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Résumeé

Les intégrons de classe 1 sont des systemes de capture et d’expression de geénes sous
forme de cassettes qui codent, la plupart du temps, des résistances aux antibiotiques. lIls jouent
un réle majeur dans la dissemination de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries a
Gram négatif. Des expériences en culture planctonique ont montré que 1’expression de
I’intégrase, ¢lément-clé de ce systeme, était sous le contréle de la réponse SOS bactérienne.
Le mode de vie privilégié des bactéries dans les environnements naturels est le biofilm, mode
de vie dans lequel les bactéries adhérent aux surfaces et entre elles, formant des structures
complexes et hétérogenes. Les biofilms sont caractérisés par une résistance accrue des
bactéries aux antimicrobiens, une augmentation de I’expression des geénes de réponse au stress
et sont des environnements favorables aux transferts de genes. Ces propriétés du biofilm
suggerent qu’il pourrait constituer un environnement propice a I’expression de I’intégrase.

Afin de vérifier cette hypotheése, nous avons comparé les niveaux d’expression d’un
géne du régulon SOS, le geéne sfiA et du géne intll codant I’intégrase de classe 1, Intl1grss wag,
en culture biofilm et planctonique. Nos résultats montrent que dans des conditions non-
induites, les niveaux d’expression de sfiA et de intl1 sont augmentés en biofilm par rapport a
la culture planctonique, mais qu’ils restaient inductibles via la réponse SOS. En corrélation
avec le niveau d’expression, une plus forte activité d’excision d’Intl1gs, H3g €St Observée en
biofilm. Outre sa régulation LexA-dépendante, le géne intl1l semble aussi étre soumis a une
autre régulation positive, specifique au mode de vie biofilm, et qui impliquerait RelA, un

acteur majeur de la réponse stringente.

Le biofilm étant le mode de vie privilégié des bactéries dans les conditions naturelles
(environnement, tractus gastro-intestinal), nos resultats indiquent que le biofilm serait un

milieu propice a I'echange de cassettes de résistance via les intégrons.






Title : Regulation of class 1 integrons integrase expression in a

biofilm model

Class 1 integrons are systems of capture and expression of gene cassettes that mostly
encode antibiotic resistance. They play a major role in the dissemination of antibiotic
resistance in Gram-negative bacteria. Planktonic culture experiments showed that the
expression of the integrase, the key element of integrons, is regulated by the bacterial SOS
response. In natural settings bacteria mostly live as biofilm, a lifestyle where they exhibit
strongly enhanced antibiotic resistance and increased expression of stress-related genes. The
biofilms also favors gene transfer. All this suggests that the biofilm could be a favorable

environment for integrase expression.

To verify this hypothesis, we compared both the expression and excision activity
levels of the class 1 integron integrase, Intllrs, Hsg, in planktonic and biofilm cultures, as well
as the expression of an SOS regulon gene, sfiA. Our results showed that under non-induced
conditions, both sfiA and intl1 expression levels were increased in biofilm compared to
planktonic cultures, but that they could be still further induced by the SOS response. In
agreement with the expression level, the cassette excision activity of Intllrsy Hze Was
enhanced in biofilm. Besides to be regulated by LexA, intl1 seems also to be induced by a

new biofilm-specific regulation that involves RelA, a major actor of the stringent response.

Biofilm being the preferred lifestyle of bacteria in natural settings (environment,
gastrointestinal tract), our results indicate that the biofilm may be a highly favorable

environment for the exchange/acquisition of antibiotic resistance cassettes via integrons.
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Glossaire

°C Degré Celsius

A Adénine

aa Acide aminé

Ag43 Antigene 43

ADN Acide désoxyribonucléique
ADN-sb ADN simple brin

Ala Alanine

Amp Ampicilline

ARN Acide ribonucléique
ARNmM ARN messager

ARNTr ARN ribosomal

ARNt ARN de transfert

ARNP ARN polymérase

ATP Adénosine Triphosphate

C Cytosine

CG Cassette de gene

DO Densité optique

E. coli Escherichia coli

G Guanine

GDP Guanosine diphosphate
GTP Guanosine triphosphate
Gly Glycine

ICE Integrative Conjugative Element (Element Conjugatif Intégratif)
IM Intégron de Multirésistance
LB Luria-Bertani

Lys Lysine

pb Paire de bases

MF Microfermenteur

nm Nanomeétre

ORF Open Reading Frame (cadre ouvert de lecture)
QS Quorum-sensing

Ser Sérine

T Thymine

Tet Tétracycline

uv Ultra-violets

VCR Vibrio cholerae repeats
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Figure 1: Relation entre introduction de I’antibiothérapie

résistance aux antibiotiques par les bactéries.

Frequency of isolation of multi-resistant
Shigella (%)

et développement de la

Evolution de fréquence d’apparition chez des isolats de Shigella impliqués dans des dysenteries au

Japon, de clones résistants ou multirésistants (MDR) en fonction de I’introduction de 1’antibiothérapie

entre 1950 et 1965. En 1955, premiére description de résistance plasmidique. (Davies, 2007)



L’histoire des antibiotiques commence en 1928 lorsque Alexander Fleming, parti en
vacances, oublie dans son laboratoire une boite de Petri contenant une culture bactérienne de
Staphylococcus. A son retour, il constate la présence d’une moisissure (Penicillum glaucum)
ayant empéché la croissance de bactéries (staphylocoques). Il isole par la suite la pénicilline,
mais ne parvient ni a la produire, ni a la purifier en quantité suffisante et abandonne ses
travaux (Andremont & Tibon-Cornillot, 2006).

Ce n’est que dix années plus tard, en 1938, que le terme d’ « antibiotique » est utilisé
pour la premiere fois par René Dubos qui isole la thyrothricine de Bacillus brevis (en réalité
une combinaison de deux molécules s’avérant toxique pour I’homme). Un an plus tard,
Howard Florey et Ernst Boris Chain reprennent les travaux de Fleming sur la pénicilline et
celle-ci est utilisée dés 1944 par les soldats des armées alli¢es. Sa production s’accélere alors
et en 1946, elle est disponible en pharmacie. De nombreuses autres molécules sont par la suite
trés rapidement découvertes ou synthétisées permettant de guérir des infections jusque-la
fatales. Cependant, les bactéries ont su s’adapter rapidement a ces pressions de sélection en
développant des mécanismes de résistance a ces antibiotiques via I’apparition de mutations
ponctuelles au sein de leur chromosome (modification, substitution ou altération de la cible
intracellulaire, modification ou expulsion de I’antibiotique).

Les premiéres souches multi-résistantes apparaissent des les années 1950 (Figure 1),
conséquemment a 1’utilisation croissante et massive des molécules antibiotiques en médecine
humaine, et a leur utilisation en production animale comme facteurs de croissance. Si
I’apparition de phénotypes de résistance spécifiques a un antibiotique n’a pas €té une surprise
en soi, celle de phénotypes de multirésistance n’a pas été anticipée, la probabilité
d’acquisition simultanée de plusieurs mutations conduisant a ces phénotypes semblant au-dela
de la capacité¢ d’évolution des bactéries. En fait, I’acquisition de multirésistances est le

résultat du transfert horizontal d’ADN entre bactéries parfois trés €loignées sur le plan
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phylogénique. Ce transfert est tres efficace et serait responsable des résistances acquises chez
plus de 80% des souches résistantes isolées en clinique. Il se fait via des supports genétiques
mobiles extrachromosomiques tels que les plasmides ou les transposons (identifiés au début
des années 1950), qui servent de supports a des genes de résistance aux antibiotiques. Les
plasmides sont des molécules d’ADN indépendantes du chromosome capables d’auto-
réplication et pouvant étre présentes en multicopies dans la cellule. Plusieurs plasmides
différents peuvent coexister au sein d’une méme bactérie, et les plasmides conjugatifs sont
capables de passer d’une bactérie a une autre. Les transposons sont, eux, des séquences
d’ADN capables de promouvoir leurs propres transfert et intégration au sein du chromosome
bactérien ou sur un plasmide, véhiculant ainsi des genes de résistances. Ces deux éléments
génétiques mobiles ont ainsi favorisé la dissémination des bactéries multi-résistantes.

En 1989, deux chercheurs australiens ont découvert un nouveau systeme de capture et
d’expression de génes sous forme de cassettes, qu’ils ont baptisé « intégron », et qui est
considéré aujourd’hui comme jouant un réle majeur dans les phénoménes de multi-résistance

bactérienne aux antibiotiques (Stokes & Hall, 1989).
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Région 5’CS Région variable

( A | A |

intt1  P¢ CG1 attCl CG2 attC2 attC3

) ) >

attll1
Pintll

Figure 2 : Structure d’un intégron de classe 1

Elle se compose du géne intll codant I’intégrase, de son propre promoteur Pintll, du promoteur des
cassettes Pc ainsi que du site attll au niveau duquel s’intégrent les cassettes de genes. On peut
éventuellement trouver le promoteur P2. Ces éléments constituent la partie 5’ conservée (5°CS). Les
cassettes constituent la partie variable de I’intégron, elles sont exprimées a partir du promoteur Pc, les
plus éloignées étant les plus faiblement exprimées (1’épaisseur des traits au-dessous indique le niveau

d’expression).



Chapitre | : Les intégrons

A la fin des années 1980, Hatch Stokes et Ruth Hall (Stokes & Hall, 1989) ont décrit des
¢léments génétiques nommés intégrons, susceptibles d’acquérir et d’exprimer des geénes sous
forme de cassettes. Ces dernicéres sont insérées au sein d’un intégron par recombinaison
specifique de site catalysée par une intégrase (Collis & Hall, 1992). On distingue deux types

d’intégrons :

- les intégrons de multirésistance (IM) portés le plus souvent par des plasmides ou des
transposons. 1ls contiennent peu de cassettes, qui codent pour la plupart une résistance aux
antibiotiques. Ils sont connus pour leur réle majeur dans la dissémination des génes de

résistance aux antibiotiques.

- les super-intégrons (SI) strictement chromosomiques. Ils peuvent porter plus d’une
centaine de cassettes dont la plupart codent pour une fonction inconnue. lls jouent un role plus
large en tant que réservoir de génes pour I’adaptation des bactéries aux pressions

environnementales.

I. Structure des intégrons

Les intégrons sont définis par la présence de trois éléments-clés localisés au sein d’une
plate-forme structurale, dénommée région 5’ conservée (5°CS) (Bennett, 1999): un gene intl
qui code une intégrase qui est une recombinase spécifique de site, un site spécifique de
recombinaison attl et un promoteur Pc (pour « Promoteur des cassettes »), orienté dans le sens

inverse d’intl et permettant I’expression des génes contenus dans les cassettes (Figure 2).
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— — — — — attIl

DR1 DR2 L R
tgatigttatggagchgcaacgatgttacgcagcagggcaggrcgeectaaa acaaaG'ttagatgcacta attIl
ttaattaacggtaagcatcagcgggtgacaaaafgagcatgcttactaatpaaatGttaacctctigag attIz
ctttgtttaacgacicacggttgtgggtatccggpgtttggtcagataaacracaaGttagaaaaggaa attI3

\ )
Y

Site de: liaison Site de liaison Site simple
faible fort
Figure 3 : Structure des sites attl
A / Organisation d’un site attl : il contient quatre sites de liaison de I’intégrase, DR1, DR2, L et R

représentés schématiquement par des fleches bleues.

B / Alignement des séquences des sites attll, 2 et 3 des intégrons de classe 1 a 3. Le site simple
composé des éléments L et R avec les « sites cceur » potentiels (GTTRRRY) indiqués en gras. Les
sites DR1et DR2 sont des sites secondaires d’interaction avec 1’intégrase, DR1 est un site de liaison
fort, indispensable a I’activité de I’intégrase, DR2 est un site de liaison faible qui sert a améliorer
I’efficacité de recombinaison.

Une fléche verticale indique le point de recombinaison, les nucléotides situés aprés le point de

recombinaison dépendent de la premiére cassette. D’apres (Collis and Hall, 2004).



I.1. Le géneintl

Le gene intl code une intégrase dont la séquence en acides aminés définit cing classes
d’intégrons chez les IM (Hall & Collis, 1995), classes dont nous reparlerons plus tard (cf.
paragraphe 111.1). Ce géne est transcrit a partir de son propre promoteur Pintl, qui est orienté

inversement aux cassettes contenus dans I’intégron (Figure 2).

1.2. Le site de recombinaison attl

Le site attl est composé de 63 paires de bases (suffisantes pour I’activité de
recombinaison) et sa séquence est trés variable d’une classe d’intégron a 1’autre : il existe
autant de sites attl que de genes intl (Collis et al., 1998) (le site attl1 est associé au géne intl1,
attl2 au gene intl2 et attl3 au géne intl3 pour les intégrons de classe 1 a 3). Malgré sa
variabilité de séquence, le site attl est organisé en au moins deux sites de liaison de 1’intégrase
: la boite R et la boite L (constituant le « site simple »). Pour attl1 il y également deux autres
sites qui participent a la fixation d’Intl1: le site de fixation fort (DR1) et le site de fixation
faible (DR2) (Figure 3). Ces derniers serviraient a conserver Intll prés des sites coeur (boite
R) et cceur inverse (boite L), lieu ou se produit la recombinaison entre les sites attl et attC
(Partridge et al., 2009) (Figure 3). La recombinaison des cassettes a lieu au niveau d’un motif
de sept paires de bases conservé entre les différentes classes d’intégrons, la boite R de

consensus GTTRRRY (R : purine ; Y : pyrimidine), entre le G et le premier T.

1.3. Le promoteur Pc

A D’exception de quelques rares cassettes, 1’expression des genes contenus dans les
cassettes se fait a partir du promoteur Pc situé dans la région 5°CS. Le promoteur de cassettes
le plus étudié est celui des intégrons de classe 1. Ce promoteur, Pc, est situé dans la région

codante d’intll, plus de 200 paires de bases en amont de la premiére cassette (Figure 2)
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(Levesque et al., 1994). Treize variants de Pc ont été identifiés sur la base des éléments
promoteurs -10 et -35, et du motif « -10 étendu » (motif 5’-TG-3" localisé une base en amont
de I’élément -10 créant un point de fixation supplémentaire pour I’ARN polymérase (Burr et
al., 2000 ; Jove et al., 2010). De plus, dans environ 10 % des intégrons de classe 1 (analyse in
silico), le Pc est associé a un second promoteur actif, P2, créé par insertion de 3 bases G entre
deux boites -10 et -35 potentielles situées dans le site attl (Figure 2) (Levesque et al., 1994).
Ainsi il existe a ce jour, pas moins de 20 combinaisons Pc-P2 qui controlent I’expression des
cassettes. La fréquence de ces combinaisons est trés variable, cing d’entre elles représentant
75 % des 321 combinaisons analysées in silico, et définissant 5 forces de promoteur, avec par
ordre de fréquence croissante : PcW-P2<<PcW, PcWren10<PcS, PcH1 (respectivement
4,4;16,5 ;16,8 ;24,3 et 28% d’un ensemble de 321 séquences analysées in silico) et par force
croissante : PCW< PcH1< PcW-P2< PcW+gn-10< PcS (respectivement 4.5-, 7-, 15- et 25-fois
plus actif que le promoteur dit faible, PcW) (Jove et al., 2010).

Chez les IM de classe 3, le promoteur Pc est également localisé dans la séquence
codante de I’intégrase (Correia et al., 2003). Chez les IM de classe 2, un promoteur Pc a
récemment été identifié par analyse in silico. Contrairement aux intégrons des classes 1 et 3,
le promoteur Pc ne se trouve pas dans la séquences de I’intégrase mais au niveau du site attl2
qui a la particularité d’étre deux fois plus long que les sites attll et attl3 (da Fonseca et al.,

2011).

1. Les cassettes

Elles constituent la partie variable de 1’intégron et sont insérées en aval de la plate-
forme fonctionnelle. Elles sont constituées d’un cadre ouvert de lecture et d’un site spécifique
de recombinaison, attC, localisé en 3’ du géne et reconnu par 1’intégrase Intl. Les cassettes

peuvent exister transitoirement sous forme libre circulaire ou intégrées dans un intégron
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Figure 4 : Structure des sites de recombinaison attC

A. Séquence double-brin du site attC de la cassette aadA7.

B. Structure secondaire de I’ADN simple brin, brin du bas (« bottom strand »).

Les séquences inversées répétées (L’-L°” et R’-R’”) sont indiquées par des fléches bleues, 1’astérisque
montre I’emplacement de la base G protubérante présente dans séquence L’’. Les domaines de liaison
de D’intégrase Intl sont délimités par les cadres jaunes. La fléche verticale indique le point de

recombinaison. D’aprés (Mazel, 2006).



(Figure 2). Les IM hébergent en moyenne 2 a 3 cassettes et jusqu’a 10 ont été décrites au sein
d’un méme IM (numéro d’accession dans la GenBank : KC170993). Certains IM n’en

possédent pas.

I1.1. Les génes de cassettes

La plupart des génes des cassettes d’IM codent des résistances a un ou plusieurs
antibiotiques, d’autres codant des protéines de fonctions inconnues. En 2009, une revue
australienne recense au sein des IM, 132 cassettes codant des résistances a des antibiotiques et
62 cassettes codant des protéines de fonctions inconnues (Partridge et al., 2009). Quasiment
toutes les familles d’antibiotiques sont concernées : B-lactamines (blap, blaoxa, blamwe,
blayim...), aminosides (aacA, aacC, aadA, aadB...), triméthoprime (dfrA et dfrB),
chloramphénicol (catB, cmlA, cmiB), fosfomycine (fos), macrolides (ere), lincosamides (lin),
rifampicicine (arr), quinolones (gnrVC et acc(6’)-lb-cr). Les cassettes gac conferent la

résistance aux ammoniums quaternaires.

11.2. Le site attC

C’est un site spécifique de recombinaison reconnu par 1’intégrase Intl. Chez les IM, un
site attC est propre a une cassette. De structure complexe, les sites attC des différents IM
n’ont en commun que deux triplets AAC et GTT respectivement en 5° et 3° des sites. Ils
contiennent deux sites cceurs potentiels appelés R’’-L”’ et R’-L” (ou R2-L2 et R1-L1)
correspondant a des sequences inversées répétées de sept paires de bases (de séquence
consensus GTTRRRY pour R’ et RYYYAAC pour L’). Ces deux « sites » sont separés par
une région centrale (Figure 4A). Chez les IM, cette région centrale est tres variable, en

séquence et en taille (allant de 57 a 141 pb), d’une cassette a I’autre en fonction du gene
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Figure 5 : Schéma d’insertion et d’excision de cassettes au sein d’un intégron de classe 1

L’intégrase catalyse aussi bien I’insertion (A) que 1’excision (B) d’une cassette de géne au sein d’un

intégron. A/ insertion sous forme linéaire d’une cassette circulaire par recombinaison entre le site attl

de I’intégron et le site attC de la cassette. B/ excision d’une cassette de géne par recombinaison entre

deux sites attC. Pc : promoteur des cassettes ; Pint: promoteur de I’intégrase ; attl, attC : sites de

recombinaison ; CG : cassette de gene.



auquel elles sont associées (Stokes et al., 1997). Chez les super-intégrons, les sites attC (d’un
méme SI) présentent un fort degré d’identité les uns par rapport aux autres (>80%), et sont
nommes en fonction de la bactérie qui les héberge par exemple sites attCycrs (VCR pour
Vibrio cholerae repeats) (Mazel, 2006).

Les régions R”’ et L’ sont respectivement complémentaires des régions R’ et L’ conduisant a
la formation de structures cruciformes en tige-boucle par auto-repliement de chaque brin
(Figure 4B). Le site L’ comprend une base supplémentaire (G) par rapport au site L’, il se
crée donc un mésappariement repoussant cette base G vers 1’extérieur (Figure 4B). Cette base
est essentielle a la reconnaissance du brin a recombiner par I’intégrase (Johansson et al.,
2004, Bouvier et al., 2005). Il a été montré que Intll interagit avec le site attC sous forme

simple brin, et spécifiquement avec le brin du bas (bottom strand) (Bouvier et al., 2005).

11.3. Mouvements des cassettes

L’intégrase Intl est capable, par des réactions de recombinaisons spécifiques au niveau
des sites attl et attC, de catalyser des réarrangements de cassettes au sein d’un intégron ou
entre deux intégrons. La réaction d’excision se fait préférentiellement entre deux sites attC
(Figure 5B) tandis que l’intégration d’une cassette au sein d’un intégron se fait par
recombinaison entre le site attl et le site attC (Figure 5A) la cassette étant ainsi insérée au
plus pres du promoteur Pc, position la plus favorable a son expression (Collis et al., 2001).

Les recombinaisons d'excisions ou d'intégrations se font toujours entre deux sites sous
configuration double brin. Dans le cas du site attC il s’agit toujours de sa configuration de
repliement tige-boucle du brin inférieur (une structure double brin) (MacDonald et al., 2006 ,
Bouvier et al., 2005). La recombinaison se fait selon le schéma suivant: coupure d’un
premier brin d’ADN sur chacune des deux molécules double brin, puis échange des brins

clivés et enfin ligature, ce qui aboutit a la formation d’une pseudo jonction de Holliday. Cette
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Figure 6: Recombinaison attl-attC médiée par Intll

Les étapes sont identiques a celles classiques de la recombinaison site-spécifique catalysées par les
tyrosine-recombinases jusqu’a I’intermédiaire jonction de Holliday.

