti-adaptatrice inhibant la protéolyse de RpoS (Bougdour and Gottesman,
2007). Ce dernier est un régulateur global de la réponse au stress, il permet aux cellules de
faire face a des conditions de stress trés diverses (carence en nutriments, choc osmotique,
stress oxydatif...). De plus, le (p)ppGpp favorise I'association des facteurs o alternatifs (oS, o
et o) au core enzyme de 'ARNP par rapport au facteur 6’° (Jishage et al., 2002). Une étude
originale utilisant des bactéries privées de nutriments de facon progressive, a permis
d'identifier deux cascades de régulation distinctes activées par le (p)ppGpp chez E. coli: (i) a
des faibles concentrations de (p)ppGpp, le régulon Lrp (leucine-responsive protein), un
régulateur global des génes impligués dans la biosynthése et le transport des aa, est activé,
(ii) a des concentrations plus élevées de (p)ppGpp, le régulon RpoS, contrdlé par le facteur
oS, est induit (Traxler et al., 2011). Ainsi E. coli a calibré sa réponse au stress en fonction de
la concentration en (p)ppGpp.

Le mécanisme par lequel le (p)ppGpp régule I'expression des génes lors de la réponse
stringente différe entre les protéobactéries et les Firmicutes (Irving et al., 2021). Chez E. coli
comme chez la plupart des protéobactéries, le (p)ppGpp se lie directement a ’ARNP et régule
'expression des génes soit négativement, soit positivement (Ross et al., 2016, 2013).
L’accumulation du (p)ppGpp entraine la déstabilisation des complexes ouverts d’initiation de
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la transcription essentiellement des ARNs stables et par conséquent la libération des ARNP
engagées sur ces promoteurs. La transcription des génes des ARNSs stables représente 60 a
80% de la transcription qui se produit dans les cellules en croissance rapide, le grand nombre
d’ARNP libérées vont alors étre disponibles pour transcrire les génes régulés positivement lors
de la réponse stringente (Barker et al., 2001b, 2001a; Traxler et al., 2008). Les études menées
par I'équipe de Richard Le Gourse ont démontré que la fixation du (p)ppGpp a 'ARNP est
indispensable pour réguler 'expression des génes lors de la réponse stringente, peu de génes
sont régulés via un mécanisme indirect (Ross et al., 2013, 2013; Sanchez-Vazquez et al.,
2019). Il existe deux sites de fixation du (p)ppGpp au niveau de '’ARNP : le « site 1 » se trouve
a l'interface entre les sous-unités w et B’ et le « site 2 » se situe a l'interface entre la sous-unité
B’ et le facteur de transcription DksA (facteur connu pour son réle important, en synergie avec
le (p)ppGpp, dans la régulation de I'expression des génes lors de la réponse stringente) (Ross
etal., 2016, 2013). L’étude de Ross et al. a montré que lorsque le (p)ppGpp se fixe uniguement
au site 1, la transcription des genes est faiblement impactée (négativement ou positivement),
alors que lorsqu'’il se fixe au site 2 en présence du facteur DksA, la transcription est fortement
impactée (Ross et al., 2016). Les auteurs suggérent que le site 1 serait responsable des effets
sur la régulation de I'expression des génes lorsque les concentrations de (p)ppGpp sont
faibles, par exemple pendant la croissance en milieu riche ou au début d'une carence nutritive.
Lorsque les concentrations de (p)ppGpp sont suffisamment élevées pour remplir les deux
sites, le site 2 serait responsable de la majorité des effets sur la transcription des génes (Ross
et al., 2016). Une étude récente a établi le profil des éléments -35 et -10 du promoteur et de
la région qui se trouve entre I'élément -10 et le site d’initiation de la transcription +1 (le
discriminateur) de génes régulés positivement et négativement par le (p)ppGpp. Les genes
inhibés par le (p)ppGpp semblent posséder un discriminateur riche en G/C alors que les génes
activés ont un discriminateur riche en A/T (Sanchez-Vazquez et al., 2019). Chez les Firmicutes
et les Actinobactéries, le (p)ppGpp ne se lie pas a 'ARNP et n’affecte pas la stabilité du
complexe ADN-ARNP, de ce fait les changements dans la transcription lors de la réponse
stringente sont indirects. L'impact de la réponse stringente sur la transcription chez les
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Figure 30: Le (p)ppGpp inhibe la traduction protéique

A- La Guanosine pentaphosphate (pppGpp) et la guanosine tétraphosphate (ppGpp) collectivement
appelées (p)ppGpp () se lient directement a un certain nombre de protéines responsables des
différentes étapes de la traduction et les inhibent. Par association avec le GTP (carré bleu), le facteur
d'initiation procaryote IF2 positionne 'ARNt initiateur (fMet-tRNA™eY) au sein du complexe de pré-
initiation 30S (30S pre-IC) et favorise le recrutement de la sous-unité 50S, un processus qui est inhibé
par le (p)ppGpp. Le (p)ppGpp inhibe la liaison du facteur d'élongation EF-Tu au GTP ce qui empéche
la liaison d'un ARNt aminoacylés au site A du ribosome 70S (élongation). L'inhibition de la liaison de la
translocase EF-G au GTP arréte la translocation des ARNt aminoacylés a travers le ribosome. Le
(P)PPGpp inhibe également le facteur de libération RF3, empéchant ainsi le recyclage des facteurs
RF1 et RF2 a partir du ribosome. Le complexe de post-terminaison est recyclé par le facteur de
recyclage du ribosome, RRF, et le facteur EF-G, ce qui permet au cycle de recommencer. Ce
processus peut également étre inhibé par la (p)ppGpp interagissant avec EF-G. D’aprés (Irving et al.
2021).

B- La liaison de la ppGpp a IF2 inhibe la reconnaissance du codon de départ. Le complexe de pré-
initiation 30S (30S pre-IC) peut alors échanger un transcrit non compatible contre un transcrit
contenant un élément SETI (structured enhancer of translation initiation) qui est toléré par la ppGpp
(par exemple, tufA), ce qui permet I'échange de la ppGpp contre du GTP et la poursuite de la

traduction. D’apres (Irving et al. 2021).



Firmicutes résulte essentiellement de la diminution du niveau de GTP qui est d0 a la
consommation du GTP pour produire du (p)ppGpp et a l'inhibition des enzymes synthétisant

le GTP par le (p)ppGpp (Gaca et al., 2013; Irving et al., 2021).

2.3.Inhibition de la traduction

Comme vue précédemment, la réponse stringente réprime la transcription des ARNTr.
De plus, elle inhibe la maturation des ribosomes et la traduction des protéines par les
ribosomes. Le (p)ppGpp peut bloquer la production de protéines a plusieurs étapes clés
(initiation, élongation, terminaison et recyclage des ribosomes), assurant une croissance
ralentie en cas de stress. Le (p)ppGpp se lie au facteur d'initiation IF2 et inhibe son activité ce
qui empéche la formation du complexe d'initiation de traduction 30S (30S IC) (Figure 30A)
(Milon et al., 2006; Zhang et al., 2018). Cependant, une étude récente montre que l'affinité du
facteur IF2 (lié au complexe 30S) pour le (p) ppGpp differe en fonction de I'ARNm présent au
sein du complexe d’initiation (Vinogradova et al., 2020). En effet, la présence d’'un motif SETI
(structured enhancer of translation initiation, deux structures tiges boucles consécutives) en
amont de la région d'initiation de la traduction au sein de ’ARNm permet d’échanger le
(P)ppGpp en GTP et donc de continuer la traduction (Figure 30B) (Vinogradova et al., 2020).
Le (p)ppGpp bloque également le processus de traduction par linhibition des facteurs
d'élongation EF-Tu et EF-G, qui sont nécessaires respectivement a I'acheminement de I'ARNt
chargé jusqu’au site accepteur A du ribosome et a la translocation de la chaine peptidique
pendant la synthése protéique (Figure 30A) (Rojas et al., 1984; Zhang et al., 2018). Le
(P)ppGpp bloque aussi le recyclage des facteurs de terminaison (RF1 ou RF2) en empéchant
la libération du facteur RF3 ainsi que le recyclage de la petite sous-unité 30S et de la grande
sous-unité 50S en se fixant au facteur EF-G (Figure 30A) (Irving et al., 2021; Kihira et al., 2012;
Zhang et al., 2018). En plus de freiner la traduction des protéines par les ribosomes, le
(p)pPGpp inhibe la formation des petites et grandes sous-unités ribosomiques, respectivement
30S et 50S, en inactivant les petites GTPases (RsgA, RbgA, Era et Obg) impliquées dans la

maturation des ribosomes (Irving et al., 2021). Le (p)ppGpp induit aussi la transcription de hpf
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(Hibernation promoting factor), rmf (Ribosome modulating factor) et de RaiA (ribosome
associated inhibitor), des facteurs importants dans la dimérisation et l'inactivation des

ribosomes (lzutsu et al., 2001; Prossliner et al., 2018).

2.4.Effets sur le métabolisme cellulaire

Le (p)ppGpp régule aussi différents processus métaboliques lors de la réponse
stringente.

En interagissant avec la lysine décarboxylase (Ldcl ; enzyme participant a la protection
des bactéries contre le stress acide), le (p)ppGpp inhibe l'activité de cette derniére pour
moduler la consommation de la lysine dans les cellules lors d'un stress acide dans des
conditions de limitation des nutriments (Kanjee et al., 2011).

Le (p)ppGpp inhibe l'activité de I'exopolyphosphatase (PPX) favorisant 'accumulation
du polyphosphate (polyP) (Kuroda et al., 1997). Ce dernier active la protéase Lon permettant
de dégrader les protéines ribosomiques afin de générer des aa libres, le complexe polyP-Lon
a aussi été impliqué dans la tolérance des bactéries aux antibiotiques (voir section 3 de ce
chapitre) (Kuroda et al., 1997; Maisonneuve et al., 2013, 2011).

Lorsque le (p)ppGpp s'accumule dans la cellule, les pools de GTP et de GDP diminuent
car ils vont servir de substrat pour la synthése de (p)ppGpp. Cependant, il est maintenant
largement établi que le (p)ppGpp inhibe également de maniére active la synthése des purines
(Irving et al., 2021; Kriel et al., 2012). Chez B. subtilis, le contréle des niveaux de GTP est

essentiel pour réguler la transcription des génes (Irving et al., 2021).

3. Réponse stringente, acteur majeur de la survie des bactéries aux
antibiotiques
Lors de carences nutritives, le (p)ppGpp s’accumule dans la bactérie et induit la
réponse stringente afin de relocaliser les ressources de la bactérie le temps que le stress se
termine. Cependant, l'induction de la réponse stringente a aussi été associée a d’autres

phénomenes tels que la virulence (Chau et al., 2021; Irving et al., 2021), la résistance ou la
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persistance des bactéries vis-a-vis des traitements antibiotiques (Hobbs and Boraston, 2019;
Pacios et al., 2020).

La plupart des Staphylococcus résistants a la méthicilline (SARM) présentent une
résistance hétérogéne aux B-lactamines : la majorité de la population a un faible niveau de
résistance et une minorité a un haut niveau de résistance (Hartman and Tomasz, 1986). Une
étude, utilisant une approche de séquencage haut débit, s’est intéressée au mécanisme
moléculaire qui permet a ces rares bactéries d’avoir une CMI élevée par rapport au reste de
la population ; elle a permis d’identifier qu’'une délétion dans la région C-terminale de la
protéine RelA entrainait 'augmentation du niveau de (p)ppGpp dans la cellule (Mwangi et al.,
2013). Plus tard, cette équipe a démontré que ce niveau élevé de (p)ppGpp induisait
I'expression du géne mecA et la production élevée de la transpeptidase PBP2A, responsable
de la résistance aux B-lactamines (Dordel et al., 2014; Kim et al., 2013). lls ont également
observé que des bactéries soumises a un stress nutritionnel présentaient aussi un haut niveau
de résistance aux p-lactamines (Kim et al., 2013). Une étude au laboratoire a montré que la
réponse stringente induisait en biofilm une augmentation du niveau basal de I'expression de
l'intégrase des intégrons de classe 1 qui permet 'acquisition et 'échange de cassettes de géne
codant essentiellement des genes de résistances aux antibiotiques (Voir Chapitre I) (Strugeon
et al., 2016).

Aujourd’hui, la réponse stringente est aussi considérée comme un acteur majeur de la
tolérance des bactéries aux antibiotiques et de la formation de bactéries persistantes. La
réponse stringente, activée lors de carences nutritives, a été décrite dans la formation de
bactéries tolérantes ou persistantes a différentes classes d’antibiotiques telles que les j-
lactamines (Rodionov et al., 1995; Tuomanen and Tomasz, 1986) et fluoroquinolones (Amato
et al., 2013; Viducic et al., 2006). Dans des environnements naturels, les bactéries peuvent
rencontrer un acces limité aux nutriments en biofilm ou chez I'héte. Il a été montré que la
tolérance de P. aeruginosa et E. coli en biofilm dépendait de carences en aa (Bernier et al.,

2013; Nguyen et al., 2011). De plus, il a été démontré chez une souche de E. coli adhérente
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et invasive (souche LF82 retrouvée couramment chez des patients atteints de la maladie de
Crohn et suspectée participer a la pathogenése de cette derniére) que 'induction de la réponse
stringente immédiatement aprés la phagocytose des bactéries participe a leur survie dans le
macrophage et a la formation de bactéries persistantes (Demarre et al., 2019). Helaine et al.
ont exploré l'invasion de macrophages de souris par Salmonella enterica et ont aussi montré
gue la production de (p)ppGpp par les bactéries emprisonnées au sein du macrophage était
nécessaire pour la formation de bactéries persistantes (Helaine et al., 2014).

Le mécanisme par lequel la réponse stringente induit la formation de bactéries
persistantes est encore sujet a controverse. Plusieurs études soutiennent que la réponse
stringente induit la formation des bactéries persistantes selon un modéle passif. Selon ce
modele, lors de la réponse stringente, I'inhibition des différents processus de réplication,
transcription et traduction entraine l'arrét de croissance des bactéries et peut donc empécher
les antibiotiques d’agir sur leurs cibles (Wood et al., 2013). Cependant, la réponse stringente
n'est pas binaire dans son contréle, elle peut étre partiellement activée et il en résulte des
cellules qui présentent un métabolisme et une croissance réduits plutét que nuls (Hobbs and
Boraston, 2019). De ce fait, d’autres études ne sont pas en faveur d’'un modéle passif et
proposent d’autres mécanismes ou la réponse stringente induirait la formation de bactéries
persistantes en régulant différents processus (activation de systémes toxines-antitoxines (TA),
hibernation du ribosome, production de ROS,...). En effet, Gerdes et Maisonneuve ont
proposé que l'apparition de bactéries persistantes serait induite par I'activation des systémes
TA via le (p)ppGpp. Dans leur modele, le (p)ppGpp inhibait I'activité de I'exopolyphosphatase
(PPX) entrainant 'accumulation de PolyP et donc l'activation de la protéase Lon, laquelle
activait a son tour indirectement les toxines en dégradant les anti-toxines associées
(Maisonneuve et al., 2013, 2011). Cependant, les auteurs ont rétracté leurs articles en 2018,
affirmant que linhibition apparente de la persistance dans leurs mutants était due a la
contamination de leurs souches par un bactériophage. Néanmoins, la toxine HipA du couple
TA HipAB est bien impliguée dans la persistance. En effet, Kaspy et al. ont montré que la
persistance induite par HipA était d0 au fait que cette derniére active la réponse stringente et
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la production de (p)ppGpp (Figure 28B) (Kaspy et al., 2013). Song et Wood ne sont pas en
faveur de l'implication des systémes TA dans la formation de bactéries persistantes et
proposent le modéle plus simple suivant : le (p)ppGpp générerait des bactéries persistantes
en inactivant directement les ribosomes (Song and Wood, 2020). Cette inhibition ferait
intervenir un inhibiteur associé au ribosome (RaiA), le facteur de modulation des ribosomes
(Rmf) et le facteur de promotion de I'hibernation (Hpf), ces deux derniers facteurs provoquant
la dimérisation des ribosomes dont le coefficient de sédimentation passe de 70S (actif) a 100S
(inactif) (Song and Wood, 2020). Ces deux modeles ne présentent pas un mécanisme actif
per se pour la formation des bactéries persistantes mais propose une meilleure
compréhension du mécanisme génétique par lequel les bactéries atteignent I'état de dormance
i.e. les bactéries répondent au stress d'une maniére active (via des circuits génétiques)
uniguement comme un moyen de parvenir a I'état de dormance. A contrario, Nguyen et al. ont
montré que l'induction de la réponse stringente en biofilm (un environnement ou les bactéries
rencontrent souvent une carence en nutriments) protége P. aeruginosa et E. coli contre les
effets létaux provoqués par différentes classes d’antibiotiques par un mécanisme actif, qui
comprend d'une part l'induction de défenses antioxydantes (production de la catalase et
superoxyde dismutase) et d’autre part la diminution de la production de métabolites pro-
oxydants (Nguyen et al., 2011). De plus, leur étude a démontré que in vivo le traitement a
I'ofloxacine augmentait significativement le taux de survie de souris infectées par une souche
P. aeruginosa dépourvu des genes relA et spoT par rapport celles infectées par la souche
sauvage (Nguyen et al.,, 2011). Une autre étude in vivo a rapporté que Mycobacterium
tuberculosis (connue pour sa tolérance a l'isoniazide) dépourvue de 'enzyme Rel était capable
d’infecter des souris de fagon chronique mais était sensible au traitement par lisoniazide
(Dutta et al., 2019).

Il existe dans la littérature deux articles qui suggerent un lien entre réponse stringente
active et tolérance des bactéries aux antibiotiques chez le patient. L'étude par séquencage
haut débit d’'une souche de S. aureus SARM isolée d’'un patient atteint d’'une bactériémie
récurrente (celle-ci a nécessité plus de 100 jours de traitement antibiotique pour étre
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éradiquée) a permis d’identifier dans la souche parentale différentes mutations dont une dans
le géne rel au niveau du domaine hydrolase entrainant un niveau élevé de (p)ppGpp et par
conséquence une diminution de croissance de la souche ; les auteurs suggérent que cette
activation partielle de la réponse stringente a participé a la tolérance du S. aureus au traitement
antibiotique et donc a la persistance de l'infection (Gao et al., 2010). En 2017, une autre étude
a identifié une mutation dans le domaine hydrolase de la protéine Rel chez une souche de
Enterococcus faecium isolée d’une patiente immunodéprimée avec une bactériémie
persistante malgré un long traitement antibiotiqgue. Cette mutation identifiée 3 jours apres le
début du traitement antibiotique entrainait un niveau élevé de (p)ppGpp, et permettait aux
bactéries de survivre a des doses élevées de daptomycine et de linezolide (des antibiotiques
utilisés lors du traitement) dans un modéle de biofilm mais pas en culture planctonique. Les
auteurs suggeérent que linfection viendrait de la colonisation du cathéter veineux central par
un biofilm a 'origine probable de la formation d'un biofilm au niveau de la valve cardiaque ce

qui pourrait expliquer la persistance de l'infection (Honsa et al., 2017).

4. Lareéponse stringente nouvelle cible antibactérienne

Comme dit précédemment, la tolérance des bactéries aux antibiotiques constitue un
probléme majeur de santé publique. Dans le but de potentialiser I'effet des antibiotiques
existants, plusieurs cibles sont en cours d’étude comme la réponse SOS (voir chapitre 1ll) ou
encore la réponse stringente. Cette derniére semble étre aussi une cible intéressante car (i)
les antibiotiques actuels ciblent des processus métaboliques actifs, cependant, les bactéries
persistantes présentent généralement un métabolisme réduit, notamment a cause de
linduction de la réponse stringente, échappant aux traitements par les antibiotiques
classiques. Nous avons vu précédemment que la délétion des genes régulateurs de la réponse
stringente diminue la formation de bactéries persistantes et améliore la survie des souris dans
des modéles in vivo (voir section 3 de ce chapitre) ; (ii) la réponse stringente est une réponse

au stress nutritionnel hautement conservée chez les bactéries ; (iii) il n’y a pas d’homologue

des enzymes Rel/RelA chez les mammiferes.
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Ces différentes caractéristiques ont motivé le développement d’inhibiteurs compétitifs
pour l'activité synthétase de ces enzymes (Wexselblatt et al., 2010). A ce jour, quatre
molécules inhibant la synthese du (p)ppGpp par les enzymes Rel/RelA (des analogues de
leurs substrats (GTP/GDP) ) ont été décrites dans la littérature (Dutta et al., 2019; Syal et al.,
2017; Wexselblatt et al., 2012, 2010). Certaines de ces molécules sont particulierement
étudiées dans le traitement d’infection a Mycobacterium spp, un genre bactérien connu pour
sa haute tolérance aux antibiotiques. Le composé développé par I'équipe de Dipankar Chatterji

a montré une bonne efficacité dans I'inhibition de synthése du (p)ppGpp, chez M. smegmatis,

il n'est pas toxique et péneétre efficacement dans les cellules épithéliales du poumon (Syal et
al., 2017). Un autre composé, appelé X9, capable de tuer M. tuberculosis et d’'augmenter sa
sensibilité a I'isoniazide est en développement (Dutta et al., 2019). Une étude récente a aussi
démontré que des antibiotiques inhibant la synthése protéique (thiostrepton, chloramphénicol,
and tétracycline) étaient capables d’inhiber 'accumulation de (p)ppGpp chez E. coli et B.
subtilis (Kudrin et al., 2017). Cependant le mécanisme par lequel ces molécules inhibent
'accumulation du (p)ppGpp n’est pas clair, les auteurs suggérent que les inhibiteurs de
synthése protéigue interfereraient dans I'association entre les protéines Rel/RelA et le site A
du ribosome (Kudrin et al., 2017). L’effet de ces antibiotiques sur la formation de bactéries
persistantes aux antibiotiques est encore sujet a controverse (Kudrin et al., 2017; Rodionov et
al., 1995). Dans la littérature, il a aussi été rapporté que des peptides anti-biofilm (1018, DJK-
5 et DJK-6) agiraient en inhibant la réponse stringente (de la Fuente-Nufiez et al., 2015, 2014;
Hobbs and Boraston, 2019). Le composé 1018 prévient la formation de biofilm et conduit a
I'éradication de biofilms matures chez des souches représentatives de bactéries pathogénes
Gram négatives et Gram positives, notamment P. aeruginosa, E. coli, A. baumannii, K.
pneumoniae, S. aureus résistant a la méthicilline, S. typhimurium et Burkholderia cenocepacia
(de la Fuente-Nufiez et al., 2014). Deux autres molécules DJK-5 et DJK-6 ont été décrit avec
une meilleure efficacité.(de la Fuente-Nufiez et al., 2015) Le mécanisme d’action de ces trois
peptides impliquerait une interaction directe des peptides avec le (p)ppGpp ce qui promouvrait

sa dégradation par la bactérie (de la Fuente-Nufez et al., 2015, 2014; Hobbs and Boraston,
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2019). Des études in vivo ont montré que ces molécules agissent en synergie avec des
antibiotiques conventionnels lors du traitement d’'infections. Dans un modéle d’abcés sous-
cutané chez la souris infectée par des bactéries du groupe ESKAPEE (E. faecium, S. aureus,
K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp., E. coli), la combinaison du
traitement antibiotique + peptides a montré des effets synergigues qui réduisaient de maniére
significative la taille des abces et/ou amélioraient I'élimination des bactéries du site de
l'infection (Pletzer et al., 2018). Et dans un modéle d’infection létale de Caenorhabditis
elegans et Galleria mellonella par P. aeruginosa, les peptides DJK-5 et DJK-6 réduisaient la

mortalité des invertébrés (de la Fuente-Nufiez et al., 2015).
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Les intégrons de résistance sont des acteurs majeurs de la dissémination des genes
de résistance aux antibiotiques chez les bactéries a Gram négatif. Les études sur les intégrons
et leurs régulations ont été réalisées essentiellement en culture planctonique ou il a été
démontré que 'expression de l'intégrase d’intégron de classe 1 (la plus prévalente en clinique)
était régulée par la réponse SOS (Guerin et al. 2009). Cependant, dans les écosystéemes
naturels, les bactéries vivent essentiellement sous forme de biofiims, i.e. dans des
communautés complexes de microorganismes attachés aux surfaces. Les biofilms posent
probléme aujourd’hui en clinique car ils sont a l'origine d’infections persistantes difficiles a
traiter. Des travaux précédents du laboratoire ont montré que le biofilm et le tractus intestinal
de la souris (dans lequel les bactéries vivent sous forme de biofilm) sont des environnements
propices pour I'acquisition et 'échange de cassettes de résistance par les intégrons. En effet,
il a été mis en évidence que le niveau basal d’expression ainsi que I'activité de l'intégrase de
classe 1 étaient augmentés dans un modéle de biofilm in vitro et in vivo dans le tractus digestif
de souris par rapport a la culture planctonique (Sturgeon et al 2016, these de Murielle
Baltazar). L'étude de Sturgeon et al. a aussi montré que la régulation de I'expression de intl1
en biofilm est complexe et fait intervenir plusieurs régulateurs (RelA, SpoT et Lon). Dans cette
derniére étude le niveau basal d’expression de intll a été estimé a partir du biofilm entier
(Sturgeon et al 2016). Or, le biofilm est un milieu hétérogéne ou les bactéries présentent
différents états physiologiques en fonction de leur localisation dans le biofilm.

