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PREAMBULE

« Vaccines and antibiotics have made many infectious diseases a thing of the past;
we've come to expect that public health and modern science can conquer all microbes.
But nature is a formidable adversary »

Tom Frieden

La découverte des antibiotiques a été marquée par le sentiment d’avoir gagné la guerre contre
les maladies infectieuses. Mais le répit n’a été que de courte durée car rapidement les micro-
organismes ont développé des moyens pour devenir insensibles aux anti-infectieux. En
médecine, l'infectiologie a cette particularité que la lutte est dirigée contre un autre
organisme vivant qui est indépendant et trés rapidement adaptatif. L’antibio-résistance est un
phénoméne naturel, mais celui-ci a été accéléré par l'usage des antibiotiques chez ’lhomme
et 'animal. Les antibiotiques sont évidemment nécessaires pour lutter contre I'infection, mais
dans le méme temps, ont été trop utilisés dans certaines situations ne nécessitant pas une
antibiothérapie, générant ainsi une pression de sélection importante. L’utilisation
d’antibiotiques induit un stress important, qui va sélectionner des bactéries pour lesquelles
des évenements génétiques rares ont eu lieu, comme le transfert de fragments d’ADN ou la
mutation de génes, leur permettant alors de résister a I’antibiotique en question. Le paradoxe
est que bien que nécessaire, |'utilisation des antibiotiques crée la résistance ! Il faut en
permanence renouveler ses connaissances et surveiller de fagcon continue I'épidémiologie de
la résistance. Cela demande aussi de coordonner cette lutte, aussi bien au niveau de la
consommation des antibiotiques que de la surveillance de la résistance, sans oublier les
moyens de contréle de la dissémination des bactéries. Nous sommes arrivés a une période
critique ou nous sélectionnons des bactéries émergentes qui peuvent présenter des
résistances a I'ensemble des antibiotiques que nous avons a notre disposition. Dans ces
situations, il devient quasiment impossible de proposer au patient un traitement pour son

infection.

En France, le nombre d’infections dues aux bactéries multi-résistantes a été estimé pour

2

I'année 2012 a 157 000, dont environ 16 000 infections invasives et le nombre de déces a

Elodie Couvé-Deacon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2017 11

(@) ov-nc-no mme



12 400 (Colomb-Cotinat et al., 2016). L'European Center for Disease prevention and Control
(ECDC) a rapporté en 2009, que les bactéries multi-résistantes étaient responsables de 25 000
déces par an, avec des co(ts s’élevant a plus de 900 millions d’euros en frais de santé et pertes
de productivité (“ECDC/EMEA Joint Technical Report,” 2009). Ces chiffres confirment que

I'antibio-résistance est un probléeme majeur en France comme en Europe.

L’OMS a apporté la preuve, dans son rapport sur la surveillance mondiale des résistances aux
antimicrobiens de 2014, que la résistance aux anti-microbiens est d’'un probleme de santé
publigue d’ampleur mondial (“WHO | Antimicrobial resistance,” 2014). Méme si nous
parvenons a mettre au point de nouveaux médicaments, |'antibio-résistance demeurera une
grave menace tant que nos comportements n’auront pas évolué. On peut adopter 3
approches concomitantes pour lutter contre I'apparition de nouvelles résistances aux
antibiotiques : i) limiter la sélection des bactéries résistantes en améliorant I'utilisation des
antibiotiques (posologies, durée, indications, diagnostic rapide etc.); ii) limiter la
dissémination et la transmission des bactéries résistantes par |'application de mesures
d’hygiene ; iii) prévenir la dissémination bactérienne des genes de résistance par une
meilleure connaissance des mécanismes d’acquisition et de transmission de ces genes. Sur ce
dernier aspect, la complémentarité entre la recherche clinique et la recherche fondamentale

est primordiale.

La résistance aux antibiotiques des bactéries passe par de nombreux mécanismes impliquant
plusieurs familles de protéines, elles-mémes divisées en plusieurs sous-groupes. Cette
variabilité mécanistique se traduit par une trés grande diversité des genes impliqués dans

I’antibio-résistance.

Les bactéries ont développé des capacités d’adaptation de leur patrimoine génétique par
mutation ou par acquisition de matériel génétique extérieur. Elles possédent des supports
génétiques tres élaborés, les éléments génétiques mobiles (EGM), leur permettant le transfert
de genes entre bactéries de méme espéce ou non (transfert horizontal), mais aussi aux
bactéries filles (transfert vertical). Lorsque ces éléments génétiques mobiles intégrent des
genes de résistance aux antibiotiques, une bactérie initialement sensible peut alors acquérir
la capacité a résister a un grand nombre de classes différentes d’antibiotiques. Les
mécanismes de transfert de matériel génétique sont maintenant considérés comme

responsables d’au moins 80% de la multi-résistance aux antibiotiques mais aussi a |'origine de
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la dissémination rapide de ces résistances. Les principaux EGM qui participent a cette

dissémination sont :

X/

+* Les transposons, EGM flanqués de séquences inversées répétées (IRL et IRR) qui
encadrent des génes dont ceux nécessaires a leur mobilité au sein d’'une méme
bactérie mais aussi, pour certains transposons appelés ICE (Integrative and
Conjugative Element), entre bactéries. lls peuvent porter un ou plusieurs génes
accessoires et lorsque ceux-ci sont des genes d’antibio-résistance, les transposons
sont alors responsables de leur dissémination (Darmon et Leach, 2014).

+* Les plasmides, des ADN extra-chromosomiques en général circulaires capables de

réplication autonome grace a leur origine de réplication et pouvant intégrer dans

leur ADN des génes de résistance. Les plasmides sont aussi capables d’intégrer

d’autres EGM non-conjugatifs comme les séquences d’insertion, les transposons

ou encore les intégrons (Figure 1). Les EGM se servent donc les uns des autres

pour disséminer des génes de résistances.

7
0.0

Les intégrons sont des structures génétiques découvertes a la fin des années 80.
lIs ne sont pas doués de mobilité propre, mais tirent profit des EGM comme les
plasmides ou les transposons. Le systeme de l'intégron permet I'acquisition,
I'expression et la dissémination de génes de résistance. lls représentent un

vecteur majeur de multi-résistance chez les bactéries a Gram négatif (Cambray et

N Cassett&

Cassette

al., 2010; Stokes et Hall, 1989).

Intégron

Plasmide
ou
Elément conjugatif
intégratif

e --’Séquence

d’insertion

Figure 1 : Relation entre les EGM. Les EGM sont des éléments treés plastiques qui peuvent

s'imbriquer les uns dans les autres.
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Certains pathogenes résistants a de nombreuses familles d’antibiotiques, appelées bactéries
multi-résistantes, ont acquis un potentiel de transmission difficile a contréler. L'émergence
mondiale et |la prévalence parfois importante de ces pathogénes multi-résistants sont devenus
de réelles menaces pour les structures de soins. Les infections causées par des bactéries multi-
résistantes telles que Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ou les
Entérobactéries productrices de béta-lactamases a spectre élargi +/- carbapénémase, sont
difficiles a traiter. Elles sont associées a un mauvais pronostic clinique, une prolongation des
hospitalisations, une augmentation des dépenses médicales et une hausse de la mortalité. La
résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui une grave menace pesant sur la santé
mondiale, la sécurité alimentaire et le développement. Elle peut toucher toute personne, a

n’importe quel age et dans n’importe quel pays.
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INTRODUCTION
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Chapitre 1: revue bibliographique sur les
intégrons de résistance

Hatch Stokes et Ruth Hall découvrent dans les années 80, une plateforme conservée qu’ils
baptisent intégron, capable de capturer et d’exprimer des genes de résistance aux
antibiotiques sous forme de cassettes (Stokes et Hall, 1989). Par la suite ont été définies deux

grandes familles d’intégrons :

- Les intégrons de multirésistance (IM) ou intégrons mobiles (Nivina et al., 2016),
caractérisés par un nombre limité de cassettes, qui le plus souvent hébergent des
génes de résistance aux antibiotiques et qui peuvent étre véhiculés par des EGM tels
que plasmides et/ou transposons.

- Les intégrons chromosomiques sédentaires (Nivina et al., 2016), pouvant porter
jusgu’a 200 cassettes, dont le géne code une protéine de fonction souvent inconnue
et qui sont strictement chromosomiques. lls servent de réservoir de genes adaptatifs

aux stress environnementaux pour les bactéries.