A/ Les domaines de liaisons R et L de Intll du site attl double-brin et du site attC (brin du bas) sont
encadrés (pour des raisons de clarté seul le brin du bas d’attC dans sa configuration de repliement tige-
boucle est représenté) B/ Liaison des 4 monomeres de Intll au site cceur. En vert sont représentés les
monomeres correspondant aux sous-unités d’ « attaque », en rose les sous-unités « non attaquantes ».
C/ Les sous-unités d’ « attaque » clivent le brin d’ADN avec la tyrosine catalytique 302 pour former
des liaisons 3'-phosphotyrosine (D) et libérer des groupes 5'-hydroxyle libres. E et F/ Les groupes 5'-
hydroxyle subissent ’attaque intermoléculaire de la phosphotyrosine partenaire pour compléter
I'échange d'une paire de brins d'ADN entre les deux substrats, et former une jonction de Holliday. La
résolution de cette jonction selon I’axe « y » aboutit, aprés réplication, a la production d’un site attl
reconstitué a I’identique, et d’un attl modifié car ayant intégré la cassette de gene via la recombinaison
avec le site attC. L’axe « X » est abortif, probablement a cause de la trop forte proximité des molécules
dans ’espace. La résolution non-abortive nécessite une étape de réplication. Les brins d’ADN
représentés en rouge sur la derniére image sont les brins nouvellement synthétisés. D’aprés (Mazel,
2006).



jonction ne peut étre résolue par 1’échange du deuxiéme brin, car la structure tige-boucle du
brin inférieur d'un site attC étant impliquée dans la réaction de recombinaison, cela
entrainerait une linéarisation du réplicon transportant I'intégron (Demarre et al., 2007). 1l a été
démontré qu’il se produisait plutot un phénomene de réplication de I’ADN générant ainsi trois
produits dont 1’un contient la cassette insérée (Bouvier et al., 2005, Loot et al., 2012) (Figure

6).

11.4. Expression des génes de cassettes

Les cassettes sont toutes orientées dans la méme direction et ne contiennent pas, a de
rares exceptions pres, de promoteur : les génes sont donc co-transcrits comme dans un opéron
sous la dépendance du promoteur Pc localisé dans la région 5° conservée de I’intégron (Figure
2). 1l a été montré que 1’expression d’une cassette était significativement influencée par sa
position dans 1’intégron, les cassettes ¢éloignées du promoteur étant les plus faiblement
exprimées (Collis & Hall, 1995). Cette propriété des intégrons peut donc conduire a sous-
estimer le niveau de résistance aux antibiotiques d’une bactérie lors de son analyse
phénotypique. Ainsi une cassette éloignée du promoteur peut ne pas étre exprimée, et la
bactérie portant I’IM contenant cette cassette paraitra sensible a 1’antibiotique dont la
résistance est codée par le géne de cassette non exprimé. Sous la pression de sélection exercée
par l’antibiotique, 1’expression de I’intégrase peut é&tre induite, conduisant a des
réarrangements de cassettes favorisant la formation de réseaux dans lesquelles une cassette
initialement en derniere position est rapprochée du Pc, et la bactérie initialement sensible
devient alors résistante, alors qu’elle avait été identifiée comme sensible.

Certaines cassettes ne sont pas equipées de région TIR («translation initiation

region » : région d’initiation de la traduction) (Hanau-Bercot et al., 2002) et dans ce cas
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Figure 7 : Séquence et organisation des promoteurs Pc et Pintl1

A/ Représentation de la région de 1’intégron de classe 1, In40, contenant les régions promotrices des

cassettes Pc, et de I’intégrase, Pintll. Les éléments -10 et -35 sont encadrés en violet pour Pintl1 et en

jaune pour Pc. Les +1 de transcription sont également indiqués par une fléche, selon le méme code

couleur et par une lettre en majuscule (en gras). Le site de fixation de LexA est encadré en rouge. Le

codon d’initiation de la séquence codante de I’intégrase est indiqué en caractéres majuscules. B/

Organisation de la région promotrice ci-dessus lorsque le promoteur de cassette, P2, est présent. Les

éléments -35 et -10 sont encadrés en rose pour P2. Les 3 bases insérées créant P2 sont soulignées en

rose ; cette insertion inactive le site de fixation de LexA. (Guérin, Jové et al., 2011).



I’initiation se fait au niveau d’un cadre ouvert de lecture court (ORF11) qui posséde une
région TIR efficace, présente au sein de la partie 5° de I’intégron.

Le niveau d’expression des genes de cassettes pourrait aussi dépendre des sites attC.
Ils agiraient comme des atténuateurs traductionnels, leurs structures tige-boucle pouvant en

effet géner la progression du ribosome le long de I’ARNm (Jacquier et al., 2009).

1. L’intégrase d’intégron

II1.1. Régulation de I’expression de intl1

Ce n’est qu’en 2009 qu’un promoteur d’intégrase d’intégron a été caractérisé. Cette
année-la, une analyse détaillée du promoteur Pintll de I’intégrase d’intégron de classe 1, a
permis de mettre en évidence au laboratoire, I’existence d’un site de fixation de la protéine
LexA au sein de cette région promotrice (Figure 7A). LexA est le répresseur transcriptionnel
de la réponse SOS (cette derniére sera développée dans le chapitre II). Diverses approches
expérimentales - mesure de I’activité des promoteurs de 1’intégrase d’intégron de classe 1
Intl1 et de I’intégrase de Vibrio cholerae IntlA, dans divers fonds génétiques (sauvage, AlexA,
ArecA) , via Iutilisation de fusions transcriptionnelles avec un geéne rapporteur lacZ, et
estimation de D’activité de recombinaison des intégrases - ont permis de montrer que
I’expression des intégrases Intll et IntlA est régulée par la réponse SOS (Guerin et al., 2009).
La découverte de cette régulation a alors permis de caractériser le promoteur Pintl1 dans une
souche délétée du represseur LexA : le site d’initiation de la transcription (+1) du géne intll
est un résidu A situé 22 pb en amont du codon start d’intll (Figure 7) (Guérin, Jové et al.,
2011).

La comparaison des sites attl des 3 classes principales d’IM et des SI de Vibrio

cholerae avait montré que le site de fixation de LexA était conservé chez ces divers intégrons
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(Guérin, Cambray et al., 2009). Une analyse in silico a depuis identifié un site de fixation de
LexA dans la région promotrice de plus de 600 intégrases d’intégrons différentes, suggérant
que l’apparition du controle de I’expression de 1’intégrase par la réponse SOS serait treés
ancien, I’ancétre commun des intégrases possédant trés certainement un site de fixation pour
LexA (Cambray et al., 2011). Toutefois, la présence d’un site LexA ne suffit pas a conclure
qu’in vivo la régulation LexA est bien réelle. Des approches de retard sur gel ont ensuite
permis de montrer que le site de fixation potentiel de LexA présent dans attll est bien
reconnu par la protéine LexA (Guérin, Cambray et al., 2009).

De nouvelles régulations du promoteur des intégrases d’intégrons ont été récemment
identifiées. Baharoglu et collaborateurs ont ainsi montré que la protéine CRP (Protéine
réceptrice d’AMP cyclique) pouvait réguler I’expression de I’intégrase IntIA (Intl4) de Vibrio
cholerae et un site de fixation a la protéine CRP a été mis en évidence dans la région
promotrice du géne intlA (Baharoglu et al., 2012). Cagle et collaborateurs ont quant a eux
proposé que les protéines associées aux protéines du nucleoide, FIS (Factor for Inversion
Stimulation) et H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring protein), contribueraient comme
régulateurs négatifs de I’expression de I’intégrase des intégrons de classe 1 (Cagle et al.,
2011). FIS et H-NS interviennent respectivement en phase exponentielle précoce et tardive
(Ali Azam et al., 1999). Ces protéines, aussi appelées « histone-like », par homologie aux
protéines eucaryotes, reconnaissent des séquences d’ADN spécifiques et sont connues pour
avoir des roles d’activation ou de répression de la transcription chez E. coli (Browning et al.,
2008).

En plus des régulations via des protéines régulatrices, le promoteur de 1’intégrase
Pintll peut aussi, dans certains cas, étre régul¢ par un phénomene d’interférence
transcriptionnelle. En effet, Pintl1 et le promoteur des cassettes, Pc, se font face (Figure 2)

pouvant ainsi créer une interférence entre ces deux promoteurs. L’existence d’une telle
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interférence a été recemment démontree, mais seul le variant fort de Pc, PcS, (cf chapitre 1.4),
est capable d’inhiber I’expression d’intll, et ce, méme lorsque celle-ci est induite par la
réponse SOS, les autres variants du promoteur Pc, n’ayant aucune influence sur I’expression

de I’intégrase (Guerin, Jové et al., 2011).

I11.2. L’intégrase Intl

L’intégrase Intl est au cceur du systéme intégron, elle permet en effet la capture et
I’insertion des génes contenus dans les cassettes. Cette intégrase appartient a la famille des
tyrosine-recombinases ou Lambda-intégrases, qui constituent avec les résolvases-invertases,
la super-famille des recombinases spécifiques de site. Cette super-famille a été identifiée chez
des bactéries et champignons. La famille des tyrosines-recombinases inclut plus de 100
membres, qui bien que n’ayant que peu d’identité de séquence, ont toutefois un mécanisme
d’action commun, proche de celui des topoisomérases I (Argos et al., 1986, Gopaul & Duyne,
1999, Grainge & Jayaram, 1999). Les membres de cette famille possedent quatre résidus
conservés « Arginine-Histidine-Arginine-Tyrosine » localisés dans la partie carboxyle de la
protéine, au niveau de deux régions appelées box | (contenant le premier résidu arginine) et
box Il (contenant les trois autres résidus). Elles possédent également trois motifs conservés :
patch I, 11 et 1l semblant jouer un rdle dans la structure secondaire de ces enzymes (Messier
& Roy, 2001). Les intégrases d’intégrons, contrairement aux autres tyrosine-recombinases
possedent un groupe supplémentaire de résidus aux environs du patch 111 qui pourrait jouer un
role dans la liaison a I’ADN et dans 1’activité de recombinaison (Messier & Roy, 2001).

Les intégrases d’intégrons reconnaissent deux types distincts de sites de
recombinaison spécifiques : les sites attl adjacents au géne intl et les sites attC présents a
I’extrémité des cassettes. Elles peuvent catalyser aussi bien des réactions de recombinaisons

entre sites attl x attC (intégration) qu’entre sites attC x attC (excision). Il existe une forte
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Table 1 : Pourcentage d’identité et de similarité entre les séquences en acides aminés des
intégrases de classe 1, 2 et 3.

Intégrase Intl Intl2 IntI3
Intl1 100 46,5% 59,6
Intl2 63 100 46,3
Inti3 72,8 59,7 100

@ en bleu % d’identité. ® : en vert % de similarité.
D’aprées (Hall, Collis et al., 1999)



spécificité des intégrases pour leur site attl mais des recombinaisons peuvent intervenir de
facon moins efficace avec les sites attl d’autres classes d’IM. Intll reconnait ainsi trés bien
les sites attl3, par contre le site attll n’est pas bien reconnu par IntI3 (Collis et al., 2002b). En
revanche, il n’existe pas de spécificité des différentes intégrases pour leurs sites attC,

différents sites attC pouvant étre reconnus par les différentes intégrases (Collis et al., 2002b).

IV. Les différents types d’intégrons

IV.1. Intégrons de multirésistance (IM)

Les IM contiennent essentiellement des cassettes de génes codant des résistances aux
antibiotiques. Ils sont en général associés a des éléments mobiles tels que les plasmides ou les
transposons, et sont parfois appelés « intégrons mobiles ». 1ls sont largement impliqués dans
la dissémination de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Martinez-Freijo et al.,
1998, Leverstein-van Hall et al., 2003, Daikos et al., 2007). 1l existe 5 classes différentes
d’IM définies selon la séquence en acides aminés de leur intégrase. Les classes 1, 2 et 3
regroupent la grande majorité des intégrons décrits, et leurs intégrases respectives, Intll, Intl2
et Intl3 présentent une trés forte identité (Table 1).

Un doctorant du laboratoire, Thomas Jové, a contribué a la création d’une base de
données dediee aux intégrons: INTEGRALL. C’est un outil disponible gratuitement qui
fournit un acces facile aux séquences d'ADN d’intégrons et aux arrangements génétiques au

sein de ces intégrons (http://integrall.bio.ua.pt/) (Moura et al., 2009).

1IV.1.a. IM de classe 1

Ce sont les intégrons les plus répandus et les plus étudiés. Ils ont été les premiers

découverts. Leur séquence 3’ est généralement conservée (on parle alors de la région 3°CS),
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notamment chez les intégrons d’origine clinique (Gillings et al., 2008). Cette région 3’CS est
constituee du gene gacEAI (codant une résistance aux ammoniums quaternaires), du géene
sull (codant une résistance aux sulfamides) et de la séquence orf5 (codant une
acetyltransférase de fonction inconnue). lls ont souvent été associés au transposon Tn21. De
nombreux intégrons de classe 1 différents ont été décrits, et une grande proportion des genes
de cassettes codant des résistances aux antibiotiques identifiés a ce jour a été décrite au sein
de ces intégrons (Partridge et al., 2009). Il est maintenant bien démontré que la
multirésistance aux antibiotiques est associée a la présence d’intégrons de classe 1
(Leverstein-van Hall et al., 2003).

L’intégrase IntI1 est une protéine de 337 acides aminés. La présence de Pc dans la
séquence méme du gene intll a pour conséquence qu’aux différentes séquences de Pc,
correspondent différentes séquences d’intégrases d’activité variable (Jové et al., 2010). Ainsi
chez les intégrons de classe 1, il existe trois principaux variants de 1’intégrase qui présentent
des activités d’excision différentes (de la moins active a la plus active : Intllpss g,
Intllrs2 n3g €t Intllrsy Hag), ’activité d’intégration elle ne variant que peu d’une intégrase a
I’autre (Joveé et al., 2010). 1l existe chez ces intégrons un équilibre entre niveau d’expression
de cassette et activité d’excision de I’intégrase : plus le promoteur des cassettes est faible et
plus I’activité de I’intégrase est forte (Jové et al., 2010). La relation étroite entre I'aptitude des
intégrons de classe 1 a recombiner et exprimer des cassettes de génes peut étre un élément-clé

dans la compréhension de I'évolution a court terme des intégrons.

1VV.1.b. IM de classe 2

La plupart des intégrons de classe 2 présente un réseau de cassettes tres stable : dfrAl

(résistance au triméthoprime), sat2 (résistance a la streptothricine) et aadAl (résistance a la
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streptomycine et a la spectinomycine), suivies d’une séquence orfX associée a un site attC
tronqué. Des publications plus récentes font état d’intégrons de classe 2 avec des réseaux de
cassettes différents avec une cassette ere(A) (Biskri & Mazel, 2003) ou aadB et catB2
(Barlow & Gobius, 2006) par exemple.

Cette faible diversité du réseau de cassettes est vraisemblablement due au fait que
I’intégrase Intl2 est non fonctionnelle, le geéne intl2 étant interrompu par un codon stop
interne TAA (Hansson et al., 2002). L’association des IM de classe 2 au transposon Tn7 leur
assure néanmoins une mobilité importante (Lichtenstein & Brenner, 1982, Wolkow et al.,
1996). En 2006, deux souches bovines de Providencia struartii porteuses d’un IM de classe 2,
ont été identifiées mais, contrairement a ce qui est communément observé, la séquence d’intl2
de cet IM n’est pas interrompue par un codon stop prématuré (le codon stop est remplacé par
un codon glutamine), et permettrait ainsi ’expression d’une protéine Intl2 fonctionnelle
(Barlow & Gobius, 2006). Un nouvel intégron de classe 2 avec une intégrase fonctionnelle a
été identifié en 2008 chez une souche d’E. coli isolée de 1’urine d’un patient (Marquez et al.,

2008).

IV.1.c. IM de classe 3

Ils sont plus rares et a I’heure actuelle moins d’une dizaine de publications font état de
leur description. lls sont caractérisés par une intégrase Intl3 fonctionnelle capable tout comme
Intl1 d’effectuer des recombinaisons entre un site attl et un site attC ou entre deux sites attC,
mais les fréquences observées sont significativement plus faibles (Collis et al., 2002a). lls
associent une cassette de résistance aux B-lactamines a une cassette aacA4 (résistance a la
tobramycine, a la nétilmicine et a I’amikacine). La premiére découverte a eu lieu au Japon en
1995 chez une souche de Serratia marcescens résistante aux carbapénémes (blayp-1)

(Arakawa et al., 1995). D’autres IM de classe 3 contenant des cassettes de résistance aux
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antibiotiques ont ensuite été decouverts chez trois souches cliniques de Pseudomonas putida
(Shibata et al., 2003), de Klebsiella pneumoniae (Correia et al., 2003), et de E. coli (Poirel et
al., 2010), et deux souches environnementales de Delftia (Xu et al., 2007) pour lesquelles les
cassettes de genes codent des protéines de fonctions inconnues. En 2013, une publication du
laboratoire rapporte I’IM de classe 3 intl3-blapxa-10- aacA4 (résistance aux pénicillines et aux
aminosides) chez une souche de Enterobacter cloacae isolée d’un effluent hospitalier
(Barraud et al., 2013).

La détection des IM de classe 3 en quantité importante a partir d’ADN extraits de
souches de I’environnement (effluents) suggere qu’ils jouent un rdle bien plus important dans

I’environnement qu’en milieu clinique (Moura et al., 2010, Stalder et al., 2013).

IV.1.d. Autres classes d’intégrons de multi-résistance

Les intégrons de classes 4 et 5 ont éte identifiés via leur implication dans la résistance
au triméthoprime et ont été décrits chez des espéces du genre Vibrio, associés a des
transposons conjugatifs. Un seul intégron pour chacune de ces classes a été décrit a ce jour.
L’intégron de classe 4 est trouvé chez V. cholerae, il est associé a 1’élément conjugatif
intégratif SXT, et contient cing cassettes dont quatre codent pour des fonctions inconnues
(Hochhut et al., 2001). La classe 5 est associée au plasmide pRSV1 de V. salmonicida
(Boucher et al., 2006): cet intégron comporte sept cassettes dont six codent pour des fonctions

inconnues.

IV.1.e. Epidémiologie des IM

La quasi-totalité des IM décrits sont hébergés par des bactéries a Gram négatif (BGN),
et quasiment toutes les espéces de la famille des Enteobacteriaceae sont concernées : E. coli,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Salmonella et Shigella, Shigella sonnei étant un hote

fréquent des IM de classe 2. Quelques descriptions existent chez d’autres Enteobacteriaceae
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mais restent rares (Proteus, Morganella, Citrobacter, Yersinia,...). Pseudomonas aeruginosa
et Acinetobacter baumanii sont des hotes fréquents (pour revue (Barraud & Ploy, 2011)).
Seulement une dizaine de publications font état de la description d’IM (de classe 1
principalement) chez les bactéries a Gram positif (Mycobacterium fortuitum,
Corynebacterium, Arcanobacterium pyogenes et Arthrobacter). Des travaux portant sur la
litiere de volailles montrent que ces bactéries a Gram positif constitueraient un réservoir
majeur d’IM (Nandi et al., 2004). Des travaux chinois ont aussi montré leur présence dans des
souches de Staphylococcus, Enteroccocus et Streptoccocus (d’importance majeure sur le plan
médical) (pour revue (Barraud & Ploy, 2011)).

Les IM de classe 1 a 3 sont retrouvés dans I’environnement avec une trés large
répartition et de fortes prévalences. Ainsi on les retrouve dans les eaux et les sols, avec des
prévalences pouvant atteindre 30 a 40 %, notamment au niveau des bactéries isolées des eaux
de stations d’épuration (Moura et al., 2010, Ferreira da Silva et al., 2007, Stalder et al.,
2012). On les retrouve également au niveau du monde animal chez des bactéries commensales
ou pathogeénes isolées de nombreux animaux domestiques ou sauvages (chien, cheval,
animaux de zoo, tortue, mouette ...), ainsi qu’en pisciculture ou aquaculture. Le plus grand
réservoir concerne les animaux de la ferme : le bétail, les porcs, la volaille. Chez la volaille, la
prévalence en intégrons atteint prés de 50%, et peut atteindre 100% si on considére les
bactéries de la litiere du poulet. Si I’on s’intéresse aux produits dérivés de la viande, les
prévalences en IM sont souvent supérieures a 50% (pour revue (Barraud & Ploy, 2011)).

En microbiologie humaine, des centaines de publications décrivent la présence d’IM
chez des souches cliniques isolées a partir de divers prélevements. La présence d’IM pose un
probleme majeur en pratique clinique car elle est associée a une plus grande résistance aux
antibiotiques. Il est difficile d’évaluer dans ce cas leur prévalence, mais concernant les BGN

isolées d’infection urinaire, les prévalences décrites sont supérieures a 50%, pour les BGN
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isolées d’hémocultures les taux sont de 1’ordre de 10% (Heir et al., 2004). Si on considére les
bactéries multirésistantes, les prévalences en intégrons sont alors beaucoup plus importantes,

atteignant 60 a 70% (Leverstein-van Hall et al., 2003, Rao et al., 2006).