Le premier objectif de mon travail de thése a donc été de localiser I'expression du

géne codant l'intégrase d’intégron de classe 1 (intll) en biofilm afin de déterminer si cette
expression est globale ou restreinte a certaines bactéries dans des microniches du biofilm.
L’expression de l'intégrase étant régulée par la réponse SOS, nous avons aussi étudié la
localisation.de cette réponse en biofilm via le suivi de I'expression du géne sfiA.

Le deuxiéme objectif de mon travail de thése a été de continuer la caractérisation

de la régulation de I'expression de intl1 en biofilm en explorant le rble des régulateurs globaux

CRP et IHF.
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Axe 1 : Localisation et quantification de
I’expression des genes intll et sfiA en

biofilm
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Une étude récente menée au laboratoire a montré qu’en biofilm, mode de vie préféré
des bactéries dans les écosystéemes naturels, le niveau basal d’expression des genes intll1
(intégrase d’intégron de classe 1) et sfiA (régulon SOS), est augmenté d’environ 2 a 3 fois par
rapport & la culture planctonique. Cette induction biofilm-spécifique est sous le contréle de la
réponse stringente (induite par des carences nutritives et contrblée par les régulateurs RelA
et SpoT) (Strugeon et al., 2016). Dans cette étude, les niveaux d’expression de intll et sfiA
ont été estimés a partir du biofilm entier. Cependant, comme nous I'avons vu en introduction
(chapitre 1), le biofilm est un milieu hétérogene dans lequel les bactéries présentent des
phénotypes variés selon le micro-environnement ou elles se trouvent dans le biofilm
(microniches). Il est ainsi probable, qu’au sein du biofilm, les niveaux d’expression de intll et
sfiA varient en fonction des conditions de stress percues par les bactéries dans les diverses
microniches du biofilm. Par conséquent, les résultats obtenus dans la précédente étude
pourraient ne pas refléter ce qui se passe réellement dans la structure hétérogéne du biofilm,
et ne présenter qu’une valeur moyennée du niveau d’expression de ces génes, avec certaines
bactéries qui exprimeraient les génes a haut niveau (celles dans des microniches a haut
niveau de stress, par exemple carences en nutriments) et d’autres a bas niveau (microniches
ou les bactéries seraient nourries et oxygénées correctement).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la localisation de I'expression de intll
et de sfiA au sein du biofilm. La question était de déterminer si toutes les bactéries du biofilm
subissaient la régulation via la réponse stringente ou si seulement une partie d’entre elles était
induites, et dans ce cas, a quel niveau ?

Pour répondre a cette question, nous avons tout d’abord mis au point un systéme de
culture de biofilm en « flow-cell microfluidique » couplé & un microscope confocal afin de
localiser par émission de fluorescence, I'expression des génes intll et sfiA in situ dans le
biofilm. Ensuite, nous avons développé une approche de cytométrie en flux pour quantifier
finement le nombre de bactéries exprimant les génes d’'intérét. Enfin nous avons utilisé le
FACS pour trier les bactéries du biofilm dans le but d’estimer leur niveau d’expression des
géenes intll et sfiA par RT-gPCR.
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Nos résultats ont montré qu’en absence de stress exogene, seul un tres petit nombre
(environ 1%) de bactéries situées en profondeur du biofilm expriment les génes intll et sfiA et
ce a un niveau élevé, a la fois de maniére dépendante et indépendante de la réponse
stringente. Nos résultats indiquent que des bactéries situées dans des microniches en
profondeur du biofilm subissent un stress endogene (limitation en nutriments) suffisant pour
permettre l'acquisition de genes de résistance aux antibiotiques via les intégrons. Ces
bactéries pourraient ainsi former un réservoir de bactéries responsables de la persistance des
infections.

Le travail effectué dans cet axe est présenté en deux parties : une partie de mises au
point expérimentales, et une partie Résultats présentée sous forme d’un article déposé sur

BioRxiv (bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2021.11.03.467100).
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Figure 31 : Le Systéme microfluidigue CellASIC® ONIX2

A. Eléments composant le systéme. Le systéme est constitué : (1) d’'un boitier de contrble, qui
permet linjection des solutions dans la chambre de culture (par pression), le maintien du débit et le
contrble de la température et du débit de gaz, (2) de plaques de microfluidique (il en existe différents
types en fonction de ce que l'on veut étudier) composées de chambres de culture reliées via 6
microcanaux a des puits permettant d'alimenter la chambre en différents milieux/solutions, (3) d’'un
manifold, qui se fixe sur les plaques, et qui fait le lien entre le boitier de contrdle et les plaques, il
permet d’appliquer les pressions sur les différents puits et le maintien de la température (4) d'un

logiciel qui permet d’automatiser les expériences.

B. Configuration de la plaque MO04S utilisée pour les cultures de biofilms. La plaque
microfluidigue M04S possede quatre chambres de culture indépendantes (A-D ; cercles rouges),
chacune avec une entrée de milieu par gravité (1), quatre entrées de solution (2-5), une entrée pour
les cellules (6) et deux sorties partagées (7 et 8). La chambre est entourée d’une barriére de perfusion

(cercle vert) qui la sépare des canaux d’écoulement. Cette plaque a une hauteur de 120uM ce qui

permet le développement du biofilm en trois dimensions.



Mises au point expérimentales

1. Mise au point du suivi en temps réel du développement d’un biofilm en

systéme de culture continue microfluidique par microscopie confocale

1.1.Présentation du systeme de culture continue microfluidique

Dans le but de répondre a la question de la localisation de I'expression des génes intl1
(intégrase d’intégron de classe 1) et sfiA (gene du régulon SOS) dans le biofilm, le laboratoire
s’est équipé d’'un systéme de « flow-cell microfluidique » CellASIC® ONIX2 Microfluidic system
(Merck Millipore) permettant le développement de biofilm en culture continue, et qui peut étre
couplé a un microscope confocal afin de localiser I'expression de génes d’intérét par émission
de fluorescence (Figure 31A). Ce systéme permet de suivre en temps réel le développement
du biofilm tout en contrélant de fagcon automatisée (grace a un logiciel) l'injection et le débit du
milieu, et la température (Figure 31A). Nous avons utilisé les plagues de culture « mammalian
microfluidic plate (MS04) ». Les chambres de culture de cette plague ont une hauteur de
120uM ce qui permet le développement d’'un biofilm en trois dimensions (Figure 31B). Ces
plaques possédent quatre chambres de culture indépendantes qui peuvent étre utilisées
simultanément, ce qui permet de comparer différentes conditions de milieux ou différents fonds

génétiques en paralléle.

1.2.Souches et plasmides utilisés

Afin de suivre la formation du biofilm en microcopie confocale, nous avons utilisé la
souche d’E. coli MG1656 F’ exprimant la protéine fluorescente rouge mCherry (expression
constitutive du géne mcherry introduit au site Aatt sur le chromosome de la souche) et
nommée MGcherry F’. Pour visualiser I'expression des génes sfiA et intll in situ dans le
biofilm, nous avons construit des plasmides portant une fusion transcriptionnelle entre la
région promotrice d’intérét et le géne gfp, codant la protéine fluorescente verte GFP (plasmides

pPsfiA-gfp et pPintl1-gfp). Ces plasmides ont été transformés dans la souche MGcherry F’.
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Les mises au point ont été réalisées avec la fusion PsfiA-gfp, l'activité du promoteur
PsfiA étant forte un fois la répression par LexA levée. La souche MGcherry F’ portant un
plasmide vide (pvide), et la souche MGcherry F’ portant le plasmide pPsfiA*-gfp qui contient
une fusion transcriptionnelle entre le promoteur PsfiA muté dans la boite LexA, PsfiA*, et le
gene gfp (expression constitutive de la GFP) ont servis de contréle négatif et contrdle positif

de fluorescence respectivement.

1.3.Culture des biofilms en flow-cell microfluidique

Les chambres de cultures ont d’abord été lavées avec du milieu LB pendant 5 min avec
un débit de 5 psi (72pl/h). Elles ont ensuite été inoculées avec 10ul de culture bactérienne de
nuit diluée (différentes dilutions testées) avec un débit de 0,25 psi pendant 6 s. Le débit de
milieu a alors été stoppé (plus de perfusion de milieu) pendant 15min afin de permettre aux
bactéries d’adhérer a la surface. Enfin un débit de 7ul/h de milieu de culture (LB) (1psi) a été
appliqué de facon bilatérale (a partir des puits 3 et 4) (Figure 31B) pour assurer une arrivée
homogéne du milieu dans la chambre de culture. La température de la chambre a été
maintenue a 37°C. Les biofilms ont été cultivés pendant 24 h. Le manifold contenant la plaque
a été placé sur la platine du microscope confocal inversé des le début de I'expérimentation.
Le microscope était équipé d'une chambre d'incubation maintenue a 37°C.

Dans nos premieres expériences, nous avons inoculé les chambres de culture avec
10ul de culture bactérienne de nuit (MGcherry F'/pPsfiA-gfp) diluée a 10° bactéries/ml
(DOs00=2). Un biofilm assez dense s’est rapidement formé dans la chambre de culture ce qui
s’est traduit par une saturation du signal rouge (les bactéries expriment de fagcon constitutive
la mCherry). En effet les acquisitions se faisaient sur la nuit avec un programme d’acquisition
d’'images automatisé, il était donc compliqué d’anticiper avec exactitude le moment de la
saturation pour diminuer la puissance du laser. De plus, la saturation du signal rouge nous
empéchait de visualiser les bactéries du biofilm de maniére individuelle, ce qui compliquait la

co-localisation des bactéries vertes (celle avec un promoteur PsfiA actif) et rouges (tout le
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biofilm). Aprés différents essais, nous avons choisi d’inoculer les chambres de culture avec

10ul de culture bactérienne de nuit diluée a 5x107 bactéries/ml (DOg0o=0,1).

1.4.Acquisition des images par microscopie confocale

La croissance du biofilm et 'émission de fluorescence dans le temps ont été suivies a
l'aide d'un microscope confocal inversé Carl Zeiss (Oberkochen, Allemagne) LSM 880 et d'un
objectif a immersion 40X.

L’expression du géne sfiA étant suivie par émission de la fluorescence verte (fusion
PsfiA-gfp), les réglages du laser d’excitation vert ont été optimisés en utilisant une souche qui
n’émet pas de fluorescence verte (MGcherry F’/pvide) de maniére a ne pas avoir de bruit de
fond dans le canal vert. Au moins trois positions ont été sélectionnées le long de la chambre
pour l'imagerie en temps réel. Nous avons réalisé des piles d’'images toutes les 2h pendant
24h avec des paramétres optimisés pour éviter le phénoméne de photoblanchiment
(destruction irréversible des fluorophores par une illumination trés intense) tout en conservant
une résolution satisfaisante : taille de I'image 512X512 pixels, temps d’acquisition 6 min
environ /pile d'images, épaisseur en z de 40um. Nous avons rencontré des problemes de perte
du focus au cours des acquisitions nécessitant 'achat et linstallation d’'un systéme de
stabilisation du focus sur le microscope. Les images ont été traitées pour enlever le bruit de

fond en utilisant un filtre Gaussien puis analysées a l'aide du logiciel IMARIS 9.6.

1.5.Mise au point de la visualisation de formation de biofilm par la souche
MG1656ArelAAspoT F’

L’étude de Strugeon et al. a montré que I'expression des génes intll et de sfiA est
régulée par RelA et SpoT en biofilm (régulateurs de la réponse stringente). Nous avons donc
voulu évaluer I'activité in situ des promoteurs de ces génes, PsfiA et Pintl1, dans un mutant
MGArelAAspoT. Pour visualiser la formation du biofilm en 3D et localiser I'expression d’un
gene d'intérét, il est important que toutes les bactéries du biofilm émettent une fluorescence.

Nous avons tenté de construire une souche MGcherryArelAAspoT, cependant nos multiples
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Figure 32 : Induction de la réponse SOS dans un mutant MGArelAAspoT par ajout

du colorant FM4-64

Images de microscopie confocale du biofilm de la souche MGArelAAspoT F'/pPsfiA-gfp, cultivées
pendant 24h a 37°C dans une chambre de culture microfluidique (A) avant ajout du colorant FM4-64,
(B, C) apres ajout du colorant FM4-64. Les panels A et C montrent les acquisitions dans le canal vert
et le panel B est une superposition des acquisitions dans les canaux vert et rouge. Les images ont été
générées a l'aide d'un microscope Zeiss LSM 880 et traitées avec le logiciel Imaris 9.6 (Bitplane). La

barre d'échelle représente 30 pm.



essais sont restés vains. Nous avons alors décidé de colorer les bactéries avec un colorant
de membrane, le FM4-64 (fluorescence rouge). De fagon surprenante, I'ajout du colorant & un
biofilm de 24h de la souche MGArelAAspoT F’/pPsfiAgfp a entrainé I'apparition de bactéries

vertes indiquant l'induction de la réponse SOS (Figures 32A, B et C).

2. Mise au point de la quantification du nombre de bactéries exprimant un gene
d’intérét par cytométrie en flux
Afin de quantifier la proportion de bactéries fluorescentes vertes (i.e. exprimant le gene
d’intérét ; fusion transcriptionnelle) dans le biofilm, nous avons développé une approche par
cytométrie en flux. Les biofilms ont été cultivés dans un systéme de culture continue en
microfermenteur, un systéme qui contrairement a la flow-cell, permet de récupérer le biofilm

avec une biomasse importante afin de I'analyser en cytométrie en flux.

2.1.Culture des biofilms en microfermenteur

Les biofilms de MGcherry F'/pPsfiA*-gfp ont été cultivés en culture continue pendant
24 h dans un microfermenteur (MF, Figure 19E) en verre contenant une spatule amovible
comme décrit dans (Strugeon al. 2016). Les MF ont été inoculés en insérant dans le MF une
spatule ayant trempée pendant 2 min dans 15 ml de culture bactérienne de nuit contenant 10°
bactéries/ml (DOs00=2) et brievement rincée dans du milieu LB. Le débit du milieu (LB) dans
le MF était de 1,1ml/min. Aprés 24h, le biofilm a été remis en suspension par agitation
vigoureuse du MF, et la biomasse du biofilm a été estimée en déterminant la densité optique
a 600 nm (DOeoo).

Quand cela était nécessaire des cultures planctoniques ont été réalisées : 100 ul de la
culture de nuit utilisée pour inoculer le MF, ont été dilués dans 10 ml de LB et cultivés pendant

24 h a 37°C avec agitation a 300 rpm.

2.2.Analyse par cytométrie en flux
Les biofilms resuspendus ont été dilués dans du PBS 1X a une concentration finale de

107 bactéries/ml pour étre analysés avec le trieur BD FACSAria Il (Becton Dickinson, Franklin

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 104
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Cherry +: 99,88%
a0 FITC +: 99,89%
L
—
=
=2
Q
J
PE-Texas Red-H
C
100
80 Cherry +: 2,63% - FITC +: 14,19%
L
h— -
c c
= S
S =
o O
50
T T T o, R T .
10° 1 10+ 107 107 10* 10°
PE-Texas Red-H FITC-H

Figure 33 : Probléme de maturation des protéines fluorescentes en biofilm

Profils de fluorescence dans le rouge (PE-Texas Red) et dans le vert (FITC) de culture planctonique
(A, B) ou de culture de biofilm en microfermenteur (C, D) de la souche MGcherry F’/pPsfiA*-gfp
(plasmide portant la fusion transcriptionnelle entre le promoteur PsfiA muté dans la boite LexA, et le
gene gfp ; expression constitutive de la GFP). Le % de bactéries rouges ou vertes est indiquée.



Lackes, NJ, USA) en comptant un minimum de 10° bactéries. Les bactéries ont été identifiées
en fonction de leurs tailles et structures, seuls les singulets ont été pris en compte dans
I'analyse. Une culture en MF de la souche MG1656 F’ (non fluorescente) a servi a définir les
seuils de positivité pour les fluorescences rouge et verte.

La souche MGcherry F’/ pPsfiA*-gfp (expression constitutive des génes mcherry et gfp)
montrait des bactéries rouges et vertes en microscopie confocale lorsqu’elle était cultivée en
biofilm en flow-cell microfluidique et au cytométre lorsqu’elle était cultivée en culture
planctonique (Figures 33A et B). Cependant, 'analyse par cytométrie en flux du biofilm de la
méme souche cultivée en MF, n’a montré quasiment aucune bactérie rouge et seulement une
petite quantité de bactéries vertes avec une intensité de fluorescence trés faible (Figures 33C
et D respectivement).

Nous avons alors cherché a comprendre d’ou venait le probleme et qu’elle était la
différence entre le biofim en MF et les expériences de microscopie et la culture en
planctonique. Dans le biofilm un gradient d’'oxygéne se forme au fur et a mesure de son
développement, avec des zones qui ont peu d’oxygene. Or, les protéines fluorescentes
nécessitent de I'oxygéne pour devenir mature et fluorescer (Craggs, 2009; Strack et al., 2010).
Le biofilm formé dans les MF étant plus « dense » que celui formé dans la flow-cell
microfluidique, un manque d’oxygéne pourrait expliquer I'absence de fluorescence en
cytométrie de flux a I'issue des cultures de biofilm en MF. De plus, en culture planctonique
(aération par agitation lors de la culture) les protéines mCherry et GFP fluoresgaient. Nous
avons donc conclu que le probléme venait probablement de la maturation des protéines

mCherry et GFP.

2.2.1. Test d’autres protéines fluorescentes

Nous avons d’abord testé la capacité d’autres protéines fluorescentes a fluorescer
apres la culture des bactéries en biofilm en MF. Nous disposions au laboratoire du plasmide
pZE1R-evoglow qui porte une fusion transcriptionnelle entre le promoteur P right du phage

lambda, et le géne codant la protéine fluorescente verte Evoglow® (Evocatel). Cette derniére
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Figure 34 : Capacité de différentes protéines fluorescentes a fluorescer apres

culture des bactéries en biofilm en microfermenteur

Profils de fluorescence dans le vert (FITC) de la souche d’E. coli MG1656 F’ portant I'un des plasmides
suivants : pPsfiA*-gfp, pZE1R-evoglow, pPsfiA*-gfp+, cultivée 24h en biofilm (microfermenteur, MF), et
de la souche MG1656 F’ pPsfiA*-gfp (contrdle positif de fluorescence) cultivée en planctonique (24h).
L’histogramme en gris représente le profil de fluorescence d’'une souche MG1656 non fluorescente

cultivée en MF.
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Figure 35 : Capacité de protéines fluorescentes a fluorescer aprés culture des

bactéries en biofilm en chambre ibidi

Profils de fluorescence dans le vert (FITC) (A) et dans le rouge rouge (PE-Texas Red-H) (B) de la
souche d’E. coli MGcherry F’ portant I'un des plasmides suivants : pPsfiA*-gfp, ou pPsifA*-gfp+ cultivée
en chambre ibidi (biofilm) pendant 24h. L’histogramme en gris représente le profil de fluorescence

d’'une souche MG1656 non fluorescente cultivée et traitée de la méme fagon.



est une protéine de type FbFPs (Flavin-based fluorescent proteins) dont la maturation est
indépendante de 'oxygéne (Mukherjee et al., 2013). Nous avons aussi construit le plasmide
pPsfiA-gfp+, portant la fusion transcriptionnelle PsfiA*-gfp+ (promoteur PsfiA muté dans la
boite LexA) et le géne gfp+ codant un variant de la protéine GFP. La protéine GFP+ a une
intensité de fluorescence accrue (sensibilité de détection 320 fois supérieur a celle de la GFP)
en raison de mutations améliorant I'efficacité de repliement et le rendement de fluorescence
(Scholz et al., 2000; Zaborskyte et al., 2017).