Les IM jouent un réle majeur dans la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques,
surtout chez les bactéries a Gram négatif. lls représentent des régions recombinogénes de
variabilité génétique permettant de générer de la diversité phénotypique. Structurellement
les intégrons sont formés d'une plateforme fonctionnelle qui assure les fonctions
d’intégration, d’excision et d’expression des cassettes, et d’une partie variable représentée

par un réseau de cassettes (Figure 2).
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1.1 Définition et structure des intégrons de résistance

1.1.1 La plateforme fonctionnelle

La plateforme fonctionnelle aussi appelée région 5’ conservée (« 5’ CS ») comporte 3 éléments
clés : un géne intl et son promoteur Pintl qui code une intégrase Intl, un site de recombinaison
spécifique attl, et un promoteur Pc (« Promoteur des cassettes ») (Figure 2) (Escudero et al.,

2015; Stokes et Hall, 1989).

Plateforme fonctionnelle : Région variable Région 3°CS
région 5°CS
Pc Gradient d’expression

Pint / T

Inti1 ﬂU @ttll]  c1 ) c2 N €a " )—{gacEA [sull -ORFS5 >

J

attC, attC,

Figure 2 : Structure des intégrons. La plateforme fonctionnelle ou région 5’°CS d’un intégron
de multirésistance est composée de 3 éléments clés : un gene, int/ codant une intégrase Intl
avec son propre promoteur Pintl, un promoteur d’expression des cassettes Pc et un site
spécifique de recombinaison attl. En aval de la plateforme fonctionnelle se trouve le réseau
de cassettes (C1, C2, C3), ORF est le cadre de lecture ouvert et attC le site de recombinaison
de la cassette. L'expression des cassettes se fait a partir du promoteur Pc avec un gradient
d’expression représenté par un dégradé de couleur. La région 3’CS des intégrons de classe 1
clinique se compose en général des genes qacEA1, sull et d’un cadre ouvert de lecture, ORF5,

de fonction inconnue.

1.1.1.1 Geéne de l'intégrase intl et son promoteur
Le géne intl code une intégrase Intl qui appartient a la famille des recombinases a tyrosine

spécifique de site (Nunes-Diiby et al., 1998). La famille des tyrosine-recombinases compte plus
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de 100 membres qui présentent entre eux une faible identité de séquence, mais qui partagent
le méme mécanisme d’action, proche de celui des topo-isomérases | (Argos et al., 1986;
Gopaul et Duyne, 1999; Grainge et Jayaram, 1999). Quatre résidus conservés « Arginine-
Histidine-Arginine-Tyrosine » sont localisés dans la partie carboxyle de la protéine et sont
compris dans deux régions : box | (contenant le premier résidu arginine) et box Il (contenant
les trois autres résidus). Trois motifs conservés sont aussi identifiés : patch I, Il et un patch I,
ce dernier étant spécifique des intégrases d’intégron, ils jouent un role dans la structure
secondaire de ces enzymes (Messier et Roy, 2001). A la différence des autres tyrosine-
recombinases, les intégrases d’intégron possédent, au niveau du patch Ill, un groupe
supplémentaire de résidus, qui pourrait jouer un role dans la liaison a I’ADN et dans I'activité

de recombinaison (figure 3) (Messier et Roy, 2001).

L'intégrase est I'élément clé du systéme intégron, en étant responsable de sa plasticité. En
effet elle est capable de catalyser des recombinaisons (excisions et intégrations) de cassettes
grace a lareconnaissance des sites de recombinaison att/ et attC. Le géne intl a une orientation
antisens par rapport aux cassettes (Mazel, 2006). Il existe des dizaines d’intégrases, tous

intégrons confondus.

Parmi les IM, 5 classes ont été définies sur la base de la séquence en acides aminés de leur

intégrase (Hall et Collis, 1995) :

s Les IM de classe 1 (IM1) codent l'intégrase Intl1, proteine de 337 acides aminés.

+ Les IM de classe 2 (IM2) codent I'intégrase Intl2, protéine de 325 acides aminés. Elle
est le plus souvent non fonctionnelle du fait de la présence d’'un codon stop
prématuré dans le géne intl2 et comporte alors 178 acides aminés (Hansson et al.,

2002).

*,

» Les IM de classe 3 (IM3) codent I'intégrase Intl3, protéine de 346 acides aminés.

X3

%

Les IM des classes 4 (IM4) et 5 (IM5) ont été identifiés par leur implication dans
I'augmentation de la résistance au triméthoprime codée par le gene dfrA1 chez des

espéces de Vibrio.

Malgré tout, les séquences protéiques de ces intégrases présentent une forte similitude avec
40 % a 60 % d’identité entre elles (Hall et al., 1999).
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ic3 113 123 130 137 147
IntTl EIGRPRESRR LFVVLTPDEV VRILG..FL. EG...EHRLF AQLLYGTGMR ISEGLOLREVE
intI3 QIGRPFERKER IPWVLTVIEV QTLLS. _HM. AG...TEALL AALLYGSGLR LEEALGLEVE
IntIMeu EVVREAKQFQE LEVVLIRTEYV QAILV..RM. 3G...TYGLM ANLLYCETCGMR LMECVRLEVE
IntIZ DYIPASKPRR LPSVISAMNEYV QRILZ..¥M. DT...RHQVI FTLLYGAGLR IHECLRLEVE
IntISpu GFCYATEQRY LPTVLESPFSEI SLILM..EL. DG...RDRLI IELLYGSGLE VEECLELREIQ
IntId PBFORSQOLERE LPVVLTRDEI RRLLE..IV. DPF...HHOLP? IKLLYGSGLR LMECHMRLEVO
InkITde NIVBRKKPKE LPAIMTREEET AXIFS..LLF EN...DYGLL IRLLYGTSMR LMEALRLRIQ
IntIGsuy DYPRAKKSLY VEVVLSRAET DAILAR. .HLY HP....HGLI VELLFGCGLR LFECLOLEVE
XerC GVIAPEAPEH LPENIDVDDM WELLDID.IN DPLAVREDRAM LEVMYGAGLE LESELVGLDIE
XerDr HLASFKLPQR LPEDLSEAQV ERLLOAPLID QPLELRDELM LEVLYATGELR VSELVGLTMS

A—fatch —» +—Hox 1

157 187 177 187 157 207
Intll DLOFDHGTII WREGKGSKDR ALMLPESLAF SLREQLSEAR AWWLEDQAEG .REGVALPDA
IntI3 DVDFDREAII VRSGKGDKDR VVMLPRALVFE RLREAQLIQRV AVWGODRATG .RGGVYLPHA
IntIMeu DVDFERGEIL IRDCGEGAKDR VTILPESLVE PLOTYLLORR VLEDDDIRLG .EASVYLEDA
IntI2 DFDFDNGOIT VHDGHGGHSE WSLLPTRLIF ATKYLIEQAR LIQODDMNLOG V..GPSLEFA
IntI5pu  DIDIESASLT VRDGKGHKDR QTILSHRCRE ELTTYIEKAT KIQQDDNQQRG I..GPSLENA
IntI4 DIDFDYGAIR IWQCGKGGENR TVTLAKELYF ELEEQIALARE ERYYDRDLHOE HNYGGVWLETA
IntITde DIDFGKNEIT WVHCGHGAKDR KTVLPVSLEF PLOKHMEEVRE LIHEADCEEG FGEGE.VEWY
IntIGsu DFNFDAGILT VH.GKGKEKDE TLFLPFESILN DLOROMRRVE ELHEKDLEQG Y.DGVFLDDA

HaerC HLDLESGEVYW V.MGHKEGSKER RLFIGEKFVL WIEHWLDL.E ....D..LFG SE........