IV.2. Les super-intégrons (SI)

Des études ont examiné la relation pouvant exister entre les cassettes de genes
capturées par les IM et des séquences répétées ayant une organisation similaire et identifiées
sur le chromosome 2 de V. cholerae, appelées VCR (pour Vibrio cholerae repeats) (Barker et
al., 1994). Cela a mené a la description d’un nouveau type d’intégron, nommé Super-intégron
ou Sl (Mazel et al., 1998). En effet, si cet intégron codait une intégrase spécifique, VchintlA,
proche de celle codée par les IM, il présentait des différences notables : (i) cet intégron est
associé a un grand nombre de cassettes (variant de 72 a 200 (Mazel et al., 1998) alors qu’un
IM n’en contient que quelques unes) ; (ii) les génes de cassettes ne codent pas ou codent peu
pour des résistances aux antibiotiques, mais codent pour des facteurs de virulence, des
fonctions métaboliques, de nombreuses activités enzymatiques, ainsi qu’un grand nombre de
fonctions inconnues ; (iii) les sites attC de ces cassettes, nommés VCRs, présentent un fort
degré d’identité entre eux (>80%) contrairement aux sites attC des IM ; (iv) cette structure est
localisée sur le chromosome, sans étre associée a aucun élément mobile (Heidelberg et al.,
2000). Depuis, de nombreux Sl ont été identifieés sur le chromosome de différentes espéces ou
genres : Pseudomonas, Xanthomonas, Shewanella, Vibrio,... (pour revue (Mazel, 2006)). Un
IM est potentiellement capable de recruter directement une cassette de gene a partir d’un SI et
d’acquérir ainsi un phénotype de résistance a un antibiotique (Rowe-Magnus et al., 2002). Les
SI représentent ainsi un formidable réservoir de genes permettant aux bactéries de s’adapter

rapidement aux pressions environnementales.
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IV.3. Origine et évolution

Les IM et les Sl ont des organisations structurales identiques, et le fait que les Sl
soient plus anciens (la comparaison de la phylogénie des génes d’Intl des SI et de leur
organismes-hétes montre une co-évolution ancienne de ces structures) suggere qu’ils
pourraient étre les ancétres des IM. Cette hypothése est étayée par diverses observations.
Douze cassettes de réesistances différentes trouvées chez des IM de classe 1 présentent des
sites attC presque identiques aux sites attC localisés sur les SI des espéces Xanthomonas et
Vibrio (Rowe-Magnus et al., 2001). Ainsi, il est aujourd’hui proposé que les IM auraient
évolué a partir des Sl, via le piégeage des genes intl et leurs sites attl par des éléments
mobiles tels que les transposons (en particulier le transposon Tn402), et 1’acquisition des
génes sulA et gacE. Au cours de cette évolution, des délétions, insertions et autres
réarrangements auraient faconné la région 3’CS des IM de classe 1, ainsi que leur inclusion au
sein de plus larges plateformes mobiles telles que les plasmides et transposons, résultant en
leur dissémination chez de nombreuses bactéries, incluant des espéces pathogenes (Gillings et
al., 2008 , Labbate et al., 2009). Stokes et collaborateurs ont suggéré que les IM de classe 1
étaient probablement largement distribués chez les Protéobactéries avant 1’existence méme
des antibiotiques, et que les génes de cassettes de ces IM ne codaient pas des résistances aux
antibiotiques, mais que les IM auraient évolu¢ plus tard par 1’acquisition de la région 3°CS et
de cassettes de génes de résistance aux antibiotiques (Stokes & Gillings, 2011). Cependant, la
découverte récente d’un IM de classe 1 dans un isolat de Pseudomonas daté de 15 000 a 40
000 ans, provenant du permafrost sibérien et présentant toutes les caractéristiques d’un IM de
classe 1 clinique (régions 5°CS et 3’CS, ainsi qu’une cassette de géne de résistance a un
antibiotique : aadA2), localisé sur un transposon Tn5045 contredit cette hypothese (Petrova et

al., 2011).
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Chapitre Il : La reponse SOS

En 1967, Evelyn Witkin observait une croissance en filaments de bactéries E. coli
apres exposition a la lumiére UV : les bactéries croissaient mais ne se divisaient plus (Witkin,
1967). Elle émit I’hypothése que la division bactérienne était contr6lée par un répresseur, lui-
méme contrblé par un processus complexe qui démarrait par un blocage de la réplication di a
des Iésions de I’ADN. En 1970, dans une note diffusée en privé, Miroslav Radman décrit pour
la premiére fois chez E. coli, la réponse « SOS » comme étant un systéme de réparation de
I’ADN dépendant des protéines LexA et RecA et induit lorsque ’ADN est endommag¢ et sa
synthése arrétée, I’induction de ce systéme entralnant des mutations. Des publications
scientifiques suivront quelques années plus tard (Prakash, 1974 ; Radman, 1975). Le nom de
« SOS » a été utilise par Radman en référence a celui utilisé par les navires en perdition
(« Save Our Souls »), ce qui lui permit par la méme occasion de rendre hommage a son pére

marin-pécheur.

I. Acteurs et mécanisme de la réponse SOS

La réponse SOS est une réponse d’adaptation des bactéries suite a des stress induisant
des dommages a ’ADN conduisant a la formation d’ADN simple brin (ADN-sb). Elle est
contrdlée par deux régulateurs centraux : le répresseur LexA (locus for X-ray sensitivity A) et

I’activateur RecA (recombinase A).

I.1. La protéine LexA

Chez E. coli, le géne lexA code une protéine de 202 acides aminés, LexA, constituée
de deux domaines structurellement distincts reliés par une région charniére flexible (Luo et

al., 2001). La protéine LexA est une protéine dimérique se liant a I’ADN et capable d’auto-
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Figure 8 : Structure de la protéine LexA

A/ Structure du monomere de LexA (en rouge) et de son dérivé (en bleu) dont le changement de
conformation est entrainé par la liaison a ’ADN. Les structures se superposent au niveau des CTDs,
les 3 hélices a constituant le NTD sont nommées H1 a H3. B/ Modéle du répresseur LexA sous forme
dimérique, fixé au niveau de la région régulatrice du géne cka d’E. coli ; cette liaison a I’ADN se fait

via le domaine N-terminal. (Butala, Zgur-Bertok et al., 2009).



protéolyse. LexA se dimérise via son domaine carboxy-terminal (CTD) et se fixe a I’ADN
grace a un motif hélice-tour-hélice (HTH) situé dans son domaine amino-terminal (NTD)
constitue de 3 hélices (Figure 8A). Ce sont les hélices Il et 111 (H2 et H3) qui forment le motif
HTH permettant la liaison a ’ADN, et la séquence de la région « linker » (résidus GIn70 a
Glu74) est aussi importante pour la formation de contacts spécifiques avec ’ADN. Le CTD
de LexA, composé de feuillets B, fournit les éléments nécessaires a 1’oligomérisation et a
I’autoclivage de la protéine. Les résidus-clés sont une sérine en position 119 et une lysine en
position 156, le binbme Ser119-Lys156 catalysant le clivage entre les résidus Ala84 et Gly85.
Ces résidus 84 et 85 sont situés sur une boucle pouvant exister sous deux conformations
différentes, dans 1’une des deux conformations (celle liée a I’ADN) la boucle est située a
proximité du site catalytiqgue Serl19-Lys156, dans la seconde conformation, elle en est
éloignée (Figure 8A) (Giese et al., 2008). Des mutations au sein des séquences codant le site
catalytique ou le site de clivage (mutations lexA™) conduisent 4 la production d’une protéine
LexA non clivable, bloquant ainsi I’induction de la réponse SOS (Butala et al., 2009).

Une bactérie E. coli contient approximativement 1 200 molécules de LexA dont 20%
de protéine LexA libre, non liée a I’ADN. LexA serait présente de facon prédominante sous
forme de dimére, et le niveau de monomere serait trés faible (Mohana-Borges et al., 2000).
Ceci appuie la théorie selon laquelle LexA reconnaitrait ses sites de liaison spécifiques a
I’ADN, les sites LexA ou « LexA box » (développés dans le paragraphe 1.3 ci-apres), sous sa
forme dimérique (Butala et al., 2007). Il a été montré in vitro que la formation des dimeéres de
LexA, ainsi que leur dissociation en monomeres, étaient des processus lents, prenant quelques

minutes (plutét que quelques secondes) (Giese et al., 2008).
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Filament grooves

Figure 9 : Structure de la protéine RecA

A/ Structure du filament nucléoprotéique RecA/ADNsb: sont représentés ici 24 sous-unités de RecA
(soit 4 tours de filament avec 6 monomeéres par tour). B/ Structure d’un monomeére de RecA. En bleu,
le domaine cceur avec la liaison d’une molécule d’ATP ; en vert et violet, les domaines N- et C-

terminaux respectivement. (Cox, 2007).



1.2. La protéine RecA

La protéine RecA, et plus largement les recombinases, ont pour activité principale
I’échange de brins d’ADN, c’est le processus central de toute réaction de recombinaison
homologue. En plus de cette activité, RecA joue également un role central dans la régulation
de la réponse SOS dont elle est le senseur; elle faciliterait aussi la réplication de I’ADN par
I’ADN polymérase V malgré la présence de Iésions lors de la réponse SOS (Schlacher et al.,
2005).

Chez E. coli, la protéine RecA, codée par le gene recA, est une chaine polypeptidique
de 352 résidus dont la structure a été élucidée en 1992 (Story & Steitz, 1992). La structure
monomeérique de RecA comporte un grand domaine constituant le cceur de la protéine et deux
plus petits domaines N- (aa 1 a 33) et C-terminaux (aa 270 a 352) (Figure 9B). Ce domaine
cceur est retrouvé chez de nombreuses autres protéines parmi lesquelles des hélicases, des
protéines de transport de I’ADN, ainsi que chez I’ATPase F1 mitochondriale. C’est au niveau
de ce domaine cceur, et plus précisément des résidus 47 a 74, que RecA fixe et hydrolyse
I’ATP (Cox, 2003). Le site de fixation a I’ADN n’est pas trés bien caractérisé (Cox, 2007).
Néanmoins, il a été montré que RecA s’associait a I’ADN simple brin en formant un filament
nucléoprotéique constitué¢ de six monomeres de RecA par tour d’hélice, correspondant aux 18
pb par tour que présente I’ADN dans cette conformation (lié a RecA), soit un monomere de
RecA pour 3 nucléotides (Figure 9A). Cette conformation de I’ADN est inhabituelle (il est
étiré de 50 a 60%), mais facilite la recherche d’homologies nécessaires a la recombinaison

homologue.

1.3. Mécanisme de régulation par la réponse SOS

Lorsqu’un stress entraine des dommages a I’ADN chez une bactérie, un mécanisme de

réponse de « sauvegarde » y est déclenché. Il met en jeu principalement les protéines LexA et
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Figure 10 : Régulation de I’expression de I’intégrase par la réponse SOS

A. Dans les conditions normales, en 1’absence de stress, la protéine LexA est liée a la « SOS
box » dans la région promotrice d’un géne du régulon SOS dont I’expression est alors
réprimée. B. En cas de stress générant de I’ADN simple brin (ADN-sb), la protéine RecA se
lie a ces régions d’ADN simple brin pour former un filament nucléoprotéique, ce qui va
provoquer 1’autoprotéolyse de LexA, le gene SOS est alors exprimé. (D'aprés Da Re and Ploy,
2012).



RecA. En situation « normale » la protéine LexA réprime 1’expression d’un ensemble de
genes appartenant a ce que 1’on appelle, le régulon SOS, en se fixant sous forme d’un homo-
dimeére a une séquence appelée « LexA-box » ou « SOS-box » (Figure 10A). La LexA-box est
constituée de deux éléments de liaison symétriquement inversés, chacun d’eux liant une des
deux sous-unités du dimere de LexA. Il s’agit d’un motif palindromique de 16 pb situé dans la
région promotrice des génes, de consensus 5’-CTGTATATATATACAG-3’. 1l est situé a
proximité du site de liaison de I’ARN polymérase (ARNP) de sorte que LexA interfére
physiquement avec I’ARNP, les genes du régulon SOS sont alors réprimés. Il existe
néanmoins un niveau d’expression basal de certains de ces genes, comme par exemple pour
les genes recA et lexA afin d’assurer leurs rdles dans cette réponse SOS (respectivement
maintien de la répression des genes du régulon et initiation de la réponse SOS par liaison a
I’ ADN-sb).

En réponse aux stress induisant la formation d’ADN-sb, la protéine RecA va interagir
avec cet ADN-sb pour former un nucléofilament protéique. Ce dernier va créer une
interaction directe avec le dimere de LexA (Kovacic et al., 2013), ce qui va induire 1’auto-
protéolyse de LexA (Figure 10B). La région promotrice est alors libre pour accueillir la
machinerie transcriptionnelle, et les genes du régulon SOS initialement réprimés vont alors
étre pleinement exprimés (Figure 10B).

L’expression des génes SOS se met en place selon une dynamique précise et dépend
de I’affinité de leurs opérateurs pour la protéine LexA. Les promoteurs de forte affinité pour
LexA seront exprimes plus tardivement (Friedman et al., 2005). 1l existe une grande variation
dans la force et la cinétique d’induction de ces genes. Par exemple, certains génes sont induits
fortement aprés les dommages a I’ADN alors qu’ils sont exprimés faiblement a 1’état basal
(par exemple sfiA et umuDC), alors que d’autres qui sont déja assez fortement exprimés a

I’état basal ne sont que modérément induits aprés les dommages (uvrB) (Lewis et al., 1994).
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Table 2 : Certains génes de la réeponse SOS et leurs fonctions, d’aprés (Storz and Hengge,
2011)

Gene Fonction

cho Activité alternative a I’endonucléase de réparation par excision ; homologue de
uvrC

dinB ADN polymérase IV

dinD Fonction inconnue

dinF Fonction inconnue

dinG Hélicase de ’ADN

dinl Stabilisation du filament RecA

lexA Répresseur de la réponse SOS

polB ADN polymérase 11

ptrA Protéase Il

recA Recombinaison, activité de co-protéase pour LexA, UmuD

recN Recombinaison/réparation

recX Déstabilisation du filament RecA

rmuC  Fonction inconnue, les mutants montrent des taux élevés de réarrangements

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

umuDC ADN polymérase V ; responsable de la mutagénese induite par les UV

uvrAB  Reconnaissance des mésappariements et excision des nucléotides

uvrD Antirecombination DNA helicase ; déstabilise le filament RecA, impliqué dans la
réparation des mésappariements, réparation des mésappariements

ybfE Fonction inconnue ; se lierait a I’ADN, possible régulateur de transcription

ydjM Fonction inconnue, protéine de la membrane interne

yebG Fonction inconnue




Certains genes comme lexA, dinD et recN sont induits rapidement, d’autres comme umuDC
sont induits plus tardivement (Courcelle et al., 2001, Ronen et al., 2002, Onnis-Hayden et al.,
2009). Ce systeme permet de faire agir chaque acteur de la réponse SOS au moment opportun
et de maniére proportionnelle aux dommages subis. Le stress terming, le taux de filaments
RecA-ADN-sb décroit par disparition des régions d’ADN-sb (I’ADN endommagé ayant été
réparé), et la synthése de LexA étant continue pendant la durée de la réponse SOS, les stocks

sont suffisants pour rétablir la répression des genes.

Il. Le régulon SOS

En période d’homéostasie, la protéine LexA réprime un ensemble geénes (le régulon
SOS constitué de plus de 30 genes; Table 2) dont les produits ont des rbles dans le
métabolisme et la tolérance aux dommages a I’ADN et sont impliqués dans divers processus
cellulaires tels que I’inhibition de la division cellulaire, la réparation et la réplication (Storz &
Hengge, 2011). Certains genes (dinJ, yigN) identifiés comme appartenant au régulon SOS de
par la présence d’une LexA-box dans leur séquence promotrice, ne sont pourtant pas régulés
en réponse a des dommages a I’ADN in vitro (Fernandez De Henestrosa et al., 2000). A
contrario, un ensemble de 19 régions promotrices ne présentant pas de séquence consensus de
la LexA-box peuvent quand méme lier LexA in vitro probablement grace a 1’aide de facteurs
additionnels, les genes controlés étant donc potentiellement régulés par la réponse SOS
(Wade et al., 2005).

Il est difficile de vraiment définir le régulon SOS (Table 2). Selon le type de
dommages subis par I’ADN, sa dose, et d’autres aspects de la physiologie cellulaire, des
genes différents sont détectés comme inductibles. Ainsi, si 1’on compare trois études
d’analyse par macro-array, deux apres traitement UV et une apres traitement a la mitomycine

C (Courcelle et al., 2001, Khil & Camerini-Otero, 2002, Quillardet et al., 2003), seuls 5 génes
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Figure 11 : Le « module LexA »

21 genes ou protéines et 77 interactions en sont dérivés. (Hong, Ahn et al. 2009)



communs sont trouvés induits dans les trois études: sfiA, recA, recN, dinD et dinB (Storz &
Hengge, 2011). Hong et coll. ont comparé I’expression de génes induits suite a des dommages
a I’ADN provoqués par sept agents différents (incluant entre autre UV, radiations ionisantes,
quinolones) a partir de données issues de 69 membranes d’hybridation (Hong et al., 2009).
Leur analyse leur a permis de définir un réseau de génes qu’ils ont appelé le « module
LexA » (Figure 11) qui comprend les génes : dinl, dinF, lexA, polB, recA, recN, recX, ruvAB,
ssb, sfiA, umuDC, uvrAB et ydjM (Hong et al., 2009). Dans cette méme étude, deux autres
genes de fonctions inconnues appartiendraient également a ce set de genes, rmuC et yeb, qui
présentent des « LexA box » conservées mais auxquelles la fixation de LexA n’est pas

démontrée (Hong et al., 2009).

I11. Facteurs déclenchant la réponse SOS

A T’origine, la réponse SOS a été identifiée chez des bactéries E. coli soumises a un
traitement UV, et a été ensuite reliée a d’autres agents qui endommagent I’ADN, tels que la
mitomycine C (Costa de Oliveira et al., 1987), soutenant la thése d’un systéme de réponse
généralisée aux dommages a I’ADN. Mais depuis bien d’autres agents externes induisant la

réponse SOS, parfois indirectement, ont été decouverts (Figure 12).

I11.1. Signaux inducteurs de la réponse SOS

En plus de I’induction directe par traitement UV, une induction de la réponse SOS en
lien avec les niveaux d’AMPc a été rapportée chez des souches de E. coli privées de
nutriments (Taddei et al., 1995). Les agents alkylants endogenes, résultant d’une variété de
processus métaboliques, sont aussi inducteurs de la réponse SOS par création de dommages a
I’ADN (dépurinations spontanées, désamination de bases,...) (Volkert et al., 1989 , Drablos

et al., 2004). Plus récemment, une étude a conduit a I’identification de 42 génes qui, une fois
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Figure 12: Signaux et mécanismes inducteurs de la réponse SOS

Liste des principaux inducteurs directs ou indirects de la réponse SOS ; dans le cas d’une induction
indirecte I’intermédiaire est indiqué. (ROS : espéces réactives dérivées de I’oxygene). D’apres (Erill,

Campoy et al., 2007) et (Da Re and Ploy, 2012).



inactivés, conduisent a une induction chronique de la réponse SOS (O'Reilly & Kreuzer,
2004), ces mutations sont en lien avec les voies de la réparation, de la réplication (comme
dam ou dnaQ). Une exposition des bactéries aux ultrasons peut également déclencher la
réponse SOS de maniere directe (Vollmer et al., 1998).

En 2010, Baharoglu et coll. ont montré que la conjugaison bactérienne induisait la
réponse SOS chez E. coli et chez V. cholerae (Baharoglu et al., 2010). La conjugaison
consiste en une transmission d’un plasmide d’une bactérie donneuse a une bactérie receveuse.
Les premicres étapes de la conjugaison impliquent la génération transitoire d’ADN-sb et se
déroulent de la fagon suivante : i) coupure simple brin du plasmide au niveau de son origine
de transfert (oriT) ; ii) le brin coupé « glisse » vers la bactérie hdte dans le sens 5' vers 3'; iii)
pénétration de I’ADN-sb dans la cellule receveuse (Vielmetter et al., 1968, Bialkowska-
Hobrzanska & Kunicki-Goldfinger, 1977). Cet ADN-sb suite a I’entrée dans la receveuse peut
étre reconnu par la protéine RecA, ce qui déclenchera la réponse SOS (Baharoglu et al.,
2010). De méme, le processus de transformation se fait sous forme d’ADN-sb, et induit
également la réponse SOS et I’expression de I’intégrase IntIA chez V. cholerae (Baharoglu et
al., 2012).

Il est aussi connu que des pH élévés (basiques) peuvent induire in vitro 1’auto-
protéolyse de LexA, de fagon indépendante de RecA et des dommages a I’ADN (Smith et al.,
1991) ; in vivo des niveaux bas de pH vont quant a eux favoriser une affinité non spécifique
de LexA pour I’ADN (et donc une diminution de sa fixation au niveau des « LexA box »),
conduisant au final a une dée-repression du systéme en milieu acide ou alcalin (Sousa et al.,
2006).

D’autres inducteurs, indirects cette fois, ont également €t¢ mis au jour, comme le
stress oxydatif (Imlay & Linn, 1987), I’exposition aux chromates (polluants résultants de

divers processus dans I’industrie ou de la production d’armes nucléaires) (Ackerley et al.,

39






2006). Des bactéries soumises a un stress hydrostatique peuvent aussi déclencher la réponse

SOS via I’induction de I’endonucléase Mrr (Aertsen & Michiels, 2005).