Les souches MG1656 F’/pZE1R-evoglow, MG1656 F’/ pPsfiA*-gfp+ et MG1656 F’/
pPsfiA*-gfp ont été mise en culture en MF pendant 24h et les biofilms ont été analysés par
cytométrie en flux en utilisant une culture planctonique de MG1656 F’/ pPsfiA*-gfp comme
controle positif de fluorescence. Bien que la maturation de la protéine Evoglow ® soit
indépendante de 'oxygéne, son niveau de fluorescence était aussi faible que celui de la GFP
(Figure 34). La faible intensité de fluorescence de I'Evoglow® pourrait s’expliquer par le fait
que l'intensité de fluorescence des protéines de type FbFPs est relativement faible. Lintensité
de fluorescence d’une protéine fluorescente se mesure a sa « brillance » (brillance =
coefficient d’extinction x rendement quantique) : plus cette valeur de brillance est grande, plus
forte est I'intensité de fluorescence de la protéine. La GFP a ainsi une brillance égale a 33
000, alors que la brillance de 'Evoglow ® est de 4 875. Le meilleur profil de fluorescence des
protéines testées était celui de la GFP+ (Figure 34). Bien que l'intensité de fluorescence
obtenue pour les bactéries du biofilm de MG1656 F’/ pPsfiA*-gfp+ soit élevée, elle restait bien
plus faible que celle de la culture planctonique. En effet, une partie des bactéries émettait une
fluorescence qui restait trop proche du signal d’auto-fluorescence des bactéries MG1656 F’

(non fluorescente) cultivées en MF, ce qui empéche une quantification précise.
2.2.2. Test d’un autre systéme de culture de biofilm

Nous avons donc ensuite testé un autre modeéle de culture de biofilm. Nous avons
utilisé des chambres de culture « ibidi » (Sarstedt). Contrairement aux systémes de culture

biofilm en flow-cell microfluidique ou en MF, les chambres de culture ibidi font partie des
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modeles statiques de culture de biofilm (pas de renouvellement de milieu). Ce modele a
néanmoins un certain avantage, car il permet a la fois de visualiser le biofilm in situ par
microscopie et aussi de le récupérer pour des analyses de cytométrie. Nous avons réalisé une
culture de 24h dans ce systéme en utilisant les souches MGcherry F’/ pPsfiA*-gfp et MGcherry
F'/ pPsfiA*-gfp+. Brievement, Les chambres de culture ont été inoculées avec 1ml de culture
bactérienne de nuit diluée a 10° bactéries/ml (DOs00=2), les bactéries ont ensuite été incubées
1h a 37°C afin de permettre aux bactéries d’adhérer a la surface, puis la culture bactérienne
a été enlevée et remplacée par 1ml de milieu LB. Aprés 24h de culture a 37°C, les bactéries
planctoniques présentes en suspension dans le milieu ont été retirées délicatement, le biofilm
a été rincé avec 1ml de PBS 1X avant d’étre resuspendu dans 1ml de PBS 1X. L’analyse par
cytométrie en flux des biofilms a montré que 99% de bactéries étaient rouges et vertes quelle
gue soit la construction utilisée (Figure 35). Cependant, la biomasse récupérée avec ce
systéme de culture était d’environ 2x108 bactéries, donc trop faible pour réaliser les

expériences de tri (cf paragraphe 3) pour lesquelles il faut au moins 1x10° bactéries.
2.2.3. Méthode de « récupération de la fluorescence en aérobie »

Comme nous l'avons vu en introduction (chapitre Il section 6.1.3), il a été démontré
gue des protéines dérivées de la GFP et de la DsRed peuvent rester dans un état intermédiaire
immature non fluorescent jusqu'a ce qu'elles subissent une maturation post-traductionnelle
lors de I'exposition a l'air via une approche dite d’« aerobic fluorescence recovery » (AFR)
(Pinilla-Redondo et al., 2018). Nous avons appliqué cette méthode au biofilm en MF obtenu
avec la souche MGcherry F/pPsfiA*-gfp+, la protéine GFP+ ayant le meilleur profil de
fluorescence des différentes protéines fluorescentes testées (Figure 36). Le biofilm de 24h a
été resuspendu et dilué dans du PBS 1X froid a une concentration de 107 bactéries/ml, puis
exposeé a l'air pendant un temps variable (de 1 a 6 heures ; Table 4). Nous avons aussi testé
différentes conditions (pH du tampon, température, contenant, agitation ; Table 4). Afin de
s'assurer que le signal fluorescent récupéré était exclusivement due a la maturation des

protéines produites dans le biofilm et non pas a la synthése de nouvelles protéines lors de
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Figure 36 : Effet de PAFR sur la maturation des protéines GFP+ et mCherry

Profils de fluorescence dans le vert (FITC-H) (A) et dans le rouge (PE-Texas Red-H) (B) de la souche
MGcherry F’/ pPsfiA*-gfp+ cultivée en microfermenteur pendant 24h puis exposée a I'air pendant 0, 1
ou 2h en erlenmeyer sous agitation a température ambiante, avant analyse en cytométrie en flux (les
temps (T) sont indiqués). Profil de fluorescence dans le rouge (PE-Texas Red-H) de la souche MG F’/
pPsfiA*-cherry (C) cultivée en MF pendant 24 puis exposée a I'air pendant 1h en erlenmeyer sous

agitation, a température ambiante. L’histogramme en gris représente le profil de fluorescence d'une
souche MG1656 non fluorescente cultivée et traitée de la méme fagon.



I'exposition a l'air, nous avons rajouté a la suspension de biofilm du chloramphénicol, un
inhibiteur de la traduction (Pinilla-Redondo et al., 2018) ; cet antibiotique n’induit pas la
réponse SOS chez E. coli (Baharoglu and Mazel, 2011).

Contrairement & la GFP+, pour laquelle nous n’avons observé aucun décalage du
niveau de fluorescence quelles que soient les conditions testées, la fluorescence de la protéine
mCherry a évolué fortement (Figure 36A et B). Parmi toutes les conditions testées, la C17
(Table 4) est celle qui a permis la meilleure récupération de la fluorescence rouge dans un
temps court. Dans le biofilm resuspendu (TO) seulement 1.2% des bactéries du biofilm
émettaient une fluorescence rouge. Aprés 1h d’incubation avec agitation dans un erlenmeyer
a température ambiante, 99% des bactéries étaient rouges avec une intensité de fluorescence
permettant de bien les différencier du témoin négatif non fluorescent (Figure 36B). La protéine
fluorescente mCherry s’est donc avérée étre un meilleur géne rapporteur que la GFP+ dans
ce contexte particulier de culture de biofilm en MF. Par conséquent, nous avons construit des
fusions transcriptionnelles entre le promoteur du geéne sfiA (version sauvage ou mutée dans
la boite LexA, PsfiA et PsfiA* respectivement) et le géne codant la protéine fluorescente
mCherry : PsfiA-cherry et PsfiA*-cherry. Nous avons bien confirmé avec la souche MG1656
F’/ pPsfiA*-cherry que I'on pouvait nettement séparer et quantifier les bactéries fluorescentes
apres 1h d’AFR a température ambiante (Figure 36C). Ce sont donc les fusions
transcriptionnelles avec mcherry qui ont été utilisées pour quantifier le nombre de bactéries
exprimant le géne sfiA (réponse SOS) en biofilm par cytométrie en flux (cf paragraphe 3), et

aussi pour trier ces bactéries par FACS.

3. Mise au point de la quantification par RT-qPCR du niveau d’expression d’un

géne d’intérét dans les populations de bactéries triées

Différentes étapes ont d0 étre optimisées pour arriver a quantifier le nombre de
transcrits a partir d’échantillons de bactéries triées par FACS contenant peu de bactéries (10°
a 10° bactéries).
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3.1.Extraction d’ARNs

Les kits destinés a I'extraction d’ARN a partir de peu de matériel biologiqgue donnent
toujours des renseignements concernant la quantité d’ARN qu’il est possible d’extraire a partir
de cellules eucaryotes ou de tissus, mais rarement & partir de bactéries et encore moins a
partir d’un faible échantillon de bactéries (inférieur a 108 bactéries). L’autre difficulté rencontrée
lorsque I'on extrait de 'ARN a partir d’'une faible quantité de matériel biologique est I'estimation
de la concentration de I'ARN purifie. Cette estimation est indispensable pour réaliser une
réaction de RT-gPCR en utilisant la méme quantité d’ARN initiale pour chacun des échantillons
a comparer. Nous avons accés sur la plateforme d’acides nucléiques de BISCem, au
Bioanalyzeur® qui permet a la fois de quantifier des échantillons d’ARN avec une
concentration minimale de 50pg/ul (en utilisant le kit RNA 6000 Pico) et de calculer un RIN
(RNA integrity number) qui témoigne de la qualité de I'échantillon d’ARN.

Nous avons donc testé cinqg kits d’extraction d’ARN et différentes conditions de lyse
des bactéries pour optimiser la réaction d’extraction lorsque cela était possible car certains
fabricants ne recommandent pas de traitement préalable des échantillons avant extraction,
(Table 5). Les tests d’extraction d’ARN ont été réalisés a partir de 10° bactéries.

Parmi les cing kits testés, seuls 3 kits ont permis d’obtenir des ARNs suffisamment

concentrés pour étre dosés au Bioanalyzeur® (Table 6).

Table 6 : Efficacité des kits en termes de concentration d’ARN

) i Concentration Volume

Kits testes obtenue (pg/ul) d’élution
Nucleospin RNA- Macherey Nagel <50 40 pl
Nucleospin RNA XS- Macherey Nagel 50 15
Nucleospin RNA XS Plus- Macherey Nagel 208 10 pl
RNeasy Plus Micro - Qiagen <50 10 pl
RNeasy Mini- Qiagen 792 30 ul

Le kit RNeasy (Qiagen), en améliorant I'étape de lyse, est celui qui a permis d’obtenir
le meilleur rendement. Brievement, le culot bactérien a été resuspendu dans du tampon TE

(30 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) contenant 100 ug de lysozyme et 200 pg de Protéinase
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K, puis incubé pendant 10 min a 37°C sous agitation (300 rpm). Ensuite 'ARN a été extrait
avec le kit selon les recommandations du fabricant. La concentration et la qualité des ARNs

extraits ont été estimées a I'aide d’'un BioAnalyzeur®.

3.2.Quantification du niveau d’expression de génes par RT-qPCR a partir
d’une faible quantité d’ARN

La RT-gPCR est une des techniques largement utilisée pour quantifier le niveau
d’expression de génes. L'ARN est tout d'abord rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNCc)
grace a une transcriptase inverse. L’ADNc est ensuite utilisé comme matrice pour réaliser une
PCR gquantitative (QPCR). En général, les kits de rétrotranscription (RT), suggérent d’utiliser
de 500ng a 1ug d’ARN par réaction pour synthétiser les ADNc. Comme vu ci-dessus, la
quantité maximale d’ARN obtenue a partir de 10° bactéries était d’environ 25 ng. Il était donc
nécessaire de trouver un kit de RT qui permette de synthétiser des ADNc a partir d’'une faible
quantité initiale d’ARN (environ 100pg) et un kit de qPCR assez sensible pour mesurer
'abondance de 'expression d’'un géne a partir d’'une faible quantité d’ADNc. Il existe deux
types de RT-gPCR : « One-Step » ou « Two -Step » (Figure 37). La RT-gPCR « One-step »
combine les étapes de RT et de qPCR dans un seul tube et un seul tampon, en utilisant une
transcriptase inverse et une ADN polymérase. La transcriptase inverse des RT-gPCR « One-
step » utilise les mémes amorces que la qPCR pour synthétiser les ADNc, ce qui augmente la
sensibilité de la réaction. Dans les RT-gPCR « Two-step », les étapes de RT et de gPCR sont
réalisées dans des tubes séparés.

Nous avons testé cing kits commerciaux (4 kits « one-step » et un « two-step » Table
7) avec une sonde fluorogénique (sonde Tagman) spécifique du géne rpoB, pour détecter la
cible au fur et a mesure qu’elle s’accumule au cours de la PCR. Les différents kits ont été
testés selon les recommandations des fabricants.

Le niveau d’expression du géne rpoB a été quantifié en utilisant une gamme de 10, 50,
100 ou 500 pg d’ARN de départ. Une gamme standard pour la qPCR a été réalisée a partir

d’une solution contenant le plasmide pSU38-gyrB-rpoB-cherry-intl1-sfiA (concentré a 0,2.10°
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copies/5pL) dilué successivement de 108 a 102 copies de plasmides/pL. Les résultats obtenus
pour des quantifications d’ARN sont présentés dans la Table 7. Quatre des kits testés avaient
une bonne sensibilité de détection avec une efficacité de =100% et un R? = 0.9, un donnait
des résultats aberrants (Table 7). Nous avons choisi le kit « One-step » TagMan Fast Virus 1-
Step Master Mix (Thermo Fisher qui était le seul kit permettant d’obtenir des CT inférieurs a la
limite de détection CT=32 (la gPCR étant quantitative seulement jusqu’a 102 copies = 32 CT)

quelle que soit la quantité d’ARN utilisée.
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Abstract

Class 1 integrons play a major role in antibiotic resistance dissemination among Gram-
negative bacteria. They are genetic platforms able to capture, exchange and express antibiotic
resistance gene cassettes. The integron integrase, whose expression is regulated by the
bacterial SOS response, is the key element of the integron catalyzing
insertion/excision/shuffling of gene cassettes. We previously demonstrated that the basal level
of integrase expression and in consequence, its activity, is increased via the starvation-induced
stringent response in the biofilm population. However, biofiims are heterogeneous
environments where bacteria are under various physiological states. Here we thus analyzed
at the bacterial level, the SOS response and integrase expression within the biofilm, using
confocal microscopy and flow cytometry. We showed that in the absence of exogenous stress,
only a small number of bacteria (~ 1%) located in the depth of the biofilm induce the SOS-
response leading to a high level of integrase expression, through both a stringent response-
dependent and -independent manner. Our results thus indicate that few bacteria located in
microniches of the biofilm depth undergo sufficient endogenous stress to promote the
acquisition of antibiotic resistance, forming a reservoir of bacteria ready to rapidly resist

antibiotic treatments.
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Introduction

In natural settings, bacteria most often live in complex communities attached to surfaces known
as biofilms [1]. Biofilms are highly heterogeneous environments where bacteria experience
local gradients of physical (temperature, pH) and biological (nutrients, oxygen, waste products)
parameters, resulting in microniches of distinct bacterial subpopulations [2]. Early biofilm

characterization studies used the biofilm as a whole, which provided global information

averaging the entire biofilm bacterial population [2,3]. In the last decades, the use of fluorescent

reporter genes in combination with confocal scanning laser microscopy (CLSM) has proven to
be particularly useful for monitoring gene expression heterogeneity within biofilms [4-8].
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) offered complementary information allowing to
separate biofilm subpopulations to further characterize them independently [9-11]. All these
techniques have helped to show that biofilms favor horizontal gene transfer [12], the main
driving force for the emergence and dissemination of antibiotic resistance. One of the most
striking characteristics of the biofilm is its recalcitrance towards antibiotics and host defenses,

leading to treatment failure and infection recurrence([13].

Resistance integrons (RI) are low-cost structures allowing bacteria to rapidly adapt to antibiotic
pressure [14,15]. They play a major role in the spread of antibiotic resistance among Gram-
negative bacteria [14]. Integrons are genetic platforms able to capture, exchange and express
resistance genes embedded within gene cassettes (GC) from a common promoter Pc [16].
The integrase, Intl, is the key element of the integron system, catalyzing GC insertion and
excision through site-specific recombination [17]. Among the five classes of Rls identified
based on the Intl amino acid sequence, class 1 RIs are the most frequently reported in

antibiotic-resistant clinical isolates [18,19]. The expression of the class 1 integrase, Intll, is
controlled by the bacterial SOS response, a global regulatory network addressing DNA
damages and mainly governed by the transcriptional repressor LexA [20,21]. We recently
reported that in the absence of exogenous stress, the expression level of the intll integron

integrase, as well as that of the SOS regulon gene sfiA, was higher in a continuous biofilm
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culture than in a planktonic culture [22]. This increase depended on the RelA and SpoT
proteins, the regulators of the stringent response (stress response induced upon starvation
and whose effectors are the alarmones (p)ppGpp [23]). However these data were obtained
from the whole biofilm and may not reflect what actually happens within its heterogeneous
structure, where not all bacteria are subjected to nutrient starvation [24]. Herein, using CLSM
and FACS approaches, we could refine our previous observation, and showed that actually
only a very small number of bacteria located in the depth of the biofilm expressed intl1 and
sfiA genes at a high level in both a relA/spoT-dependent and -independent manner in the
absence of exogenous stress. Most importantly our results highlight that endogenous stress in
specific microniches in the depth of the biofilm would be sufficient to form a reservoir of bacteria

fully ready to develop antibiotic resistance upon antibiotic treatments.

Materials and methods

Strains and growth conditions

Bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. Strains were grown
under planktonic or biofilm conditions at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium supplemented with
kanamycin (Km; 25ug/ml) when required.

Biofilms in continuous culture were grown for 24 h in a glass microfermentor containing a
removable spatula, as previously described [22]. Briefly, the microfermentor were inoculated
by dipping the spatula for 2 min into 15 ml of over-night bacterial culture containing 1X10°
cells/ml, followed by a brief rinse in LB medium before insertion in the microfermentor and start
of the culture. After 24h, the biofilm was resuspended by vigorously shaking the
microfermentor, and the biofilm biomass was estimated by determining the optical density at
600 nm (ODeoo).

For planktonic culture, 100 pl of the culture used to inoculate the microfermentor was diluted

in 10 ml of LB and grown for 24 h at 37°C with shaking.
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Construction of the MG1656A4att::cherry F’ strain

The E. coli MG1656/att::mcherry strain, expressing red fluorescent protein (mCherry), was
constructed by integrating a km-frt-mcherry cassette at the E. coli Aatt site in a three-step-
PCR-based approach, and removing the Km resistance gene with the FLP recombinase as
previously described [25]. Primers used to construct and verify the strain, are listed in Table

S1. The F’ plasmid was introduced by conjugation in this strain from the NEB5-alphaF' strain.

Plasmid construction

pPsfiAgfp+ and pPsfia*gfp+ were constructed by amplifying the gfp+ gene (encoding a GFP
variant with increased fluorescence intensity [8]) from plasmid pGZA1l (Table 1) using primers
PsfiA-gfp(+)INF-5 and PsfiA-gfp(+)INF-3 and cloning the amplified fragments into plasmids
pSU38PsfiAlacZ and pSU38PsfiA*lacZ respectively, digested with BamHI and Hindlll, using
the In-Fusion HD cloning kit (Clontech, Kusatsu, Japan) following manufacturer’s instructions.
pPsfiAcherry-pintllintll and pPsfiA*cherry-Pintllintll were constructed by amplifying first the
mcherry gene encoding a red fluorescent protein from pCTX2-groE-mCherry using primers
hindlll-mcherry and bamHI-mcherry2 and cloning the amplified fragment into pSU38PsfiAlacZ
and pSU38PsfiA*lacZ respectively digested with BamHI and Hindlll, yielding pPsfiAcherry and
pPsfiA*cherry. Primers ter-intl-fwd-2 and inTIl-pSU-rev, ter-ter-fwd-2 and ter-intl-rev-3, and
pSU-ter-fwd-2 and ter-ter-rev-2, were used to amplify respectively the intll gene and the
lambda t0 terminator from pZE1-intl1 (Table 1). These fragments were cloned at the Xmnl site
of pPsfiAcherry and pPsfiA*cherry respectively using the In-Fusion HD cloning kit (Clontech).

All constructs were verified by PCR and sequencing. All primers are listed in Table S1.

Time-lapse Microscopy with Microfluidic flow-cell

Experiments were performed with a CellASIC® ONIX2 microfluidic system
(www.cellasic.com). Microfluidic biofilm cultures were grown in M04S microfluidic plates (EMD
Millipore, Burlington, Massachusetts, USA). After priming with culture media, the cell culture
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chamber was loaded with 10ul of overnight bacterial culture diluted to 5X107 cells/ml with a
flow pressure of 0,25 psi for 6 s. Bacteria were allowed to attach to the surface for 15min
without media perfusion, before starting a laminar flow of 7ul /h (1psi) for 24h. The temperature
was maintained at 37°C. Image acquisition was performed with a Carl Zeiss (Oberkochen,
Germany) LSM 880 inverted confocal microscope equipped with a large incubator chamber
allowing temperature control, and a 40X oil immersion objective. At least three positions were
selected along the chamber for real-time imaging. Images were captured every 2h during 24h
with a constant 0.4 ym Z-step and were analyzed using the IMARIS 9.6 software (oxford

instruments, Tubney Wood, UK). Experiments were performed at least three times.

Aerobic fluorescence recovery (AFR)
Resuspended 24 hours old microfermentor-biofiims were diluted in PBS 1X to a final
concentration of 107 bacteria/ml. Chloramphenicol (Cm) was added at a final concentration of

100 pg/ml to prevent further protein synthesis [26]. Samples were incubated at room

temperature during 1h with shaking (300 rpm) to allow AFR [27].

Determination of the proportion of red-fluorescent bacteria by flow cytometry

The resuspend biofilm after AFR was analyzed counting 10° bacterial cells with a BD FACSAria
[ cell sorter (Becton Dickinson, Franklin Lackes, NJ, USA). Bacteria were excited with 560nm
yellow green laser and red fluorescence was collected in the PE-Texas-Red channel
(610/20nm). Bacteria were gated on basis of their distribution on forward vs side scatter plots.
Red bacteria were gated based on their distribution on side scatter vs PE-Texas-Red
fluorescence plots. The background signal was determined with a non-fluorescent bacteria
biofilm. Thresholds were applied manually to determine the boundaries between the different
populations and remained the same for all experiments. Data were analyzed using the

FlowLogic™ software (Inivai Technologies, Mentone, Australia).

Sorting of bacterial subpopulations
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Red-fluorescent bacteria were sorted from the resuspended biofilm after AFR using a BD
FACSAria lll cell sorter (Becton Dickinson). Cells were collected in Nucleoprotect RNA solution
(Macherey-Nagel, Dueren, Germany). Bacteria were gated as described above. The sort
collection chamber was maintained at 4°C. Up to 2.10° and 5.10° bacteria were collected in 2
hours for respectively both intermediate- and non-fluorescent-, and super-fluorescent-biofilm
populations. For the MGArelAAspoT super-fluorescent population approximatively 3.10°

bacteria were collected in 3 hours.

Quantification of transcripts

The pellet of sorted bacteria were incubated in 100ul of TE (30 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8.0) in the presence of 100ug of lysozyme and 200ug of Proteinase K for 10 min at 37°C with
shaking. Total RNA was then extracted with the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
following manufacter’s instructions. RNA concentration, quality and integrity were evaluated
with the Agilent RNA 6000 Pico kit on a Bioanalyzer. cDNA were synthesized from 100 pg of
RNA and quantified using the TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermofisher,
Waltham, Massachusetts, USA) following manufacter’s instructions with appropriate
oligonucleotides and Tagman probes (Table S1). Assays were performed with a CFX96 Touch
detection system (Bio-Rad®, Hercules, Californie, USA) using the following PCR cycling
conditions: 5 min at 50°C (retro-transcription reaction (RT)), 20s at 95°C (RT enzyme
inactivation) and 40 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 45s. Assays were performed in

triplicate from six independent sorting.

Quantification of plasmid copy number

Sorted subpopulations were resuspended in 300 pl of PBS 1X and incubated at 95°C for 10
min. Debris were removed by centrifugation, 5 min at 11000 g. Concentration of the extracted
DNA was measured with Qubit 4 Fluorometer (Thermofisher) and normalized to 5 pg/ul in
water. Quantification of mcherry and gyrB (single gene copy on the plasmid and on the

chromosomal DNA respectively) copy number was made from 25 pg of DNA using the
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LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kit (Roche, Bale, Switzerland) following
manufacturer’s instructions with appropriate oligonucleotides and Tagman probes (Table S1).
Assays were performed with a CFX96 Touch detection system using the following PCR cycling
conditions: 10 min at 95°C followed by 40 cycles at 95°C for 30s and 60°C for 1min. Assays
were performed in triplicate on each population from five independent sorting. The plasmid

copy number was estimated as the ratio of mcherry copy humber/ gyrB copy number.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 8 (version 8.4.3) for Windows,
GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com. For two groups comparison
a two-tailed Wilcoxon test (paired) or Mann—Whitney U-test (unpaired) test was used.

Statistically significant differences were defined by a p value lower than 0.05.