RerDd DISLROGVVE V. IGHGHEER LYFPLGEEAVY WLETYLEHGR ....PWLLNHNG VSI.......
— <—Patch Il —» —-Additional Domain (AD)
218 228 238 248 258 266

IntIl LEERYFRAGH SWEWFWVEAD HTHSTDPRSG VVERHHMYDO TEQRAFXRAV EQAG.ITKPA
IntI3 LERKYFRAGE SWAWFWVEPS AKLSVDPQTG VEREHHLFEE RLNROLKEAV VOAG. IRKEV
IntiNeu LERKYPHAAT DWIWOYIFPS GSFSIDPRSS VERRHHIDEK LLORAMEEAY QTSG.ITHELA
IntIZ LDHAKYFSATYTR QARWMFVEPS STLCHHPYNGE ELCRHHLHDS VARKALKAAY QEAGIVARREV
IntISpu LERKYPNAFR QHGWMFIFPS TSTCINPYTG TLCREHHLAQS VIEEKALGHAY BHNIQ.MNEEV
Intld LEERYPNAPY EFRWHYLEPS FOLSLDPESD VMEEHHMNET VLOKAVRRSRE QEAG.IEKTV
IntITde PARKYFNASE AWAWOWVEPQ ARRWENKETG EQGRHHIDES VIQRTLHEAV LESG.IFRPI
IntIGsu MEKKYPEAPE ELIHQWFFPQ KDLTPVEANG QLRRAHVHES LLOKALYLAY REA.KIFPERV

KerC ovrvvsaon v -DDALFLS Kooowunrnn . LGKRISAR NVQKRFAEWG IKQGLNNH.V
KerD ...ovvaaan v oo DVLEPS Qovvnrins . - RAQOMTRQ TFWHRIKHYA VLAGIDSEEL
——AD —-d—Fatch II-4—AD —»

275 285 295 305 315 324
IntIl TPHTLRASEA TALLREGYDI RTVQDLLGHS DVSTTMIY¥TH VLK. VGGAGY RSPLDALFPL
IntI3 SVHTLRHSFA THLLOAGTDI BRTVOELLGHS DVSTTMIYTH VLE.VAAGGT SSPLCALALH
IntIHeuy TPHTLRHSFA TELLDSCGYDI RTIQELLGHE DVHTTMIY¥TH VLN.EGGRGY RSPLOM*~——
IntIZ TCHTFRHSFA THLLOAGRDI BTVOELLGHM DVKTTOQIYTH VLG.QHFAGT TSPADGLMLL
IntISpu TCHTFRHSFA THLLQAGRDI ESVQELLGHN DVSTTQILYTH VLG.JQHEFAGT TSPLDTL®~~
IntI4 TCHTLRHSFA THLLEVGADI RTVQEQLGHT DVETTQI¥TH VLD.RGARSGY LSPLSRL®~—
IntITde GCHTFRHSFA THLLEAGYDI RTIQELLGHS DVETTHVYTH VLN.RGGLGI OSPIDEM*—-
IntIGsu TAHTFRASYA THLLOAMNYDI RTIQTELGHAR SLETTMIYTH CVEVRTVEEA BSFLODE®—
¥erd HPHELRHSFA THMLESSGODL BGVOELLGHA NLSTTOQIYTH .LOFQHLASY YDRARHPRAXR
¥erD SPHVLRHAFA THLLNHGADL BVVOMLLGHS DLSTTQIYTH . WVATERLRQL HOOHHPRA-—

-+ Box 11 >

Figure 3 : Alignement de la séquence C-terminale des intégrases d’intégron avec d’autres
tyrosine-recombinases. Intll, intégrase d’intégron de classe 1 du plasmide pVS1 ; Intl2,
intégrase d’intégron de classe 2 du transposon Tn7 ; Intl3, intégrase d’intégron de classe 3 du
plasmide de Serratia marcescens ; Intl4, intégrase d’intégron de classe 4 de Vibrio cholerae ;
IntISpu, intégrase d’intégron de Shewanella putrefaciens ; IntINeu, intégrase d’intégron de
Nitrosomonas europaea ; IntlTde, intégrase d’intégron de Treponema denticola ; IntlGsu,
intégrase d’intégron de Geobacter sulfurreducens ; XerC, recombinase de E. coli ; XerD,
recombinase de E. coli. La numération des résidus est basée sur celle de la sequence d’Intl1 et
les résidus mutés sont soulignés. Le domaine additionnel des intégrases d’intégron, les
différents box et motifs sont indiqués sous I'alignement. Les résidus conservés de la tétrade

(RHRY) sont indiqués en gras. (Messier et Roy, 2001)
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1.1.1.2 Site de recombinaison attl

Le site att/ est composé de 63 paires de bases (pb), mais sa séquence varie beaucoup d’une
classe d’intégron a I'autre (Rowe-Magnus et al., 2001). Ainsi, a chaque classe d’intégron
correspond son site att/ (Collis et al., 2002b; Hall et al., 1999). |l est situé juste en aval de la
plateforme fonctionnelle et fait la jonction avec le réseau de cassettes. Il est reconnu
spécifiguement par la protéine Intl et sert de point d’insertion pour les cassettes.

Les intégrases les plus étudiées sont l'intégrase des IM1, Intll et I'intégrase de I'intégron
chromosomique sédentaire de Vibrio cholerae, IntlVch. Chez Intl1, ont été identifiés 2 sites de
liaison pour l'intégrase (Figure 4) constitués de deux séquences inversées répétées, appelées
boite L et boite R, qui forment le «site simple » ou « site cceur », indispensable a la
recombinaison par Intl (Collis et Hall, 2004). La boite R, motif conservé de 7pb, de consensus
GTTRRRY (R : purine, Y : pyrimidine), correspond au point de recombinaison. La réaction de
recombinaison a lieu dans la boite R au niveau du motif conservé GTT (Stokes et al., 1997).
Deux autres sites de fixation sont décrits pour la protéine Intl1l, DR1 et DR2 (Gravel et al.,
1998). lls ne sont pas nécessaires a l'activité de Intl1l, mais ils augmentent son efficacité
(Partridge et al., 2000) en favorisant l'intéraction entre Intl et la boite R ou a lieu la
recombinaison entre le G et le premier T (Hall et al., 1991; Partridge et al., 2000). Les
séquences inversées répétées permettent d’adopter une structure secondaire tige-boucle,
indispensable a la recombinaison ; I'intégrase se fixe sur 2 brins du site att/ et sur le brin

inférieur du site attC sous la tige boucle (Figure 5) (Bouvier et al., 2005; Francia et al., 1999).

Bien que chaque intégrase d’intégron soit fortement spécifique de son site att/ associé,
certaines sont capables de recombiner, moins efficacement, avec d’autres sites att/ de classe

différente. Par exemple Intll1, outre att/1 peut reconnaitre att/2 et attl3 (Collis et al., 2002b).
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270 60 -50 -40 30 20 10 * +10 +20

I | | | |
CGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGEtagatgcactaagcacata

GCACCCAGCTACAAACTACAATACCTCGTCGTTGCTACAATGCGTCGTCCCGTCAGCGGEATTITGTTTCAatCtacgtgattegtatat
DR2 DR1 L R

site faible site fort de

o o site coeur ou site simple
de liaison liaison

Figure 4 : Structure du site attl/l1. Le site att/1 contient quatre points de liaison a I'intégrase,
L, R, DR1 et DR2. Les fleches horizontales indiquent I'orientation des sites de liaison. Le motif
conservé d’initiation de la réaction de recombinaison, GTT est indiqué par une fleche rouge.

(D’apres Partridge et al., 2000)

1.1.1.3 Promoteur des cassettes

De facon générale, les cassettes ne possédent pas de promoteur. La majorité des études sur
I'expression des génes des cassettes ont été réalisées sur les IM1, ol I'expression des cassettes
est assurée par le promoteur Pc, localisé dans la séquence codante du géne intl/1, environ 200
pb en amont de la premiére cassette. Il est dans 10% des cas associé a un deuxieéme promoteur
des cassettes, P2, localisé dans le site att/1 (Cambray et al., 2010; Vinué et al., 2011). Il peut
varier en séquence, ainsi chez les IM1, différents variants de Pc, de forces différentes, ont pu
étre décrits (Jové et al., 2010; Papagiannitsis et al., 2009). Chez les IM2, il a été mis en évidence
la co-existence de 2 promoteurs Pc2A et Pc2B dans le site att/2 capables d’assurer I'expression
des génes de cassette (Hansson et al., 2002; Jové et al., 2017). Chez les IM3, le promoteur Pc
est localisé dans la séquence du géne intl3. A ce jour 4 variants chez les IM3 sont décrits (Simo

Tchuinte et al., 2016) et seule la force d’'un de ces variants a été évaluée (Collis et al., 2002b).

1.1.2 Larégion variable : les cassettes

En aval de la plateforme fonctionnelle se trouve la région variable qui est constituée d’un
réseau de geénes qui sont eux-mémes intégrés au sein de cassettes ou « cassettes de géne ».
Une cassette est composée en général d’un cadre ouvert de lecture (ORF) et d’un site de
recombinaison attC reconnu par l'intégrase Intl. Chez les IM, les cassettes sont en nombre

limités, 2 ou 3 en moyenne (Partridge et al., 2009), mais certains réseaux plus grands pouvant
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aller jusqu’a 10 cassettes ont aussi été décrits (GenBank : KC170993). A l'inverse, il est aussi

rapporté des IM sans cassette (Bissonnette et Roy, 1992).