I11.2. Induction par les antibiotiques

Il a été démontré plus récemment, que des antibiotiques, comme les B-lactames, le
triméthoprime, la ciprofloxacine, 1’ampicilline ou le métronidazole étaient capables de
déclencher directement ou indirectement la réponse SOS (Erill et al., 2007, Shaw et al.,
2003, Baharoglu & Mazel, 2011 , Beaber et al., 2004, Hocquet et al., 2012). L’induction ou
non, de la réponse SOS semble dépendre de la bactérie et de 1’antibiotique, les
aminoglycosides, la tétracycline et le chloramphénicol induisant la réponse SOS chez V.
cholerae mais pas chez E. coli, d’autres molécules (ciprofloxacine et triméthoprime)
I’induisant chez les deux espéces (Baharoglu & Mazel, 2011).

Les fluoroquinolones, aminoglycosides, métronidazole, [B-lactames induisent la
réponse SOS par production de dérivés réactifs de 1’oxygeéne (ROS) qui induisent chez la
bactérie un stress oxydatif qui va provoquer des dommages a I’ADN (Kohanski et al., 2010).
Les p-lactames peuvent aussi déclencher la réponse SOS par la voie DpiBA. Dans ce systeme
de signal de transduction a deux composants, DpiB est le senseur du stress associé a la paroi
cellulaire, qui va activer, via une phosphorylation, le régulateur DpiA. La protéine DpiA~P lie
des séquences riches en AT lors de la réplication du chromosome bactérien créant une
compétition avec les protéines de réplication DnaA et DnaB qui ne peuvent plus accéder a
I’ADN. La réplication est alors interrompue ce qui déclenche la réponse SOS (Miller et al.,

2004, Miller et al., 2003).
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IV. Réle de la réponse SOS dans I’acquisition, I’expression et la

dissémination de la résistance aux antibiotiques

Un des liens entre réponse SOS et résistance antibiotique est connue depuis
longtemps. En effet parmi les genes du régulon SOS, on trouve des genes impliqués dans la
réparation de I’ADN, dont les ADN polymérases de translésions (ADNP II, IV et V). Ces
derniéres, n’ayant pas d’activité « proof-reading », vont favoriser I’introduction d’erreurs lors
de la réplication de I’ADN, facilitant ainsi 1I’émergence de mutations et 1’adaptation des
bactéries, parmi lesquelles des mutations de résistances (Friedberg et al., 2006).

Plus récemment, d’autres liens entre réponse SOS et antibio-résistance ont été mis en
¢vidence. En effet, la réponse SOS a ét¢ montrée comme directement impliquée d’une part,
dans I’induction de la résistance, et d’autre part, dans le transfert et I’acquisition de genes de
résistance.

La résistance aux quinolones (antibiotiques a large spectre) résulte :

- soit de mutations de genes chromosomiques codant pour les topoisomérases (cibles
des quinolones) ou de génes régulateurs de protéines de la membrane externe et de pompes
d’efflux (Jacoby, 2005)

- soit de I’acquisition de génes plasmidiques tels que les génes gnr qui protégent la
gyrase de [D’inhibition par les quinolones, le géne aac6’-lb-cr qui modifie 1’agent
antimicrobien, ou les génes gepA ou 0gxAB codant une pompe d’efflux (Rodriguez-Martinez
etal., 2011).

Il existe plusieurs familles de génes gnr et les genes gnrA, B et S sont trés repandus.
Une boite LexA a été identifiée dans la région promotrice de 1’allele qnrB2 de la famille des

genes gnrB, et il a été montré que 1’expression de qnrB2 était régulée directement par la
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réponse SOS via les protéines LexA et RecA (Da Re et al., 2009). Ainsi, la ciprofloxacine qui
induit la réponse SOS permet ’induction d’une résistance vis-a-vis de sa propre action.

Une étude conduite au laboratoire en collaboration avec les équipes de D. Mazel,
(Institut Pasteur, Paris) et J. Barbé (Barcelone, Espagne) a montré in vitro, que I’expression de
I’intégrase d’intégron était sous le contrdle de la réponse SOS induite par la mitomycine C, la
ciprofloxacine et le triméthoprime chez E. coli et V. cholerae (Guérin, Cambray et al., 2009).
Récemment, Hocquet et coll. ont montré que I’induction du géne de 1’intégrase (via la réponse
SOS), pouvait se produire in vivo (chez un patient) suite a un traitement au métronidazole
conduisant a un réarrangement de cassettes chez P. aeruginosa (Hocquet et al., 2012).

En plus d’induire 1’acquisition de genes de résistance, la réponse SOS peut aussi
conduire a leur dissémination. L’¢élément génétique mobile SXT est un ICE (Integrative
Conjugative Element) rencontré chez V. cholerae, qui porte des génes de résistance au
chlorampheénicol, au sulfaméthoxazole, au triméthoprime et a la spectinomycine. 1l a été
montré que cet ICE pouvait étre transféré suite a un traitement par la ciprofloxacine de la
bactérie 1’hébergeant, selon une voie similaire a celle de la régulation LexA/RecA de la
réponse SOS (Beaber et al., 2004). Dans 1’élément SXT, les génes impliqués dans le transfert
sont réprimés par la protéine SetR. Lors de I’induction de la réponse SOS, RecA est activée et
va entrainer I’autoclivage de SetR, libérant les promoteurs des génes setC et setD, activateurs
transcriptionnels des genes du transfert conjugatif et d’intégration de I’¢lément SXT, qui peut
alors étre transféré a un nouvel hote, ses génes de résistance étant alors disséminés. Si la
réponse SOS peut induire la dissémination de genes de résistance, a contrario des modes de
dissémination d’¢éléments génétiques mobiles potentiellement porteurs de génes de résistance,
tels que la conjugaison ou la transformation, peuvent induire la réponse SOS (Baharoglu et

al., 2010; Baharoglu et al., 2012).
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Une autre implication de la reponse SOS dans la résistance aux antibiotiques est le role
qu’elle joue dans I’induction de 1’état de dormance des bactéries. Sous 1’action de la voie
SOS, la toxine TisB serait induite chez E. coli (Dorr et al., 2010). TisB, toxine du couple
toxine/antitoxine tisSAB/tisR, est un petit peptide hydrophobe qui se lie a la membrane interne
et interrompt la force protomotrice, conduisant a une chute des niveaux d’ATP et par
conséquent a un état de dormance de la bactérie. Ces bactéries dormantes, dites aussi bactéries
persistantes, sont caractérisées par un ralentissement de leur métabolisme qui les rend
insensibles aux antibiotiques qui agissent sur des bactéries en phase exponentielle de
croissance. Les bactéries persistantes peuvent donc résister a un traitement antibiotique sans
acquerir de résistance stable (Lewis, 2010). Le mode de vie biofilm, que nous développerons
dans le chapitre Ill, est connu pour sa grande résistance aux antibiotiques qui lui serait

conférée en partie par la présence de bactéries persistantes.

V. Universalité de la réponse SOS

L’identification d’un homologue de LexA et de son role dans la régulation de la
réponse SOS chez des Firmicutes (plus précisément chez Bacillus subtilis) (Wojciechowski et
al., 1991), phylum qui a été retiré des Proteobacteria auquel appartient E. coli, suggére que la
réponse SOS serait un moyen général d’adaptation des bactéries aux dommages a I’ADN. Des
travaux plus récents chez d’autres bactéries ont confirmé cette idée. Des séquences
homologues a celle du géne lexA ont été identifiées dans presque tous les génomes bactériens
séguencés a ce jour, couvrant un trés grand nombre de phyla, suggérant une origine ancienne
et une trés large distribution du géne lexA et de la réponse SOS. Ainsi, des protéines
fonctionnelles homologues de LexA régulant des genes impliqués dans la réparation de

I’ADN ont été caractérisés chez Actinobacterium, Mycobacterium tuberculosis, Thermotogae
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Figure 13 : Distribution des séquences des boites de fixation de LexA (LexA box) a

travers les domaines bactériens

La figure montre les motifs consensus des « LexA box » des phyla ou des classes considérés, ainsi que
les véritables séquences retrouvées chez des espéces représentatives. Ces séquences correspondent au
site de fixation de LexA au sein du promoteur du géne lexA (excepté pour Leptospira interrogans ou il

s’agit de celui du promoteur de recA) (Erill, Campoy et al., 2007).



Thermotoga  naepolitana,  Alphaproteobacterium,  Rhodobacter  sphaeroides  ou
Cyanobacterium Anabaena sp (Erill et al., 2007).

La caractérisation chez B. subtilis d’une LexA box (GAAC-N4-GTTC)
remarquablement différente de celle connue pour E. coli a laissé penser que I’histoire de
I’évolution de la réponse SOS était peut-étre plus compliquée que ce qui avait été supposé
(Cheo et al., 1991). Cette séquence a par la suite été retrouvée chez M. tuberculosis et M.
smegmatis (Movahedzadeh et al., 1997), Clostridium perfringens (Johnston et al., 1997),
Staphylococcus aureus (Bisognano et al., 2004) et chez Streptomycetes (Mikoc et al., 1997),
faisant du motif GAAC-N4-GTTC, la LexA-box monophylétique des bactéries a Gram positif.
Le motif CTGT-Ng-ACAG a été défini comme celui des Gamma-proteobacteria et Beta-
proteobacteria et des séquences consensus pour la fixation de la protéine LexA ont été
identifiées chez de nombreuses bactéries (répertoriées Figure 13) (Erill et al., 2007).

Malgré ’apparente universalité de la présence de LexA, plusieurs exceptions ont été
identifiées, le géne lexA étant parfois absent de classes ou de phyla entiers. Ainsi, aucun
homologue de LexA n’a été détecté au sein du groupe Bacteroidetes-Green sulfur bacteria ou
dans la sous-classe des Epsilon proteobacteria ou son absence est intrigante, puisque toutes
les autres sous-classes de Proteobacteria produisent une protéine fonctionnelle homologue de
LexA (Erill et al., 2007). La perte du gene lexA chez les Rickettsiae et Mycoplasmatacae, qui
sont des parasites intracellulaires, peut s’expliquer par des pressions évolutives qui ont
conduit a la réduction de leur génome, mais également par le besoin de maintenir constitutive
I’expression des geénes de réparation lorsqu’elles se trouvent dans un environnement hostile
tel que le cytoplasme de leurs cellules-hdtes (Mertens et al., 2005; Renesto et al., 2005). La
bactérie Streptoccocus pneumoniae ne possede pas non plus de gene lexA. Elle semble avoir
réquisitionné son régulon de compétence (impliqué dans le processus de transformation

naturelle de I’ADN) pour coordonner certaines de ses réponses aux dommages a I’ADN
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induits par certains antibiotiques (aminoglycosides et fluoroquinolones) ou par la mitomycine

C (Prudhomme et al., 2006).
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Chapitre 111 : Le biofilm

Les chercheurs n’ont pris conscience qu’assez récemment que le mode de culture
bactérien utilisé en laboratoire avait ses limites. Il est en effet éloigné du mode de vie des
microorganismes dans leurs environnements naturels : sur Terre la majorité des micro-
organismes vivent en communautés, associes a une surface et constituent des biofilms (Monds
& O'Toole, 2009). PubMed recense ainsi seulement 2 000 publications traitant du biofilm

avant I’année 2000, contre plus de 20 000 de 1’année 2000 a aujourd’hui (septembre 2013).
I. Généralités

En 1683, Antonie Van Leeuwenhoeck observe la présence de microorganismes
(animalicules) issus d’un échantillon de grattage de sa propre surface dentaire. Il peut étre
considéré comme le découvreur des biofilm. Mais ce n’est que 250 ans plus tard, dans les
années 1940, que I’existence de ce mode de vie est envisagée par Claude E. Zobell, il parle
alors de « film » (Zobell, 1943). Ce n’est qu’a la fin des années 1970 que ce concept a été
généralisé et que le terme biofilm est alors utilisé pour la premiere fois par Bill Costerton
(Costerton et al., 1978). Dans les années 1990, le développement de la microscopie confocale
a balayage laser permet d’observer des biofilms in situ dans toute leur épaisseur et de donner
une définition du biofilm, éliminant ainsi certaines idées recues comme la présence de cellules
mortes en profondeur et la structure désorganisée du biofilm.

Nous définirons ici le biofilm de la fagon suivante : ensemble de microorganismes
englobés dans une matrice extra-cellulaire autoproduite et adhérant entre eux et aux surfaces
(d’apres (Costerton et al., 1978)). Les agrégats microbiens des boues d’épuration (flocs)
(Weber et al., 2007), les pellicules microbiennes qui se développent a I’interface air-liquide

(Branda et al., 2001), ou encore de simples colonies poussant sur milieu gélosé (Wimpenny et
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Figure 14: Distribution des biofilms dans différents écosystéemes

A : biofilms sur surface minérale ; B : biofilms humains au niveau des poumons et des dents; C:

biofilm dans I’industrie (tuyau de canalisation) ; D : biofilm sur un cathéter



al., 2000) peuvent étre considérés comme des biofilms. Toutes les bactéries sont capables de
former un biofilm. Dans les environnements naturels, les biofilms sont souvent hétérogeénes et
constitues, en plus des bactéries, de champignons, algues, moisissures et virus (Branda et al.,
2005). Ils peuvent se développer sur des surfaces biotiques et abiotiques d’une grande
diversité (Figure 14): tissu vivant (végétal et animal), canalisations, appareillages médicaux...
Les biofilms ont été beaucoup étudiés car ils causent de nombres problemes que ce soit dans
le domaine industriel ou médical. Par exemple, les biofilms peuvent se développer sur les
coques des bateaux, on parle de phénomene de « biofouling » (Coetser & Cloete, 2005) ce qui
conduit a une augmentation des forces de friction, une diminution de la vitesse des bateaux et
un surcolt énergétique. La formation des biofilms sur les métaux peut également engendrer
des problémes de corrosion. En effet, associés a des surfaces métalliques, les biofilms de
bactéries anaérobies sont a l’origine de réactions chimiques corrosives, susceptibles
d’endommager, d’obturer et de contaminer durablement les systémes de circulation de
fluides. Ils sont également trés dangereux pour I’industrie agro-alimentaire, car lorsqu’ils sont
constitués de micro-organismes pathogénes, les biofilms peuvent conduire a des problémes
sanitaires sérieux. Dans le domaine de la santé, les biofilms peuvent coloniser de nombreux
dispositifs médicaux tels que les cathéters, prothéses de hanches, de genou, valves cardiaques
ou ils peuvent étre a I’origine d’infections nosocomiales. Lorsqu’un biofilm se développe sur
ce type de matériel, la seule possibilité¢ pour éviter I’infection sera alors d’enlever le matériel
colonisé, ce qui implique des risques pour le patient et des colts financiers importants pour le
systéeme de santé. Selon le NIH, 80 % des infections humaines seraient dues a des biofilms
(Davies, 2003). Il est donc indispensable de trouver des moyens qui permettraient de les
éradiquer.

Cependant, les biofilms ne présentent pas seulement des inconvenients. lls sont

notamment utilisés dans le traitement des eaux usees, ils contribuent a la production et a la
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Figure 15 : Approches utilisées dans I’étude de biofilms.

A/ Colonie sur boite et biofilm a ’interface air-liquide. B/ Microplaque : modéle de culture de biofilm
en condition statique et visualisé par coloration au cristal violet. C/ Schéma du systeme dit en
chambres a flux ou « flow-cell » tiré de (Bar-Zeev, Berman-Frank et al. 2012) et suivi de la formation
d’un biofilm. D/ Schéma de culture continue en microfermenteurs (MF) contenant une spatule
amovible sur laquelle se développe le biofilm (Ghigo, 2001); photo du biofilm dans le MF et sur la

spatule et en microscopie électronique. Bas : installation d’un montage de MF en série.



dégradation de matiére organique, au recyclage de I’azote, du soufre et de nombreux métaux.
Dans I’industrie ou dans 1’environnement, ils servent aussi au traitement des déchets ou a la

dépollution par un mécanisme appelé « bioremédiation » (Cohen, 2002).

II. Modéeles d’étude du biofilm

Les approches expérimentales classiques pour étudier les microorganismes ne sont pas
adaptées a 1’étude de leur mode de vie complexe en biofilms. Les chercheurs ont donc

développé différents modeles expérimentaux associant analyse moléculaire et microscopie.

11.1. Les bactéries modeéles

La majorité des espéces bactériennes forme des biofilms. Les bactéries modeles les
plus étudiées sont P. aeruginosa, E. coli et V. cholerae. Ces bactéries pathogenes ou
commensales a Gram négatif sont facilement manipulables et ont permis 1’identification et
I’¢tude de nombreux facteurs moléculaires impliqués dans la formation des biofilms.
Plusieurs équipes travaillent également avec la bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus

qui est impliquée dans de nombreuses infections nosocomiales.

11.2. Les modeéles de culture

Si les colonies poussant sur boites ou la pellicule se formant a I’interface air-liquide
constituent des biofilms (Figure 15A), les chercheurs ont mis au point des moyens d’étude
nettement plus sophistiqués afin de pouvoir étudier plus finement les étapes de la formation

du biofilm et sa structure.
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11.2.a Les biofilms en micro-plaques

L’utilisation des mode¢les statiques de formation de biofilm en microplaque multi-
puits, couplée a I’analyse de mutants, a permis d’identifier de nombreux genes impliqués dans
la formation des biofilms de P. aeruginosa et E. coli sur des surfaces abiotiques (Genevaux et
al., 1996, Pratt & Kolter, 1998 , O'Toole & Kolter, 1998). Un grand nombre de laboratoires
utilisent ce modeéle pour étudier les étapes précoces de la formation des biofilms. La
formation de biofilm est visualisée par une coloration au Cristal violet du biofilm sur les

parois (Figure 15B).

I1.2.b Systémes permettant I’étude de biofilms matures

Afin d’identifier et d’étudier les facteurs moléculaires impliqués dans la maturation et
la structuration du biofilm, des modéles de culture continue comme les microfermenteurs
(Ghigo, 2001) ou les chambres en flux (flow-cell) sont utilisés (Tolker-Nielsen & Sternberg,
2011).

Le systeme de chambres en flux comporte un ensemble de chambres stériles fermeées
par une lamelle en verre (« flow-cells ») qui permet d’alimenter en continu les bactéries avec
du milieu nutritif frais tout en évacuant les déchets ainsi que les bactéries planctoniques. Ce
systéme permet en utilisant des souches bactériennes exprimant des protéines fluorescentes de
réaliser des observations par microscopie confocale a balayage laser a différents temps de
croissance du biofilm et de voir son évolution (Reisner et al., 2003) (Figure 15C). Il permet
I’étude des étapes précoces comme des étapes plus tardives.

En utilisant les micro-fermenteurs (MF) du laboratoire des Fermentations de I'Institut
Pasteur, Jean-Marc Ghigo a développé un modeéle de production de biofilm en culture
continue qui repose sur l'utilisation d’un microfermenteur en verre dans lequel est insérée une

spatule en pyrex® amovible (Figure 15D). La vitesse d’arrivée du milieu dans le MF est plus
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Figure 16: Etapes de la formation d’un biofilm

1. Adhésion bactérienne primaire 2. Fixation bactérienne irréversible 3. Formation et croissance des
colonies 4. Sécrétion de la matrice extracellulaire et maturation du biofilm 5. Prolifération et

détachement bactérien. (Schéma d’aprés D. Davis, Binghamton University, USA)



rapide que la vitesse de division des bactéries planctoniques et permet donc le développement
du biofilm sur la spatule en pyrex. Contrairement au modéle de flow-cell, ce modele de
culture permet d’obtenir une biomasse importante qui peut ensuite &tre recupéree pour des
analyses chimiques, génétiques (transcriptome, protéome...). Des observations en microscopie
électronique peuvent aussi étre réalisées a partir de petites surfaces amovibles collées sur la
spatule, qui une fois récupérées pourront étre fixées avant d’étre observées (Figure 15D).
C’est ce systeme de culture que nous avons utilisé au laboratoire pour étudier la régulation de

I’intégrase au sein d’un biofilm bactérien.

I11. Formation et structure du biofilm

I11.1. Etapes de formation d’un biofilm

La transition des bactéries de 1’état de croissance planctonique (libres dans un
environnement naturel) a 1’état sessile (fixées a un support ou a d’autres microorganismes) est
un processus dynamique qui commence par une premiére phase d’attachement a la surface,
qui va étre dans un premier temps transitoire. Lorsque cette association a la surface se
stabilise, il y aura formation progressive de micro-colonies, au sein desquelles les bactéries
vont produire une matrice extracellulaire. Le biofilm va développer une structure
tridimensionnelle et devenir un biofilm mature. Le cycle se termine par le détachement de
certaines cellules qui vont pouvoir aller coloniser de nouvelles surfaces (Figure 16).

Ces différentes étapes mettent en jeu les appendices bactériens de surface. Ainsi, des
travaux ont montré que le transport actif via les flagelles, pili de types | et IV, curli
représentaient un important mécanisme permettant aux bactéries d’interagir avec les surfaces

(Pratt & Kolter, 1998, Klausen et al., 2003, Beloin et al., 2008).
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111.2. Appendices de surfaces

L’implication de différentes structures de surface dans 1’étape d’attachement
irréversible des bactéries aux surfaces et dans 1’établissement de la structure tridimensionnelle

du biofilm est amplement démontrée.