Results

Heterogeneity of the SOS response level within the E. coli biofilm

To assess the spatial distribution of the bacteria inducing the SOS response and thus
expressing intll within the biofilm in the absence of any exogenous stress, we used a
continuous microfluidic culture system coupled with confocal microscopy allowing the
development of a three-dimensional biofilm in a flow chamber and its visualization in real-time.
We used the E. coli MG1656 F' tagged on the chromosome with the mcherry gene encoding
a red-fluorescent protein expressed from a constitutive promoter (hereafter named MGcherry
F’; Table 1). We monitored the expression of intl1 and sfiA genes, both regulated by the SOS
response, using transcriptional fusions between their respective promoters, Pintl1 and PsfiA,
and the fluorescent reporter gene, gfp+. The plasmid pPsfiA*-gfp+, in which the LexA binding
region is mutated leading to constitutive expression of gfp+, was used as a positive control of
fluorescence and SOS response. The pSUAtotlacZ plasmid was used as negative control

(Table 1). We knew from our previous study that in biofilm, PsfiA activity fully depends on an
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Fig. 1: sfiA expression is heterogeneous and localized within the biofilm

a, b, ¢, CLSM images and section of the XZ planes of respectively MGcherry F’/pSUDtot, MGcherry
F’/pPsfiA*-gfp+ and MGcherry F’/pPsfiA-gfp+ biofilms grown for 24h at 37°C in microfluidic flow-cell
chamber. d, XY plan section of the MGcherry F’/pPsfiA-gfp+ biofilm image (c) at 5 pm depth. z-
stacks were generated using a Zeiss LSM 880 microscope and processed with Imaris 9.6 software
(Bitplane). Scale bar represents 30 um. e, f, g, 1D plot representing the total number of green and
red fluorescent bacteria in the biofilm as a function of their X-position, Y-position and Z-position
respectively. Boxplots are designed as median, the lower quartile (Q1) and the upper quartile (Q3).
Whiskers are extended to the extreme data points. All images are representative of one position

among 10 taken for each condition. Experiments were done in triplicate.
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active SOS response, as PsfiA is inactive in a MGArecA mutant (no activator of the SOS
response, RecA) and fully derepressed in a MGAlexA mutant (no repressor of the SOS
response, LexA) [22].

Biofilms of MGcherry F’ carrying one of the plasmids were grown for 24h in LB at 37°C. As
expected, the CLSM images showed that the MGcherry F’/pSUAtot biofilm contained only red
bacteria and the MGcherry F’/pPsfiA*-gfp+ biofilm contained bacteria that were both red and
bright green (Fig. 1a and 1b). As seen on Fig. 1c and 1d, the MGcherry F'/pPsfiA-gfp+ biofilm
contained mainly red bacteria and very few both red and green bacteria. The 1D dot plot
representing the distribution of bacteria as a function of their spatial localization further showed
an uneven distribution of green bacteria on the z-axis of the 3D image of the biofilm compared
to the x- and y- axes (Fig. 1g, 1le and 1f respectively). These results indicated that in the
absence of exogenous stress, the PsfiA promoter is activated (green bacteria) in a minority of
bacteria preferentially located in the depth of the biofilm.

We then estimated the proportion of these bacteria in the biofilm, using a FACS approach,
which allowed to analyze each bacterium separately. To obtain enough biomass for FACS
analysis, we grew our biofilms in a continuous culture in microfermentor [28]. Surprisingly, we
detected no red fluorescence from the MGcherry F’/pPsfiA*-gfp+ biofilm, and only 87% of the
bacteria in the biofilm emitted green fluorescence, which was of very low intensity. We
postulated that this lack or low level of fluorescence was related to the biofilm model itself.
Indeed, as the microfermentor-biofilm is thicker and larger than the microfluidic flow chamber
one, the oxygen concentration might be more limiting, therefore impairing the maturation of the
GFP+ and mCherry fluorescent proteins [27].

To complete the protein maturation to a fully fluorescent form, we added a step of AFR after
biofilm growth [27]. The resuspended microfermentor-biofilm was incubated for one hour at
room temperature with shaking in the presence of chloramphenicol to prevent further protein
synthesis [26]. This method allowed full recovery of red fluorescence (mCherry) with high

fluorescence emission intensity. However, for the green fluorescence, the fluorescence
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Fig. 2. Quantification of cells expressing sfiA in biofilm

Flow cytometry dot-plot analyses of a 24h-old biofiim of strain (a) MG F/pSUAtot, (b) MG
F’/pPsfiA*cherry-Pintllintll and (c) MG F’/pPsfiAcherry-Pintilintll grown in continuous culture in
microfermentor. Counting was performed after one hour of aerobic fluorescence recovery at room
temperature. The black square delimits the cherry-positive population (cherry +) based on the non -
fluorescent strain MG F’/pSUAtot (panel a), and the red rectangle defines the cherry-super-fluorescent
population (super Fluo) based on derepressed cherry expression in strain MG F’/ pPsfiA*cherry-
Pintllintl1 (panel b). The data represent one representative experimental replicate.

Non-fluorescent population
80—

T Initial culture
Intermediate population
60 mm  Super-fluorescent population
2
=
S 40 | |
:
9 * %
o 204 " e
—
o 37T
i
2+ T L I - ns
1 ] [
0
mcherry mtl1 SfIA

Fig. 3. Differential expression of mcherry, intll and sfiA in biofilm subpopulations

Expression ratio of mcherry, intl1l and sfiA transcripts from initial culture (dark pink) and sorted
sub-populations (non-fluorescent (light pink), intermediate (medium pink) and super-fluorescent
(red)) of a 24-old biofilm of MG F’/ pPsfiAcherry-Pintllintll grown in microfermentor. Relative
guantification of mcherry, intll and sfiA was performed using the 2-42Ct method, the transcript
number of each gene was normalized to the endogenous gyrB gene and calibrated to the non-
fluorescent population. Data are the average of transcripts levels measured from 6 independent
sorting experiments. Errors bars indicate the SD. Asterisks indicate significant difference: **
p<0.01; ns: non-significant (Wilcoxon test).
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intensity remained very low and too close to the background signal to be properly quantified.
Therefore, the plasmid model was adjusted accordingly. We constructed PsfiA and PsfiA*
transcriptional fusions with mcherry as the reporter gene (to follow PsfiA activity in
microfermentor-biofiims by FACS). And as we were unable to visualize by CLSM intll1
expression in the biofilm of MGcherry F’/pintl1-gfp+, probably due to the low level of intll
expression, even when the intll gene is derepressed [22], we also added on the new plasmid,
the intl1l gene under the control of its own promoter Pintl1, to subsequently estimate integron
integrase expression by RT-gPCR (see below). These plasmids were transformed in the strain
MG1656 F’, leading respectively to strains MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintil and MG
F’/pPsfiA*cherry-Pintl1lintl1 (Table 1).

After one hour of AFR, 99 % of the bacteria of a 24h-old microfermentor-biofilm of the positive
control MG F’/pPsfia*cherry-Pintllintll were bright red fluorescent (Fig. 2b). For MG
F’/pPsfiAcherry-Pintllintll, FACS dot-plot analysis showed that, as observed with the
microfluidic chamber, only few bacteria expressed fluorescence in the biofilm. This approach
further showed that this minority of red bacteria (3.3 £ 1.8 %) is clearly divided into two
populations: one (2.3 + 1.2 %) expressing red fluorescence at an intermediate level, the other
(1 £ 0.7 %) at a high level (Fig. 2c). The latter showed red fluorescence intensity equivalent to
that expressed from the constitutive promoter PsfiA*, indicating that in this population the SOS
response is strongly induced, leading to full activity of the PsfiA promoter. These two red
populations will be named hereafter “intermediate-” and “super-fluorescent-populations”

respectively.

Differential Integron integrase expression within biofilm subpopulations

As we have previously shown that basal-expression of the intl1 and sfiA genes was higher in
biofilm than in planktonic culture without any exogenous stress [22], we hypothesized that the
expression of intll and sfiA would happen within the same subpopulations in the biofilm. We
therefore sorted by FACS the three non-fluorescent, intermediate and super-fluorescent

subpopulations of the MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1 biofilm, in order to quantify in each of

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 121
Licence CC BY-NC-ND 3.0



*
%* %k % %
I—I 25— I |
300 14.2 ° 14.2
250 g0 7 °
2
200 = 20
é 150 % 5 - olq
3 100 o%e 9 15—
* KK % 2
E 50 &_ -
9 40 3
Q
1.9 10— %*
o ©
£ = 4 | |
G Jf = 1.9
o -g- 5=
3 © i
coscee, 908
0 T T T 0 T T T
c NF Inter SF NF Inter SF
6—
- °

&~
1

Expression ratio
'l
®

°
2- l_l | ns | jt
0
NF Inter SF NF Inter SF
mcherry intl1

Fig. 4: Impact of the variation in plasmid copy number in the biofilm sub-
populations on mcherry and intll expression level

a, The plasmid copy number was estimated by calculating the ratio of gene copies number of
plasmidic mcherry over chromosomal gyrB for each sorted sub-populations from a 24h-old biofilm
of MG F’/ pPsfiAcherry-Pintllintl1l strain grown in microfermentor. b, Expression ratio of aph(3')-lla
transcripts from sorted sub-populations NF, inter and super + (same biofilm as in a). Relative
quantification of aph(3")-Il (gene encoding kanamycin resistance carried on the same plasmid as
mcherry) was performed using the 2-22Ctmethod, with normalization to the endogenous gyrB gene
and calibration to the non-fluorescent population. ¢, Expression ratio of mcherry and intll
transcripts in sorted sub-populations, NF, inter and super +. Relative quantification of mcherry and
intll was performed using the 2-44Ct method, with normalization to the aph(3')-lla gene and
calibration to the non-fluorescent population. NF (non-fluorescent; light pink), inter (intermediate;
medium pink) and SF (super-fluorescent; red) sub-populations. Data are the average of gene
copies number or transcripts levels measured from 6 independent sorting experiments: Average
and standard deviation are shown as black lines (a and c), errors bars indicate the SD (b).
Asterisks indicate significant difference: * p<0.05; **** p<0.0001; ns: non-significant (Wilcoxon test).
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them the transcript levels of intll and mcherry genes (expressed from promoters Pintl1 and
PsfiA respectively) by RT-gPCR. First, we confirmed that no degradation of the bacterial RNA
or changes in the level of mcherry expression occurred in the initial culture (i.e. re-suspended
biofilm during the various steps of the experiment (AFR + sorting)) (Fig. S1).

Transcript levels were higher in the intermediate population (1.9- and 1.7-fold for cherry and
intl1 respectively) and in the super-fluorescent population (64- and 22-fold for cherry and intl1
respectively) than in the non-fluorescent population (Fig. 3). As the sfiA gene is present in the
chromosome of our MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintll strain, we therefore quantified sfiA
transcripts to verify that its expression was also induced in the fluorescent populations of the
biofilm. Surprisingly, the chromosomal sfiA transcript level was significantly increased but only
in the super-fluorescent population and at a much lower level than that of the plasmid genes
intll or mcherry (Fig. 3). Altogether, these results suggested that the strong increase in
mcherry and intll transcripts may be influenced by variations in plasmid copy number in the

biofilm subpopulations, in addition to the induction of the SOS response.

Influence of biofilm microniches on plasmid copy number

To answer the above questioning, we quantified the plasmid copy number in the three
populations of the MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1 biofilm. As shown on Fig. 4a, the plasmid
copy number increased by 1.9- and 14.2-fold respectively in intermediate and super-
fluorescent populations compared to the non-fluorescent population. We thus also quantified
the transcript level of the kanamycin resistance gene, aph(3')-lla, carried on the same plasmid
as the mcherry and intll genes, and constitutively expressed. The aph(3")-lla transcript level
should only reflect variations in the plasmid copy number. We observed that the aph(3')-lla
expression level increased in both the intermediate- and super-fluorescent-populations, in
proportions similar to plasmid copy number (Fig. 4b). Therefore, from now on, we normalized
the transcript levels of mcherry and intll genes by that of aph(3')-lla to estimate the effect of
the SOS response induction on PsfiA and Pintll activity. As shown on Fig. 4c, the activation
of PsfiA and Pintl1 occurred only in the super-fluorescent population (by 4.1- and 1.6-fold factor
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biofilm

Proportion (%) of cherry-super-fluorescent populations in (a) biofim (B, orange) and
planktonic (P, blue) cultures of the MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1 strain; (b) in biofilm of MG
F' and MGArelAAspoT F’ strains carrying plasmid pPsfiAcherry-Pintllintll. Data are the
average of at least 12 independent cultures. Asterisks indicate significant difference between
biofilm and planktonic conditions (a) or between MG and MGArelAAspoT (b); *** p<0.001
(Mann-Whitney U-test (a) or Wilcoxon test (b)). Average and standard deviation are shown
as black lines.
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respectively), in agreement with the above observations for chromosomal sfiA transcript levels
(Fig. 3). Overall, our results show that, in the biofilm, there are two bacterial populations that
express SOS-inducible genes at different levels: one expressing these genes at their low basal
non-induced level (non-fluorescent and intermediate- populations), and one at a high de-

repressed level (super-fluorescent population).

Induction of SOS response in the super-fluorescent population is only partially
dependent on the stringent response

We previously reported that the basal expression of sfiA was 2.2-fold higher in biofilm than in
planktonic culture and that this increase was dependent on the stringent response, which is
induced by the RelA and SpoT proteins [22]. To determine whether the super-fluorescent
population was specific of the biofilm and dependent on the stringent response, we analyzed
by FACS a 24h-old planktonic culture of MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1, as well as a 24h-old
microfermentor-biofilm of a mutant unable to induce the stringent response, MGArelAAspoT
F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1l (Table 1). Both cultures contained a super-fluorescent population
but in significantly lower proportion than in the MG F’/pPsfiAcherry-Pintl1lintl1 biofilm (Fig. 5a
and 5b). These results suggested that more bacteria activated the SOS-inducible promoters
Pintl1 and PsfiA in the biofilm than in the planktonic culture, and that in the biofilm about half
of the super-fluorescent population could induce the SOS response independently of the
stringent response. The next question was are the expression levels of intl1, mcherry and sfiA
similar in all three super-fluorescent populations i.e. from planktonic and both biofilms (MG F’

and ArelAAspoT mutant) cultures?

Complexity of the regulation of intll expression by the stringent response in biofilm
The amount of super-fluorescent bacteria was too low in the planktonic culture to be sorted in
a timescale suitable with our experiment. However, we were able to sort non-fluorescent and

super-fluorescent populations from a 24h-old MGArelAAspoT F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1
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Fig. 6: The stringent response induces the expression of sfiA, mcherry
and intllin the biofilm super-fluorescent subpopulations.

Expression ratio of (a) sfiA, (b) mcherry and intl1 transcripts number in non-fluorescent
(NF; light pink) and super-fluorescent (SF; red) sorted sub-populations of 24-old
biofims of MG F (circle) and MGArelAAspoT F’/ (triangle) strains carrying
pPsfiAcherry-Pintllintll. Relative quantification of mcherry, intll and sfiA was
performed using the 2-24Ct method. The number of mcherry and intll transcripts was
normalized to that of Kana gene (constitutively expressed from the plasmid) to take in
to account plasmid number variation; the transcripts number of chromosomal sfiA gene
was normalized to the endogenous gyrB gene. The calibrator was MG F’/ pPsfiAcherry-
Pintllintll non-fluorescent sub-population. Data are the average of transcripts levels
measured from at least 6 independent sorting experiments. *** p<0.001; ** p<0.01; ns:
non-significant; Mann-Whitney U-test (comparison of WT MG F’' vs MGArelAAspoT F’)
or Wilcoxon test (comparison of NF and SF populations of the same biofilm). Average
and standard deviation are shown as black lines.
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biofilms by FACS in sufficient amounts to quantify intll, mcherry and chromosomal sfiA
transcripts by RT-gPCR. Transcript levels from plasmidic mcherry and intll genes were
normalized to aph(3")-lla, the plasmid copy number being also higher in the super-fluorescent
MGArelAAspoT F'/pPsfiAcherry-Pintl1lintl1 population (Fig. S2).

In the ArelAAspoT mutant background, the transcript level of chromosomal sfiA was not
significantly higher in the super-fluorescent population compared to the non-fluorescent
population, contrary to what was observed in the wild type (WT) MG F’ background (Fig. 6a),
suggesting that the significant increase of sfiA expression in MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1l
super-fluorescent population depended on the stringent response. However, the transcript
levels of the plasmid genes, mcherry and intl1, were significantly higher in the MGArelAAspoT
super-fluorescent population than in the non-fluorescent population (Fig. 6b). Nevertheless,
intll expression ratio was still higher in the super-fluorescent population of the WT MG F’
background than in the mutant one (Fig. 6b). The trend was the same for the mcherry gene,
although the difference of expression between the WT and mutant background super-
fluorescent populations did not appear to be significant (Fig. 6b). Altogether these results
indicated that for the mcherry and intll genes, the stringent response participates but is not
the only stress to be involved in the SOS response induction in the super-fluorescent
population of the biofilm.

Surprisingly, although the level of mcherry expression was the same in the non-fluorescent
WT and mutant populations, as observed for chromosomal sfiA expression (Fig. 6), intll
expression was significantly lower in the non-fluorescent mutant population than in the WT
population (Fig. 6b). These results suggested that in the non-fluorescent population, the

stringent response activates intl1 expression in a SOS-independent manner.

Discussion
Bacterial biofilms are highly heterogeneous environments where bacteria experience various

stress [2]. Working with the total biofilm population forces one to average and minimize the
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observed effects, or even miss some of them, when they occur in a small number of bacteria,
as shown here. Indeed, we previously showed that the expression level of intl1 and sfiA genes
in the absence of exogenous stress (basal expression) was higher, but not fully de-repressed,
in biofilm than in planktonic culture [22]. Here, analyzing the biofilm at the bacterial level, we
showed that actually only few bacteria (around 1%) located within the depth of the biofilm
activated the two promoters, Pintll and PsfiA, at a strong level. FACS analyzes were more
sensitive than CLSM identifying 3 populations with different level of fluorescence (non-,
intermediate- and super-fluorescent, representing in average respectively 97%, 2% and 1% of
the bacteria in the biofilm; Fig. 2). However, contrary to the super-fluorescent population, in
the intermediate population, the fluorescence did not correlate with increased PsfiA and Pintl1
activities, it only reflected an increase in the copy number of the ColE1-type plasmid carrying
the PsfiA-mcherry transcriptional reporter and the integron integrase Pintl1-intll (Fig. 4). It has
been shown that starvation/limitation of specific amino acids (Thr, Arg and Leu among those
tested) led to a rise in the copy number of ColE1-type plasmids in both relA+ and relA- E. coli
strains. This rise was even greater in the relA- strain than in the relA+ strain (as observed in
this study, Fig. 4a and S2) for starvation of specific amino acids (lle, Thr and His) [29]. These
observations therefore confirmed that in the biofilm, bacteria undergo amino acid limitations,
and further indicated that the stronger the limitation, the higher the plasmid copy number.
Indeed, the super-fluorescent population which has the highest plasmid copy number is the
one that undergoes a sufficiently strong amino acids limitation to induce the stringent response,
which in turn would activate the SOS response [22,30]. FACS and RT-gPCR analyses also
suggested the existence of other regulation pathways different from the stringent response,
that could induce the SOS response, activating both PsfiA and Pintl1 in the super-fluorescent
population of the MGArelAAspoT mutant biofilm (Fig. 5 and 6b). Biofilms of E. coli ArelAAspoT
mutants have been found to have reduced catalase activity (i.e. lower oxidative stress defense)
and elevated reactive oxygen species (ROS) OHe levels [31]. ROS are known to induce the

SOS response [32]. However the super-fluorescent bacteria are mainly located in the depth of
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the biofilm (Fig. 1) where the oxygen concentration is commonly low [2]. Therefore, the
likelihood that oxidative stress via ROS production is one of the signals that induce the SOS
response in the super-fluorescent population of ArelAAspoT mutant biofilm does not seem
very likely, but would need to be investigated. Unfortunately, we could not verify this hypothesis
as were not able to construct an MGcherryArelAAspoT F’ mutant strain to monitor and localize
the PsfiA-gfp+ expression in flow-cell, as we did with the WT strain (Fig. 1). Another stress
inducing the SOS response in the biofilm, could be phosphate starvation, which has also been

found to induce the LexA regulon [33].

We were surprised to find that the level of intll expression in the non-fluorescent ArelAAspoT
population was significantly lower than in the non-fluorescent WT MG F’ population (Fig. 6b).
It indeed suggested that the basal activity of Pintl1 is reduced in the non-fluorescent population
in the absence of (p)ppGpp (alarmones produced by RelA and SpoT upon nutrient starvation).
Since this effect was not observed for the PsfiA promoter, it appears to be specific to Pintll
and independent of the SOS response. Interestingly, Strugeon et al. have shown that in biofilm,
the expression of Pintl1* (Pintll promoter with a mutated LexA-binding-site) is regulated by
the Lon protease, which was not the case with WT Pintl1 [22]. The Lon protease is known to
be activated by the polyphosphate (poly-P) that accumulates upon the stringent response
induction. In the model proposed by Strugeon et al., the poly-P-Lon complex would control the
stability of an unidentified regulator of Pintl1 (repressor) that would only act when the Pintl1
promoter is released from LexA. Thus, one could imagine that in the non-fluorescent population
of the ArelAAspoT mutant biofilm, the basal level of poly-P-Lon is no longer sufficient to ensure
the degradation of the inhibitor of the derepressed Pintll promoter. In this case, the basal
activity of Pintl1 would decrease due to the absence of (p)ppGpp and the lower level of poly-
P-Lon. Another hypothesis to explain this decrease in basal Pintl1 activity in the ArelAAspoT
non-fluorescent population would be a direct effect on the transcription. Indeed, (p)ppGpp
regulates positively or negatively transcription initiation from specific promoters by binding

directly to RNA polymerase (RNAP) at two sites [34,35]. In these (p)ppGpp regulated
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promoters, a discriminator region (region between the conserved -10 promoter element and
the transcription start site (TSS)) with more A+T rich content was linked to activated promoters
[35,36]. Pintl1 shares some characteristics of (p)ppGpp activated promoters (conserved bases
in the -10 region, T and A bases in the discriminator region and TSS [35,37]). It is tempting to
assume that the intl1l promoter basal activity in the biofilm might be stimulated by (p)ppGpp,
but this will need to be confirmed.