1.1.2.1 La nature des cassettes

Les génes contenus dans les cassettes des IM codent principalement pour des résistances aux
antibiotiques. Une revue en 2009 a rapporté plus de 130 cassettes différentes correspodant a
la plupart des familles d’antibiotiques (B-lactamines, aminosides, triméthoprime,
chloramphénicol, fosfomycine, macrolides, rifampicine mais aussi quinolones) (Partridge et
al., 2009). Certaines cassettes appelées gcu (gene of unknown function) codent des protéines

de fonction inconnue.

1.1.2.2 Site de recombinaison attC

Les sites attC sont des éléments qui varient en taille (57 to 141 bp) et en séquence (Stokes et
al., 1997). lls présentent une organisation palindromique conservée (Hall et al., 1991) qui
consiste en deux séquences R”-L" et L’-R’, séquences inversées répétées encadrant une région
variable (Stokes et al., 1997). Les sites R et R” sont constitués de 7pb de consensus RYYYAAC
et GTTRRRY (R : purines, Y : pyrimidine) les résidus 5’-AAC-3’ et 5’-GTT-3’ sont conservés
(Stokes et al., 1997). Ces séquences inversées répétées permettent au site attC d’adopter une
structure secondaire cruciforme de type « tige-boucle » (Figure 5) qui est reconnue par
I'intégrase et qui sert de substrat a la réaction de recombinaison (Francia et al., 1999;
Johansson et al., 2004). Une fois que l'intégrase a fixé le site attC, elle catalyse la
recombinaison en mettant en jeu les site R” et R’ qui constituent une boite R fonctionnelle

contenant le triplet AAC conservé (Bouvier et al., 2009).

L'intégrase peut aussi se fixer sur des sites attC non totalement structurés (Loot et al., 2014).
Les sites ne sont pas reconnus sur la base de leur séquence, mais sur leur structure secondaire,
et c’est pour cela que I'intégrase peut reconnaitre et recombiner des sites attC de séquences

tres différentes.
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Figure 5 : Structure du site de recombinaison attC. A. Site attC double brin non structuré.
Présence de deux séquences inversées répétées R"”-L"” et L’-R’ séparées par une région de
taille variable de 20 a 120 pb. En s’appariant sous forme simple brin, ces séquences inversées
répétées vont conduire a la structuration du site attC. Ts, brin du haut (top strand) ; bs : brin
du bas (bottom strand). B. Structuration du site attC : apparition d’'un motif cruciforme
composé de deux motifs « tige-boucle » simple brin. Exemples des sites attCaadA7 et
attCVCR2/1. Une fois structuré sous forme simple brin, le site attC présente deux boites R et
L qui seront reconnues par la protéine Intl. La réaction de recombinaison aura lieu dans la
boite R entre le deuxiéme A et le C du motif AAC conservé (fleche rouge). La recombinaison
s’opére sur le brin du bas (bs) plus recombinogene. Trois éléments structuraux importants
sont a remarquer : (i) la tige qui contient des bases dites extra-hélicoidales ou EHB issues de
mésappariements entre les séquences inversées répétées, (ii) la région UCS (Unpaired Central
Spacer) comprise entre les boites R et L, (iii) la boucle ou région VTS (Variable Terminal
Structure) de taille et de structure variable. C. Représentations schématique de sites attC
dans une cassette libre sous forme circulaire et dans un réseau de cassettes. Les genes de
cassette sont représentés en violet, les sites attCl, 2 et 3 en rose, vert et jaune

respectivement. (D’aprés Escudero et al., 2015)
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1.1.3 L'activité de recombinaison de l'intégrase ou le mouvement des cassettes

Les cassettes peuvent se trouver sous deux formes : linéaire lorsqu’elles sont insérées dans un
intégron et circulaire lorsqu’elles sont en dehors de I'intégron. La cassette sous forme circulaire
est non réplicative mais mobilisable (Collis et Hall, 1992). C’est I'intégrase Intl qui catalyse les
mécanismes de recombinaison des cassettes en faisant intervenir les sites att/ et attC (Figure 6).
La recombinaison se fait au niveau d’un site indispensable au mécanisme, caractérisé par la
présence d’un triplet GTT au sein du motif GTTRRRY. La recombinaison des cassettes s’effectue
entre le G du premier site de recombinaison et le premier T du deuxieme site (Recchia et al., 1994).
Trois types de recombinaisons ont été décrits : attl x attC ; attl x attl et attC x attC. Les
évenements impliquant deux sites att/ sont moins efficaces que ceux impliquant deux sites attC.

Par contre la recombinaison attl x attC est la plus efficace et la plus fréquente des trois (Collis et

al., 2001).
Plateforme fonctionnelle : Région variable Région 3°CS
A. région 5°CS
Pc Gradient d’expression

HE@ U @il c1 ) c2 M qacEA [sull -ORF5>

~

Pint ) , w
/ Excision attC x attC
/ catalysée par Intll
attc,, . athn
Intégration attl x attC
B. catalysée par Intil /

Pc

HL@ U attlll . C3 M ca N c2 ' qacEA [sull »JORF5

Pint Gradient d’expression

Figure 6 : Structure schématique d’'un IM1 et mécanisme de mobilisation des cassettes. A.
Excision de la cassette C3 par recombinaison spécifique entre deux sites attC et intégration de
la cassette C3 en amont du réseau de cassette par recombinaison spécifique entre un site attC
et le site att/1. Pc: promoteur des cassettes, Pint Promoteur de l'intégrase, int/1 : géne de
I'intégrase, C1, C2, C3: cassettes de gene, att/l, attC, et attCn.1: sites de recombinaison
spécifique. B. Schéma de l'intégron apreés intégration de la cassette C3 en amont du réseau.
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1.1.3.1 Recombinaison attl/attC : insertion des cassettes

L'intégration d’une cassette se fait préférentiellement par recombinaison entre un site att/ et un
site attC. Ainsi I'insertion d’une cassette se fait au début du réseau de cassettes, le plus proche
possible du promoteur Pc (Collis et al., 1993; Hall et al., 1991). Cette caractéristique est importante
car les cassettes n’étant en général exprimées qu’a partir du promoteur Pc, avec un gradient
d’expression, celles qui sont les plus proches du promoteur ont une expression plus forte
(Cambray et al., 2010; Hall et Collis, 1995).

Il a été montré que l'intégrase Intll catalyse la recombinaison entre la séquence double brin
du site att/1 et la séquence simple brin (brin inférieur) du site attC1 (Figure 7). Ce mécanisme
entraine un échange de brin d’ADN entre les 2 sites conduisant a la formation d’une jonction
de Holliday atypique qui sera résolue par réplication (Bouvier et al., 2005; Loot et al., 2012).
Les recombinaisons att/ x attC peuvent aussi se produire entre 2 intégrons portés chacun par

un plasmide différent et conduire ainsi a la formation de co-intégrats (Collis et al., 2001).
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Figure 7 : Mécanisme moléculaire de la recombinaison site-spécifique entre les sites att/ et
attC au cours de l'insertion des cassettes de géne. La recombinaison se fait entre une
molécule portant le site att/ double brin (ds attl) et une cassette contenant le site attC avec le
brin du bas replié en tige-boucle (ss bottom attC site). Les sites de recombinaison att/ et attC
sont représentés en traits gras, violet et vert respectivement. Le brin du haut du site attC est
représenté en pointillés verts. Lors de la recombinaison, le complexe synaptique est formé et
comprend les 4 protomeres d’intégrase liés aux 2 duplex d’ADN a recombiner. Le brin d’ADN
courbé détermine quel protomere est activé et donc qui clive le brin. Les deux protomeéres
actifs sont représentés par des ovales gris foncés et les deux protomeéres inactifs par des ovales
gris clairs. Un brin de chaque duplex est clivé, transféré et ligaturé afin de former des jonctions
de Holliday atypiques (JHa). La résolution classique par transfert du second brin aboutirait a
des molécules linéaires fermées de fagon covalentes et non viables. La résolution non abortive
implique une étape de réplication. L'origine de réplication est représentée par un cercle rose
et 'ADN synthetisé par des lignes pointillées violettes et roses. Les produits issus de cette
réaction sont la molécule contenant la cassette nouvellement insérée provenant du brin du

bas et le substrat initial provenant de la réplication du brin du haut. (D’aprés Loot et al., 2012)
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1.1.3.2 Lerecombinaison attC/attC : excision des cassettes

L'excision d’une cassette de l'intégron conduit a la libération de la cassette sous forme
circulaire (Figure 8) (Collis et Hall, 1992). Les mouvements d’excision font intervenir le plus
souvent les réactions attC x attC et plus rarement les réactions att/ x attC (Bennett, 1999). Les
cassettes excisées étant dépourvues d’origine de réplication, elles seront perdues lors de la
division cellulaire bactérienne si elles ne sont pas rapidement réintégrées dans un intégron ou
un autre site secondaire de recombinaison (Recchia et Hall, 1995). Un site secondaire est
défini par un consensus GNT (GWT) (Recchia et al., 1994) ou GWTMW (Francia et al., 1993)
(W:a/tetM:a/c).