I11.2.a. Les fimbriae de type |

Les fimbriae de type I (ou pili, du latin pilus : le poil ou le cheveu) sont des adhésines
filamenteuses protéiques exprimées chez les isolats d’E. coli commensaux ou pathogeénes
(Sauer et al., 2000). Les bactéries expriment entre 100 et 500 fimbriae a leur surface. Un
fimbriae se présente sous la forme d’une structure tubulaire de 5 a 7 nm de diamétre et 0,2 a 2
pum de long. Plusieurs équipes ont démontré son role indispensable dans la formation du
biofilm par E. coli sur des surfaces abiotiques (Harris et al., 1990, Pratt & Kolter, 1998,
Cookson et al., 2002, Orndorff et al., 2004). L’expression des pili de type I est induite par
I’adhésion et la formation de biofilm aux stades précoces et tardifs (Schembri et al., 2003 ,

Beloin et al., 2004, Ren et al., 2004).

111.2.b. Les curli

IIs ont été identifiés d’abord chez E. coli, mais sont aussi produits par d’autres
entérobactéries comme Shigella, Citrobacter et Enterobacter (Smyth et al., 1996). lls
s’agrégent a la surface bactérienne et forment des structures de 6 a 12 nm de diamétre et de
0,5 a 1 um de long. lls se lient aux protéines de la matrice extra-cellulaire (fibronectine,
laminine, plasminogéne) (Olsen et al., 1989, Ben Nasr et al., 1996), et permettent aussi
I’adhésion des bactéries a différentes cellules humaines. Ils jouent un réle dans la formation
de biofilm en facilitant les interactions initiales a la surface et les interactions cellules-cellules
par la suite (Vidal et al., 1998, Cookson et al., 2002, Uhlich et al., 2006). Les genes impliqués

dans la formation des curli sont organisés en deux operons : csgBAC (codant les sous-unités
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des curli) et csgDEFG (codant un régulateur transcriptionnel et la machinerie d’export et
d’assemblage) (voir paragraphe 111.3). Selon les isolats de E. coli, cliniques ou

environnementaux, la formation des curli peut se faire a 37°C et/ou 28°C.

I11.2.c. L antigéne 43 (Ag43)

Ag43 est la principale protéine membranaire rencontrée chez la plupart des E. coli
commensales ou pathogenes. Elle est codée par le géne agn43 (ou flu) (Diderichsen, 1980)
dont la régulation est caractérisée par une variation de phase entre un état « ON » (expression)
et un état « OFF » (pas d’expression) (Owen et al., 1996). C’est une protéine de surface
permettant 1’auto-reconnaissance et faisant partie de la famille des auto-transporteurs
(Henderson et al., 1998). Elle est décrite comme affectant la morphologie des colonies, et
permet la formation de biofilm en promouvant 1’auto-agrégation des bactéries (Henderson et
al., 1997, Danese et al., 2000). Elle n’est pas impliquée dans I’adhésion non spécifique aux

surfaces.

111.2.d. Les pili conjugatifs

Divers travaux ont montré que ’introduction naturelle ou artificielle d’un plasmide
conjugatif dans des communautés de E. coli conduisait a la formation d’un solide biofilm
mature (Ghigo, 2001, Reisner et al., 2003). Le pilus conjugatif F promeut a la fois 1’adhésion
initiale et la maturation du biofilm, via un attachement aux surfaces et 1’établissement de
contacts cellule-cellule importants, stabilisant la structure du biofilm (Molin & Tolker-
Nielsen, 2003; Reisner et al., 2003). Ces travaux ont mis en évidence une connexion générale
entre biofilm et conjugaison, qui est cohérente avec de précedentes observations montrant que
les contacts de surface affectaient positivement les dynamiques de transfert de plasmides

(Simonsen, 1990).
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Figure 17: Architecture du biofilm

A/ Schéma de biofilm mature avec microcolonies en forme de champignon et canaux. Divers
gradients représentés par des fleches rouges sont observés au sein du biofilm.

B / Différentes architectures de biofilm selon 1’espéce bactérienne (Soren Molin, DTU, Danemark).
Biofilm de bactéries fluorescentes en flow-cell observées par microscopie confocale.



111.3. La matrice extracellulaire

La matrice extra-cellulaire qui enrobe les bactéries du biofilm est auto-produite et se
compose essentiellement de polysaccharides, protéines, acides nucléiques et ions divalents
(Sutherland, 2001). En fonctions des conditions environnementales (oxygene, nutriments...),
des especes formant le biofilm et des conditions hydrodynamiques, la matrice extracellulaire
peut avoir une composition chimique variable. Les polysaccharides, constituants majoritaires
de cette matrice (jusqu'a 85% du volume total), peuvent étre selon les especes,
polyanioniques (alginates chez P. aeruginosa (Wozniak et al., 2003)) ou polycationiques
(poly-N-acetylglucosamine chez S. aureus et S. epidermidis (Gotz, 2002)). L’ADN
extracellulaire, autre composant de la matrice, semble jouer un r6le important dans le
développement du biofilm. Il est indispensable a la formation du biofilm et permet une
organisation correcte des cellules les unes par rapport aux autres (Whitchurch et al., 2002,
Gloag et al., 2013). Cette matrice apporte au biofilm a la fois solidité et plasticité, elle permet

sa structuration.

111.4. Architecture

Il existe de multiples architectures de biofilms (Figure 17B). L’architecture
particuliére du biofilm en forme de champignon (« mushroom ») dérive de différences dans le
développement et la différenciation entre les bactéries au sein du biofilm. Au sein des
biofilms, on trouve des micro-colonies séparées par des canaux aqueux qui permettent la
circulation d’oxygene et de nutriments dans des régions plus profondes du biofilm, mais aussi
d’évacuer les déchets. Ainsi des gradients de nutriments, d’oxygene, de pH, de déchets sont
observés du sommet jusqu’a la base du biofilm (Figure 17A). L’état métabolique d’une
bactérie au sein d’un biofilm dépendrait donc de la place qu’elle occupe dans la structure ; les

bactéries localisées a la base du biofilm, sur la surface d’adhésion, devant probablement faire
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face a plus de contraintes pour leur croissance (limitations en oxygéne et nutriments, pH) que

les bactéries proches de 1’interface liquide en haut du biofilm (Monds & O'Toole, 2009).

V. Spécificités du mode de vie biofilm

Des modifications génétiques (modifications du transcriptome) et phénotypiques

apparaissent entre les formes planctonique et sessile.

IV.1. Signature génétique

Une étude a montré que 10% du génome de E. coli était différemment exprimé en
biofilm et en culture planctonique (Beloin et al., 2004) et que 1,9% des genes
différentiellement exprimés dans les deux modes de vie bactérien étaient sur- ou sous-
exprimés d’au moins un facteur 2. Parmi ces génes, les principaux étaient des genes impliqués
dans les processus cellulaires comme :

- la réponse au stress d’enveloppe (parmi lesquels cpxP, spy, rpoE...)

- le stress (recA, dinl)

- la synthese de 1’enveloppe et transport (fimA, tatE)

- la production d’énergie (cyoD, sucA, sixl, nifU)

- le métabolisme des carbohydrates (rbsB, lamB)

Parmi les génes différentiellement exprimés en biofilm se trouvaient aussi de nombreux génes
de fonctions inconnues (a hauteur de 48%) suggérant que la vie en biofilm mettait en place

des fonctions non nécessaires en culture planctonique.

IVV.2. Modifications phénotypiques

Le mode de vie sous forme de biofilm protége les microorganismes qui I’ont adopté et

leur confére de nombreux avantages: coopération dans certains systemes cataboliques,
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synergies entre microorganismes, expression phénotypiques de facteurs de résistance lors de
situations de stress, etc (Costerton, 1999, Costerton et al., 1999, Tomlin et al., 2005).

La matrice extracellulaire constitue la premiére barriere de protection vis-a-vis d’un
certain nombre d’agressions environnementales (dessiccation, action de biocides, forces de
cisaillement,...) (Costerton et al., 1999). Par sa viscoélasticite, elle limite la dispersion des
biofilms leur permettant de mieux résister aux stress thermiques et a 1’exposition aux
rayonnements UV (Martinez & Casadevall, 2007).

Ceri et coll. ont mis au point un test (The Calgary Biofilm Device) permettant de
comparer la concentration minimale inhibitrice de certains antibiotiques vis-a-vis de bactéries
en biofilm et dans un mode vie planctonique. Ils ont montré que les biofilms tolérent les
antibiotiques a des concentrations 10 a 1000 fois plus importantes que les bactéries
planctoniques (Ceri et al., 1999). Certaines bactéries (K. pneumoniae, E. coli, S. aureus) sous
forme biofilm sont viables a des concentrations minimales inhibitrices d’ampicilline et de
ciprofloxacine 1 000 fois supérieures a celles mesurées pour les mémes bactéries
planctoniques (Stewart et al., 2001). Le mode de vie biofilm confere donc un avantage
énorme aux bactéries face a la pression de sélection antibiotique. Cette propriété fait du
biofilm un ennemi majeur du corps médical (Costerton et al., 1999).

Plusieurs raisons peuvent expliquer la plus forte résistance aux antibiotiques des
bactéries au sein du biofilm. La présence de zones peu ou pas oxygenées dans les couches
profondes du biofilm, peut contribuer a la résistance a certains biocides qui peuvent étre
inactivés dans ces conditions, ou qui sont peu efficaces sur les bactéries métaboliqguement peu
actives, ce qui est le cas de nombreuses bactéries au sein du biofilm. La résistance des
bactéries en biofilm peut étre aussi attribuée a un phénotype particulier des bactéries, la
persistance (voir partie IV du Chapitre « Réponse SOS »), a la limitation de la diffusion de

molécules dans les couches du biofilm et a la création d’un environnement local particulier.
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Table 3 : Genes de réponse au stress impliqués dans la formation de biofilm ou induits

au sein du biofilm (Landini, 2009)

Geéne Protéine produite

Expression et/ou effet sur la
formation de biofilm

Dommages/perturbation de la surface cellulaire
CpXR/A  Systéme de réponse au stress de 1’enveloppe

cpxP Protéine chaperonne impliquée dans le stress
extracytoplasmique
spy Protéine périplasmique

ompx Protéine X de la membrane externe

Formation du biofilm
Structure du biofilm

Structure du biofilm

Inhibition de la formation de biofilm

holA Possible régulateur des génes de muréines Formation du biofilm
rfaP Biosynthese des LPS Formation du biofilm
rpoE Facteur sigma E de la RNA polymérase Induit en biofilm
Réparation de ’ADN, réplication et division cellulaire

recA Recombinaison, réparation, réponse SOS Induit en biofilm

dinl Protéine I inductible suite aux dommages a I’ADN Induit en biofilm
dem DNA cytosine methylase Réprimé en biofilm
sdiA Régulateur de ftsQAZ ; réponse SOS Inhibition de la formation de biofilm
Stress oxydatif

msrA Methionine sulfoxide reductase Induit en biofilm
sodC Précurseur de la superoxide dismutase Induit en biofilm
SOXS Régulateur de la réponse au superoxide Induit en biofilm

dps Protéine induite en phase stationnaire Induit en biofilm

Stress nutritionnel

crp Protéine réceptrice de I’AMPc ; répression catabolique  Formation du biofilm

CSrA Régulateur de stockage de carbone Inhibition de la formation de biofilm
Autres stress environnementaux

hdeD Protéine de membrane de la résistance acide Induit en biofilm

gadB Glutamate decarboxylase isoenzyme Réprimé en biofilm

cspl Protéine « cold shock-like » Induit en biofilm

hslS Petite « heat-shock » protéine HslS Induit en biofilm

hsIT Petite « heat-shock » protéine HsIT

Induit en biofilm




De plus, I’organisation en microcosme va favoriser les échanges de matériel génétique, avec
entre autres la possibilité de transfert de caracteres de résistance (Costerton et al., 1999). Des
études ont montré qu’un contact physique entre cellules donneuses et receveuses eétait
hautement favorisé au sein de biofilms, favorisant le transfert horizontal de matériel génétique
(Molin & Tolker-Nielsen, 2003 ; Aminov, 2011 ; Maeda et al., 2006).

Il a également été démontré que les microorganismes au sein des biofilms sont plus
résistants a la réponse immunitaire de 1’h6te (Clutterbuck et al., 2007). La taille des biofilms
est tout d’abord un frein important au processus de phagocytose. Les cellules phagocytaires
libérent des enzymes qui ont trés peu d’effet sur le biofilm et qui peuvent endommager les
tissus (Khoury et al., 1992). La matrice extracellulaire est également une barriére au systéeme
immunitaire de I’hote car elle empéche la reconnaissance des antigénes bactériens par les

anticorps (Costerton et al., 1999).

V. Sighaux et régulation dans la vie du biofilm

La formation de biofilm est sous le controle de diverses voies de régulation (Landini,
2009) et il semble exister une intime connexion entre formation de biofilm et réponse a des

stress variés (Table 3). Parmi les voies de régulation, certaines vont étre détaillees ci-dessous.

V.1. Réle du di-GMPc

La transition entre les modes de vie planctonique (cellules mobiles) et biofilm
(communautés cellulaires sédentaires) est régulée par le di-GMPc (di-guanosine
monophasphate cyclique) pour revue (Hengge, 2009, Kalia et al., 2013). Le messager
secondaire di-GMPc est une molécule signal ubiquitaire et de nombreuses bactéries
contiennent des genes codant des protéines permettant la synthese de di-GMPc. La production

du di-GMPc est régulée par deux classes d’enzymes : les di-guanylate cyclases (également
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Figure 18 : Structure et fonctions physiologiques du di-GMPc

Au niveau cellulaire, la concentration en di-GMPc est contrdlée par les di-guanylate cyclases,
protéines a motifs GGDEF en (rouge), et des phosphodiestérases qui portent des domaines EAL ou
HD-GYP (en bleu). Le di-GMPc peut réduire la motilité en dérégulant 1’expression ou I’assemblage
des flagelles ou en interférant avec la fonction motrice des flagelles. Il réprime aussi I’expression des
génes de virulence aigus (par exemple chez Vibrio cholerae). Chez toutes les bactéries étudiées, le di-
GMPc stimule la formation de biofilm en jouant sur la formation de fimbriae et autres adhésines ainsi
gue des exopolysaccharides de la matrice. Chez C.crescentus, 1’action précise dans le temps et dans
I’espace du di-GMPc est une étape-clé dans la progression du cycle cellulaire. D’aprés (Hengge,
2009).



appelées protéines GGDEF car elles contiennent un domaine GGDEF parfois GGEEF) qui
synthétisent le di-GMPc, et les di-GMPc-phosphodiestérases (possédant un domaine EAL)
qui degradent le di-GMPc (Figure 18). Le di-GMPc peut réduire la motilité en régulant de
fagon négative 1’expression des flagelles (chez P. aeruginosa) ou leur assemblage (chez
Caulobacter crescentus) ou interférer avec les fonctions motrices des flagelles (chez E. coli
ou C. crescentus). Chez toutes les bactéries, de hauts niveaux de di-GMPc stimulent diverses
fonctions associées au biofilm comme la formation des fimbriae et d’autres adhésines, ainsi
que les exopolysaccharides composant la matrice.

Chez Salmonella et certaines souches de E. coli, la cellulose est un composant
essentiel de la matrice extracellulaire et est indispensable a la formation de biofilm. Chez ces
dernieres, la production de cellulose est en général régulée au niveau transcriptionnel par la
protéine AdrA (elle méme régulée par RpoS via CsgD (Romling et al., 2000)) mais des
régulations alternatives indépendantes de ces protéines peuvent aussi exister chez certaines
souches ou dans certaines conditions (Da Re & Ghigo, 2006 , Solano et al., 2002). AdrA,
ainsi que les autres régulateurs connus de la synthése de cellulose, sont des protéines a motif
GGDEF qui via la synthése du di-GMPc vont activer le complexe cellulose synthase (le di-
GMPc agissant comme un effecteur de la production du complexe cellulose synthase qui
produit la cellulose). D’autres protéines GGDEEF, telles que YdaM, YddV et YcgR, sont
également impliquées dans la formation du biofilm, en jouant positivement sur 1’agrégation
cellulaire et en affectant négativement la motilité flagellaire, permettant ainsi le passage du

stade planctonique au stade sessile (Mendez-Ortiz et al., 2006, Weber et al., 2006).
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V.2. RpoS contrdle la formation du biofilm et la réponse aux stress environnementaux

Les facteurs sigma (o) sont des protéines du complexe d'initiation de la transcription.
Ils reconnaissent les séquences -35 et -10 des promoteurs et y recrutent le "core enzyme" de
I’ARN polymérase composé des sous-unités a, B et y. Il existe plusieurs facteurs o, qui
reconnaissent des promoteurs différents, grace notamment a leur région d’interaction avec la
séquence promotrice -35 qui est différente pour chaque facteur sigma (Gruber & Gross,
2003). Sept facteurs o coexistent chez E. coli, le facteur 6’° jouant le réle de facteur principal,
les autres étant plus spécifiques & certains stress. Le facteur o> (codé par le géne rpoS), aussi
appelé protéine RpoS) est le facteur ¢ principal de la phase stationnaire, et est aussi considéré
comme le régulateur principal de la réponse générale au stress chez E. coli (Wosten, 1998).
En culture batch en milieu complet, il a été montré que la concentration de RpoS augmentait
nettement en début de phase stationnaire, I’ARN polymérase active a ce stade étant sous sa
forme associée a o> (Jishage et al., 1996). Cependant, contrairement a d’autres régulateurs
comme ceux de la répression catabolique (CRP) ou de la réponse stringente (RelA), RpoS
n’est pas uniquement impliqué dans la réponse au stress nutritionnel li€¢ a ’entrée en phase
stationnaire (lhssen & Egli, 2004) mais semble plutdt réguler positivement des génes liés a un
stress cellulaire en réponse a une croissance lente (Hengge-Aronis, 1999). En plus de réguler
un grand nombre de genes impliqués dans la résistance au stress cellulaire et dans la
protection de I’ADN contre des stress oxydatifs, RpoS joue aussi un role dans la formation de
biofilm en controlant, de fagon indirecte, la production de structures extracellulaires
impliquées dans I’adhésion des bactéries aux surface (Landini, 2009). Ainsi la transcription de
I’opéron cSgDEFG, codant des protéines impliquées dans 1’assemblage et la sécrétion des
curli (cf Chapitre 111, paragraphe 1.3.b) dépend du régulateur MIrA lui-méme sous le controle

de rpoS (Brown et al., 2001 , Weber et al., 2006)
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V.3. CsgD, formation de biofilm et résistance au stress

CsgD, en plus de son role de régulateur de 1’expression des curli (cf Chapitre III,
paragraphe 1.3.b), contrble aussi des genes codant des protéines et polysaccharides (EPS)
extra-cellulaires, ainsi que des génes impliqués dans des voies métaboliques. En effet, CsgD
est un régulateur positif de la production de cellulose, de la production de I’antigéne O et de
I’expression de la protéine BapA chez Salmonella (Latasa et al., 2005, Gibson et al., 2006).
De ces trois éléments, seule la protéine BapA est requise pour une formation efficace de
biofilm. Les EPS dépendant de CsgD jouent plus un rdle dans la résistance aux stress
environnementaux qu’un role dans 1’adhésion (White et al., 2006 , Wang et al., 2006 , Gualdi
et al., 2008). Ces observations suggéerent fortement que la production de structures extra-
cellulaires sous la dépendance de CsgD remplisse deux réles : transition du mode de vie
planctonique au mode de vie biofilm médiée par les curli, et résistance aux stress de
I’environnement via les EPS. 1l représente ainsi un bon exemple de production coordonnée de
déterminants du biofilm et de facteurs de réponse au stress (Landini, 2009). De plus, CsgD
peut réguler des genes jouant des roles dans les processus métaboliques, en affectant
I’expression de génes impliqués dans la synthése des acides aminés (Chirwa & Herrington,
2003). CsgD régule aussi négativement le pool de nucléotides de la cellule en réprimant les
génes de la biosynthése des pyrimidines (comme 1’opéron pyriB) (Brombacher et al., 2006).
Par ailleurs, une régulation négative de ces genes de biosynthése des pyrimidines a aussi été
observée en présence d’indole (un produit du métabolisme du tryptophane), I’indole
ralentissant la croissance cellulaire et induisant la formation de biofilm (Martino et al., 2003).

CsgD appartient de plus a une boucle de régulation avec o> : la transcription de csgD
est dependante de rpoS ; en retour, de fortes concentrations en CsgD conduisent a I’activation
du géne iraP codant un facteur de stabilisation qui empéche la dégradation de o> ce qui

conduit & terme a une régulation positive du régulon ¢° (Gualdi et al., 2008).
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V.4. La réponse stringente

La haute densité cellulaire qui régne au sein du biofilm peut entrainer une limitation en
nutriments dans certaines couches ou niches du biofilm (Fux et al., 2005, Stoodley et al.,
2002 , Watnick & Kolter, 2000). Lorsque les bactéries se retrouvent dans des conditions de
croissance tres diminuées dans lesquelles I’apport en acides aminés est insuffisant pour
assurer une synthese protéique normale, elles court-circuitent un grand nombre de leurs
activités, c’est ce qu’on appelle la réponse stringente (Boutte & Crosson, 2013). Cette
derniére est caractérisée par I’accumulation de deux nucléotides inhabituels : le ppGpp ou
guanosine tétraphosphate, et le pppGpp ou la guanosine pentaphosphate. Désignés sous
I’appellation collective de (p)ppGpp ou alarmones, ces nucléotides régulent de facon

coordonnée un grand nombre d’activités cellulaires.