Overall, our results showed that the regulation of integron integrase expression in biofilm is
complex. There are two main populations with different characteristics in the biofilm: the vast
majority of the bacteria expressing the SOS-regulon gene sfiA and intl1 at a basal level, which
for intll expression seems to depend on (p)ppGpp; and a minor population (1%), located in
the depth of the biofilm that faces amino acid limitations leading to the induction of the stringent
response, as well as other limitations (phosphate ?), all being endogenous stresses inducing
the activation of SOS-regulated promoters in this population (Fig. S3). As a result, this
population would be able to acquire antibiotic resistance genes via the expression of Intl1.
Dorr et al. showed that the formation of E. coli persisters (subpopulation of bacteria (usually
less than 1%) surviving in presence of high bactericidal antibiotic pressure without an increase
in MIC [38,39]) was induced by the SOS response after fluoroquinolone treatment [40]. Bernier
et al. demonstrated that the tolerance of E. coli biofilm to ofloxacin depended on starvation and
SOS response [41]. Intriguingly, our super-fluorescent-biofilm population shares several
characteristics describing triggered persistence: i) it is induced upon amino acids limitation (via
the stringent response) and possibly other nutrients limitations, ii) it represents a minor
proportion (around 1%) of the biofilm and iii) both states (super-fluorescence/SOS induction
and persistence) are transient. Indeed, persistent bacteria, when treated with bactericidal
antibiotics, will regrow when diluted in an antibiotic-free media, their progeny being as sensitive
to drugs as the parental population. And, in our case, when grown again in microfermentor,
sorted super-fluorescent bacteria of the MG F’/PsfiAcherry-Pintllintl1 biofilm gave rise to a

new biofilm containing the same sub-populations as in the initial biofilm (Fig. S4). It is tempting
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to infer that the super-fluorescent-biofilm population could be a persister population induced
by endogenous stresses of the biofilm. If so, it would mean that in the biofilm, the super-
fluorescent population, which expresses the SOS response at high level, would be both
tolerant to antibiotics and ready to express antibiotic resistance through gene cassettes
acquisition or shuffling via the integron integrase. Furthermore, the activation of the SOS
response in the super-fluorescent population could also induce error-prone DNA polymerases
leading to mutations involved in antibiotic resistance (Fig. S3). In the case of antibiotic
treatment, these features would allow resistant bacteria to be readily selected for. It was indeed
recently shown that persisters of E. coli after fluoroquinolone treatment displayed enhanced
resistance toward several antibiotics following recovery from treatment, and this was linked to
the SOS response and the error-prone polymerase V [42].

It has been long supposed in clinical practice, that the main characteristic hampering biofilm
treatment was their thick-layered structure, limiting the penetration of antibiotics, thus exposing
them to sub-MIC concentrations that would facilitate the selection of antimicrobial resistance.
Nowadays, it is clear that biofilm endurance is multifactorial [13,43]. It was shown in a P.
aeruginosa biofilm that some bacteria undergo endogenous oxidative stress leading to double-
strand DNA breaks. The mechanisms involved in repair of these DNA breaks, which were
SOS-response-independent, generated genetic variations within the population, conferring
various selective advantages, in particular mutations that increased the emergence of
antibiotic resistant bacteria that could be selected for when biofilms were exposed to antibiotic
treatment [44]. Here we demonstrate, that in addition to its structural advantage, the biofilm
lifestyle promotes levels of local endogenous stresses, even in the absence of antibiotic
pressure, that give rise to a small population of bacteria expressing at high-level, genes
regulated by the SOS response. This population which shows most of the characteristics
required for tolerance to antibiotics and for antibiotic resistance acquisition, could constitute a

reservoir of bacteria fully ready to rapidly resist antibiotic treatment, being the cause of
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recurrent infections and impacting the management of nosocomial infections and antibiotic

treatments.
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Figure legends

Fig. 1: sfiA expression is heterogeneous and localized within the biofilm.

a, b, ¢, CLSM images and section of the XZ planes of respectively MGcherry F’/pSUDtot,
MGcherry F’/pPsfiA*-gfp+ and MGcherry F’/pPsfiA-gfp+ biofilms grown for 24h at 37°C in
microfluidic flow-cell chamber. d, XY plan section of the MGcherry F'/pPsfiA-gfp+ biofilm image
(c) at 5 um depth. z-stacks were generated using a Zeiss LSM 880 microscope and processed
with Imaris 9.6 software (Bitplane). Scale bar represents 30 um. e, f, g, 1D plot representing
the total number of green and red fluorescent bacteria in the biofilm as a function of their X-
position, Y-position and Z-position respectively. Boxplots are designed as median, the lower
guartile (Q1) and the upper quartile (Q3). Whiskers are extended to the extreme data points.
All images are representative of one position among 10 taken for each condition. Experiments

were done in triplicate.

Fig.2: Quantification of cells expressing sfiA in biofilm.

Flow cytometry dot-plot analyses of a 24h-old biofilm of strain (a) MG F’/pSUAtot, (b) MG
F’/pPsfiA*cherry-Pintl1lintl1 and (c) MG F’/pPsfiAcherry-Pintl1intl1 grown in continuous culture
in microfermentor. Counting was performed after one hour of aerobic fluorescence recovery at
room temperature. The black square delimits the cherry-positive population (cherry +) based
on the non -fluorescent strain MG F’/pSUAtot (panel a), and the red rectangle defines the
cherry-super-fluorescent population (super Fluo) based on derepressed cherry expression in
strain MG F’/ pPsfiA*cherry-Pintllintll (panel b). The data represent one representative

experimental replicate.

Fig. 3: Differential expression of mcherry, intll and sfiA in biofilm subpopulations.

Expression ratio of mcherry, intl1 and sfiA transcripts from initial culture (dark pink) and sorted
sub-populations (non-fluorescent (light pink), intermediate (medium pink) and super-
fluorescent (red)) of a 24-old biofim of MG F’/ pPsfiAcherry-Pintllintll grown in

microfermentor. Relative quantification of mcherry, intl1l and sfiA was performed using the 2

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 136
Licence CC BY-NC-ND 3.0






638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

649

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

664

arCtmethod, the transcript number of each gene was normalized to the endogenous gyrB gene
and calibrated to the non-fluorescent population. Data are the average of transcripts levels
measured from 6 independent sorting experiments. Errors bars indicate the SD. Asterisks

indicate significant difference: ** p<0.01; ns: non-significant (Wilcoxon test)

Fig. 4: Impact of the variation in plasmid copy number in the biofilm sub-populations
on mcherry and intll expression level

a, The plasmid copy number was estimated by calculating the ratio of gene copies number of
plasmidic mcherry over chromosomal gyrB for each sorted sub-populations from a 24h-old
biofilm of MG F’/ pPsfiAcherry-Pintllintl1 strain grown in microfermentor. b, Expression ratio
of aph(3')-1la transcripts from sorted sub-populations NF, inter and super + (same biofilm as in
a). Relative quantification of aph(3')-1l (gene encoding kanamycin resistance carried on the
same plasmid as mcherry) was performed using the 224t method, with normalization to the
endogenous gyrB gene and calibration to the non-fluorescent population. ¢, Expression ratio
of mcherry and intll transcripts in sorted sub-populations, NF, inter and super +. Relative
guantification of mcherry and intl1 was performed using the 224“* method, with normalization
to the aph(3')-lla gene and calibration to the non-fluorescent population. NF (non-fluorescent;
light pink), inter (intermediate; medium pink) and SF (super-fluorescent; red) sub-populations.
Data are the average of gene copies number or transcripts levels measured from 6
independent sorting experiments: Average and standard deviation are shown as black lines (a
and c), errors bars indicate the SD (b). Asterisks indicate significant difference: * p<0.05; ****

p<0.0001; ns: non-significant (Wilcoxon test).

Fig. 5: Comparison of cherry expression level in biofilm and planktonic conditions, and
effect of the stringent response on mcherry expression in biofilm
Proportion (%) of cherry-super-fluorescent populations in (a) biofilm (B, orange) and planktonic

(P, blue) cultures of the MG F’/pPsfiAcherry-Pintllintl1 strain; (b) in biofilm of MG F’ and
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MGArelAAspoT F’ strains carrying plasmid pPsfiAcherry-Pintllintl1. Data are the average of at
least 12 independent cultures. Asterisks indicate significant difference between biofilm and
planktonic conditions (a) or between MG and MGArelAAspoT (b); *** p<0.001 (Mann-Whitney

U-test (a) or Wilcoxon test (b)). Average and standard deviation are shown as black lines.

Fig. 6: The stringent response induces the expression of sfiA, mcherry and intll in the
biofilm super-fluorescent subpopulations.

Expression ratio of (a) sfiA, (b) mcherry and intll transcripts number in non-fluorescent (NF;
light pink) and super-fluorescent (SF; red) sorted sub-populations of 24-old biofilms of MG F’
(circle) and MGArelAAspoT F’/ (triangle) strains carrying pPsfiAcherry-Pintllintl1l. Relative
guantification of mcherry, intl1 and sfiA was performed using the 24“*method. The number of
mcherry and intl1 transcripts was normalized to that of Kana gene (constitutively expressed
from the plasmid) to take in to account plasmid number variation; the transcripts number of
chromosomal sfiA gene was normalized to the endogenous gyrB gene. The calibrator was MG
F’/ pPsfiAcherry-Pintl1intl1 non-fluorescent sub-population. Data are the average of transcripts
levels measured from at least 6 independent sorting experiments. *** p<0.001; ** p<0.01; ns:
non-significant; Mann-Whitney U-test (comparison of WT MG F’ vs MGArelAAspoT F’) or
Wilcoxon test (comparison of NF and SF populations of the same biofilm). Average and

standard deviation are shown as black lines.
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Table 1: Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids

Genotype or description

Reference or use

E. coli Strains

MG1656 F’ lacZ null derivative of E. coli MG1655 carrying the [45]
F’ plasmid

NEB 5-alpha F=Iq F=proA B laclq (lacZ)M15 zzf::Tn10 New England
(Tetr)/fhuA2_(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 Biolabs, Evry,
_80_(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 France
hsdR17

MG1656Acpx!::km-frt cpxl gene replaced by the km-frt cassette in strain [46]
MG1655

MG1656Aatt::mcherry F°  Insertion, at the Aatt site, of the mcherry gene This study
under the control of the constitutive ApR promoter

MG16560relAlspoT F’ Deletion of relA and spoT in MG1656 [22]

Plasmid

s

pKOBEGA A-red recombination system expression plasmid [47]
Vector carrying the flp gene encoding the FLP

pCP20 recombinase specific to FRT sites, [48]
thermosensitive; Amp"Cm’

pZE1-intl1 intl1 gene under the control of its own promoter; This study
Amp’

pSU38AtotlacZ Vector carrying the lacZ coding sequence with no [49]
translation initiation region nor promoter; Km"
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686

pSU38PsfiAlacZ sfiA promoter cloned into pSU38AtotlacZ; lacZ [22]
under the control of PsfiA; Km'

pSU38PsfiA*lacZ sfiA promoter cloned into pSU38AtotlacZ; lacZ Laboratory
under the control of PsfiA*, PsfiA carrying the collection
mutation LexAmut2 in the LexA box, inhibiting
LexA binding and leading to constitutive
expression [20]; Km'

F’ F’ conjugative plasmid allowing enhanced biofilm [28]
formation; TetR

pPsfiA-gfp+ gfp+ under the control of the promoter of the sfiA This study
gene, PsfiA; Km'

pPsfiA*-gfp+ gfp+ under the control of PsfiA*; Km" This study

pCTX2-groE-mCherry Pgroe controlling mCherry expression [50]

pPsfiAcherry-Pintl1intl1 mcherry under the control of PsfiA, and int/1 from This study
In40 class | integron under the control of its own
promoter Pintl1; Km'

pPsfiA*cherry-Pintl1int/1 pPsfiAcherry-Pintl1int/1 carrying the mutation This study
LexAmut2 in the LexA box of PsfiA; Km"

pGZA1 pUC18-mini Tn7T-Gm-Pcp-gfp+; Gen', [8]
amplification matrix for the gfp+ gene
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Fig. S1: Stability of RNA

Transcript numbers of mcherry, gyrB and rpoB genes were quantified by RT-gPCR in the initial
population (re-suspended 24h biofilm) of MG F'/ pPsfiAcherry-Pintllint/1 strain grown in
microfermentor, before AFR (black), after AFR (dark grey) and after sorting (light grey). Data
are the average of transcripts levels measured from 6 independent sorting experiments. Errors

bars indicate the SD. ns: non-significant (Wilcoxon test). AFR: aerobic fluorescence recovery.
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Fig. S2: Plasmid copy number in mutant MGArelAAspoT

The plasmid copy number was estimated by calculating the ratio of gene copies number of
plasmidic mcherry over chromosomal gyrB for each sorted sub-populations from a 24h-old
biofilm of MGArelAAspoTF’/ pPsfiAcherry-Pintllint/1 strain grown in microfermentor.

NF (non fluorescent; light pink), and SF (super-fluorescent; red) sub-populations. Data are the
average of 6 independent sorting experiments. Asterisks indicate significant difference: ****

p<0.0001 (Wilcoxon test). Average and standard deviation are shown as black lines.
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Fig. S3: Heterogeneous expression of sfiA and int/1 in the biofilm

In the biofilm, the vast majority of bacteria (non-fluorescent and intermediate populations,
99% of the bacteria, pink bacteria) express the sfiA and int/1 genes at a low basal level. Only
few bacteria in the biofilm (super-fluorescent population, 1%, red bacteria) experience a level
of endogenous stress (various nutrients limitations) high enough to induce the SOS response in
a stringent response-dependent and stringent response-independent manner. This induction
thus allows for high-level expression of genes regulated by the SOS response, leading to various
outcomes favoring the acquisition/expression of antibiotic resistance, such as the
acquisition/shuffling of resistance gene cassettes via the integron integrase, antibiotic
resistance mutation via the error-prone polymerases, and potentially also antibiotic

tolerance/persistence.
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Fig. S4: Quantification of cells expressing sfiA in biofilm grown from the sorted super-

fluorescent population

Sorted super-fluorescent population of strain MG F’/pPsfiAcherry-Pintl1lint/1 was used to grow a biofilm
in continuous culture in microfermentor for 24h at 37°C. The biofilm was analyzed by flow cytometry.
Counting was performed after one hour of aerobic fluorescence recovery at room temperature. The dot-
plot analyses is shown. The black square delimits the cherry-positive population (cherry +) based on the
non -fluorescent strain MG F'/pSUAtot and the red rectangle defines the mcherry-super-fluorescent
population (super Fluo) based on derepressed mcherry expression in strain MG F’/ pPsfiA*cherry-

Pintllint/1. The data represent one representative experimental replicate.
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Extended data Table 1: Primers and Probes used in this study

Construction Primer name Primer sequence Reference

MG1656Aatt::cherry

Aatt.A1.500-5 CGATGGCGATAATATTTCACC !

Aatt.B1.500-3 CCCTGATACTCACCAGGCATC !

Aatt.A2.Amp-xfp-3 GCGTTTTTTATTGGTGAGAATTACTAACTTGA !
GCGAAACG

Aatt.B2.Amp-xfp-5 TGAGTAGGACAAATCCGCCGCTAAAAAAGCAG 1!

GCTTCAACG
AATT-ext5 GGCGATAAATTGCCGCATCG laboratory collection
AATT-ext3 TGCCACCATCAAGGGAAAGCCC laboratory collection
Kmfrt-Xhol-5 AGCCTCGAGATGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTT !

C
Kmfrt-Sacl-3 CAGGAGCTCCTCATATGAATATCCTCCTTA 1

pSU38Psfiagfp+ and pSU38Psfia*gfp+

Psfia-gfp(+)INF-5 ~ CAGGGGCTGGATTGATTATGGATCCCAAAGGA  This study
GAAGAACTTTTC
Psfia-gfp(+)INF-3 GCAAAAGCACCGCCGGACAAGCTTTTATTTGT This study

AGAGCTCATCCATGC

pSU38Psfiacherry and pSU38Psfia*cherry

hindlll-mcherry GATAAGCTTGTCGACTTACTTGT This study

bamHI-mcherry?2 CATGGATCCCAAGGGCGAGGAGGATAA This study

pSU38Psfiacherry-pintlintl/1,, and pSU38Psfia*cherry-pintlinti1,,

ter-intl-fwd-2 GAGCTCGTAAACTTGTCACCTCGAGGTCGACG This study
G

inTl-pSU-rev GGGTGTCAGTGAAGTACGCCTAGGTCTAGGGC This study
GGC

ter-intl-rev-3 CAAGTTTACGAGCTCGCTTGGAC This study

ter-ter-fwd-2 GTAAACTTGGTCTGACGCTCAGTGGAACG This study

ter-ter-rev-2 GTCAGACCAAGTTTACGAGCTCG This study

pSU-ter-fwd-2 CCTGCCACATGAAGCGTCTGACGCTCAGTGGA This study
ACG

Sequencing
Intl1 fwd CGAACGCAGCGGTGGTAA This study
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pZA for GTCTTTCGACTGAGCCTTTC laboratory collection
MRV-D2 TGCTGACGCACCGGTG laboratory collection
pSU38-verif-sq GCCCACCCCCTGTCCCTC laboratory collection
gqRT-PCR
intl1-LC1 GCCTTGATGTTACCCGAGAG 2
intl1-LC5 GATCGGTCGAATGCGTGT 2
sfiA-L1 TTACAGCAACTCGGTCAGCA laboratory collection
sfiA-R1 CAGTGTGGCAAGGGGAGA laboratory collection
rpoB-R1 GTTTGGTACGCGCAGAGAAG This study
rpoB-L2 CCGGTATCGTTTACATTGGTG This study
cherry-L2 GTGACCGTGACCCAGGACT This study
cherry-R1 TGGTCTTCTTCTGCATTACGG This study
gyrB-13 GCTGCTGTTGACCTTCTTCTA This study
gyrB-R3 TGTTCCTGCTTGCCTTTCT This study
kana R1 GTAGCCGGATCAAGCGTATG This study
kana L1 GAAGGGACTGGCTGCTATTG This study
[6FAM] CTGGGCTACCCTTAACGAAAGTAATG
sfiA-probe laboratory collection
CAGA [TAM]
rpoB-probe [6FAM] CTGGTTGGTAAGGTAACGCCGAAAGG laboratory collection
T [TAM]
intl1-probe [6FAM] ATTCCTGGCCGTGGTTCTGGGTTT 2
[BHO1]
gyrB-probe [6FAM] TCGTCAGATGCCGGARAATCGTTGA This study
[BHO1]
cherry-probe [Cy5]CAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGT  This study
[BHOZ]
kana-probe [6FAM] TCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGC [ This study
BHQ1]
1. Lacotte, Y., Ploy, M.-C. & Raherison, S. Class 1 integrons are low-cost structures in Escherichia coli. ISME
J. 11, 1535-1544 (2017).
2. Barraud, O., Baclet, M. C., Denis, F. & Ploy, M. C. Quantitative multiplex real-time PCR for detecting class

1, 2 and 3 integrons. J. Antimicrob. Chemother. 65, 1642-1645 (2010).
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Axe 2 : RoOle des protéines CRP et IHF
dans laregulation de I’expression de

I'intégrase intll en biofilm
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Une doctorante au laboratoire, Emilie Strugeon, s’est intéressée a la régulation de
'expression de l'intégrase de classe 1, intl1, en biofilm, mode de vie privilégié des bactéries
dans les écosystemes naturels. Son étude a montré qu’en biofilm le niveau basal d’expression
de intll (niveau d’expression en absence de stress exogéne) est augmenté de plus de deux
fois par rapport a une culture planctonique (Strugeon et al., 2016). Afin d’identifier ce qui
induisait cette augmentation, elle a évalué le role de différents régulateurs globaux dans la
régulation de I'expression de intll en biofilm : RpoS (réponse générale au stress), CpxR
(réponse au stress d'enveloppe), LuxS (quorum sensing), RelA/SpoT (réponse stringente) et
Lon (dégradation des protéines). Pour cela des mutants de délétion des différents génes
mentionnés ont été créés et le niveau d'expression de la B-galactosidase de fusions
transcriptionnelles entre la région promotrice de intll et le géne rapporteur lacZ a été mesuré
chez ces mutants. Il a ainsi été démontré que la régulation de I'expression basale de intl1 en
biofilm faisait intervenir les régulateurs RelA/ SpoT et la protéase Lon (Strugeon et al., 2016).
Le modele de régulation proposé par les auteurs est décrit dans le chapitre I, (Figure 10).
Brievement, lors de carences nutritives la réponse stringente est induite en biofilm et augmente
le niveau d’expression de l'intégrase intll en agissant a deux niveaux : d’'une part en induisant
la réponse SOS et d’autre part via un mécanisme indépendant de la réponse SOS qui met en
jeu la protéase Lon et un autre régulateur encore non identifié (Strugeon et al., 2016).

Dans cette partie de mon travail de thése, jai continué la caractérisation de la
régulation de I'expression de intll en biofilm en explorant le réle de deux autres régulateurs
globaux : CRP (cAMP Receptor Protein impliqué dans la régulation de la répression
catabolique) et IHF (Integration Host Factor, impliqué dans le maintien global de I'architecture
de ’ADN bactérien).

La protéine CRP (cAMP Receptor Protein) est surtout connue pour son implication
dans la régulation de génes du métabolisme des sources de carbone secondaires (Galinier,
2018). Lors de la présence de plusieurs sucres dans le milieu (glucose, arabinose, lactose...),
la bactérie utilise préférentiellement le glucose et réprime les genes responsables du

métabolisme des autres sources de carbone comme le lactose et I'arabinose, c’est ce que I'on
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Figure 38 : Séquence consensus du site de fixation du complexe CRP-AMPc

Séquence consensus obtenue par [lalignement de toutes les séquences connues et

expérimentalement déterminées pour la fixation de la protéine CRP-AMPc grace au logiciel WebLogo
(Crooks et al. 2004). En ordonnées, les bits correspondent a la conservation de la base a une position
donnée, et en abscisses, la position des différentes bases dans le motif pour le site concerné. C :
Cytosine, T : Thymine, G : Guanine, A : Adénine. Adaptée de Prodoric 8.1

(http://www.prodoric.de/vfp/). (Thése Claire Lallement, Université de Limoges, 2018).
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Figure 39 : Séquence consensus du site de fixation de la protéine IHE

Séquence consensus obtenue par alignement de toutes les séquences nucléotidiques connues et
expérimentalement déterminées pour la fixation de la protéine IHF grace au logiciel WebLogo (Crooks
et al. 2004). En ordonnées, les bits correspondent a la conservation de la base a une position donnée
et en abscisses, la position des différentes bases dans le motif pour le site concerné. C : Cytosine, T :
Thymine, G : Guanine, A : Adénine. Adapté de Prodoric 8.1 (http://www.prodoric.de/vfp/. (Theése Claire

Lallement, Université de Limoges, 2018).


http://www.prodoric.de/vfp/
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appelle la répression catabolique. Lorsqu’il n’y a plus de glucose dans le milieu de culture, la
concentration intracellulaire d’AMP cyclique (AMPc) augmente et celui-ci forme un complexe
avec la protéine CRP, CRP-AMPc, qui pourra alors induire l'expression des génes
responsables du métabolisme des sources de carbone secondaires en se fixant sur son site
CRP (site de fixation long de 22 pb et partiellement palindromique, Figure 38) (Crooks et al.,
2004) dans la région promotrice de ces génes (Galinier, 2018). Il est ainsi connu que le glucose
réprime l'activité de la protéine CRP et que I'arabinose I'induit.

Chez E. coli, la protéine CRP n’est pas seulement impliquée dans la répression
catabolique, elle régule en fait plus de 500 génes (selon la base de données Regulon DB,
http://regulondb.ccg.unam.mx, (Gosset et al., 2004; Zheng et al., 2004)) impliqués dans
différents processus : résistance aux antibiotiques (Hirakawa et al., 2006), formation de biofilm
(Liu et al., 2020), réponse stringente (Nakagawa et al., 2006), osmorégulation (Balsalobre et
al., 2006),... Baharoglu et al. ont identifié un site de fixation de CRP dans la région promotrice
de lintégrase de l'intégron sédentaire chromosomique de V. cholerae, intlA, et montré que
I'expression de intlA est régulée directement par la protéine CRP indépendamment de la
réponse SOS (Baharoglu et al., 2012). La recherche d’un site putatif de fixation de CRP dans
le site attll contenant la région promotrice de intll, avec l'outil en ligne PRODORIC
(Procaryotic database of gene regulation ; http ://www.prodoric.de) a par contre été vaine,
suggérant I'absence de régulation transcriptionnelle directe par CRP sur I'expression de intl1.
Cependant, lors des études menées par Emilie Strugeon pour vérifier I'implication de la
protéine RelA dans la régulation de I'expression de intll en biofilm, des essais de
complémentation du mutant ArelA utilisant le systéme pBad (relA cloné sous la dépendance
du promoteur Paasap qui est réprimé en présence de glucose, et induit en présence
d’arabinose), ont donné des résultats inattendus, suggérant un effet potentiel du glucose et/ou
de l'arabinose sur I'expression de intl1.