L'ensemble de ces réarrangements au sein de la région variable, module I'expression des
cassettes. Ainsi, une étude récente a montré que sous la pression de sélection exercée par le
chloramphénicol, I'intégrase Intll assurait le réarrangement de cassettes via I'excision des
cassettes adjacentes a la cassette catB9 (codant la résistance au chloramphénicol) facilitant

ainsi le rapprochement de cette derniere du promoteur Pc (Barraud et Ploy, 2015).
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Figure 8 : Mécanisme moléculaire de recombinaison spécifique entre deux sites attC au
cours de I’excision d’'une cassette. La recombinaison a lieu entre deux simples brins repliés
en tige-boucle (ss attC bs site), indiqués en traits gras vert et rose. Les brins du haut de attC
sont représentés en pointillés. Le complexe synaptique est formé pas la liaison de deux duplex
d’ADN a recombiner avec les 4 protomeres de 'intégrase. Les deux protoméres activés sont
représentés par des ovales gris foncés et les protomeéres inactifs par des ovales gris clairs. Un
brin de chaque duplex est clivé et transféré pour former une jonction de Holliday atypique
(JHa) qui est résolue par une étape de réplication comme celle réalisée lors de la
recombinaison att/ x attC. L’origine de réplication est représentée par un cercle violet et I’ADN
synthétisé par des traits pointillés violets. Les produits issus de I’excision de la cassette sont le
substrat initial, issu de la réplication du brin du haut, la molécule d’ADN ne contenant plus la
cassette excisée et la cassette excisée, ces deux derniers provenant de la réplication du brin

du bas. Les sites attC hybrides sont indiqués. (D’aprés Escudero et al., 2015)
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1.1.4 Région 3’ Conserved Segment (3'CS)

La séquence de cette région dépend de la classe de I'intégron. Elle est intéressante en terme
de résistance chez les IM1 ou I'on retrouve le plus fréquemment une structure « sull-type »
ou « clinique » (Partridge, 2011). Cette structure dérive d’un transposon Tn402-like dans
lequel s’est inséré le gene sull, aboutissant a la perte d’une partie du géne gacE et d’une
partie du tniso (Gillings et al., 2008; Stokes et al., 2006) (voir Figure 11). Ainsi, la région 3’CS
correspond au gene gacEA1 (dérivé tronqué de gacE) chevauchant le gene sull, puis orf5. Le
géne gacEA1 (348 pb) code une pompe d’efflux et confere a la bactérie une résistance de bas
niveau aux antiseptiques et désinfectants, tels que les ammoniums quaternaires et les agents
intercalants (Paulsen et al., 1993). Le géne sull (840 pb) code une dihydroptéroate synthétase
intervenant dans la synthése des folates qui confére une résistance aux sulfamides. La
séquence codante orf5 (501 pb) code une protéine de fonction inconnue (Bissonnette et Roy,
1992). Initialement la région en 3’ des IM a été dénommée région 3’CS a I'image de la région
5’CS, cependant un grand nombre de publications rapportent des modifications importantes
de cette région, notamment des régions 3’CS incompléetes ou manquantes (Antunes et al.,
2007; Bischoff et al., 2005; Gillings et al., 2008; Hall et al., 1994; Partridge et al., 2001, 2009;
Sdenz et al., 2010; Sunde et al., 2008; Toleman et al., 2007), ce qui d’ailleurs prend en défaut
bon nombre de PCR utilisées pour amplifier la région variable, voire méme pour détecter un

IM1 (Lee et al., 2011).

Chezles IM2, la région en aval du réseau de cassettes comporte les 5 genes tns impliqués dans

des fonctions de transposition (Flores et al., 1990) ; chez les IM3, elle est trés peu décrite.
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1.2 Larégulation de I'expression des genes de I'intégron

1.2.1 Expression des cassettes de résistance

Les cassettes sont orientées dans la méme direction et ne contiennent pas, a de rares
exceptions prés, de promoteur : les genes sont donc co-transcrits comme dans un opéron a

partir du promoteur Pc localisé dans la région 5’ conservée de I'intégron (Figures 6 et 9).

Pc variant TXN-10 motif* P2 form Total number Frequency (%)® Occurrence (%)°
PcS - - 76 974 237
TGN-10* 1 13 0.3
P2 1 13 03
78 100 243
PcW 53 396 16.5
TGN-10* 54 403 16.8
TGN-10* P2 1 0.7 03
TGN-10* P2m1 1 0.7 03
TAN-10 1 0.7 03
P2 23 17.2 7.2
P2m2 1 0.7 03
134 100 41.7
PcH1 B84 933 26.2
TIN-10 2 2.2 0.6
P2 3 33 0.9
P2m1 1 11 03
L a0 100 28.0
PcH2 9 643 28
TGN-10* 5 357 16
14 100 4.4
PcPUO = 2 100 0.6
Pcin42 1 100 03
Pcin116 1 100 0.3
PcS5 1 100 0.3
a The TGN-10 configuration refers to an extended —10 promoter and is indicated by a star [19].
b Frequency of each Pc-P2 combination within the Pc variant group.
¢ Occurrence of each Pc-P2 combination among the 321 analyzed integrons.
doi:10.1371/journal.pgen.1000793.1002

Tableau 1 : Combinaison des séquences Pc-P2 des IM1. (Jové et al., 2010)

Chezles IM1, a ce jour 13 variants sont définis dans la littérature (Tableau 1) (Jové etal., 2010)
sur la base de la séquence consensus des éléments -10 et -35 des promoteurs reconnus par la
sous-unité o’ chez E. coli, ainsi que du motif en amont de la séquence -10. La force du variant
de Pc dépend du degré d’identité qu’il a avec cette séquence consensus (Collis et al., 2002b;
Collis et Hall, 1995; Correia et al., 2003; Hansson et al., 2002; Lévesque et al., 1994). Il a été

démontré expérimentalement que plus le variant de Pc est fort, plus les génes de cassette
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seront exprimés. Parmi ces différents variants, 5 sont retrouvés plus fréquemment : PcW-
P2<PcW=PcWrgn-10<PcS=PcH1. Pour le variant PcW, il a été montré qu’une mutation de C en
G 2 pb en amont de I'élément -10 créait un motif TGN-10 étendu et augmentait la force du
promoteur d’'un facteur 5 a 15 (Figure 9) (Jové et al., 2010; Nesvera et al., 1998). Cette
mutation est aussi connue pour augmenter |'efficacité de la transcription des promoteurs
reconnus par le facteur 6’° chez E. coli (Burr et al., 2000). Le motif TGN-10 n’a pas d’effet
significatif sur I'efficacité des promoteurs PcS ou PcH2 (variant du promoteur Pc classé dans
les promoteurs forts), probablement parce qu’ils ont déja une efficacité importante (Jové et
al.,, 2010). Par conséquent, par ordre de force croissante on classe: PcCW<PcH1<PcW-
P2<PcW+ren-10<PcS (respectivement 4.5-, 7-, 15- et 25-fois plus actif que PcW) (Jové et al.,
2010). La force relative est définie par rapport au promoteur le plus faible PcW (pour weak).

De plus, un second promoteur P2 a été décrit en aval de Pc chez environ 10% des IM1 (Jové et
al., 2010). Il est formé par l'insertion de 3 G qui crée I'espace suffisant entre les deux boites -
10 et -35 pour créer un promoteur fonctionnel (Collis et Hall, 1995). Il est situé dans le site

attl/, dans la 5’CS, et est souvent associé au PcW dont il améliore |'efficacité (Jové et al., 2010).

Enfin, le niveau d’expression des genes de cassette pourrait aussi dépendre des sites attC qui
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).