V.4.a Métabolisme du (p)ppGpp

Chez E. coli et d’autres B- et y- protéobactéries, les concentrations intra-cellulaires en
(p)ppGpp sont sous le contrdle de deux protéines homologues : RelA (une synthétase) et
SpoT (une hydrolase-synthétase) (Kalia et al.,, 2013). La plupart des autres bactéries
expriment un unique homologue RelA/SpoT (protéine RSH pour Rel-Spo homolog). RelA
utilise du GTP et de I’ATP pour générer du pppGpp qui est ensuite converti en ppGpp. SpoT
peut synthétiser a la fois le ppGpp (a partir de GDP + ATP) et le pppGpp (a partir de GTP +
ADP), et elle est aussi responsable de I’hydrolyse du ppGpp et pppGpp en GDP et
pyrophosphate (PPi), ou GTP et PPi respectivement (Potrykus & Cashel, 2008). Les domaines
N-terminaux des protéines RelA et SpoT sont responsables de la synthese, et de I’hydrolyse
dans le cas de SpoT, de (p)ppGpp. La régulation des deux activités antagonistes de SpoT est
cruciale pour la survie cellulaire. Cette régulation implique la fixation de RelA au niveau de

sites A de ribosomes conduisant a la détection de 1’absence d’aminoacylation des tRNA, due
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Figure 19 : Signalisation de la transduction par (p)ppGpp déclenchée chez E. coli suite a
la privation en nutriments

(a) privation en acides aminés détectée au niveau de sites A de ribosomes en présence d’ARNt non chargés
conduisant a la synthése par RelA, de (p)ppGpp a partir de GTP (ou GDP) et d’ATP. Quand les acides aminés
redeviennent disponibles, le (p)ppGpp est dégradé par SpoT. Lors d’une privation en acides gras, phosphate ou
fer SpoT est activé pour synthétiser encore plus de (p)ppGpp.

le tandem ppGpp/DksA permet (b) [I’inhibition de la transcription des promoteurs ribosomaux via une
interaction directe avec ’ARNP et (c) module I’activation de la transcription de génes impliqués dans la
biosynthése des acides aminés (activation directe).

(d) activation de la transcription des génes du stress par ppGpp et DksA qui vont délivrer I’ARNP du facteur o
général (o ™) et (e) faciliter son interaction avec les facteurs o alternatifs ¢ 5, 6 °, o ™ (régulation indirecte).

(f) ppGpp permet I’inhibition de ’initiation de la réplication.

(g) ppGpp module la traduction en se liant au facteur d’initiation (IF2) et aux facteurs d’élongation EF.

(h) en réponse a la privation en acides aminés, (p)ppGpp inhibe I’activité de I’exopolyphosphatase PPX,
provoquant alors une accumulation de polyphosphates qui se lient aux protéines ribosomales et & la protéase
Lon pour générer des acides aminés libres.

Tiré de (Kalia, Merey et al., 2013)



a la privation en acides aminés. Un mécanisme similaire a été décrit pour la détection de la
privation en acides gras par SpoT qui induit la liaison de protéines porteuses d’acétyl non

acetylées a SpoT (pour revue (Kalia et al., 2013)) (Figure 19(a)).

V.4.b Signalisation par le (p)ppGpp

(p)ppGpp régule la physiologie bactérienne via divers mécanismes. Il affecte plusieurs
processus biochimiques dans la cellule incluant la transcription, la traduction, la réplication de
I’ADN et il génére des facteurs de virulence en interagissant avec d’autres molécules signal
(Figure 19).

(p)ppGpp régule la transcription :

- soit en se liant directement a I’ARN polymérase (ARNP) : il I’empéche alors de
recruter des protéines partenaires impliquées dans la reconnaissance de I’ADN (Magnusson et
al., 2005) (Figure 19(b)). Les effets de I’interaction entre I’ARNP et le (p)ppGpp sont
modulés par la protéine DksA qui en se liant a I’ARNP favorise les effets du (p)ppGpp (Paul
et al., 2004).

- soit de maniére indirecte par un mécanisme impliquant la modulation de la liaison
des facteurs sigma a I’ARNP (Figure 19 (d) et (e)). Par exemple, (p)ppGpp inhibe la liaison
de ’ARNP aux promoteurs forts o'’-dépendants favorisant la liaison de I’ARNP a d’autres
facteurs ¢ associés a des genes utiles pour combattre les stress subis (Jishage et al., 2002). Un
autre mécanisme indirect implique 1’amélioration de la stabilit¢ du facteur 6° (RpoS) en
induisant I’expression des protéines IraP (Bougdour & Gottesman, 2007) et IraD (Merrikh et
al., 2009) qui empéchent o> d’étre redirigé vers le protéasome, empéchant ainsi sa
dégradation.

(p)ppGpp inhibe la traduction a plusieurs niveaux, via la régulation de 1’appareil de

synthese des protéines (ARNt, ARNr et protéines ribosomales), en inhibant directement

61






I’activité de traduction des facteurs d’élongation EF-Tu et EF-G (Cashel et al., 1996), et en
interagissant avec le facteur d’initiation de la traduction IF2 (Milon et al., 2006), (figure
19(9)).

Chez E. coli, (p)ppGpp inhibe I’initiation de la réplication (Figure 19(f)) (Schreiber et
al., 1995). Chez B. subtilis c’est 1’élongation lors de la réplication qui est inhibée par
(p)ppGpp (Wang et al., 2007). Chez S. Typhimurium, il promeut la dimérisation de la
protéine slyA qui contréle la transcription de genes essentiels pour la virulence (Zhao et al.,
2008).

Chez E. coli, ppGpp joue également un réle dans la régulation de la réponse au stress
acide en interagissant avec 1’enzyme Ldcl (lysine decarboxylase inductible) et en modulant
son activité. Cette enzyme est induite durant le stress acide et permet un controle de I’acidité
cellulaire en augmentant le pH cytoplasmique (Kanjee et al., 2011). Un autre exemple pour
lequel (p)ppGpp interagit directement avec une enzyme et module ses fonctions est le cas de
la régulation de I’exophosphatase, PPX, une enzyme qui dégrade le polyphosphate, source
d’énergie pour la bactérie et molécule signal (Kuroda et al., 1997). Durant un stress,
(p)ppGpp inhibe PPX, ce qui conduit a une augmentation de la concentration en
polyphosphate disponible dans la cellule, qui va se lier a des protéines ribosomales et a la
protéase Lon, générant ainsi des acides aminés libres, et permettant aux cellules de lutter
contre la privation en acides aminés (Kuroda et al., 2001) (Figure 19(h)).

La voie du (p)ppGpp semble aussi interférer avec celle du quorum sensing (QS). Le
QS est un systéeme de contrdle matérialisé par des signaux moléculaires ou auto-inducteurs
(Al) sécrétes et détectes par la cellule et dépendant de la quantité de cellules présentes dans le
milieu (Costerton, 1999, Tomlin et al., 2005). Lorsque la concentration en Al atteint une
valeur seuil, des régulateurs transcriptionnels sont activés et vont exercer un controle au

niveau de geénes spécifiques (Costerton et al., 1999, Clutterbuck et al., 2007, Irie & Parsek,
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Figure 20 : Interactions entre le facteur 6>, le régulateur CsgD et le di-GMPc.

Les protéines porteuses de domaines GGDEF peuvent synthétiser le di-GMPc de maniere constitutive
ou en réponse 4 des stimuli externes. La transcription o°-dépendante conduit & I’expression des
protéines GGDEF (fléches bleues), entrainant une augmentation d’EPS (exopolysaccharides) et
I’activation de la transcription de génes conduisant a I’expression de CsgD (fléches violettes). CsgD
active la production de curli et permet la stabilisation de ¢° via la production de IraP (fleches oranges).
(Landini, 2009)



2008). Deux types d’Al peuvent étre synthétisés par les bactéries : AI-1 (AHL:
acylhomosérine lactone) et Al-2 (diester de furanosyl borate). Le QS peut stimuler ou
réprimer 1’expression de certains caractéres comme la motilit¢ ou certains facteurs de
virulence (Tomlin et al., 2005 , Clutterbuck et al., 2007 , Irie & Parsek, 2008).

Des études ont montré un lien entre 1’augmentation de 1’expression du gene relA
(codant la ppGpp synthétase) et I’augmentation de production de 1’auto-inducteur Al-1 chez
P. aeruginosa et ce de facon indépendante de la densité cellulaire (van Delden et al., 2001).
Cette interconnexion entre réponse stringente et QS pourrait étre un moyen d’adaptation a des
stress nutritionnels cellulaires (van Delden et al., 2001). Chez des bactéries S. mutans,
I’absence de relA conduit & une diminution de la formation de biofilm ainsi qu’a une
augmentation de I’expression du gene luxS responsable de la synthése de 1’auto-inducteur Al-
2 (Lemos et al., 2004). Cependant les relations entre relA et luxS ne sont pas clairement

établies a ce jour.

Les connexions qui existent entre ces différentes voies de régulation de la formation

de biofilm illustrent bien que la formation de biofilm et les mécanismes de réponse au stress

sont intimement liés (Figure 20).
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Objectits
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Depuis plusieurs années, on observe une progression constante et alarmante du
nombre de bactéries multirésistantes responsables d’infections nosocomiales mais aussi et
plus récemment d’infections communautaires. Devant la rapidité de dissémination des
multirésistances aux antibiotiques au sein du monde bactérien et le faible nombre de
nouvelles molécules antibiotiques disponibles dans un futur proche, d’autres voies
thérapeutiques sont a envisager. Les derniéres décennies ont vu I’émergence des intégrons de
multirésistance comme un moyen d’adaptation rapide et efficace pour les bactéries a Gram
négatif face a I’utilisation des antibiotiques, aussi bien chez I’homme que chez 1’animal. Dans
ce contexte, il apparait essentiel d’identifier et de développer des stratégies visant a empécher
I’expression des intégrases et ainsi limiter le recrutement ou le réarrangement de cassettes au
sein des intégrons et la propagation des multirésistances. Ceci ne pourra se faire sans une
meilleure compréhension des conditions d’expression et mode d’action des intégrases
d’intégrons qui sont au centre de ce systéme adaptatif.

Des travaux du laboratoire ont permis de montrer que, en culture planctonique,
I’expression des intégrases d’intégron de classe 1 et du SI de V. cholerae, sont sous le
contréle de la réponse SOS (Guérin, Cambray et al., 2009). Or, ces conditions de culture sont
assez éloignées des conditions réelles dans lesquelles peuvent s'observer la propagation des
multirésistances que ce soit dans le tube digestif de I’homme ou de I’animal ou bien dans
I’environnement. En effet, le biofilm est le mode de vie privilégié des bactéries dans les
écosystemes naturels dont le tube digestif et I’environnement, mais aussi sur du matériel
médical (cathéters, protheses, ...) implanté chez ’homme. C’est un mode de vie bactérien

dans lequel les bactéries se développent en adhérant aux surfaces.

Mon projet de recherche a consisté a identifier les conditions/régulateurs d’expression

de l’intégrase des intégrons de multirésistance de classe 1 dans un modé¢le de croissance
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bactérienne se rapprochant plus des conditions réelles dans lesquelles I’acquisition/échange de

résistance antibiotique peut étre observée : le modéle de biofilm bactérien.

Les résultats de mon étude sont présenteés en deux parties :

- 1. Le mode de vie biofilm induit la réponse SOS et une nouvelle régulation,
biofilm-spécifique, de I’intégrase d’intégron de classe 1.
Ces travaux seront présentés sous forme d’article. Ce dernier est en phase terminale de

rédaction avec pour objectif une soumission a la revue Molecular Microbiology.

- II. Etude de P’effet ArecA : conséquences sur P’activité de recombinaison de

Intll ou sur la fidélité de réplication au niveau des sites attC ?
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Résultats

67






I. Le mode de vie biofilm induit la reponse SOS et une
nouvelle régulation, biofilm-spécifique, de I’intégrase

d’intégron de classe 1.

En plus d’étre le mode de vie ubiquitaire des bactéries, le biofilm présente des
caractéristiques particuliéres par rapport au mode de vie planctonique, a savoir: une
résistance accrue aux antibiotiques, une augmentation de I’expression des génes de réponse au
stress et un transfert d’ADN entre bactéries facilité. Ces particularités du biofilm suggérent
que ce mode de vie pourrait €tre un lieu favorable a 1’expression de 1’intégrase d’intégron.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons utilisé un systéme de culture continue en
microfermenteurs permettant la formation de biofilm. Nous nous sommes intéressés
uniquement a 1’intégrase d’intégron de classe 1, Intll, et plus particuliérement a celle
présentant des capacités de recombinaison maximales dans le modele expérimental d’excision
utilisé au laboratoire, Intllrs, Hag (JOVE et al., 2010).

Lorsque j’ai commencé ma thése, rien n’était connu quand a 1’expression de la réponse
SOS en biofilm. Il était pensé que ce stress devait étre induit en biofilm, mais rien n’avait
jamais été démontré. Nous avons utilis¢ comme modele d’étude, une souche de E. coli K12,
MG1656, portant un plasmide conjugatif (F) connu pour améliorer la formation de biofilm.
Dans un premier temps, nous avons estimé le niveau d’expression des genes intll (intégrase)
et sfiA (gene du régulon SOS) en biofilm par rapport au mode de vie planctonique dans
différents environnements génétiques de MG1656 : sauvage, mutant AlexA (délétion du
répresseur LexA : pas de répression) et mutant ArecA (délétion de D’activateur RecA :
répression permanente). Des fusions transcriptionnelles entre les promoteurs d’intérét, PintI1
et PsfiA, et le géne rapporteur lacZ, ont été utilisées pour estimer les niveaux d'expression de

intl1 et de sfiA par des essais -galactosidase. Cette approche a permis de montrer que,
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comme il était supposé, la réponse SOS est bien plus ¢élevée en biofilm qu’en culture
planctonique, mais sans atteindre un niveau d’induction maximal. Les mémes résultats ont été
obtenus pour I’intégrase, Intll, pour laquelle la plus forte expression observée en biofilm est
corrélée avec une augmentation de son activité d'excision de 2log par rapport a la culture
planctonique.

Pendant ces travaux, des résultats nouveaux montrant que la conjugaison influait
positivement sur la réponse SOS et donc sur l'expression de l'intégrase ont été publies
(Baharoglu et al., 2010). Comme nous utilisions dans notre modele de biofilm une souche
contenant un plasmide conjugatif, nous avons vérifi¢ 1’effet de la conjugaison bactérienne sur
la régulation de I’expression de I’intégrase. Ceci, d’autant plus que le biofilm est connu pour
favoriser I’échange de matériel génétique entre bactéries du fait de la densité bactérienne et
leur interaction dans ce mode de vie (Molin & Tolker-Nielsen, 2003). Pour ce faire nous
avons utilisé deux souches : une souche portant le plasmide conjugatif muté (F’Atral) et une
souche formant du biofilm suite a la sur-expression de fimbriae. Nous avons observé que la
conjugaison n’influait que peu sur le niveau d’activation de intl1l dans notre modeéle, et avons
confirmé que le mode de vie biofilm induisait bien I’expression de ’intégrase.

Nos premiers résultats montraient un niveau d’expression de Pintll plus élevé en
biofilm qu’en culture planctonique dans des conditions complétement dé-réprimées, ce qui
laissait suggérer 1’existence d’une régulation biofilm-spécifique de I’intégrase, en plus de la
régulation SOS. Nous avons alors cherché a identifier des régulateurs potentiels de
I’expression de I’intégrase en biofilm. Nos résultats préliminaires indiquent que RelA
permettant la synthése de I’acteur majeur de la réponse stringente bactérienne, 1’alarmone
(p)ppGpp, serait impliqué dans la régulation de I’expression de l’intégrase d’intégron de

classe 1 en hiofilm.
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1. Etude de I’effet ArecA : conséquences sur ’activité de
recombinaison de Intll ou sur la fidélité de réplication

au niveau des sites attC ?

Dans la suite de notre travail présenté dans 1’article, nous avons voulu vérifier que les
activités de recombinaison de Intllgs, Hz9 €taient bien réprimées avec le mutant de délétion
recA, or nous avons obtenu des résultats inattendus. En effet dans le mutant ArecA, les
résultats expérimentaux ont montré une importante activité de recombinaison de 1’intégrase
Intl1 alors que I’expression de cette dernicre était réprimée chez le mutant recA, que ce soit en
biofilm ou en culture planctonique ((Guérin, Cambray et al., 2009) et chapitre précédent). Ces
résultats inattendus nous ont amenés a chercher a comprendre ce qu’il se passait chez ce

mutant.

11.1. Matériel et méthodes
I1.1.a. Souches bactériennes et plasmides.

Les souches bactériennes et plasmides utilisés dans cette étude sont listés dans la table
4. Deux souches nouvelles ont été utilisées dans cette partie du travail en plus de celles
utilisées dans I’article présenté dans la premiére partie des résultats expérimentaux de ce

travail de these:

- la souche TG1: une souche de E. coli K12 portant un plasmide conjugatif F’

similaire au F**, mais sans le géne de résistance & la tétracycline.

- la souche MG1656lexAind3-, dérivée de MG1656 qui a été obtenue par transduction

P1 de la souche K12 AB1157lexAind3malF- vers la souche MG1656 (Table 4).
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Table 4 : Souches et plasmides utilisés lors de ce travalil

Nom

Génotype ou description

Référence

Souches d’ E. coli

MG1656

MG1656ArecA

MG1656AsulA AlexA

AB1157lexAind3malF-

MG1656lexAind3-

NEB 5-alpha F' Iq

Souche dérivative de E. coli MG1655; lacZ -

délétion du gene recA ; répression constitutive des génes SOS

délétion des génes lexA et sulA ; expression constitutive des génes
SOS

lexAind3malF::Tn10° expression d’une protéine LexA non
clivable, répression constitutive des génes SOS ; Tet®
expression d’une protéine LexA non clivable, répression
constitutive des génes SOS; Tet®

F” proA*B™ lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tn10 / fhuA2A(argF-

(Espeli, Moulin et
al. 2001)
(Guérin,
Cambray et al.,
2009)

(Guérin,
Cambray et al.,
2009)

Cadeau de B.
Michel

Ce travail

(New England

lacZ)U169 phoA ginV44 #804(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl Biolabs)
endA1 thi-1 hsdR17; Tet®
TG1 F'(traD36 proAB + lacl® lacZAM15 supE hsdA5 thi A(lac- Cadeau de C.
proAB)) Beloin
TG1ArecA délétion du gene recA ; répression constitutive des génes SOS (Bernier,
Lebeaux et al.,
2013)
TG1lrecA56 TG1recA56srl::Tn10 ; répression constitutive de la réponse SOS;  Cadeau de C.
Tet® Beloin
TG1lexAind3- TG1lexAind3malF::Tn10, expression d’une protéine LexA non (Bernier,
clivable, répression constitutive des génes SOS ; Tet® Lebeaux et al.,
2013)
Plasmides
F Plasmide conjugatif F’ permettant une formation améliorée de (Ghigo, 2001)
biofilm; Tet®
p6851 Dérivé de pSU38 (origine de réplication p15A), porte la cassette (Guérin,
excision reporter (attC,qga7-catT4-attCycrr-aact'-1b) ; KmR, CmR Cambray et al.,
2009)
pZE1-mcsl dérivé sans promoteur du pZE12-mcs1; origine de réplication (Guérin,
ColE1; AmpR Cambray et al.,
2009)
pZE1l-Intl1,, clonage de la région comprenant le site attl et le gene intll (Guérin,
codant I’intégrase Intl1gs, n39 de I’intégron de classe 1 In40 dans ~ Cambray et al.,
pZE1-mcsl; expression de I’intégrase sous le contréle de son 2009)
propre promoteur ; Amp®
pBAD18 Plasmide de clonage pour expression de protéine sous le controle
du promoteur ParaB inductible a I’arabinose ; Amp"
pBAD-intl1,, géne intll codant I’intégrase Intl1gs; pse de I'intégron de classe 1 (Jové, Da Re et

pBAD-intlwlY312F

In40 sous le contrdle du promoteur ParaB inductible a ’arabinose
: Amp®

intlY312F sous le contrdle du promoteur ParaB inductible a
I’arabinose, code la protéine Intl1Y312F (mutation au niveau de
la séquence codant le site catalytique), Sp®

al,. 2010)

Cadeau de C.
Loot




I1.1.b. Conditions de culture

Sauf indiqué, les cultures ont été réalisées a 37°C en milieu Luria-Bertani (LB)
complémenté si nécessaire en kanamycine & 25 pg.mL™ (maintien du plasmide p6851 ; Table
4), choramphénicol & 25 pug.mL™, ampicilline & 100 pg.mL™ et/ou tétracycline & 7,5 pg.mL™
(sélection et maintien du plasmide F*™ ou sélection du transposon Tn10 associé & la mutation

lexAind3-).