La protéine IHF (integration host factor) est un régulateur global impliqué dans le
maintien global de I'architecture de 'ADN bactérien. Elle est composée de deux sous-unités,

o et B, codées respectivement par les genes ihfA et ihfB (Haluzi et al., 1991). Selon la base
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Table 8 : Souches et plasmide utilisés dans cette étude

Souches et , -
Génotype ou description Référence

plasmides

Souches de E. coli

MG1656 F’ MG1655 lacZ- portant le facteur conjugatif F’ Strugeon et al.2016

MG1656AihfA::KmFRT Délétion de ihfA par remplacement du géne par une cassette KmFRT ; KmR Cette étude

Délétion de crp par remplacement du géne par une cassette KmFRT ; KmR Cette étude

MG1656Acrp::KmFRT

MG1656Acrp F/ MG1656 délétée du géne crp Cette étude

MG1656AihfA :CmFRT  Délétion de ihfA par remplacement du gene par une cassette CmFRT ; Cm® Cette étude

=
NEB 5-alpha F=Iq F=proA_B_laclq _(lacZ)M15 zzf::Tn10 (Tetr)/fhuA2_(argF-lacZ)U169 New England
phoA gInV44 _80_(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relAl endA1 thi-1 hsdR17 Biolabs
Plasmides
F Facteur conjugatif F améliore la formation du biofilm ; Tet? Ghigo, J.-M. 2001
pKOBEGA Plasmide portant I'opéron RedyBa du phage lambda sous le controle d’'un  Chaveroche et al.,
promoteur pBAD inductible. L'opéron code pour des protéines red qui 2000
permettent I'intégration d’un fragment d’ADN linéaire dans le
chromosome bactérien par recombinaison homologue. Origine de
réplication thermosensible repA101ts (30°C); AmpR
pCP20 Plasmide portant le géne flp codant la recombinase FLP spécifique des Chereparov et
sites FRT, Origine de réplication thermosensible pSC101 (30° C),; Wackernagel,
AmpRCmR 1995
Pintl1-lacZ Site att/ de I'intégron de classe 1, In40, cloné dans le plasmide Guérin et al. 2011
pSU38totlacZ : géne lacZ sous le controle du promoteur intl1, Pintl1 ;
origine de réplication p15a; KmR
Pintl1*-lacZ Pintl1-lacZ avec la mutation LexAmut2 dans la boite LexA de Pintl1, Guérin et al. 2011

pZS*tetR1.1-mcsl

pZS*tetR1.1-relA

pZS*tetR1.1-crp

empéchant la fixation de LexA a son site (expression constitutive):
Pintl1* ; origine de réplication p15a; KmR

Plasmide portant Py,s-tetR entre le géne bla et le terminateur t0, et le
promoteur synthétique P .o, devant le site de clonage multiple MCS1 ;
origine de réplication Psc101*; AmpR

Identique a pZS*tetR11-mcs1 mais avec le géne relA sous le controle du

promoteur synthétique P ,.o.;; origine de réplication Psc101*; AmpR

Identique a pZS*tetR1.1-mcs1 mais avec crp sous le controle du

promoteur synthétique P ..., ; origine de réplication Psc101*; AmpR

Strugeon et al.2016

Strugeon et al.2016

Cette étude



de données RegulonDB (http://regulondb.ccg.unam.mx), IHF régulerait 'expression d’environ
229 genes chez E. coli K-12 (elle peut agir comme activateur ou répresseur) impliqués dans
des mécanismes moléculaires comme la recombinaison, la réplication (Dhavan et al., 2002;
Swinger and Rice, 2004) ou encore dans la tolérance des bactéries a I'ampicilline (Deter et

al., 2021). La protéine IHF possede un site de fixation de 16 pb riche en AT (Figure 39).

1. Matériels et méthodes

1.1.Souches bactériennes, plasmides et conditions de culture

1.1.1. Souches bactériennes et plasmides

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette étude sont listés dans la

Table 8.
1.1.2. Conditions de culture

Les souches ont été cultivées dans des conditions de culture planctonique ou de biofilm
a 37°C dans du milieu Luria-Bertani (LB) supplémenté en kanamycine (Km ; 25ug/ml),
Ampicilline (Amp ; 100upg/ml) et Anhydrotétracycline (aTc; 100ng/ml) quand cela était
nécessaire.

Les biofilms ont été cultivés en culture continue pendant 24 h dans un microfermenteur
(MF) en verre contenant une spatule amovible comme décrit dans (Strugeon al. 2016).
Brievement, les MF ont été inoculés en y insérant une spatule ayant trempée pendant 2 min
dans 15 ml de culture bactérienne de nuit contenant 2x10° bactéries/ml (DOgso0=2) puis
brievement rincée dans du milieu LB. Le débit du milieu LB dans le MF est de 1,1ml/min. Aprés
24h, le biofilm a été remis en suspension par agitation vigoureuse du MF, et la biomasse du
biofilm a été estimée en déterminant la densité optique a 600 nm (DOsgoo).

Pour la culture planctonique, 100 pl de la culture de nuit utilisée pour inoculer le MF

ont été dilués dans 10 ml de LB et cultivés pendant 24 h a 37°C avec agitation & 300 rpm.
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Table 9 : Amorces utilisées dans cette étude

NOM Séquence 5’ 9 3’
CRP-500-3 TGCCCAACGCATAGATGAGC
CRP-500-5 GCAGGATCGAAACCACATC
CRP-ext3bis ACGGTACAGCAGACTTAG
CRP-extb5bis TTCACAATCGACCACATC

CRP-KmFRT-L3

GAAGCAGCTCCAGCCTACACACATGCGCGGTTATCCTCTGTTATA

CRP-KmFRT-L5

GAACTTCGGAATAGGAACTAATCCCGTCGGAGTGGCGCGTTA

ihfA-ext3 TTGGGGAGTTGCCCTTGC
ihfA-exth GAATGAGGTTGAGTTCCGT
ihfA-ext3 TTGGGGAGTTGCCCTTGC
ihfA-exth GAATGAGGTTGAGTTCCGT

ihfA.Cmfrt.L-3

CTAAGGAGGATATTCATATGCATAGGTTCAATCCCTCAATGATGC

ihfA.Cmfrt.L-5

GAAGCAGCTCCAGCCTACAGTAATCTGATCTAACTAAAAAGGC

KmFRT.ampli-3

CCATGCAAAAATTTTAATCAGC

KmFRT.ampli-5

ACTCTCTATCGTTGAATCGCGACAG

Km-verif-3 GGATTCATCGACTGTGGCCG
Km-verif->5 CAGTCATAGCCGAATAGCCT
Cm-frt-ampli-3 CATATGAATATCCTCCTTAG
Cm-frt-ampli-5 CTGTAGGCTGGAGCTGCTTC




1.2.Constructions des mutants MG1656Acrp et MG1656AihfA

La délétion des genes crp et ihfA de la souche E. coli MG1656 a été réalisée par la
méthode PCR-3-temps, comme décrite dans (Datsenko and Wanner, 2000). Brievement, la
délétion d’'un géne par PCR-3-temps consiste a (i) amplifier les régions adjacentes (environ
500bp) en amont (pool droit) et en aval (pool gauche) du géne a déléter avec des amorces
comprenant une région complémentaire a la cassette de résistance et (ii) amplifier la cassette
de résistance. Un fragment d’ADN constitué des régions adjacentes au géne a déléter et de
la cassette de résistance est ensuite obtenu par une PCR assemblage. Le fragment obtenu
est ensuite transformé par électroporation dans une souche MG1656/pKOBEGA. Le plasmide
pKOBEGA porte des genes codant des protéines qui limitent la dégradation de 'ADN linéaire
a lintérieur de la bactérie et permettent son intégration par recombinaison homologue. Les
mutants obtenus ont été vérifiés par PCR, puis la délétion a été transféré dans la souche
MG1656 par transduction avec le bactériophage Plvir avant de retirer la cassette de
résistance via la recombinase FLP. Nous avons ainsi obtenu les souches MG1656Acrp et
MG1656AihfA. Le facteur F'tet a ensuite été introduit par conjugaison dans ces souches a
partir de la souche NEB5-alphaF' (Table 8) pour obtenir les souches MG1656Acrp F’' et
MG1656AihfA F’. Les amorces utilisées pour les délétions et les vérifications sont listées dans
la Table 9.

Pour le mutant MG71656AihfA::KmFRT, l'excision de la cassette KmFRT était
impossible car nous avons rencontré des difficultés a transformer le plasmide pCP20. I
semblerait que I'absence de la protéine IHF pose un probléeme pour la transformation de
plasmides dont l'origine de réplication est thermosensible. En effet, il a été rapporté dans la
littérature que les mutants AihfA sont sensibles a la différence de température (Bykowski and
Sirko, 1998). La conservation de la cassette KmFRT posait probleme car les plasmides que
nous utilisons dans cette étude portent des génes de résistance a la kanamycine. Nous avons
donc remplacé le gene ihfA par une cassette CmFRT conférant la résistance au

chloramphénicol.
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1.3.Construction du plasmide de complémentation pZStetR1.1crp
Le géne crp a été amplifié a partir de '’ADN génomique de MG1656 avec les amorces
crp-IF-ATG et crp-IF-Stop (Table 9), et cloné en utilisant le kit de clonage In-Fusion HD
(Clontech) selon les instructions du fabricant, dans le fragment pZStetR1.1 obtenu a partir du
plasmide pZStetR1.1lrelA digéré par Kpnl/Hindlll. Nous avons ainsi obtenu le plasmide

pZStetR1.1crp. Les amorces utilisées sont listées dans le Table 9.

1.4.Essais B-galactosidase

Le dosage de la B-galactosidase a été effectué en utilisant des échantillons de 0,5 ml

de culture planctonique ou 0,5 ml de biofilm resuspendu, comme précédemment décrit dans

(Jové et al., 2010).

1.5.Analyse statistique
L'analyse statistique a été réalisée a l'aide de GraphPad Prism version 6.04 pour
Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com”. Pour la
comparaison entre deux groupes, on a utilisé un test de Wilcoxon (« Two-tailed », apparié)

Les différences statistiguement significatives ont été définies par une valeur p inférieure a 0,05.

2. Résultats

2.1.Role de la protéine CRP dans la régulation de I’expression de intll

2.1.1. Effet de la délétion de crp

Afin d’évaluer le réle de la protéine CRP dans la régulation de intll, nous avons
construit une souche d’E. coli MG1656 délétée du géne crp afin de comparer I'activité du
promoteur de intl1 dans la souche sauvage et son dérivé Acrp, en culture planctonique et en
biofilm. Pour ce faire, nous avons utilisé une fusion transcriptionnelle entre la région promotrice
de intl1 et le géne rapporteur lacZ (Pintl1-lacZ). D’abord, nous avons examiné la capacité du
mutant Acrp a former du biofilm. Ce dernier a formé autant de biofilm que la souche sauvage

(DOsoonm moyenne du biofilm resuspendu de 4.1 + 0.6 pour la souche sauvage vs 4.3 £ 0.8
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Figure 40 : Influence de la protéine CRP sur I’expression de intll

Le niveau d'activité du promoteur sauvage (régulé par la réponse SOS) de l'intégrase, Pintl1 (A) ou du
promoteur muté dans la boite LexA (expression constitutive) Pintl1* (B) a été estimé par dosage de
I'activité B-galactosidase (exprimée en unités Miller) de cultures en biofilm (B; orange) et planctonique
(P; bleu) pour les souches MG1656 F’' (WT) et MG1656Acrp F’ (Acrp) contenant le plasmide Pintl1-
lacZ ou Pintl1*-lacZ. Le ratio des activité 3-galactosidase B/P est indiqué. Chaque point représente un
réplicat biologique. Les moyennes et les écart-types sont indiqués. Test Wilcoxon, ; ** p<0.01; *

p<0.05; ns: non significatif.



pour le mutant Acrp; p>0,05). Les essais -galactosidase ont montré qu’en absence de CRP,
le niveau d’expression de intll n’est pas trés différent entre culture biofilm (B) et planctonique
(P) (ratio B/P des activités B-galactosidases de 1.2) alors que dans la souche sauvage, le
niveau basal d’expression de intl1 est 5,3 fois plus élevé en biofilm qu’en planctonique (Figure
40A). Ces résultats indiquent que la protéine CRP est impliquée dans la régulation biofilm-
spécifique de intl1.

Sturgeon et al. ont montré que dans un mutant ArecA le niveau I'expression de intll
est trés faible voire nul que ce soit en culture planctonique ou en biofilm, suggérant que
laugmentation du niveau basal d’expression de lintégrase en biofilm dépendait
essentiellement de I'induction de la réponse SOS (Strugeon et al., 2016). lls ont aussi montré
gu'en fait RelA régule cette expression a la fois de facon SOS-dépendante et SOS-
indépendante. Afin de savoir si la régulation via CRP était exclusivement SOS-dépendante,
nous avons aussi estimé I'impact de la délétion de crp sur I'activité du promoteur de intll muté
dans la boite LexA, Pintl1* (mutation empéchant la fixation de la protéine LexA sur sa boite
LexA située dans la région promotrice de intll et induisant donc une expression constitutive
de intll), avec la fusion transcriptionnelle Pintl1*-lacZ. Les résultats obtenus avec Pintl1*-lacZ
ont montré qu’en absence de CRP, le niveau d’expression de intl1 n’est pas significativement
différent entre cultures biofilm et planctonique, alors qu'il est 2 fois plus élevé en biofilm avec
la souche sauvage (Figure 40B). L’ensemble de ces résultats indique donc que , comme ce
qui avait été observé avec RelA (Strugeon et al., 2016), CRP régulerait I'expression de intl1
en biofilm en induisant d’une part la réponse SOS (abolition du facteur B/P=5,3 dans le biofilm
Acrp, induction d( essentiellement a la réponse SOS d’aprés Sturgeon et al.) et d’autre part
via une régulation ne faisant pas intervenir la réponse SOS (abolition du facteur B/P=2 dans

le biofilm Acrp avec le Pintl1 déréprimé expression indépendante de la réponse SOS).
2.1.2. Complémentation par CRP

Afin de confirmer le réle de CRP dans la régulation de I'expression de intl1 en biofilm,

nous avons complémenté les souches MG1656Acrp F’/ Pintl1*-lacZ et MG1656Acrp F’/ Pintl1-
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Figure 41 : Complémentation du mutant Acrp

Le niveau d'activité du promoteur sauvage de l'intégrase, Pintl1l (A) ou du promoteur muté Pintl1* (B) a
été estimé par dosage de [lactivité B-galactosidase (exprimée en unités Miller) des souches
MG1656Acrp F' /pPintll-lacZ et MG1656Acrp F’ /pPintll*-lacZ portant également le plasmide
pZS*tetR1.1-mcsl (pZS-mcsl) ou pZS*tetR1.1-crp (pZS-crp). Les souches ont été cultivées pendant
24 h en biofilm (orange ; B) ou en culture planctonique (bleu ; P) en I'absence (-) ou en présence (+)
d'anhydrotétracycline (ATc, 100ng/ml ; induction de la synthése de la protéine CRP). Le ratio unités
Miller B/P est indiqué. Trois a six réplicats biologiques par souches ont été réalisés, chaque point
représente un réplicat biologique. Les moyennes et les écart-types sont indiqués. Test Wilcoxon, ; **

p<0.01; * p<0.05; ns: non significatif.



lacZ avec CRP. Afin de produire la protéine CRP de facon contrblée, le géne crp a été cloné
sous la dépendance du promoteur P01, dont I'activité est réprimée par le répresseur TetR
(dont le géne est présent sur le plasmide et est exprimé de facon constitutive) qui se lie
fortement a I'opérateur tetO présent au sein du promoteur Peio-1 (plasmide pZS*tetR1.1-crp ;
Table 8). Le systéme est induit par 'anhydrotétracyline, un dérivé de la tétracycline qui comme
cette derniére présente une affinité élevée pour le répresseur TetR (Da Re et al., 2007; Lutz
and Bujard, 1997). Comme attendu, lorsqu’on introduit le plasmide de complémentation vide
(pZS*tetR1.1-mcsl) dans les souches MG1656Acrp F’/ Pintl1-lacZ et MG1656Acrp F’/ Pintl1*-
lacZ, le niveau d’expression ne varie pas entre les deux types de cultures biofilm et
planctonique (Figures 41A et B). Par contre, l'induction de la production de CRP via le
plasmide pZS*tetR1.1-crp, restaure le phénotype sauvage dans les deux souches, c’est-a-dire
que le niveau d’expression basal de intl1 est plus élevé en biofilm qu’en culture planctonique,
confirmant I'implication de CRP dans la régulation de intl1 en biofilm (Figure 41A et B). De
facon trés surprenante, la présence du plasmide pZS*tetR1.1-crp a suffi pour complémenter
les deux souches testées méme sans induction par I'anhydrotétracyline (Figure 41). Ces
résultats étranges pourraient s’expliquer par le fait que le systéeme de répression TetR/Preto-1
ne serait pas totalement efficace et qu'’il y aurait une petite fuite d’expression de crp suffisante
pour rétablir la régulation CRP-dépendante. Ce résultat suggere que quelgues molécules de

CRP suffiraient pour restaurer le niveau d’expression de intll en biofilm.
2.1.3. Effet de I’arabinose sur I’expression de intil

Comme dit précédemment, la protéine CRP est impliqguée dans la régulation de génes
du métabolisme des sources de carbone secondaires, et son activité est réprimée en présence
de glucose et induite en présence d’arabinose. Nous avons donc évalué I'expression de intll
dans la souche sauvage portant la fusion transcriptionnelle Pintl1-lacZ en culture planctonique
et en biofilm en présence de 1% de glucose ou de 1% d’arabinose. En planctonique, I'ajout
d’arabinose a induit I'expression de intl1 de 13 fois par rapport a la condition glucose (Figure

42) confirmant une régulation de I'expression de intll par la répression catabolique et CRP.
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Figure 42 : Effet de I’arabinose sur I’expression de intll

Ce graphique représente le ratio des activités B-galactosidase mesurées dans la souche MG1656 F’
/pPintl1l-lacZ cultivée en milieu LB + 1% de glucose (damier) ou en milieu LB + 1% d’arabinose
(zébrure) sur celle cultivée dans du milieu LB + 1% de glucose. Les souches ont été cultivées pendant
24h en biofilm (orange) ou en culture planctonique (bleu). La différence d’induction Arabinose/Glucose
est spécifiée. Cing réplicats biologiques ont été réalisés par condition. Les moyennes et les écart-types

sont indiqués.
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Figure 43 : Complémentation du mutant Acrp par RelA
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Le niveau d'activité du promoteur sauvage (Pintll) ou muté (Pintl1*) de l'intégrase a été estimé par
dosage de l'activité B-galactosidase (exprimée en unités Miller) des souches MG1656Acrp F’ /pPintl1-
lacZ et MG1656Acrp F’ /pPintl1*-lacZ portant également le plasmide pZS*tetR1.1-relA. Les souches
ont été cultivées pendant 24 h en biofilm en I'absence (non induit; cercle orange) ou en présence
(induit; carré vert) d'anhydrotétracycline (100ng/ml) (ATc ; induction de la synthése de la protéine

RelA). Chaque point représente un réplicat biologique. Les moyennes et les écart-types sont indiqués.



Cependant, en biofilm, le niveau d’expression de intll n’a pas significativement varié entre les
deux conditions (Figure 42). Cette différence d’effet de I'arabinose entre cultures planctonique
et biofilm, pourrait s’expliquer par le fait qu’en biofilm, le niveau d’activit¢ maximal de CRP
serait déja atteint, et que I'ajout d’arabinose resterait donc sans effet.

L’ensemble de ces résultats indique que (i) la protéine CRP régule I'expression de intll
probablement de facon indirecte (ii) cette régulation est favorisée par le mode de vie biofilm,
en effet la régulation de intl1 en planctonique n’est visible que si I'activité de CRP est induite
par l'arabinose. || semblerait le mode de vie biofilm soit un environnement induisant I'activité

de CRP.
2.1.4. Complémentation par RelA

Comme mentionné plus haut, nous n’avons pas identifié de site putatif de fixation de la
protéine CRP au sein de la région promotrice de intl1 ; il semblerait donc que la régulation de
intl1 par CRP soit indirecte. De plus, comme le montrent nos résultats CRP induirait
'expression de intl1l en biofilm de fagon SOS-dépendante et SOS-indépendante (Figure 40)
(Strugeon et al., 2016). Une étude a montré que CRP régulait positivement le promoteur P2
du géne relA lors de la transition entre la phase exponentielle et la phase stationnaire
(Nakagawa et al., 2006). Si la régulation par CRP passait par I'induction de I'expression de
relA, alors il devrait étre possible de complémenter I'absence de CRP par RelA. Nous avons
donc complémenté la souche Acrp par RelA en biofilm et en planctonigue en transformant le
plasmide pZS*tetR1.1-relA dans les souches MG1656Acrp F’/ Pintl1-lacZ et MG1656Acrp F'/
Pintl1-lacZ. Les résultats préliminaires ont montré que l'induction de la production de RelA n’a
pas permis de restaurer le niveau d'expression de intll en biofilm quelle que soit la
construction utilisée (Figure 43). Ce résultat semble suggérer que RelA ne serait pas le

chainon manquant entre CRP et I'induction de I'expression de intl1 en biofilm.
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Figure 44 : Influence de la protéine IHF sur I’expression de intll

Le niveau d'activité du promoteur de lintégrase, Pintll a été estimé par dosage de l'activité (-

galactosidase (exprimée en unités Miller) de cultures en biofilm (B; orange) et en planctonique (P;
bleu) pour les souches MG1656 F’/ Pintl1-lacZ (WT) et MG1656AihfA F’/ Pintl1-lacZ (AihfA). Le ratio

des activité B-galactosidase B/P est indiqué. Chaque point représente un réplicat biologique. Les

moyennes et les écart-types sont indiqués. Test Wilcoxon, ; ** p<0.01.