Chez les IM2, lorsgu’ils sont présents, les Pc2A et Pc2B sont capables d’assurer I'expression
des genes de cassette (Hansson et al., 2002). Chez les IM3 seule la force d’un des 4 variants a

été évaluée (Collis et al., 2002a).
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Figure 9 : Séquence et organisation de la région promotrice contenant Pc et Pintll des IM1.
A. En I'absence du promoteur P2 : les éléments -10 et -35 sont encadrés en violet pour Pintl1
et en jaune pour Pc, les +1 de transcriptions sont indiqués avec des fleches en trait gras, le
codon d’initiation de la traduction de I'intégrase est indiqué en lettres majuscules et le site de
fixation de la protéine LexA est encadré en rouge. B. En présence du promoteur P2 : les
éléments -10 et -35 sont encadrés en rose pour P2. L'insertion de 3 G créant le promoteur P2
est soulignée en rose, cette insertion est responsable de I'inactivation du site de fixation de

LexA. D’apres Guérin et al., 2011.
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1.2.2 Gene delintégrase

Il a été montré que la présence d’une intégrase fonctionnelle avait un co(t biologique pour la
bactérie et qu’en contrepartie il était bénéfique d’en réguler I'expression (Harms et al., 2013;
Lacotte et al., 2017). L'expression du gene intl1 est assurée par le promoteur Pintl1, identifié

en 2009 (Figure 9).

1.2.2.1 Activité des variants de l'intégrase

Dans les IM1, le promoteur Pc est situé dans la séquence codante du géne intl/1. Certaines
substitutions de bases des motifs -35, -10 et -10 étendue qui définissent des variant de Pc,
induisent des changements dans la séquence en acides aminés de l'intégrase Intl1l. Ces
variations permettent de caractériser 3 variants catalytiques de Intl1 possédant des capacités
d’excision différentes (Tableau 2). De fagon assez intéressante la force relative du promoteur
est inversement proportionnelle a I'activité d’excision de I'intégrase : plus le promoteur est
faible, plus I'activité d’excision de I'intégrase est importante (Jové et al., 2010). |l existe donc
une relation étroite entre la capacité de recombinaison de l'intégrase et I'expression des

cassettes, donc de la résistance.
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VELEN: [ Séquence . Force . Efficacité de
Fréquence . Variant Intl1 ..
Pc -35 -10 relative recombinaison
ag’0 TTGACA — N,,,., — TATAAT = = = =
Pcw TGGACA - N,, - TCNTAAGCT 16.5% 1 INtllps; 39 +++++
PcH1 TGGACA — Ny, — TCNTAAACT 28 % 6 Intllgs, 130 +++++
PcWiey 10 TGGACA — Nyq— TGNTAAGCT 16.8 % 18 | Intl1p3; yag +
PcH2 TTGACA — Ny, — TCNTAAGCT 44% 20 INtllgs; N3 ++
PcS TTGACA - N,,— TCNTAAACT 243 % 25 Intllgsy N3 ++

Tableau 2 : Effet du polymorphisme de Pc sur les fonctions de I'intégron. On peut remarquer
gue les variants qui sont classés comme faibles (PcW et PcH1) sont associés a une intégrase
ayant une activité de recombinaison importante alors que les variants dit forts (PcWren-10,
PcH2, PcS) sont eux associés a des intégrases ayant une activité de recombinaison faible. Il
existe donc un équilibre entre activité de recombinaison et force d’expression des cassettes.

D’apres Jové et al., 2010.
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1.2.2.2 Réponse SOS

La protéine LexA est le répresseur transcriptionnel de la réponse SOS, qui est un processus de
réparation des dommages de I’ADN subits lors d’un stress (Walker, 1984). Un site de fixation
pour la protéine LexA est retrouvé de fagcon conservée au sein des régions promotrices du
géne de l'intégrase des 3 classes principales d’IM et des intégrons chromosomiques de V.
cholerae (Guerin et al., 2009). Expérimentalement, chez les IM1, Il a été montré que LexA se
fixait bien sur son site de fixation potentiel présent dans att/1 (Guerin et al., 2009) et qu’ainsi
la réponses SOS régulait I'expression de l'intégrase Intll via une répression par la proteine
LexA (Figure 10) (Guerin et al., 2009). Il a été montré que les antibiotiques induisant la réponse

SOS étaient capables d’activer I'expression de int/1 et les mouvements de cassettes.

Plus récemment, il a été montré expérimentalement que, dans le biofilm, la réponse
stringente, induite par la déplétion en nutriments, augmente I'expression basale de I'intégrase
et qu’il s’agit d’une régulation spécifique au biofilm, médiée par la protéase Lon (Strugeon et

al., 2016).

1.2.2.3 Interférence transcriptionnelle entre le promoteur des cassettes et le promoteur du
gene de l'intégrase

Les promoteurs Pint et Pc étant dirigés I'un vers I'autre dans la région promotrice des IM1
(voir Figure 9), il a été montré que le promoteur de I'intégrase Pintll pouvait étre régulé par
Pc par un phénoméne d’interférence transcriptionnelle. Cette interférence a été mise en
évidence uniquement pour le variant fort de PcS qui est alors capable d’inhiber I'expression
de intl1, méme lorsque celle-ci est induite par la réponse SOS. Les autres variants du

promoteur Pc n’influencent pas I'expression de l'intégrase (Guérin et al., 2011).
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Figure 10 : Régulation de I’expression de I'intégrase par la réponse SOS. A. La protéine LexA
est fixée sur le promoteur de I'intégrase Pint, réprimant ainsi I'expression de Intl. B. Lors d’un
stress conduisant a la formation d’ADN simple brin, par exemple par un antibiotique dont la
résistance est codée par la cassette C3, la proteine RecA se fixe sur I’ADN simpe brin et forme
le filament nucléoprotéique ADNsb/RecA. Ce filament nucléoprotéique catalyse
I'autoprotéolyse de LexA et donc I'activation de la réponse SOS. Le promoteur de I'intégrase
est alors libéré et int/ est exprimé. C. L'intégrase produite, par recombinaison site spécifique,
peut alors induire un réarrangement de cassettes ramenant ainsi la cassette C3 en premiere
position (plus proche du Pc) et ainsi permettre a la bactérie de résister au stress antibiotique
gu’elle subit. Pc : Promoteur des cassettes ; attl/, attC1, attC2, attC3 : sites spécifiques de
recombinaison ; intl : géne de l'intégrase, Pint : promoteur de l'intégrase, C1, C2 et C3 :

cassettes de résistance. D’aprés Guérin et al., 2010.
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1.3 Origine des intégrons

En 2011, Petrova et al. ont isolé d’un échantillon de permafrost sibérien agé entre 15 000 et
40 000 ans, une souche de Pseudomonas putida portant un IM1 localisé dans le transposon
composite Tn5045 situé sur le chromosome bactérien (Petrova et al., 2011). L'intégron décrit
présentait toutes les caractéristiques classiques d’'un IM1 contemporain, a savoir : une région
conservée 5’ CS avec le géne intl1 et le promoteur Pc, une cassette de gene aadA2, et une
région 3’ CS typique avec les génes qacE A1, sull et orf5 (Petrova et al., 2011). De plus, la
présence de génes de cassette associés a une intégrase ont aussi été décrits dans des bactéries
du genre Vibrio isolées en 1888 (Mazel et al., 1998). Ces travaux témoignent de I'ancienneté
des intégrons et de leur existence avant I'utilisation des antibiotiques en médecine. Pour aller
dans ce sens, la comparaison phylogénique des génes intl des intégrons chromosomiques
sédentaires avec les génomes de leurs hotes montrent une coévolution ancienne de ces
structures, suggérant que ce systéeme était probablement présent avant la spéciation des
genres bactériens et qu’ils ont impacté I'évolution des bactéries depuis des centaines de

millions d’années (Mazel, 2006).

L'organisation structurelle des IM proche de celle des intégrons chromosomiques sédentaires
suggere que les IM dérivent des intégrons chromosomiques sédentaires, il y aurait un
continuum d’évolution de structure d’intégron entre ces deux entités. D’autant plus qu’il a été
montré que l'intégrase de I'intégron chromosomique sédentaire de V. cholerae (VchintIA) a
une activité recombinante et que les intégrases des IM sont capables de catalyser la capture
des cassettes au sein des intégrons chromosomiques sédentaires (Rowe-Magnus et al., 2002).
Les IM1 se seraient formés par capture du gene de lintégrase intll et des sites de
recombinaison attC via des éléments mobiles tels que les transposons (Rowe-Magnus et al.,
2001), en particulier le transposon Tn402 (Figure 11). Des candidats pour étre I'élement
Tn402-like avant la capture de int/1 peuvent étre mis en évidence dans la flore commensale
humaine (Gillings et al., 2008). Les IM auraient évolué en s’adaptant aux pressions de sélection