I1.1.c. Biofilm en culture continue

Le systeme utilisé est un systeme de microfermenteurs (MF) en verre mis au point a

I’Institut Pasteur (Ghigo, 2001), qui se compose de (Figure 15D) :

une ou plusieurs bonbonnes de milieu (10L)

- une pompe péristaltique utilisée a 1,1 ml/min, vitesse qui permet de renouveler le
milieu plus rapidement que la vitesse de multiplication des bactéries planctoniques
dans ces conditions expérimentales.

- un bain-marie a 37°C

- une série de MF (12 MF maximum par expérience). Le MF se compose d’un tube en
verre comportant des tubulures en verre qui permettent I’arrivée et sortie de milieu, et
I’arrivée d’air, et d’une spatule en Pyrex amovible sur laquelle se forme le biofilm.

- une arrivée d’air comprimé a la pression de 0,35 bars qui permet I’évacuation

permanente du milieu en exces.

- une bonbonne de sortie de milieu pour récupérer le milieu usagé sortant des MFs.

Les MFs sont inoculés par trempage, pendant 2 minutes, de la spatule en verre dans un

tube contenant 15 mL d’une culture overnight (o/n) diluée a une D.Ogoonm de 2. La spatule est
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Figure 21 : Schéma du test d’excision

L’activité d’excision de I’intégrase Intllgs, 1o €St estimée selon le schéma suivant. Deux plasmides
sont portés par la souche bactérienne : le plasmide, p6851, contient un géne de résistance au
chloramphénicol (Cm® en vert) et son promoteur constitutif entouré par deux sites de recombinaison
attC (attC,aga7 €t attCycr rectangles roses). En amont de cette structure, le promoteur Plac (cadre
rouge) et en aval le géne aac(6’)-lb, codant la résistance a la tobramycine, dépourvu de promoteur
(fleche bleu foncé); le plasmide pZE1-Intll,, permet ’expression de 1’intégrase a partir de son propre
promoteur (i.e. régulé par la réponse SOS comme schématisé). Les résistances conférées par les
plasmides sont indiquées en leur centre. Lorsque l’intégrase est produite (a) (ovale violet), elle
catalyse la recombinaison entre les deux sites attC (b), ce qui a pour résultat d’exciser la cassette de
résistance au Cm et de rapprocher le promoteur Plac du géne aac(6’)-1b et permettre son expression
(c). La fréquence d’excision est mesurée en déterminant le ratio nombre de colonies résistantes a la
tobramycine (bactéries ayant effectué I’excision) sur nombre de colonies résistantes a I’ampicilline et a

la kanamycine (bactéries totales) (Guérin, Cambray et al. 2009; Jové, Da Re et al. 2010).



brievement rincée dans du milieu frais avant d'étre introduite dans le MF contenant un volume
de milieu permettant de recouvrir la spatule. Une fois la spatule insérée dans le MF, la pompe
est réamorcée et la culture se poursuit pendant 24 heures. A la fin de I'expérimentation, la
spatule est délicatement retirée du MF et le biofilm est mis en suspension par vortexage dans
10 mL de milieu LB stérile. Lorsque le biofilm est trop fragile (dans le cas des mutants recA),
il est remis en suspension par agitation minutieuse du MF. Le biofilm en suspension est
conservé dans de la glace avant de proceder aux expériences de comptage. Des aliquotes sont

prélevés et congelés pour des études ultérieures quand nécessaire.

I1.1.d. Cultures planctoniques

Les cultures planctoniques sont réalisées en paralléle des cultures en MF, en diluant au
1/100°™ dans 10 ml de milieu LB frais les cultures diluées ayant servi a inoculer les MFs
(D.Ogoonm de 2). Pour les expériences avec les plasmides pBad, des pré-cultures o/n sont
réalisées en milieu LB complémenté avec les antibiotiques nécessaires et du glucose 1%. Ces
pré-cultures sont diluées au 1/100°™ en LB + antibiotiques + 0,2% d’arabinose. Les cultures

sont incubées a 37°C sous agitation pendant 24 heures.

II.1.e. Test d’excision

Un réseau synthétique de deux pseudo-cassettes attC,agaz-cat(T4)-attCycr-aac(6’)-1b
précédé du promoteur de I’opéron lac, Plac, et conférant une résistance au chloramphenicol
(le géne cat(T4) a son propre promoteur), est porté par le plasmide p6851 (Guérin, Cambray
et al., 2009, Jove et al., 2010). Le test d’excision est basé sur la capacité de I’intégrase a
catalyser la recombinaison entre les sites attC, résultant en la délétion de la pseudo-cassette
synthétique cat(T4)-attCycr et en I’expression du géne de résistance a la tobramycine aac(6’)-
Ib a partir du promoteur Plac (Figure 21).

Les bactéries hébergent a la fois le plasmide p6851 qui contient aussi un géne de
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Figure 22: Activité de recombinaison de I’intégrase Intl1

Fréquences d’excision de ’intégrase Intl1gs, n39 €Xprimée a partir de son propre promoteur Pintll en
biofilm (en rouge) ou en culture planctonique (en bleu). A/ dans les souches MG1656 F’*,
MG1656AlexA F**, MG1656ArecA F*'* et MG1656lexAind3-. B/ dans les souches TG1, TG1ArecA,
TG1lexAind3- et TG1recA56. Ce graphe est une représentation en boite a moustache dans laquelle la
ligne horizontale colorée a I’intérieur de la boite représente la médiane, la ligne basse de la boite le
premier quartile, la ligne haute de la boite correspond au troisiéme quartile et les « moustaches »
(petits traits horizontaux terminant les lignes verticales) sont les valeurs minimales et maximales
obtenues. Chaque essai a été effectué au moins 6 fois. MG : MG1656. Les * indiquent une différence

significative observée entre les deux modes de culture pour une souche donnée (p<0,05).



résistance a la kanamycine ainsi que le plasmide pZE1-Intllrs; H3e (portant un gene de
résistance a D’ampicilline). pZE1-Intllrs, H3e permet D’expression de I’intégrase sous le
contréle de son propre promoteur Pintll (Table 4). Les cultures o/n servant a inoculer les MF
ou les cultures planctoniques sont réalisées en milieu contenant du chloramphenicol afin de
n’avoir en début de culture que les bactéries n’ayant pas réalisé d’excision due a I’expression
« basale » de I’intégrase. Apreés 24h de croissance en cultures biofilm et planctonique en
milieu LB, des dilutions sont déposees sur gélose LB-Amp-Km (population totale) et LB-
Tobra (recombinants seulement). La fréquence d’excision est calculée en déterminant le ratio
nombre de colonies Tobra™ sur nombre de colonies Amp Km®. Les tests ont été effectués au

moins 6 fois pour chacune des souches.

11.2. Résultats
11.2.a. Activité de Intl1 dans la souche MG1656ArecA F°

Voulant vérifier que I’effet de la régulation de I’expression de Pintll par la réponse
SOS corrélait bien avec ’activité de I’intégrase, nous avons effectué¢ des tests d’excision dans
la souche MG1656 F’* et ses mutants ArecA, AlexA (Table 4). Comme le montrent les
résultats présentés (Figure 22A), I’intégrase Intll démontre une activité d’excision plus
importante en culture biofilm (fréquence d’excision moyenne de 3,9.10'5) qu’en culture
planctonique (4,4.107). La fréquence maximale d’excision en biofilm semble étre atteinte
dans la souche sauvage en biofilm; en effet, il n’y a pas de différence vraiment significative
entre cette fréquence et celle obtenue pour la souche AlexA en biofilm (respectivement 3,9.10°
°vs 8,7.10°; p=0,05) (Figure 22A). Bien que les niveaux d’expression de Pintl1 ne soient pas
significativement différents entre les conditions biofilm pour la souche sauvage et
planctonique dans la souche AlexA (cf. chapitre précédent, activités béta-galactosidase

respectivement de 64 et 74,1 unités Miller), la fréquence d’excision en culture planctonique
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dans la souche AlexA n’atteint pas la fréquence d’excision obtenue pour la souche sauvage en
biofilm (respectivement 1,6.10° et 3,9.10°; p<0,001) (figure 22A). En revanche, en culture
planctonique, la fréquence d’excision moyenne de MG1656AlexA/F*™ est significativement
supérieure & celle de la souche sauvage (1,6.10° vs 4,4.107; p< 0,001)

De fagon surprenante, la fréquence moyenne d’excision obtenue avec la souche ArecA
augmente de facon significative quel que soit le mode de culture, et ce malgré le fait que dans
cette souche le niveau d’expression d’intl1l soit réprimé puisque la réponse SOS ne peut pas
étre déclenchée. En biofilm, elle atteint le méme niveau de fréquence maximale obtenue dans
nos conditions expérimentales comparables a celles obtenues en biofilm avec les souches
sauvage et AlexA (Figure 22A). En culture planctonique, elle est comparable a celle obtenue
avec la souche AlexA planctonique (2,7.10° vs 1,6.10°°, p>0,05) mais significativement plus
élevée que celle obtenue avec la souche sauvage dans les mémes conditions de culture (Figure
22A).

Ces résultats suggerent que la recombinaison est plus efficace en 1’absence de
protéine RecA, alors que I’expression de 1’intégrase est réprimée. Afin de vérifier, si cet effet
résultait de 1’absence de RecA, nous avons utilisé la souche MG1656lexAind3-, souche dans
laquelle la protéine LexA n’est pas clivable et qui présente donc un phénotype SOS identique
a celui d’une souche ArecA, i.e. un état de répression constitutive. Malheureusement, nous
n’avons pas pu construire la souche MG1656lexAind3- F*', le facteur F* exprimant une
résistance a la tétracycline et la mutation lexAind3- étant associée au transposon Tn10 qui
confere aussi la résistance a la tetracycline (Table 4). La souche MG1656lexAind3- ne
formant pas de biofilm en quantité suffisante, les tests d’excision ont donc été réalisés en
culture planctonique uniquement. Comme le montre la Figure 22A, dans cette souche la
fréquence d’excision est significativement réduite par rapport a celle obtenue pour la souche

ArecA en culture planctonique (fréquence moyenne d’excision de 9,7.10®; p< 0,001). Elle est
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en fait comparable a celle obtenue avec la souche sauvage MG1656 F™ en culture
planctonique, un résultat plus conforme a la régulation SOS dépendante de 1’intégrase. Cette
différence d’activité entre les deux fonds génétiques (MG1656lexAind3- et MG1656ArecA
F’™) correspondant & un méme état de répression de la réponse SOS semble confirmer soit un
role de la protéine RecA, soit un effet pléiotropique consécutif a la délétion recA et qui
jouerait sur la réplication du plasmide induisant 1’apparition de clones résistants a la

tobramycine.

I1.2.b. Activité de Intl1 dans la souche TG1ArecA

Afin de vérifier que les résultats obtenus avec la souche MG1656ArecA F** n’étaient
pas un « effet souche », nous avons effectué les mémes tests d’excision avec une autre souche
de E. coli K12, la souche TG1 (Table 4), capable de former du biofilm. Pour cette souche
nous disposions des mutants lexAind3-, ArecA et recA56. La mutation recA56, permet la
synthése d’une protéine RecA qui n’est plus capable de recombinaison, et qui bien qu’elle
puisse toujours se lier a I’ADN simple brin, est incapable d’induire I’autoprotéolyse de LexA
(Lauder & Kowalczykowski, 1993). Le phénotype SOS de la souche TG1lrecA56 est donc
équivalent a celui des souches TG1ArecA et TG1lexAind3- : répression constitutive.

La souche TGl sauvage portant les plasmides p6851 et pZE1-Intll, donne des
fréquences d’excision similaires a celles obtenues avec la souche MG1656 F* ' : la fréquence
d’excision est significativement plus importante en biofilm qu’en culture planctonique
(1,1.10° vs 3,1.10"; p<0,01; Figure 22B comparer a Figure 22A). Et de méme que pour la
souche MG1656ArecA F™ la souche TGIArecA présente des fréquences d’excision
étonnamment élevées, et dans ce cas similaires en biofilm et en culture planctonique (9,9.10°
vs 8,3.10” respectivement ; p=0,4). Ces fréquences sont tout a fait comparables a celles

obtenues avec la souche MG1656 F** en biofilm (comparer Figures 22A et 22B). Par contre,
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I’effet de la délétion de recA sur la fréquence d’excision est plus fort en culture planctonique
dans la souche TG1 que dans la souche MG1656 F’ tet (8,3.10'5 vs 2,7.10°° respectivement ;
p<0,05 ; Figure 22A et B).

Dans les souches TG1lexAind3- et TG1recA56, les fréquences d’excision obtenues en
culture planctonique sont comparables entre elles et a celle de la souche TG1 (respectivement
3,3.10’7, 2,1.10'7 et 3,1.10'7; Figure 22B). En biofilm, la fréquence d’excision pour la souche
TG1recA56 est similaire a sa fréquence d’excision en planctonique (4,6.10'7, aucune
induction); la souche TGllexAind3- a une fréquence d’excision en biofilm légérement
supérieure a sa fréquence d’excision en planctonique (3,3.107 vs 1,2.10°; p<0,05), mais
nettement inférieure & celle de la souche sauvage TG1 en biofilm (1,2.10° vs 1,1.10°, p<0,05)
(Figure 22B).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus avec la souche MG1656 ™. De plus,
les fréquences d’excision de la souche TG1recA56 confirment bien que 1’effet observé pour
les souches ArecA est dd, soit a I’absence de la protéine RecA, soit a un effet pléiotropique
consécutif a la délétion recA et qui jouerait sur la réplication du plasmide. Il est a noter que
cet effet est aussi dépendant de la présence d’Intll, car les tests effectués avec le plasmide
pPZE1l-mcsl (témoin négatif ne portant pas le géne de l’intégrase) donnent toujours des
fréquences d’excision nulles, et ce, quelles que soient la souche utilisée et les conditions de

culture (données non representées).

11.2.c. Hypotheése du « slippage »

Dans le cas d’un role direct de la protéine RecA, une explication possible serait que
RecA pourrait se lier avec I’ADN simple brin des sites attC (la replication des sites attC
impliquant le simple brin du bas) et interférer avec la liaison d’Intll. Une autre hypothese,

peut-étre plus probable, serait que dans un environnement ArecA, la réplication du plasmide
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Table 5 ; Effet de la mutation Y312F dans une souche ArecA.

" eduences pBad-18  pBad-intlL,®  pBad-intllwY312F®
MG1656 F** 0 1,2.10° (+9,1.107) 0
MG1656ArecAF "™ 0 1.107 (+ 4.10%) 0

@ L’intégrase Intl1grs, nag €St exprimee a partir du promoteur ParaB.

) L’intégrase Intl1Y312F est exprimée a partir du promoteur ParaB.



soit perturbée au niveau des sites attC par un phénomeéne appelé le « slippage ». Dans notre
cas, les brins du bas des sites attC seraient sous leur conformation de repliement tiges-boucles
créant un décalage dans 1’alignement des brins d’ADN lors de la réplication (Bzymek &
Lovett, 2001). Ainsi, I’ADN polymérase, au licu de lire la séquence en son entier, déraperait
entre les sites attC, et la région comprise entre ces deux sites attC qui contient la cassette de
résistance au chloramphénicol serait perdue, conduisant donc a la production d’un plasmide
permettant 1’expression de la résistance a la tobramycine. L’effet observé étant aussi
dépendant de la présence de I’intégrase, I’hypothése est que I’intégrase stabiliserait la
conformation de repliement tiges-boucles des sites attC, conformation qui dans un
environnement ArecA favoriserait le phénomene de slippage.

Afin de tester cette hypothese, nous avons utilisé une intégrase qui présente une
mutation Y312F au niveau de son site catalytique. Cette intégrase, Intl1Y312F, peut se lier a
I’ADN, mais elle n’est plus capable d’effectuer la recombinaison (Johansson et al., 2004).

Afin de comparer ’activité de cette intégrase mutée a celle de I’intégrase sauvage,
nous avons électroporeé les plasmides pBAD, pBAD-intllw ou pBAD-intl1wY312F ainsi que
le plasmide p6851 dans les souches MG1656 F™ et MG1656ArecA F™. Dans ces
constructions 1’expression de ’intégrase n’est plus régulée par la réponse SOS mais induite
par Dl’arabinose. Les expériences d’excision ont été réalisées en culture planctonique
seulement. Comme observée précédemment lorsque I’expression de 1’intégrase était sous le
contréle de son propre promoteur (Figure 22), I’induction de I’intégrase a partir du plasmide
pBad se traduit par une fréquence d’excision nettement plus élevée dans la souche
MG1656ArecA F* que dans la souche sauvage (1.10™ vs 1,2.107 respectivement ; Table 5).
Ces fréquences d’excision sont supérieures a celles observées précédemment car le niveau
d’expression de intll est plus important a partir du promoteur ParaB. Par contre, lorsque

I’intégrase mutée Intl1 Y312F est produite, aucun événement d’excision n’est observé quelle
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que soit la souche considérée (Table 5). Ces résultats ne semblent donc pas étre en accord
avec I’hypothése du « slippage ». En effet, si ce phénomeéne de slippage entrait en jeu, avec
I’intégrase IntI1'Y312F nous ne devrions observer aucun événement de recombinaison dans la
souche sauvage, mais de nombreux événements dans la souche ArecA. Nous avons verifié que
la protéine IntI1Y312F a été exprimée correctement dans nos experiences par des dosages de
transcrits du géne intllcodant cette intégrasse mutée (données non représentees).

Ces résultats suggereraient donc que c’est I’absence de protéine RecA qui est la cause

de I’augmentation de la fréquence de recombinaison observée dans la souche ArecA.
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Discussion
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Les intégrons constituent de formidables outils d’échange et d’acquisition de génes, et
il existe une forte corrélation entre multi-résistance bactérienne et présence d’intégron
(Leverstein-van Hall et al., 2003, Barraud & Ploy, 2011). En effet, les cassettes de genes
décrites chez les intégrons de multi-résistance codent des résistances a quasiment toutes les
familles d’antibiotiques existantes (Partridge et al., 2009). L’intégrase d’intégron est capable
de catalyser des échanges de cassettes de genes au sein du méme intégron (réarrangement) ou
entre deux intégrons différents. Avant 2009 (Guérin, Cambray et al., 2009), peu d’éléments
étaient connus quant a la régulation de ce systéme. On sait maintenant que 1’expression de
intll est sous le contrle de la réponse SOS. Cependant, jusqu’a ce jour, les travaux
concernant les intégrons et I’étude de leur régulation ont toujours été réalisés en culture
planctonique. Ce mode de vie est assez €loigné de celui adopté par les bactéries dans les
écosystemes naturels, dont le tube digestif et 1’environnement, mais aussi sur du matériel
médical implanté chez I’homme, ou les bactéries sont retrouvées sous forme de biofilm.

L’objectif de ce travail a donc été d’étudier I’expression de I’intégrase des intégrons
de classe 1 dans un modeéle expérimental se rapprochant un peu plus des conditions naturelles,
i.e. un modele de biofilm. Outre le fait qu’il représente le mode de vie majeur des bactéries
dans les environnements, la particularit¢ du mode de vie biofilm est qu’il présente des
caractéristiques propres qui laissaient penser qu’il pourrait constituer un mode de vie
favorable a I’expression et a ’activité de ’intégrase (¢échange d’ADN favorisé entre bactéries,
résistance accrue aux antibiotiques, présence de stress...). Nous avons choisi d’utiliser un
modeéle de formation de biofilm en culture continue (Ghigo, 2001) et comme souche
formatrice de biofilm, la souche de E. coli MG1656 (dérivée lac- de la souche MG1655,
souche séquencée et bien caractérisée) portant le plasmide conjugatif F**. L’introduction du
plasmide conjugatif avait pour but d’augmenter la capacité de la souche MG1656 a former du

biofilm (meilleure adhérence aux surfaces grace au pili conjugatifs, le biofilm formé est solide
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et reproductible) (Ghigo, 2001). La régulation de I’intégrase impliquant la réponse SOS, nous
nous sommes aussi intéressés a I’expression de cette réponse en mode de vie biofilm ce qui
n’avait jamais été étudié auparavant lorsque nous avons commencé ce travail de these. Pour
ce faire, nous avons choisi le gene sfiA (sulA) comme témoin de cette réponse SOS. Il code la
protéine SulA qui agit lors de la réponse SOS en bloquant la division cellulaire lors des
réparations des dommages a I’ADN et qui est également sous le contréle de LexA.