2.2.Influence de la protéine IHF sur I’expression de intll

Afin d’étudier l'influence de la protéine IHF sur I'activité du promoteur Pintl1 en biofilm,
nous avons construit une souche MG1656 F’ délétée du géne ihfA MG1656AihfA ::CmFRT F’,
et avons comparé, dans ce fond génétique, l'activité du promoteur Pintl1 en culture
planctonigue et en biofilm. Contrairement a la mutation Acrp, la délétion du gene ihfA a un effet
sur la capacité de la souche a former du biofilm : le mutant forme environ 2 fois moins de
biofilm que la souche sauvage (DOsoonm Mmoyenne de la souche sauvage 3.1 +0.9 vs 1.4 +0.3
pour le mutant AihfA ; p<0,05). Les essais B-galactosidase montrent que par rapport a la
souche sauvage, en absence de ihfA le niveau d’expression de intll diminue de fagon
significative que ce soit en culture planctonique ou en biofilm, I'effet étant plus important en
biofilm (diminution d’un facteur 1.6 en planctonique et 4 en biofilm ; Figure 44). Bien que le
niveau d’expression de intll diminue fortement en biofilm dans la souche MG1656 AihfA
F’/Pintl1, 'activité de Pintl1 y reste deux fois plus élevée en biofilm qu’en culture planctonique
(Figure 44). L’ensemble de ces résultats suggérent que méme si IHF semble étre impliquée
dans la régulation de I'expression de intl1, elle semble avoir un effet a la fois en planctonique
et en biofilm, et sa délétion n’abolit pas l'induction biofilm-spécifique du niveau basal

d’expression de intl1.
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Discussion
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Les biofilms sont responsables d’infections chroniques ou récurrentes difficiles a
éradiquer avec les traitements antibiotiques classiques (Bjarnsholt, 2013). Ce sont des
environnements trés hétérogénes (présence de gradients de concentration en oxygéene, en
nutriments, de pH...) ou toutes les bactéries ne présentent pas le méme état physiologique et
métabolique, et ou un certain nombre d’entre elles sont fortement tolérantes aux antibiotiques
(Stewart and Franklin, 2008). La récalcitrance des biofilms vis-a vis des antibiotiques est
multifactorielle (Hall and Mah, 2017; Lebeaux et al., 2014; Uruén et al., 2020). Les bactéries
persistantes sont suspectées jouer un rbéle majeur dans la récalcitrance du biofilm aux
antibiotiques. Plusieurs études indiquent que l'induction de la réponse stringente (induite par
des carences en nutriments) est responsable de la formation des bactéries persistantes
notamment en biofilm ou les bactéries sont sujettes a des carences en nutriments (Amato and
Brynildsen, 2014; Nguyen et al., 2011). Un autre mécanisme permettant aux bactéries de
survivre aux traitements antibiotiques, est I'échange de génes de résistances aux antibiotiques
par transfert horizontal de génes (Hall and Mah, 2017; Lebeaux et al., 2014; Uruén et al.,
2020). La présence d’intégrons, systémes bactériens d’acquisition, d’échange et d’expression
de cassettes de géene codant des résistances aux antibiotiques (Escudero et al., 2018), est
fortement corrélée a la multirésistance chez les bactéries a Gram négatif (Deng et al., 2015;
Leverstein-van Hall et al., 2003). Une étude récente menée au laboratoire a montré que les
biofilms sont des environnements favorables a I'acquisition/échange des génes de résistance
aux antibiotiqgues via les intégrons et donc potentiellement a I'émergence de bactéries
multirésistantes (Strugeon et al., 2016). En effet, 'expression des génes intl1 et sfiA (géne du
régulon SOS) est augmentée plus de deux fois en biofilm par rapport a la culture planctonique
de facon RelA et SpoT dépendante (régulateurs de la réponse stringente) (Strugeon et al.,
2016). Si ce travail démontrait I'existence d‘une régulation de l'intégrase biofilm-dépendante,
il était basé sur I'analyse de données obtenues & partir d’un biofilm entier. Au vu de la structure
hétérogéne du biofilm, cette derniére pourrait ne pas refléter ce qui se passe réellement dans

les différentes populations de bactéries qui constituent le biofilm.
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1. Le stress endogéne dans le biofilm favorise I'apparition d’une sous-
population de bactéries a fort potentiel de résistance

Le premier objectif de mon travail de thése était donc de localiser I'expression du géne
intl1 en biofilm afin de déterminer si I'induction de son expression était généralisée dans le
biofilm ou localisée seulement dans certaines microniches. L'expression de l'intégrase étant
régulée par la réponse SOS, nous nous sommes également intéressés a I'expression du géne
sfiA en biofilm, connue pour étre fortement induite par la réponse SOS (Courcelle et al., 2001).
Pour visualiser I'expression des génes intll et sfiA dans chaque bactérie du biofilm et non pas
de facon globale, nous avons utilisé des fusions transcriptionnelles entre les promoteurs
d’intérét et une protéine fluorescente, et un systéme de flow-cell microfluidique associé a un
microscope confocal pour suivre I'expression des génes par émission de fluorescence in situ
dans le biofilm. Nous avons ensuite évalué la proportion de bactéries exprimant sfiA en biofilm
par cytométrie en flux, et enfin nous avons quantifié I'expression de intl1 et de sfiA par RT-
gPCR dans les différentes sous-populations de bactéries du biofilm triées par FACS selon leur
niveau de fluorescence.

Nos résultats de microscopie confocale ont montré qu’en absence de stress exogéne,
seul un nombre trés restreint de bactéries situées préférentiellement dans les couches
profondes du biofilm, exprimaient le géne sfiA (réponse SOS). Nous n’avons par contre pas
pu localiser I'expression de intl1l probablement car son niveau d’expression est trop faible
(Strugeon et al., 2016) pour permettre de dépasser le seuil de sensibilité de fluorescence du
microscope confocal. L'expression localisée de genes de réponse aux stress dans certaines
parties du biofilm a déja été démontrée. En effet, le géne rpoS (codant le régulateur de la
réponse globale aux stress chez E. coli) est exprimé par toutes les bactéries du biofilm au
début du développement de ce dernier, mais lorsque le biofilm devient mature, seules les
bactéries présentes a l'interface air-liquide expriment le géne rpoS (lto et al., 2009b). La
localisation des bactéries exprimant sfiA en profondeur du biofilm est cohérente avec les

résultats obtenus par Strugeon et al. qui montraient que l'induction de I'expression de sfiA en
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biofilm est sous le contrble de la réponse stringente (Strugeon et al., 2016). En effet, il a été
montré que les bactéries localisées dans les couches profondes du biofilm mature sont
confrontées a des carences en nutriments (Huang et al., 1998; Petroff et al., 2011; Stewart,
2003; Stewart and Franklin, 2008). Des études ont aussi montré que les bactéries situées dans
des microniches en profondeur du biofilm sont peu ou pas actives métaboliquement (Huang
et al., 1998; Williamson et al., 2012). Nous avons essayé de suivre en temps réel I'expression
de sfiA en biofilm avec des acquisitions toutes les deux heures afin de déterminer a quel
moment les bactéries ont activé le promoteur PsfiA. Cependant, la perte de focus au cours
des acquisitions a rendu ce suivi compliqué. Les rares acquisitions gue nous avons pu avoir a
divers temps et qui étaient exploitables pour I'analyse d'image, ont montré que lintervalle de
temps de 2h était trop long pour suivre correctement les bactéries vertes. Cet intervalle de 2h
avait été choisi pour éviter le phénomene de photoblanchiment (destruction irréversible des
fluorophores par une illumination trés intense/perte de fluorescence). En fait une meilleure
approche pour suivre la dynamique d’expression de sfiA en biofilm serait d’utiliser un
microscope confocal a « spinning disk » plus adapté pour des acquisitions en temps réel sur
des échantillons vivants. Ce type de microscope, contrairement au microscope confocal a
balayage laser, permet de faire des acquisitions tres rapides et limite considérablement le
photoblanchiment tout en conservant une haute résolution (Oreopoulos et al., 2014). Il pourrait
aussi étre intéressant d’utiliser comme géne rapporteur un variant de la GFP avec une demi-
vie réduite. Cette derniére ne s’accumulant pas dans la bactérie, elle permettrait d’avoir une
localisation temporelle, de voir des situations de ON/OFF i.e. d’avoir une vision plus juste du
moment de la perception du stress par la bactérie ainsi que de la durée de la réponse
(Andersen et al., 1998).

La quantification de la proportion de bactéries exprimant sfiA en biofilm par cytométrie
en flux a permis de confirmer et d’approfondir les résultats obtenus par microscopie confocale.
Les analyses de cytométrie en flux ont permis d’identifier 3 populations exprimant le gene sfiA
a des niveaux différents: une population non fluorescente majoritaire (environ 97% de la
biomasse du biofilm) et qui exprimerait donc sfiA & un niveau basal trop bas pour étre visualisé
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en fluorescence, une petite population intermédiaire en niveau de fluorescence (environ 2%
de la biomasse du biofilm) et une population super-fluorescente trés minoritaire (environ 1%
de la biomasse du biofilm) qui exprimerait sfiA & un niveau élevé. Nous avons donc trié les
trois populations par FACS et quantifié par RT-qPCR le niveau d’expression des géenes intll
et mcherry, exprimés respectivement & partir des promoteurs Pintll et PsfiA et porté par un
méme plasmide (de type ColEl), et du gene chromosomique sfiA dans chacune des sous-
populations. Comme attendu, le niveau d’expression de intl1 et mcherry était plus élevé dans
les populations intermédiaire et super-fluorescente du biofilm que dans la population non-
fluorescente. Etonnamment, seule la population super-fluorescente montrait un niveau
d’expression du geéne sfiA chromosomique significativement plus élevé et ce niveau
d’induction était beaucoup plus bas que celui des génes intll et mcherry portés par le
plasmide. La quantification du nombre de copies de plasmides dans les différentes sous-
populations du biofilm a montré une augmentation du nombre de copies de plasmide d’environ
2 et 14 fois dans les populations intermédiaire et super-fluorescente respectivement. Cette
augmentation était corrélée a l'augmentation du niveau d’expression du géne aph(3')-lla
(présent sur le méme plasmide que intll et mcherry et exprimé de fagon constitutive). Aussi,
afin de différencier I'influence du nombre de copies de plasmide et celle de I'induction SOS, et
de n’estimer que le seul effet de la réponse SOS sur le niveau d’expression des génes intll et
mcherry, nous avons normalisé I'expression des deux génes par celui du géne aph(3')-lla.
Cette normalisation a permis de montrer que comme pour sfiA, seule la population super-
fluorescente présentait une forte induction significative de I'expression des génes intll et
mcherry. L’augmentation d’expression observée dans la population intermédiaire n’était en fait
due qu’a un plus grand nombre de copies de plasmides. Il a été montré que I'absence, ou la
présence en faibles quantités, de certains acides aminés augmentait le nombre de copies des
plasmides de type ColE1 chez E. coli (Wrobel and Wegrzyn, 1997). Herman et al. ont proposé
gue cette augmentation du nombre de copies de plasmides était liée au mode de régulation
de la réplication des plasmides ColE1 (Herman et al., 1994). L'initiation de la réplication des
plasmides de type ColEl est régulée positivement par les transcrits ARNII et négativement
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par les transcrits ARNI (antisens de I'ARNII) (Cesareni et al., 1991). La privation d'acides
aminés augmente le niveau des ARNt non chargés qui, par homologie de séquences, peuvent
interagir avec I'ARNI ou I'ARNII (selon le type d'acide aminé). Lorsque les ARNt non chargés
interagissent avec I'ARNI, I'ARNII est libéré de son inhibiteur (ARNI) et régule positivement
l'initiation de la réplication du plasmide, amplifiant ainsi le nombre de copies du plasmide
(Herman et al., 1994).

L’augmentation du nombre de copie de plasmide dans les populations intermédiaire et
super-fluorescente du biofilm suggere donc que les bactéries du biofilm seraient confrontées
a une limitation en acides aminés. La population super-fluorescente, qui subit une forte
augmentation (14 fois) du nombre de copie de plasmide, serait ainsi sujette a une carence
telle en acides aminés qu’elle induirait a la fois une augmentation du nombre de copies de
plasmide mais aussi la réponse stringente et par conséquent la réponse SOS. Cette hypothése
est tout a fait en accord avec les résultats de I'étude de Strugeon et al. qui montre qu’une
réponse stringente active est nécessaire pour que le niveau basal d’expression de sfiA soit
plus élevé en biofilm qu’en culture planctonique. Cette méme étude a aussi montré que ce
niveau plus élevé d’expression de sfiA dépend de RecA (méme niveau quasi nul d’expression
de sfiA dans un mutant ArecA que ce soit en culture planctonique ou en biofilm) et donc de la
réponse SOS (Strugeon et al., 2016). Dans le biofilm, les bactéries sont donc probablement
soumises a un stress endogéne lié a la carence en aa.

Afin de déterminer si la population super-fluorescente était spécifique du biofilm et
dépendait bien de la réponse stringente, nous avons analysé par cytométrie en flux une culture
planctonique de notre souche sauvage MG1656 F’/pPsfiAcherry-Pintl1-intl1 et un biofilm issu
de son mutant ArelAAspoT (incapable d’induire la réponse stringente). Les résultats ont montré
la présence d’'une population super-fluorescente dans les deux cultures, mais dans des
proportions significativement plus faibles que dans le biofilm sauvage. La présence d’'une
population super-fluorescente en culture planctonique est cohérente avec des études
antérieures regardant I'expression de génes du régulon SOS au niveau de la cellule unique

(single cell) qui ont observé en culture planctonique une expression hétérogéne de ces genes
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et une forte expression dans une petite sous-population des bactéries (Kamensek et al., 2010;
McCool et al., 2004). Cette expression hétérogene était expliquée par des effets stochastiques
et des différences d’affinités de LexA aux différentes boite LexA. Une étude récente confirme
une grande variabilitt du nombre de molécules LexA au sein des bactéries d’'une méme
culture. Cette variabilité est expliquée par l'auto-clivage de LexA qui peut se produire
fréquemment sans stress particuliers, et donc induit une hétérogénéité d’expression des génes
du régulon SOS, avec parfois des pulses de SOS dans quelques rares bactéries (Jones and
Uphoff, 2021). Le tri des sous-populations du biofilm du mutant ArelAAspoT et les analyses
par RT-qPCR ont montré que le niveau d’expression des génes mcherry et de intll (exprimés
respectivement a partir des promoteurs PsfiA et Pintl1) était significativement plus élevé dans
la population super-fluorescente que dans la population non-fluorescente du biofilm du mutant
ArelAAspoT. L’ensemble de ces résultats suggéraient que (i) la population super-fluorescente
n’est pas spécifique du mode de vie biofilm mais que ce dernier favoriserait I'activation des
promoteurs Pintl1 et PsfiA & un haut niveau et (ii) dans la population super-fluorescente du
biofilm, la réponse stringente ne serait pas le seul stress impliqué dans l'activation des
promoteur PsfiA et Pintll donc dans l'induction de la réponse SOS.

L’étude de Nguyen et al. a rapporté que les bactéries du biofilm d'E. coli ArelAAspoT
présentaient une activité catalase réduite (c'est-a-dire une défense plus faible contre le stress
oxydatif) et des niveaux élevés de radicaux hydroxyles (espéces réactives de l'oxygéne
communément appelé ROS) (Nguyen et al., 2011). Les ROS sont connues pour induire la
réponse SOS (Imlay and Linn, 1987; Jena, 2012). Cependant, les bactéries exprimant sfiA
sont préférentiellement situées dans les profondeurs du biofilm ou la concentration en oxygene
est généralement faible. Par conséquent, l'induction de la réponse SOS dans la population
super-fluorescente du biofilm du mutant ArelAAspoT par le stress oxydatif (via la production
de ROS) est peu probable. Néanmoins, il est possible qu’une partie de ces bactéries super-
fluorescentes soient dans une zone avec une concentration en O, suffisante pour induire la

production de ROS. La localisation des bactéries super-fluorescentes dans le biofilm du
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mutant ArelAAspoT pourraient permettre de répondre a cette interrogation, mais nos tentatives
de localisation de l'expression de PsfiA-gfp+ dans le biofilm du mutant ArelAAspoT par
microscope confocale ont échoué. En effet, nous n’avons pas réussi a construire une souche
ArelAAspoT marquée dans le chromosome par la protéine mCherry malgré plusieurs essais.
Pour pallier ce probléme, nous avons tenté d’utiliser un colorant de membrane fluorescent
dans le rouge, mais il s’est avéré que ce colorant induisait la réponse SOS chez notre souche
(potentiellement par un stress au niveau de la membrane) indépendamment du biofilm. Une
autre approche serait de mesurer l'activité catalase et les ROS produits par la population
super-fluorescente du biofilm du mutant ArelAAspoT et de les comparer a celle de la méme
population du biofilm sauvage, pour voir si 'activation de la réponse SOS dans la population
super-fluorescente du biofilm du mutant ArelAAspoT est dépendante des ROS. Il serait aussi
possible de rajouter des agents anti-oxydants dans le milieu de culture et voir s’il y a toujours
une population super-fluorescente dans le biofilm du mutant ArelAAspoT.

Une étude a montré qu’une carence en phosphate induisait I'expression de sfiA chez
E. coli et que cette induction dépendrait de la protéine H-NS (Histone-like Nucleoid-
Structuring) qui joue sur la topologie de la structure de 'ADN (Dri and Moreau, 1993). Une
carence en phosphate pourrait aussi étre a 'origine de la surexpression de mcherry (sous le
contrble de PsfiA), et expliquer la présence d’'une population de bactéries super-fluorescentes
dans le biofilm du mutant ArelAAspoT. Pour vérifier cette hypothése, il serait intéressant de
quantifier I'expression du gene phoA qui code pour la phosphatase alcaline dans les
populations super-fluorescente et non-fluorescente du biofilm du mutant ArelAAspoT. En effet,
'expression de cette derniére est augmentée en absence de phosphate dans le milieu de
culture (Huang et al., 1998).

L’ensemble de nos résultats montre qu’il existe deux populations majeures dans le
biofilm: une majorité des bactéries (populations non fluorescente et intermédiaire) exprimant
a un niveau basal les genes sfiA et intll; et une population trés minoritaire (super-

fluorescente,1%), située dans la profondeur du biofilm ou la réponse SOS est induite (PsfiA et

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 164
Licence CC BY-NC-ND 3.0






Pintl1 actifs) par (i) des carences en acides aminés menant a l'induction de la réponse
stringente (ii) d'autres stress (carence nutritionnelle autre, production de ROS ?). Nos résultats
indiquent donc que des bactéries situées dans des microniches en profondeur du biofilm
subissent des niveaux de stress endogénes suffisant pour (i) induire & haut niveau la réponse
SOS comme lindique la forte activité du promoteur PsfiA (ii) permettre I'acquisition ou le
réarrangement de génes de résistance aux antibiotiques par les intégrons via I'expression de
Intl1. Pour confirmer ce dernier point, nous pourrions comparer l'activité de recombinaison de
lintégrase dans les populations super-fluorescente et non-fluorescente du biofilm (nous
disposons au laboratoire d’'une technique permettant de tester l'activité de recombinaison
(excision) entre 2 sites attC (Guerin et al., 2009)). De plus, il serait intéressant de suivre
I'échange de cassettes de géne par fluorescence in situ dans le biofilm par microscopie et de
quantifier ces événements par cytométrie en flux. Nous avons construit un systéme d’intégron
synthétique qui devait permettre de suivre 'échange de cassettes de géne (insertion/ excision)
par émission de fluorescence, cependant nos résultats préliminaires n‘ont pas été trés
concluants.

Nous avons aussi vérifié si la population super-fluorescente était une population
transitoire ou ayant acquis un nouveau phénotype stable. Nous avons donc trié les bactéries
super-fluorescentes d’un biofilm de la souche sauvage et utilisé ces bactéries pour inoculer un
microfermenteur. Le biofilm issu de ces bactéries initialement super-fluorescentes contenaient
les mémes sous-populations que le biofilm initial dans des proportions similaires.

La trés faible proportion de bactéries super-fluorescentes dans le biofilm, I'état
transitoire de leur phénotype, I'implication de la réponse stringente dans leur forte prévalence
en biofilm, et les avantages potentiels que peut conférer aux bactéries le fait d’'induire la
réponses SOS (induction des ADN polymérases translésionnelles conduisant a des mutations
adaptatives), font penser aux caractéristiques des bactéries persistantes (persistance induite).
Ces derniéres sont des bactéries capables de survivre transitoirement a des concentrations
létales d’antibiotiques bactéricides, elles représentent une proportion minoritaire (environ 1%)
de la population bactérienne traitée (culture planctonique ou biofilm) et leur état est transitoire.

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 165
Licence CC BY-NC-ND 3.0






Lorsque les bactéries persistantes 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 est observée i.e. répartition de la population en sous-
populations persistantes et en sous-populations sensibles (Balaban et al., 2019; Brauner et
al., 2016). La persistance peut étre spontanée ou induite lorsque les bactéries sont exposées
a des conditions stressantes telles que la carence en nutriments (Gutierrez et al., 2013), une
haute densité bactérienne (Vega et al., 2012), I'exposition aux cellules du systéme immunitaire
(Helaine et al., 2014). Aujourd’hui, le rdle majeur de la réponse stringente dans la formation
des bactéries persistantes est reconnu (Hobbs and Boraston, 2019; Pacios et al., 2020),
notamment en biofilm ou les carences nutritives sont plus fréquentes a cause de la structure
hétérogene de celui-ci (Amato and Brynildsen, 2014; Bernier et al., 2013; Nguyen et al., 2011).
Bernier et al. ont aussi montré qu’une réponse SOS active était nécessaire a la formation de
bactéries persistantes en biofilm suite a un traitement par I'ofloxacine (fluoroquinolone), la
réponse SOS étant induite lors de la formation du biofilm et non pas lors de l'ajout de
I'antibiotique (Bernier et al., 2013).

Il est ainsi trés tentant de supposer que la population super-fluorescente du biofilm
pourrait étre une population de bactéries persistantes induites par les stress endogénes du
biofilm. Pour étayer cette hypothése, il faudrait comparer la capacité des populations super-
fluorescente et non-fluorescente du biofilm a survivre en présence de fortes concentrations
d’antibiotiques bactéricides. Si notre hypothése est valide, cela signifierait que dans le biofilm,
la population super-fluorescente, qui exprime la réponse SOS a un niveau éleveé, serait a la
fois tolérante aux antibiotiques et préte a acquérir une résistance aux antibiotiques via les ADN
polymérases translésionnelles, et/ou l'activité de l'intégrase d’'intégron. Lors d'un traitement
antibiotique, toutes ces caractéristiques permettraient de sélectionner facilement des bactéries
résistantes. Le stress endogéne des microniches induirait un état de persistance permettant
la tolérance dans un premier temps et I‘acquisition de résistance via les mécanismes induits
par l'activation de la réponse SOS dans un deuxiéme temps. En effet, il a été récemment
démontré que des bactéries persistantes aux fluoroquinolones avaient plus de chance de
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devenir résistantes a différentes classes d’antibiotiques via l'induction de la réponse SOS et
l'activation de la polymérase translésionnelle V (Barrett et al., 2019).

Il a longtemps été considéré que la diffusion réduite des antibiotiques au sein du biofilm
était responsable de la sélection de mutants résistants. Aujourd'hui, il est reconnu que la
récalcitrance des biofilms vis-a-vis des antibiotiques est multifactorielle. Notre étude démontre
gue la seule présence de stress endogénes serait suffisante pour induire I'acquisition de
résistances aux antibiotiques par un petit nombre de bactéries dans certaines microniches du
biofilm. Ces bactéries pourraient ainsi former un réservoir de bactéries responsables de la
persistance des infections en clinique.