environnementale a partir d’un ancétre intégron chromosomique.
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Figure 11 : Modéle de I'origine des IM1. Premiere étape hypothétique, (A) I'ancétre commun
des IM1 faisait partie d’un pool d’intégrons chromosomiques des Betaproteobacteria. (B et C)
Cet IM1 aurait été capturé au sein d’un transposon Tn402 (B) générant un élément hybride
transposon/intégron portant gacE comme cassette finale, codant la résistance aux
désinfectants. Cet évenement serait survenu avant ou concomitamment a |'ére des
antibiotiques. (D) sull gene de résistance pour le sulfamides et orf5 auraient été intégrés,
délétant une partie de gacE, générant la région 3’CS. (E) délétions, insertions et autres
réarrangements impliquant gack, sull et les séquences adjacentes. (G) des délétions et
insertions au sein de tni auraient généré I'intégron Tn402 incapable de transposition, mais
ayant acquis diverses résistances bactériennes par la diversité des cassettes du réseau,
élargissant le champ des phénotypes de résistance conférés par les intégrons. (F) I'acquisition
de nouvelles cassettes aurait continué et I'hybride Tn402-intégron aurait disséminé dans
d’autres plasmides et transposons, tels que la famille des Tn21, ces évenements générant de
la diversité et accélérant la pénétration des IM1 chez de nombreux pathogénes et
commensaux. Les parties en orange foncé correspondent a I'environnement génétique de
I'intégron ; en orange, le transposon Tn402-like ; en bleu-gris, le geéne de l'intégrase ; en bleu,
jaune, rouge, violet et vert, les cassettes de géne ; en turquoise, le gene gacE ; en rose, le géne
sull ; en gris, le géne orf5. D’apres (Gillings et al., 2008; Gillings, 2014).
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Les intégrons chromosomiques sédentaires peuvent étre de tres grandes structures, souvent
> 100Kb, qui ont été décrites principalement dans la famille des Vibrionaceae et dans quelques
genres bactériens environnementaux (Mazel et al., 1998; Rowe-Magnus et al., 2001). Leurs
cassettes codent souvent des fonctions adaptatives, plus rarement la résistance aux
antibiotiques, mais majoritairement ce sont des protéines de fonction inconnue (Rowe-
Magnus et al., 2001). lls partagent des caractéristiques structurelles avec les IM, mais se

distinguent de trois fagons (Mazel et al., 1998) :

1. lls sont toujours localisés sur le chromosome alors que les IM sont hébergés par les
éléments mobiles tels que les plasmides ou transposons assurant leur mobilité ;

2. Larégion variable présente souvent un plus grand nombre de cassettes (pouvant aller
jusqu’a 200 cassettes) ;

3. Les sites de recombinaison attC des cassettes d’un méme intégron chomosomique
sédentaire sont trés conservés, alors qu’ils sont variables a la fois en séquences et en

taille pour les cassettes présentes chez les IM.

La localisation chromosomique ou la mobilité ont des conséquences sur I'évolution des
bactéries, les IM sont associés au transfert horizontal alors que les intégrons chromosomiques
sédentaires deviendraient plutét des sites de diversité génétique (Boucher et al., 2011; Gillings
et al., 2005). Il a été remarqué sur I'étude phylogénique d’intégrases d’intégrons de
Proteobacteria de diverses origines géographiques que les intégrons marins sont apparentés
entre eux et que les intégrons terrestres le sont entre eux, plutdot qu’en fonction de leur hote,

ce qui dénote du transfert horizontal des intégrons entre les especes (Mazel, 2006).

Le processus de formation des cassettes reste non élucidé a ce jour. D’aprés le modele de
Leon et Roy, proposé en 2009, les cassettes se seraient formées par recombinaison
homologue entre deux copies d’introns, I'une étant intégrée au niveau des terminateurs de
transcription d’un géne, chromosomique bactérien par exemple, et I'autre dans un site attC

(Léon et Roy, 2009).
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1.4 Epidémiologie des intégrons

A ce jour, 5 classes d’IM sont définies (1 a 5) en fonction de la séquence de leur intégrase. Les
IM1 et IM3 (Arakawa et al., 1995) sont associés au transposon Tn402 (Collis et al., 2002a; Xu
et al., 2007). Par contre, les IM2 sont princalement associés aux transposons dérivés de Tn7
(Ramirez et al., 2010). Ces trois classes sont celles qui sont les plus impliquées dans la diffusion
de I'antibio-résistance. Les IM4 et IM5 sont responsables uniquement de la résistance au

triméthoprime chez Vibrio spp.

1.4.1 Bactéries hotes d'IM

1.4.1.1 Bactéries a Gram négatif

Les IM sont tres majoritairement décrits chez les bactéries a Gram négatif (BGN). Des IM ont
été retrouvés chez quasiment tous les genres de la famille des Enterobacteriaceae, les genres
les plus impliqués étant Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Salmonella, Citrobacter,
Morganella et Proteus (Deng et al., 2015; Ferreira et al., 2010; Naas et al., 2000; Sallen et al.,
1995; Tsakris et al., 2007) mais aussi chez certains BGN non fermentaires comme A.
baumannii, Aeromonas et P. aeruginosa (Chang et al., 2007; Ploy et al., 2000; Ruiz et al., 2003;
Ruiz-Martinez et al., 2011). Ce sont majoritairement des IM1 qui sont décrits et leur fréquence
est comprise entre 22 et 59% (Deng et al., 2015). Les IM2 sont aussi retrouvés chez les BGN
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Chainier et al., 2017; Gassama Sow et al.,
2010, 2008; Lavakhamseh et al., 2016; Mokracka et al., 2012; Odetoyin et al., 2017; Pan et al.,
2006; Stange et al., 2016). En plus du domaine clinique, des BGN hébergeant des IM ont été
rapportés dans des échantillons d’origine environnementale et animale sur I'ensemble des

continents (Stokes et Gillings, 2011).

1.4.1.2 Bactéries a Gram positif

Les IM, principalement des IM1 et rarement des IM2, ont aussi été décrits chez des bactéries
a Gram positif (BGP), principalement des bacilles a Gram positif, notamment du genre

Corynebacterium (Barraud et al., 2016, 2011; Nandi et al., 2004; Nesvera et al., 1998; Tauch
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et al., 2002). Des intégrons délétés d’'une partie de lI'intégrase et du site att/ ont aussi été

décrits chez Mycobacterium (Ledo et al., 2013; Martin et al., 1990).

1.4.2 Intégrons de classe 1 : la diversité

Structurellement les IM1 sont souvent hébergés par des éléments mobiles comme les
plasmides et les transposons de la famille Tn3 (Tn21 et Tn1696). On les retrouve plus rarement
sur le chromosome bactérien (Kaushik et al., 2017). lls sont associés a des phénotypes de
multirésistance pour leur hote (Gillings et al., 2008; Koczura et al., 2014). lls portent souvent
des cassettes de résistance au triméthoprime (Cambray et al., 2010; Fluit et Schmitz, 2004;
Mazel, 2006), ce qui n’est pas étonnant car I'association triméthoprime + sulphaméthoxazole
est fréquemment utilisée en clinique (Fluit et Schmitz, 2004). Associés a la résistance au
triméthoprime, on retrouve souvent des génes de résistance aux béta-lactamines (Mazel,
2006), mais aussi aux aminosides (Partridge, 2011).

L'utilisation continue des antibiotiques en clinique chez 'homme, chez I'animal et dans
I’agriculture a favorisé I'extraordinaire abondance des IM. Les IM1 sont particulierement
répandus en clinique, leur fréquence est estimée entre 10% a 50% des Enterobactéries
commensales des individus sains, y compris des enfants qui n’ont encore jamais été exposés
aux antibiotiques (Gillings, 2014). Leur distribution chez I'homme, I'animal et dans

I’environnement est détaillée dans le chapitre 1.7.

1.4.3 Intégrons de classe 2 : la stabilité

Les IM2 sont la classe la plus décrite apres les IM1. lls ont été le plus souvent retrouvés dans
les transposons de la famille Tn7 et leur mobilité est liée aux 5 genes tns (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD
et tnskE) (Flores et al., 1990). Leur intégrase Intl2 est le plus souvent non fonctionnelle, ce qui
peut expliquer que I'on retrouve un réseau de cassette assez stable, le plus souvent composé
des cassettes dfrAl (résistance au trimethoprime), sat2 (résistance a la streptothricine) et
aadA1 (résistance aux streptomycine/spectinomycine) (Hansson et al., 2002; Laroche et al.,
2009).