Nos résultats ont montré que le biofilm constitue bien un milieu ou la réponse SOS est
surexprimée, 1’expression du geéne SfiA atteignant en biofilm un niveau de base 2,2 fois
supérieur a celui exprimeé en culture planctonique. Cependant cette induction reste bien en
decga d’une dé-repression compléte du promoteur PsfiA, car en situation de-réprimée (mutant
AlexA) I’activité du promoteur est 12,3 fois plus importante, et peut-étre plus étant donné que
dans la souche AlexA, le nombre de copies de plasmide par cellule est diminué de moitié par
rapport a celui de la souche sauvage. Une étude parue au début de 1’année 2013 a montré dans
le cadre d’une étude sur I’hypertolérantce a I’ofloxacine en biofilm, que I’expression de SfiA
était induite en biofilm par rapport a une culture planctonique (Bernier et al., 2013). Nos
résultats sont donc concordants avec cette étude et apportent quelques enseignements
supplémentaires. En effet, ces deux études utilisent des modéles de biofilm et conditions de
croissance différents, ainsi qu’une souche de E. coli K12 différente: notre biofilm, forme par
la souche de E. coli MG1656 F**, croit en culture continue et milieu riche (LB), celui de
Bernier et al, formé par la souche de E. coli TG1, croit en culture statique et milieu minimum
(M36B1+0,4% glucose) (Bernier et al., 2013). Dans le modéle de biofilm statique de Bernier
et al, I’induction de I’expression de PsfiA augmente progressivement dans le temps, avec une
augmentation en biofilm par rapport a une culture planctonique de 1,5 fois en 24h, et de 2 fois
au bout de 96h de croissance (Bernier et al., 2013). Nous aurions pu croire qu’en milicu

minimum et dans des conditions statiques, les bactéries du biofilm subissent plus de stress
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pouvant induire un niveau basal de la réponse SOS plus élevé. Hors, dans notre modéle en
culture continue en milieu riche LB, nous avons observé une induction de 2,2 fois dans un
biofilm mature de 24h. Il serait intéressant de regarder I’évolution de cette réponse a des
temps plus longs. Ces différences suggerent que bien que 1’induction de la réponse SOS est
probablement une signature du mode de vie biofilm, son niveau d’induction variant en
fonction de type de biofilm et des conditions de croissance.

La réponse SOS étant induite en biofilm, il n’a pas été surprenant d’observer que
I’expression de I'intégrase de I'IM de classe 1 était aussi induite en biofilm, dans le cas
d’IntlI1 le facteur d’induction était de 3,6 fois dans un biofilm de 24h. Tout comme pour SfiA,
cette induction n’était pas maximale et toujours soumise a la régulation SOS comme c’est le
cas en culture planctonique (Guérin, Cambray et al., 2009). En effet, en conditions dé-
réprimees (mutation du promoteur Pintl1 dans le site de LexA), I’activité de Pintll est encore
augmenteée de 3,3 fois.

Notre choix de souche bactérienne a failli étre remis en cause lors de I’avancement de
ce travail, avec la publication d’un article montrant que la conjugaison induisait la réponse
SOS (suivi de ’expression du géne recN) et une augmentation de 1’expression de 1’intégrase
(que ce soit chez E. coli ou V. cholerae) (Baharoglu et al., 2010). Hors, la capacité a former
du biofilm de la souche de E. coli que nous utilisions dans nos expérimentations dépend de la
présence du plasmide conjugatif F*. Dans notre cas, toutes les bactéries possédent le
plasmide F*™, donc la conjugaison ne peut pas se produire de facon compléte, le transfert se
faisant par contact d’une bactérie F+ vers une bactérie F-. Toutefois il est possible qu’un
début de transfert ait lieu, on parle alors de « conjugaison abortive », et qu’il puisse
déclencher la réponse SOS. Le biofilm étant connu pour étre un environnement favorisant le
transfert horizontal de génes (Maeda et al., 2006, Molin & Tolker-Nielsen, 2003), nous avons

donc vérifié que I’induction d’expression de Pintll et PsfiA que nous observions en biofilm
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dans des conditions non induites n’était pas seulement le résultat de ce phénomeéne. Nous
avons estimé le niveau d’expression planctonique et biofilm d’intll dans deux nouvelles
souches: la MG1656 portant le plasmide F*™ modifié, F*™Atral (mutant pour le géne de
transfert tral) et une souche MG1656 modifiée, MG1656 zeoPcLfim, qui est capable de
former du biofilm suite a une sur-expression de fimbriae (Korea et al., 2010). Bien que
I’expression d’intll soit réduite dans le mutant F ®Atral, le ratio d’induction biofilm versus
planctonique reste constant (entre 3,2 et 3,6) pour les trois souches testées. Ces résultats
confirment donc que 1’induction de la réponse SOS est bien une nouvelle signature du mode
de vie biofilm.

Il a été récemment montré que 1’expression des intégrases d’intégrons pouvaient, en
plus de leur régulation par la réponse SOS, étre aussi contrélée par d’autres mécanismes.
Ainsi, chez E. coli la protéine associée au nucléoide FIS est capable de se lier au niveau de
Pintl1 et les protéines FIS et HNS pourraient réprimer 1’expression d’intll (Cagle et al.,
2011). Chez V. cholerae, Baharoglu et al. ont montré que le gene intlA codant I’intégrase du
Sl était aussi régulé par la protéine CRP, cette régulation étant probablement indépendante de
la régulation SOS (Baharoglu et al., 2012). CRP est le récepteur de I’AMPc et est connue
pour réguler non seulement des voies cataboliques, mais aussi de nombreux genes impliqués
dans I’adaptation et la survie dans I’environnement, génes de virulence,... (Gorke & Stulke,
2008 ; Rojo, 2010).

Nos résultats obtenus avec le mutant AlexA montrant que le niveau d’expression de
PintI1 est plus élevé en biofilm qu’en culture planctonique alors que celui de PsfiA était
identique dans les deux conditions de culture, indiquent qu’il y aurait, en biofilm, une
régulation spécifique de I’intégrase. Cette régulation serait, de plus, indépendante de LexA,

cette difference étant aussi obtenue avec le promoteur Pintl1* (Pintll muté au niveau du site
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LexA) chez la souche sauvage et le mutant AlexA, démontrant ainsi que 1’effet observé n’est
pas di a un effet pléiotrope de la mutation AlexA.

Aucun site de fixation de la protéine CRP ne semble étre présent dans la région
promotrice de Pintll suggérant que cette régulation spécifique serait différente de celle
observée chez V. cholerae. En fait, nos derniers résultats suggerent que RelA, un régulateur
central de la réponse stringente bactérienne, serait impliqué dans la régulation positive d’intll
en biofilm. Des expériences de complémentation sont néanmoins nécessaires afin de
confirmer ce résultat. RelA est responsable de la synthése de ppGpp, I’acteur principal avec le
pppGpp de la réponse stringente qui est responsable de la réorganisation de la transcription
cellulaire conduisant a une réduction du taux de croissance des bactéries, en situation de
carences nutritionnelles (acides aminés, phosphates, acides gras, carbone, fer) ou d’autres
stress (choc osmotique, stress acide,...) (Dalebroux & Swanson, 2012; Rojo, 2010). Les
nucléotides (p)ppGpp affectent directement ou indirectement divers processus tels que
transcription, la traduction, la réplication de I’ADN, la virulence, la réponse aux stress acides
et facilitent Iutilisation des facteurs sigma alternatifs (c°, o& and o") et stabilisent c°, le
facteur sigma contrélant la réponse au stress général chez E. coli. La régulation de intl1 par
RelA n’est probablement pas directe mais fait intervenir un autre effecteur, lui-méme régulé
par RelA et le (p)ppGpp. L’expression de FIS est négativement régulée par la réponse
stringente (Ninnemann et al., 1992, Walker et al., 1999), et dépend aussi de la phase de
croissance des bacteéries : elle est fortement produite en phase exponentielle et trés peu en
phase stationnaire (Ball et al., 1992, Ninnemann et al., 1992). Il a été montré que la
régulation de FIS dépendant de la phase de croissance est indépendante de la réponse
stringente, car en 1’absence de RelA, FIS présente le méme profil d’expression i.e. forte
expression en phase exponentielle et faible expression en phase stationnaire (Ball et al.,

1992). Ces observations associées au fait que le biofilm est constitué en majorité de cellules
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en phase stationnaire, rendent peu probable une implication de la protéine FIS dans la
régulation biofilm spécifique d’intl1.

Chez les bactéries, les nucléotides (cycliques ou linéaires : di-GMPc, di-AMPc,
GMPc,AMPc, (p)ppGpp...) sont connus comme seconds messagers importants impliqués
dans la régulation de nombreux processus-clés requis pour 1’adaptation et impliqués dans la
formation de biofilm (Kalia et al., 2013 ; Landini, 2009). L’implication du (p)ppGpp Vvia RelA
comme régulateur de I’expression de I’intégrase en culture biofilm suggére que cette
expression pourrait étre localisée au sein de micro-niches dans le biofilm. En effet, les
biofilms sont des milieux trés hétérogénes avec des structures particuliéres dans lesquelles
sont observés des gradients de nutriments, d’oxygéne et de déchets (Monds & O'Toole, 2009).
Ainsi dans le biofilm il existe des micro-niches au sein desquelles les bactéries pourraient
subir une carence en nutriments (Huang et al., 1998). De méme, il est également possible que
seule une partie des cellules au sein des biofilms expriment la réponse SOS. Dans ce cas, nos
résultats ne nous donneraient qu’une valeur sous-estimée du niveau d’induction basal de la
réponse SOS et de I’expression de I’intégrase. Pour estimer le niveau d’expression des génes
intll ou pour sfiA, nous calculons en effet une activité [-galactosidase par rapport a la
population bactérienne totale, et non pas en considérant seulement les bactéries qui
exprimeraient la réponse SOS ou I’intégrase. Il est ainsi probable qu’au sein du biofilm, les
niveaux d’expression de la réponse SOS et de 'intégrase soient variables, plus ou moins
induits en fonction des conditions de stress ressenties par les bactéries a I’endroit ou elles se
trouvent. Les bactéries expérimentant des carences en nutriment exprimeraient donc plus
d’intégrase que celles vivant dans des micro-niches non carenceées.

Notre étude et des études précédentes (Beloin et al., 2004, Bernier et al., 2013),
montrent que les genes régulés par la réponse SOS sont induits en biofilm. Notre étude

montre aussi que cette induction SOS dépendante n’est pas maximale et qu’elle peut donc
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encore €tre augmentée. Et les signaux d’induction de la réponse SOS ne manquent pas dans
ces environnements naturels ubiquitaires que sont les biofilms, ce qui peut avoir des
répercussions importantes sur la propagation/acquisition de résistances aux antibiotiques. Si
I’on se place dans cette perspective de résistances antibiotique, toutes les conditions semblent
optimales en biofilm pour que ces phénoménes se produisent. Les biofilms sont des
environnements privilégiés pour 1’échange de matériels génétiques (Molin & Tolker-Nielsen,
2003, Maeda et al., 2006), et donc la propagation de résistances antibiotiques. La grande
promiscuité des bactéries dans cet environnement va favoriser la conjugaison qui va induire la
réponse SOS (Baharoglu & Mazel, 2011). La réponse SOS peut aussi étre déclenchée par des
concentrations sub-inhibitrices en antibiotiques, comme cela a été montré chez V. cholerae
avec de nombreux antibiotiques (ciprofloxacine, triméthoprime, tétracycline,
chloramphenicol, rifampicine, spectinomycine, kanamycine, gentamicine, streptomycine,
tobramycine, néomycine), ou encore chez E. coli (ciprofloxacine, triméthoprime) (Baharoglu
& Mazel, 2011; Guérin, Cambray et al., 2009). Certains antibiotiques (triméthoprime,
ofloxacine, ciprofloxacine) peuvent étre retrouves a des concentrations parfois trés
importantes dans des effluents hospitaliers (Passerat et al., 2010, Gomez et al., 2006 ,
Lindberg et al., 2004 , Duong et al., 2008 , Thomas et al., 2007). Les bactéries au sein du
biofilm pouvant résister a des concentrations 10 a 1000 fois plus élevées en antibiotiques que
lorsqu’elles sont en culture planctonique (Stewart et al., 2001), pourront donc déclencher la
réponse SOS. L’induction de la réponse SOS intrinséque au mode de vie, combinée aux
inductions supplémentaires déclenchées par des signaux extérieurs va avoir pour
conséquences de favoriser 1’échange et 1’acquisition de résistances aux antibiotiques. Un
exemple avec SXT qui est un élément conjugatif intégratif (ICE) dérivé de V. cholerae,
porteur de génes conférant des resistances, notamment au triméthoprime et au

sulfameéthoxazole, antibiotiques couramment utilisés (Waldor et al., 1996). 1l a été montré que
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la réponse SOS induisait I’expression des genes nécessaires au transfert de SXT et par
conséquent augmentait sa fréquence de transfert et ainsi la propagation des résistances
(Beaber et al., 2004). De méme avec les intégrons de classe 1, en biofilm, I’induction de
I’expression de I’intégrase (par la réponse SOS induite par le mode de vie biofilm et la
régulation RelA), éventuellement encore augmentée par une pression antibiotique déclenchant
la réponse SOS, pourrait accroitre la probabilité des bactéries a acquérir de nouvelles cassettes
de résistance. L’environnement (eaux de riviére, effluents hospitaliers ou communautaires,
usine de traitements des déchets, etc..) contient un grand nombre d’intégrons avec une variété
de génes cassettes remarquable (Stalder et al., 2012 , Stalder et al., 2013), il est donc un lieu
idéal d’échange/acquisition de cassettes, avec un risque réel de dissémination de résistance.
Notre étude montre I’intérét d’étudier les mécanismes de résistance et leur régulation dans des
modeles plus proches des environnements naturels dans lesquels sont observés émergence et
dissémination des résistances. Ces régulations positives de I’intégrase en biofilm sont d’autant
plus inquiétantes si I’on considére le biofilm bactérien du tractus gastro-intestinal chez
I’homme. Le tractus gastro-intestinal humain contient une quantité de bactéries
impressionnante, 10** bactéries représentant plus de 500 espéces (Ley et al., 2006 , Eckburg
et al., 2005). L’augmentation en biofilm des possibilités d’échange de cassettes via les
intégrons constitue donc un risque majeur au sein de 1’écosytéme digestif qui contient de
nombreuses bactéries a Gram négatif dont E. coli. Ceci est d’autant plus vrai lors de
traitements antibiotiques per os. Un réarrangement de cassettes sur un intégron de classe 1
chez P. aeruginosa a d’ailleurs été récemment observé in vivo chez un patient suite a un
traitement antibiotique (Hocquet et al., 2012). La souche initialement sensible a une
céphalosporine de 3™ génération, la ceftazidime, portait une cassette de résistance blaoxa-ss
(codant une B-lactamase a spectre élargi) précédée d’une autre cassette (gcuF1). Dans cette

configuration (gcuF1 précédant blapxa-2s), la résistance a la ceftazidime n’était pas conférée
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(Hocquet et al., 2012). Suite au traitement du patient avec du métronidazole, la réponse SOS a
été induite, la cassette gcuFl qui précédait la cassette blapxa2s a €té excisée, permettant
I’expression d’une forte résistance a la ceftazidime. Ainsi le traitement par un antibiotique, a
induit, suite a un événement d’excision dans I’intégron, I’expression d’une résistance a un
autre antibiotique chez une bactérie qui portait un géne cassette peu exprimeé avant le stress
antibiotique (Hocquet et al., 2012). 1l serait d’ailleurs intéressant de vérifier si la réponse SOS
est induite in vivo a un niveau basal plus élevé que celui du biofilm et s’il existe dans ce
contexte une régulation intl1 spécifique.

Face a I’absence de nouveaux traitements antibiotiques dans un futur proche, de
nouvelles stratégies sont requises pour lutter contre la dissémination et I’ acquisition de
résistance aux antibiotiques. Kalan et Wright ont récemment émis I’hypothése de « thérapie
adjuvante » qui utiliserait des adjuvants dont le rdle serait de potentialiser 1’effet des
antibiotique en inhibant par exemple un mécanisme de régulation (Kalan & Wright, 2011). Le
role de la réponse SOS dans la régulation de divers mécanismes bactériens impliqués dans la
résistance aux antimicrobiens, suggere que les régulateurs de cette réponse, LexA et RecA,
pourraient étre des cibles potentielles intéressantes (Da Re & Ploy, 2012; Cirz et al., 2005). Si
I’on veut efficacement lutter contre ces mécanismes d’échanges/acquisitions de résistances, en
inhibant I’expression de I’intégrase par exemple, il faut bien les connaitre. Nos résultats
semblent indiquer que prendre comme cible les régulateurs de la réponse SOS afin
d’empécher I’expression de I’intégrase, pourrait ne pas étre suffisant si I’intégrase est induite
en biofilm par un autre mécanisme de régulation indépendant de la réponse SOS. lls
soulignent aussi I’importance d’étudier les régulations des systemes d’acquisition/expression
de résistance dans des modeles plus proches des conditions naturelles ou se produisent ces

échanges.
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Outre nos résultats sur la régulation de I’expression de 1’intégrase, ce travail de these a
permis de mettre en évidence un phénotype inattendu dans un environnement génétique
ArecA : augmentation de ’activit¢ de recombinaison de I’intégrase Intll. Des expériences
complémentaires sont en cours afin de pouvoir déterminer si cet effet est d0 a 1’absence de

protéine RecA, ou a un effet de « slippage » lors de la réplication plasmidique chez ce mutant.
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Conclusions et Perspectives
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Cette étude a permis de montrer que le biofilm présente une autre caractéristique qui le
différencie du mode de vie planctonique: 1’induction de la réponse SOS. Cette dernicre reste
toutefois ouverte a la réponse a de nouveaux stress exogenes, le niveau de base atteint en
biofilm n’étant pas le niveau maximal. La réponse SOS induite suffit néanmoins a activer
correctement I’expression de I’intégrase d’intégron de classe 1 pour permettre 1’expression de
son activité de recombinaison dans le biofilm. D’autre part, nos résultats indiquent aussi que
I’expression de I’intégrase Intll est aussi sous le contréle d’une régulation spécifique du
biofilm qui impliquerait la réponse stringente via une régulation relA dépendante. Ces
résultats confirment donc notre hypotheése initiale, selon laquelle le biofilm serait un milieu
trés favorable a D’expression de I’intégrase et a 1’acquisition/échange de cassettes de
résistance.

Ce travail n’en est encore qu’a ses débuts quant a cette nouvelle régulation biofilm-
spécifique de I'intégrase. Il faut en effet tout d’abord confirmer les effets observés dans le
mutant relA en complémentant cette délétion a 1’aide d’un plasmide de sur-expression de
RelA, et verifier que la régulation est alors rétablie. Cette expérience est en cours de
réalisation au laboratoire.

L’étape suivante sera de rechercher les acteurs de la réponse stringente impliqués dans
la régulation de l’intégrase. RelA étant le régulateur général de cette réponse, il est peu
probable que I’effet observé soit direct. Le facteur 6°, ou RpoS, est le régulateur de la réponse
générale au stress chez les bactéries ; il pourrait étre un candidat potentiel. Pour évaluer
I’implication de RpoS dans la cascade de régulation de intll en biofilm, nous pourrions
réaliser un mutant de délétion de rpoS, mais aussi sur-exprimer le géne rpoS dans le mutant
MG1656ArelA F™ afin d’observer si cette sur-expression rétablit la régulation biofilm
dépendante. En effet la présence de (p)ppGpp entre autre effets, stabilise la proteine RpoS, sa

sur-expression pourrait partiellement palier 1’absence de (p)ppGpp.
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Il est a noter que chez 10% des intégrons de classe 1, il existe un second promoteur de
cassettes P2 créé par I’insertion de 3 bases au milieu du site de fixation de LexA dans la
région promotrice de Pintl1(Collis & Hall, 1995). Dans cette configuration 1’expression de
I’intégrase est constitutive du fait de la destruction de la boite LexA (Guérin, Cambray et al.,
2011). Il serait intéressant de verifier si cette configuration naturelle d’un intégron de classe 1,
est sensible a la regulation biofilm spécifique. Il se pourrait en effet que la présence du
promoteur P2 ne permette pas a cette régulation de se faire dans ce contexte.

L’induction de I’expression de 1’intégrase en biofilm pose la question suivante : la ré-
organisation des génes cassette au sein d’un intégron est-elle favorisée en biofilm en absence
ou en présence d’une pression de sélection ? Ceci pourrait étre testé en utilisant un intégron
synthétique porté par un plasmide et comportant plusieurs cassettes de résistance. Il faudrait
estimer si la probabilité de réarrangement de ces cassettes augmente en biofilm par rapport a
ce qui se passe en culture planctonique avec ou sans traitement antibiotique. Une autre
approche pourrait étre de former un biofilm mixte et d’essayer de suivre 1’acquisition de
résistance entre bactéries.

Un autre point qu’il serait intéressant de tester, est I’effet des antibiotiques sur la
régulation du SOS et de I’intégrase en biofilm. Lors de ce travail, nous avions essayé de tester
I’effet de la ciprofloxacine sur 1’expression de l’intégrase mais les essais n’ont pas été
concluants.

Enfin, le biofilm étant un milieu hétérogéne en termes de disponibilités de nutriments,
d’0O,, pH, etc, il semble intéressant d’essayer de localiser « geographiquement » 1’expression
de sfiA et d’intl1 au sein du biofilm. L’expression est-elle généralisée au sein du biofilm ou
seulement au sein de micro-niches soumises a des stress locaux comme la carence en
nutriment ? Ceci pourrait étre tenté par une approche en microscopie confocale et I’utilisation

de fusions transcriptionnelles entre les promoteurs d’intérét et un geéne codant une
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fluorescence (GFP, protéine fluorescent dans le rouge). Nous avons fait quelques tentatives en
utilisant une fusion transcriptionnelle Pintl1-gfp. Nos résultats préliminaires semblent
indiquer que le niveau d’expression de Pintll (ainsi que du mutant Pintl1*) est trop faible
pour produire un signal GFP détectable avec notre appareillage (microscope confocal de la

plateforme de microscopie de 1I’Université de Limoges).

L’ensemble de ces approches devrait permettre de mieux caractériser la régulation de
I’intégrase en biofilm, étape essentielle pour le développement de nouvelles approches de

lutte contre 1’acquisition des résistances antibiotiques.
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