D’autres études ont montré I'importance des stress endogénes liés au mode de vie
biofilm dans I'acquisition de résistance. Boles et al. ont par exemple montré dans un biofilm
de P. aeruginosa (en absence de stress exogene) que les bactéries subissaient un stress
oxydatif endogéne entrainant des cassures d’ADN double brin. La croissance du biofilm en
présence de faibles concentrations de gentamicine générait la sélection d’'un grand nombre
de bactéries résistantes, phénotype absent si en plus de la gentamicine un agent anti-oxydant
était ajouté au milieu ou s'ils utilisaient un mutant incapable de réparer les cassures d’ADN.
Les auteurs ont donc conclu que les mécanismes de réparation de cassures de 'ADN induites
par les stress oxydatif généraient des variations génétiques au sein de la population conférant
divers avantages sélectifs notamment des mutations pouvant conférer des résistances aux
antibiotiques qui peuvent étre sélectionnées lors d’'un traitement antibiotique (Boles and Singh,

2008).

2. Etude de larégulation biofilm-spécifique de I’expression de I'intégrase intll

Le deuxieme objectif de ma thése était de continuer la caractérisation de la régulation
biofilm-spécifique de I'expression de lintégrase d’intégron intll, en explorant le role des

régulateurs globaux CRP (cCAMP Receptor Protein, impligué dans la régulation de la
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répression catabolique) et IHF (Integration Host Factor, impliqué dans le maintien global de

I'architecture de ’ADN bactérien).

2.1.Larégulation de intll par IHFA n’est pas biofilm-spécifique

La délétion du gene codant IHFA induit une diminution de I'activité de Pintl1 que ce soit
en culture planctonique ou en biofilm. L'effet observé est plus fort en biofilm, mais I'activité
basale de Pintl1 reste toujours 2 fois plus élevée en biofilm qu’en culture planctonique (Figure
44). Ce régulateur n’est donc pas responsable de I'induction biofilm-spécifique de l'intégrase
d’'intégrons de classe 1. Cherchant uniquement des régulateurs spécifiqgues, nous n’avons

donc pas continué a explorer cette voie de régulation par IHFA.

IHFA est impliquée dans le maintien global de I'architecture de I'ADN bactérien. Une
étude plus ancienne avait suggéré I'implication des protéines FIS et HNS dans la régulation
de I'expression de intll (Cagle et al., 2011). Ces deux protéines sont des protéines associées
au nucléoide, elles affectent la conformation de 'ADN. Ces observations et les nétres,
suggeérent que la conformation de ’ADN de la région promotrice de intl1 pourrait jouer un réle
dans la régulation de son expression, indépendamment des conditions de culture

(planctonique ou biofilm, du maoins pour IHFA).

2.2.CRP est impliquée dans la régulation biofilm-spécifique de intl1

Contrairement a ihfA, la délétion du géne crp, abolit la différence de niveau basal
d’expression de intll entre culture planctonique et biofilm que ce soit a partir du promoteur
sauvage ou muté dans sa boite LexA (Figure 40). Cet effet peut étre totalement complémenté
lorsque la synthese de CRP est induite dans les bactéries (Figure 41). La protéine CRP,
comme cela avait été montré pour RelA (Strugeon et al., 2016), est donc impliquée dans la
régulation biofilm-spécifique de intl1l. Une régulation directe par CRP, comme celle décrite
pour l'intégrase intlA de 'intégron chromosomique de V. cholerae (Baharoglu et al., 2012) est
peu probable, car I'’étude in silico de recherche de site de fixation de CRP n’a pas identifié de

site putatif pour la fixation de CRP au niveau de la région promotrice de intl1l. Cependant, il
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est toujours possible que CRP puisse se fixer sur un site non canonique au niveau de la région
promotrice de intll. Afin d’écarter totalement cette hypothése, une expérience de retard sur
gel de la région promotrice de intll par la protéine CRP purifiée pourrait étre envisagée.

Les précédents travaux de Strugeon et al. ont démontré que la régulation biofilm-
spécifique de lintégrase intll via la réponse stringente est essentiellement médiée par
l'induction de la réponse SOS mais aussi par un autre mécanisme ne faisant pas intervenir la
réponse SOS. Nous avons montré que CRP induit I'expression de intl1 en biofilm par une voie
SOS-dépendante et -indépendante (Figure 40), comme ce qui a été observé pour RelA/SpoT.
Le fait que les délétions de crp et celle de relAspoT aient les mémes effets sur le niveau
d’expression de intll en biofilm en absence de stress exogéne, i.e. niveau basal en biofilm
similaire au niveau basal en culture planctonique, suggére que les deux régulations, réponse
stringente et AMPc-CRP agissent (i) soit 'une sur l'autre, (ii) soit sur un intermédiaire commun
lié a linduction de la réponse SOS pour la régulation SOS-dépendante, et sur un autre
intermédiaire commun pour la régulation SOS-indépendante. L’hypothése d’'une régulation

indirecte est donc privilégiée.

2.2.1. Hypothese 1 : CRP induirait 'expression de intll par I'intermédiaire

de RelA

La protéine CRP est connue pour son rble dans la régulation de la répression
catabolique, mais chez E. coli, elle est aussi impliqguée dans la régulation de nombreux autres
processus (Gosset et al., 2004; Zheng et al., 2004). Nakawaga et al. ont montré que CRP
régulait positivement le promoteur P2 du gene relA lors de la transition entre la phase
exponentielle et la phase stationnaire (Nakagawa et al., 2006). En absence de CRP, il pourrait
donc étre imaginé que relA soit moins exprimé lors de carences en nutriments, avec pour
conséquence une quantité de (p)ppGpp plus faible et une diminution des diverses régulations
dépendant de la réponse stringente. Si I'induction de I'expression de intl1 par CRP passait par
la voie RelA, la complémentation du mutant Acrp par RelA aurait d0 permettre de restaurer le

niveau d‘activité de Pintl1 en biofilm, ce qui n’a pas été le cas (Figure 43). Il semblerait méme
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que le niveau d’expression de Pintl1 ait tendance a diminuer, mais nous n’avons pas assez
de points expérimentaux pour estimer la significativité de ces résultats préliminaires (Figure
43). Ces derniers suggérent toutefois que RelA n’est pas le chainon manquant dans la

régulation de intl1 par CRP.

2.2.2. Hypothese 2 : Intermédiaire commun lié a I'induction de la réponse

SOS (DksA ?)

L’inhibition de Tlinitiation et de I'élongation de la transcription observée lors de
l'induction de la réponse stringente nécessite que le (p)ppGpp et DksA se lient a 'ARN
polymérase (Gourse et al., 2018; Perederina et al., 2004). Les pauses de I'élongation de la
transcription induites par le (p)ppGpp/DksA conduisent a la formation de R-loop (structure
d’acide nucléique composée d’'un hybride ADN/ARN et du brin d’ADN non codant simple brin).
Ces R-loop peuvent induire la réponse SOS (Gan et al., 2011) et in fine I'expression de intl1
(Strugeon et al., 2016). Or, I'expression de DksA semble étre régulée, entre autres, par CRP
(Keseler et al., 2013). |l est donc envisageable qu’en absence de CRP, il y ait moins de facteur
DksA ce qui diminuerait I'arrét de la transcription, il n'y aurait donc plus d’induction de la
réponse SOS et donc moins d’expression de intll dans un biofilm Acrp. Pour vérifier cette
hypothése, nous pourrions complémenter le mutant Acrp par DksA. Cette hypothése conforte
aussi l'idée que CRP jouerait un role dans l'induction des génes du régulon SOS. Il a été
montré chez une souche de E. coli privée de nutriments (modéle de colonies « agées » sur
milieu gélosé), que 'AMP cyclique (AMPc) intracellulaire induisait la réponse SOS (Taddei et
al., 1995). LAMPc se lie a CRP, et c’est le complexe CRP-AMPc qui reconnait et se fixe sur
les séquences d’ADN cibles au niveau des séquences promotrices des génes régulés par
CRP (Galinier, 2018). Afin de tester si le niveau d’AMPc est important pour l'induction de
I'expression de intll, nous pourrions construire un mutant Acya incapable de synthétiser

I’AMPc et estimer le niveau d’activité de Pintl1 dans ce mutant.

Linda Tlili | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 170
Licence CC BY-NC-ND 3.0






2.2.3. Lien entre CRP et induction de laréponse SOS

Pour confirmer cette induction CRP SOS-dépendante, il faudrait évaluer I'influence de
CRP sur I'expression du géne sfiA en biofilm ; si notre hypothése d’un intermédiaire commun
régulé a la fois par la réponse stringente et CRP passant par I'induction de la réponse SOS en
biofilm est exacte, alors le niveau basal d’activité de PsfiA dans un mutant Acrp devrait
retomber au niveau basal d’expression en culture planctonique. Nos résultats de localisation
de I'expression de l'intégrase d’intégron et de sfiA montrent que I'induction de la réponse SOS
est limitée a une fraction infime de bactéries dans le biofilm. Si nous confirmons que le niveau
basal d’expression du géne sfiA en biofilm est aussi régulé par CRP, il serait ensuite
intéressant de quantifier la population super-fluorescente dans un biofilm du mutant Acrp, et
aussi de doser 'AMPc dans les sous-populations des biofiims de la souche MF1656 F’
sauvage et de son mutant Acrp. Les résultats anticipés seraient une diminution de la population
de bactéries super-fluorescentes dans le biofilm du mutant Acrp comme observé pour le

mutant ArelAAspoT.

Des précédents travaux ont déja suggéré que CRP et la réponse stringente pouvait
étre liés. L’étude d’Amato et al. a montré que la transition d’utilisation de sources de carbone
(utilisation du fumarate aprés exhaustion du glucose) stimulait la formation de bactéries
persistantes a I'ofloxacine (fluoroquinolone agissant sur ’ADN gyrase) chez E. coli en culture
planctonique (Amato et al., 2013). Cette induction de formation de bactéries persistantes
pouvait étre induite par ajout d’AMPc dans le milieu et cet effet AMPc dépendait de la présence
de CRP, mais aussi de RelA, SpoT et de DksA (pas d’induction de la formation de bactéries
persistantes dans les mutants Acrp, ArelAAspoT et AdksA aprés ajout dAMPc). Ces résultats
suggéraient donc un rdle du (p)ppGpp et de DksA sur la formation de bactéries persistantes

en aval de CRP-AMPc.. Par contre dans leurs conditions expérimentales, ni I'ajout d’AMPc, ni
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I'exhaustion en glucose n’induisait la réponse SOS que ce soit chez les bactéries « normales
» ou persistantes. Ces mémes auteurs ont ensuite étudié I'effet de la méme transition de
sources de carbone sur la formation de bactéries persistantes en biofilm (modeles de colonies
sur filtre) ; ils ont confirmé le réle important du (p)ppGpp dans la formation de bactéries
persistantes en biofilm (Amato and Brynildsen, 2014). Malheureusement dans cette étude ils
n’‘ont pas regardé l'effet de IAMPc et de CRP sur l'induction de la formation de bactéries
persistantes. D’autres études semblent suggérer un lien potentiel entre régulation CRP
(répression catabolite), réponse stringente et SOS. McPhee et al. suggérent que des bactéries
d’E. coli en phase stationnaire (carences nutritionnelles) exposées a de fortes pressions de
sélection, peuvent accumuler des mutations spontanées via des voies SOS-dépendantes et
SOS-indépendantes, dont les niveaux d’expression sont régulés par la répression catabolique
(MacPhee and Ambrose, 2010). Janion et al. montrent que des bactéries ayant poussé dans
un milieu privé d’arginine accumulent des Iésions de 'ADN, puis remises en croissance dans
un milieu dont la source de carbone est du glycérol mais pas du glucose (le glucose réprime
la synthése d’AMPc et le glycérol I'induit), peuvent déclencher l'induction de la réponse SOS,

suggérant que cette induction est dépendante de I'AMPc (Janion et al., 2002).

3. Régulation de I’expression intll SOS-indépendante

En plus de la régulation biofilm-spécifique de I'expression de intll SOS-dépendante,
Strugeon et al. ont aussi mis en évidence une régulation biofilm-spécifiqgue de intll qui est
SOS indépendante. De facon étonnante, les délétions crp, relA/spoT ou lon ont le méme effet
sur le promoteur déréprimé de l'intégrase Pintl1*, i.e. un niveau basal d’activité de Pintl1* en
biofilm similaire a celui de la culture planctonique. Ceci suggére que ces trois régulateurs
seraient impliqgués dans une voie de régulation commune du promoteur une fois déréprimé,
i.e. quand LexA n’est plus fixé sur son site.

Notre étude sur la localisation de I'expression de sfiA et intll dans le biofilm a mis en
évidence une observation surprenante. Nos résultats de RT-gPCR sur les différentes sous-

populations du biofilm montraient que le niveau d'activité du promoteur Pintll était
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significativement plus faible dans la population non fluorescente du biofilm du mutant
ArelAAspoT que dans celle du biofilm sauvage (cf Fig6 de l'article). Cette observation suggére
gue dans la population non fluorescente (majorité du biofilm), en I'absence de (p)ppGpp
(mutant ArelAAspoT), I'activité basale de Pintl1 est réduite. Cet effet n’a cependant pas été
observé pour le promoteur PsfiA, ce qui indique qu’il serait spécifique du promoteur Pintl1 et
indépendant de la réponse SOS.

Strugeon et al. ont montré qu’il y avait une régulation biofilm-spécifique de l'intégrase
d’intégron de classe 1 passant par la protéase Lon ; toutefois cette régulation n’est active que
sur le promoteur Pintl1* (i.e. déréprimé) (Strugeon et al., 2016). Dans le modéle de Strugeon
et al. (Figure 10), la protéase Lon activée par le polyphosphate (polyP, induit par la réponse
stringente) contrélerait la stabilité d’un régulateur non identifié de Pintl1 (inhibiteur) qui ne peut
agir que quand LexA n’est pas fixée sur le promoteur de Pintl1. Dans la population non
fluorescente du biofilm du mutant ArelAAspoT, il n’y a plus de (p)ppGpp donc le niveau de
polyP des bactéries doit étre plus faible que dans la méme population du biofilm sauvage (pas
de répression de l'activité de I'exopolyphosphatase (PPX) qui dégrade le polyP ; Figure 10).
Ainsi, le niveau de Lon-polyP n’est plus suffisant pour assurer la dégradation de I'inhibiteur du
promoteur Pintll actif (pas de LexA fixé au promoteur). Ces promoteurs, présents en faible
quantité pour permettre I'expression d’'un niveau basal de Intll, sont donc réprimés ce qui
induit une diminution du nombre de transcrits intll, ce qu’une technique sensible comme la
RT-gPCR pourrait mettre en évidence.

Une autre hypothése pourrait expliquée la diminution de l'activité basale de Pintll en
l'absence de (p)ppGpp (mutant ArelAAspoT) dans la population non fluorescente. En effet, le
(p)ppGpp régule positivement ou négativement l'initiation de la transcription des différents
génes en se liant directement a 'ARN polymérase (ARNP) (Ross et al., 2016, 2013). Une
étude récente a établi le profil des éléments -35, -10 du promoteur et de la région qui se trouve
entre I'élément -10 et le site d'initiation de la transcription +1 (le discriminateur) de génes

régulés positivement et négativement par le (p)ppGpp/DksA. Les génes inhibés par le
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(P)ppGpp/DksA semblent posséder un discriminateur riche en G/C alors que les genes activés
ont un discriminateur riche en A/T (Sanchez-Vazquez et al.,, 2019). Le promoteur Pintl1
partage certaines caractéristiques des promoteurs activés par le (p)ppGpp/DksA (bases
conservées dans la région -10, présence de bases T et A dans le discriminateur). Il pourrait
donc étre supposé que l'activité basale du promoteur Pintll dans le biofilm serait induite
directement par le (p)ppGpp/DksA. Pour vérifier cette hypothése, il serait intéressant d’évaluer
I'expression de intll dans une souche ou l'un ou l'autre ou les deux sites de fixation du
(P)ppGpp au niveau 'ARN polymérase sont mutés (Sanchez-Vazquez et al., 2019). Comme
CRP semble étre impliquée dans la régulation de DksA, l'activation de Pintll* par «le
complexe » 'ARNP-(p)ppGpp-DksA pourrait étre le lien entre la réponse stringente et CRP sur
la régulation SOS-indépendante de I'expression de l'intégrase.

Les 2 hypotheses présentées ci-dessus font soit le lien entre réponse stringente et Lon,
ou entre réponse stringente et CRP (si lien DksA possible pour régulation), mais nous n’avons

pas encore identifié de lien direct entre les 3 régulations.
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Conclusion et perspectives
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La régulation de I'expression de l'intégrase d’intégron de classe 1 en biofilm est plus
complexe que ce qui avait été anticipé. La réponse SOS est son activateur majeur, et nous
avons montré par ce travail que cette réponse SOS peut étre induite a haut niveau par des
stress endogenes inhérents au mode de vie biofilm dans une minorité des bactéries localisées
dans la profondeur du biofilm. Dans cette population I'induction du SOS dépend de la réponse
stringente via la carence en aa, d’autres stress (carences phosphate, ROS ?) et probablement
aussi de CRP. Nos résultats et ceux des travaux précédents montrent aussi que I'expression
de l'intégrase subit aussi une régulation biofilm-spécifique SOS-indépendante qui implique la
protéase Lon, la réponse stringente et CRP ; cette régulation intervient sur le promoteur libre
de LexA. Enfin I'expression de l'intégrase semble aussi étre influencée par les courbures de
’ADN comme le suggére nos résultats avec le mutant AihfA, mais cette derniére régulation ne
dépend pas du mode de vie bactérien.

Ce travail comme tout travail de recherche, apporte de nouvelles questions. L’'une
d’entre elle : est quel est le lien entre les différentes régulations de I'expression de intl1 qu’elles
soient SOS-dépendantes ou SOS-indépendantes ? En effet, les effets observés sur
I'expression de intll en biofilm lors de la délétion des différents régulateurs (niveau basal en
biofilm similaire au niveau basal en culture planctonique) suggérent qu’il y a un lien entre les
différentes voies de régulation. La premiére hypothése a vérifier serait de montrer qu’en
biofilm, CRP est bien impliquée dans la régulation de géenes du régulon SOS (sfiA par
exemple), dans la population totale et dans la population super-fluorescente du biofilm.
Ensuite, il sera intéressant de vérifier I'implication de la protéine DksA dans les régulations
dépendant ou non du SOS, et aussi la régulation de I'expression de I'intégrase par I'interaction
du(p)ppGpp et/ou DksA avec 'ARN polymérase.

Notre étude a aussi confirmé l'importance d’étudier la régulation des génes dans le
biofilm en prenant en compte chaque bactérie du biofilm de fagon individuelle. En travaillant
avec la population totale, seule une moyenne des effets des éveénements qui sont mis en jeux
est visible, les effets observés sont minimisés, voire invisibles pour certains d'entre eux

lorsqu'ils se produisent chez un petit nombre de bactéries. Par exemple I'approche globale de
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I'étude précédente ne permettait pas de montrer que seule une sous-population du biofilm
exprime la réponse SOS a haut niveau (en absence de stress exogéne) ou encore la
diminution d’expression de intll dans le mutant ArelAAspoT dans la population non
fluorescente. Malheureusement le suivi de I'expression de génes dans des bactéries
individuelles nécessite d’avoir un niveau d’expression suffisant pour étre visualisé par des
approches comme la microscopie confocale et la cytométrie en flux ce qui expliqgue que
n’avons pas pu suivre directement I'expression de I'intégrase par ces techniques.

Une autre perspective particulierement intéressante a ce travail serait de vérifier si la
population super-fluorescente du biofilm est une population de bactéries persistantes. De
méme, nous pourrions tester si ces bactéries qui exprime intll & haut niveau ont un avantage,
par rapport au reste de la population, leur permettant de survire a un stress antibiotique en
réarrangeant leurs réseaux de cassettes. Si tel était le cas, nous aurions montré que le stress
endogéne inhérent au mode de vie biofilm serait suffisant pour induire la persistance et
favoriser I'acquisition de résistances aux antibiotiques dans une sous-population du biofilm.
Cette derniere formerait ainsi un réservoir de bactéries prétes a résister rapidement aux

traitements antibiotiques et pourrait étre la cause d’infections récurrentes.
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Stress endogénes et acquisition de résistance aux antibiotiques par les intégrons en
biofilm

Dans les écosystemes naturels les bactéries vivent sous forme de biofilm. Ces derniers sont
trés tolérants aux antibiotiques et a l'origine d’infections persistantes difficiles a traiter. Les
intégrons de classe 1 sont des systémes bactériens capables de capturer, échanger et
exprimer des cassettes de géne de résistance aux antibiotiques. L'intégrase Intl1, dont
I'expression est régulée par la réponse SOS bactérienne, catalyse l'insertion/excision des
cassettes de géne. Nous avons précédemment montré que le niveau basal d’expression des
genes intll et sfiA (géne du régulon SOS) est globalement augmenté via la réponse stringente
(induite lors de carences nutritives) dans le biofilm par rapport a la culture planctonique. Or,
les biofilms sont des environnements hétérogenes ou les bactéries présentent des phénotypes
variés.

Dans cette étude, nous avons localisé et quantifié 'expression des génes intll et sfiA dans le
biofilm au niveau des bactéries individuelles, par des approches de microscopie confocale, de
cytométrie en flux et de RT-gPCR. Nos résultats ont montré qu’en l'absence de stress
exogene, seul un petit nombre de bactéries (~ 1%) situées dans la profondeur du biofilm induit
la réponse SOS conduisant a un niveau élevé d'expression de intll et de sfiA, a la fois d'une
maniére dépendante et indépendante de la réponse stringente. Nos résultats indiquent donc
gue quelques bactéries situées la profondeur du biofilm subissent un stress endogéne
suffisant pour favoriser I'acquisition de résistance aux antibiotiques, formant ainsi un réservoir
de bactéries prétes a résister rapidement aux traitements antibiotiques.

Nous avons aussi montré I'implication du régulateur global CRP dans la régulation biofilm-
spécifique de I'expression de l'intégrase, régulation plus complexe qu’anticipé.

Mots-clés : Biofilm, intégrons, Réponse SOS, Réponse stringente, résistance aux antibiotiques
Endogenous stresses and antibiotic resistance acquisition via integron in biofilms

In natural settings, bacteria mostly live in biofilms. These are highly tolerant to antibiotics and
cause persistent infections that are difficult to treat. Class 1 integrons are bacterial systems
able to capture, exchange and express antibiotic resistance gene. The integrase Intl1, whose
expression is regulated by the bacterial SOS response, catalyzes the insertion/excision of
gene cassettes. We have previously shown that the basal expression level of intll and sfiA
(SOS regulon gene) is globally increased via the stringent response (induced during nutrient
starvation) in biofilm compared to planktonic culture. However, biofilms are heterogeneous
environments where bacteria exhibit various phenotypes.

In this study, we localized and quantified the expression of intll and sfiA genes within the
biofilm at the level of individual bacteria, using confocal microscopy, flow cytometry and RT-
gPCR approaches. Our results showed that in absence of exogenous stress, only a small
number of bacteria (~ 1%) located in the depth of the biofilm induce the SOS response leading
to a high level of intll and sfiA expression, both in a stringent response-dependent and -
independent manner. Our results thus indicate that few bacteria located at the depth of the
biofilm undergo sufficient endogenous stress to promote the acquisition of antibiotic resistance,
forming a reservoir of bacteria ready to rapidly resist antibiotic treatments.

We also showed the involvement of the global regulator CRP in biofilm-specific regulation of
integrase expression, a more complex regulation than expected.

Keywords: Biofilm, Integrons, SOS and stringent response, antibiotic resistance
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