Toutefois, des IM2 avec d’autres cassettes ont été décrits (Ahmed et al., 2005; Bailey et al.,
2010; Barlow et Gobius, 2006; Biskri et Mazel, 2003; Dubois et al., 2007; Dudley et al., 2006;
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Gassama Sow et al., 2008; Kadlec et Schwarz, 2008; Laroche et al., 2009; Marquez et al., 2008;
Moura et al., 2007; Ramirez et al., 2005a).

lls sont retrouvés en clinique humaine (Marquez et al., 2008; Ramirez et al., 2005a, 2005b;
Wei et al., 2014), mais aussi chez I’animal (Barlow et Gobius, 2006) et dans I'environnement
(Rodriguez-Minguela et al., 2009), et ce sur divers continents tels que Amérique du Sud
(Ramirez et al., 2005b, 2005a), Asie (Wei et al., 2014), Afrique (Dubois et al., 2007; Gassama
Sow et al., 2010, 2008; Malek et al., 2015; Rizk et EI-Mahdy, 2017) et Europe (Chainier et al.,
2017; Stange et al., 2016).

1.4.4 Intégrons de classe 3 : larareté

Les IM3 sont beaucoup moins étudiés que les IM1 et IM2. lls ont été décrits a la fois dans un
contexte clinique, chez des souches de E. coli, K. pneumoniae et P. putida (Correia et al., 2003;
Poirel et al., 2010; Shibata et al., 2003), mais aussi environnemental, notamment dans les
effluents d’h6pitaux ou encore boues de station d’épuration (Simo Tchuinte et al., 2016) et
plus rarement chez les animaux, au cours d’infection chez le porc et le boeuf (Goldstein et al.,

2001) et dans des huitres (Barkovskii et al., 2010).

1.4.5 Intégrons declasse 4 et5

Les IM4 et IM5 ont été décrits chez le genre Vibrio (Clark et al., 2000; Mazel et al., 1998). lls
ont été respectivement localisés dans un sous-ensemble de I’élément génétique SXT chez V.
cholerae (Hochhut et al., 2001) et sur le plasmide pRSV1 de Aliivibrio salmonicida (Sgrum et
al., 1992). Le réseau de cassettes présente un seul géne de résistance aux antibiotiques (dfrA1)
suivi de plusieurs autres génes codant des protéines de fonction inconnue (AJ277063) (Collis

et al., 2002a). L'implication de ces intégrons dans I'antibio-résistance est limitée.
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1.4.6 Epidémiologie des IM dans la dissémination des génes de résistance aux
antibiotiques

1.4.6.1 En microbiologie humaine

La littérature est tres riche sur la présence d’IM chez 'homme. Plus de 200 publications
rapportent des IM dans des échantillons de selles, mais aussi dans des échantillons tres divers,
chez des patients comme chez des individus sains, principalement dans le cadre d’étude de la
résistance aux antibiotiques. Donner des chiffres précis de prévalence est difficile du fait de la
grande variabilité des conditions de réalisation des études mais globalement des taux compris
entre 10% et 55% sont en général retrouvés.

Le portage digestif est le plus souvent compris entre 15 et 30% (Chainier et al., 2017;
Leverstein-Van Hall et al., 2002; Vasilakopoulou et al., 2009; Vinué et al., 2008). Les IM1 sont
retrouvés dans le microbiote humain (Pal et al., 2016), la colonisation survenant rapidement
aprés la naissance (Ravi et al., 2015). Plusieurs parametres semblent influencer le portage,
notamment I'age et le mode de vie. Il a été montré dans une étude norvégienne, que les taux
de portage en IM1 de E. coli variaient selon I'age des sujets : 53 % chez des enfants contre 17
% chez des sujets agés (Sepp et al., 2009). Des travaux frangais ont montré que le mode de vie
influengait la prévalence d’IM chez des souches de E. coli commensaux, 6,4 % chez des
Amérindiens de Guyane Frangaise contre 12,2 % chez des cadres frangais du secteur bancaire
contre 18,5 % chez des éleveurs de porcs (Skurnik et al., 2005). De facon générale, un lien avec
la médicalisation et/ou I'hospitalisation et I'antibiothérapie influence le taux d’IM. Il faut
prendre ces chiffres avec précaution car il a été montré que les taux d’'IM évoluent en fonction
des conditions expérimentales (Skurnik et al., 2008).

Les humains sont aussi responsables de leur dissémination par migration et voyages
internationaux (Bengtsson-Palme et al., 2015; Sun et al., 2016). On peut retrouver des IM1
dans au moins 74 pays et sur tous les continents (Domingues et al., 2015) y compris

I’Antarctique (Power et al., 2016).
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1.4.6.2 Dans le monde animal

Le IM sont retrouvés de facon trés large chez les animaux sauvages ou domestiques, de ferme
ou de pisci- et aquaculture, dans des bactéries commensales comme pathogéenes (Ahmed et
al., 2005; Diaz et al., 2006; Dolejska et al., 2007; Duijkeren et al., 2005; Goldstein et al., 2001;
Jacobs et Chenia, 2007; Petersen et al., 2000; Schmidt et al., 2001; Vo et al., 2007). Les
animaux de fermes sont un réservoir plus important que les animaux de compagnie (Cocchi et
al., 2007; Shaheen et al., 2010). Dans la flore commensale des animaux d’élevage, jusqu’a 80%
des E. coli commensaux portent des IM1 (Gillings, 2014), contribuant grandement a la
dissémination de I'antibio-résistance chez ces bactéries (Leverstein-van Hall et al., 2003). Ces
taux sont faibles voire quasi nuls chez les animaux sauvages (Diaz-Mejia et al., 2008; Skurnik
et al., 2006). Des taux plus élevés sont rapportés chez les animaux malades (Kang et al., 2005;
Yanget al., 2004). Les études précédentes n’avaient recherché et caractérisé les intégrons que
chez des BGN, or il a été estimé que les IM1 hébergés par les bactéries dans de la litiere de
poulet, étaient majoritairement présents chez les BGP qui représentaient plus de 87 % des
bactéries présentes (Nandi et al., 2004). Par ailleurs, la présence d’'IM touche également la
filiere des aliments d’origine animale avec des IM1 et IM2 rapportés au sein de E. coli ou de
Salmonella (Antunes et al., 2004; Miko et al., 2005; Ribeiro et al., 2011; Soufi et al., 2011;
Sunde, 2005). Sur des échantillons de viande hachée provenant de divers pays, entre 18% et
65% des BGN isolés étaient porteurs d’IM (Antunes et al., 2004; Chen et al., 2004; Khaitsa et
al., 2008; Miko et al., 2005; Soufi et al., 2009; Sunde, 2005; White et al., 2001). La présence
d’IM dans I'industrie agro-alimentaire est inquiétante car cela expose au risque d’implantation
et de dissémination dans la flore digestive commensale humaine (Antunes et al., 2004;

Friedman, 2015; Miko et al., 2005; Rolain, 2013; Soufi et al., 2009).

1.4.6.3 Dans I'environnement

Les sols et milieux aquatiques naturels sont une source importante d’'IM. En 1999, une
prévalence de 3,6 % d’'IM1 dans les BGN d’une estuaire d’Ecosse était rapportée (Rosser et
Young, 1999). Les IM1 environnementaux présentent des caractéristiques qui semblent pré-
existantes a I’ére des antibiotiques. Ils sont présents dans 1 a 5% des bactéries du sol, des eaux

douces et des biofilms (Gillings, 2017). Leur prévalence est importante et peut atteindre 30-
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40 % dans différents milieux aquatiques (Alves et al., 2014; Henriques et al., 2006; Laroche et
al., 2009; Mukherjee et Chakraborty, 2006; Roe et al., 2003; Rosser et Young, 1999). IIs vont
pouvoir interagir avec la chaine alimentaire humaine et ainsi échanger des cassettes par le
biais de transfert horizontaux. Ils portent le plus souvent la cassette gac qui confere un
phénotype de résistance aux ammoniums quaternaires (Gillings, 2014).

L'activité humaine a un impact de plus en plus important sur la résistance dans
I’environnement. Par exemple la proportion des IM1 cliniques augmente dans les eaux usées
proportionnellement au volume de prescription d’antibiotiques, démontrant I’effet direct de
la pression de sélection antibiotique (Caucci et al., 2016). Dans les stations d’épuration leur
incidence va de 10 a 35 % (Ferreira da Silva et al., 2007; Moura et al., 2007; Schliter et al.,
2007; Stalder et al., 2012; Zhang et al., 2009). L'exposition a des concentrations sub-
inhibitrices d’antibiotiques, ce qui est souvent le cas dans les eaux usées, promeut I'acquisition
et la recombinaison de cassettes, et en méme temps accroit les transferts horizontaux
(Strugeon et al., 2016; Zhang et al., 2017).

Le microbiote humain et animal est un formidable vecteur d’IM1 du fait de I'utilisation des
antibiotiques comme traitement mais aussi comme facteur de croissance chez I'animal. Une
énorme quantité d’intégrons contenus dans les féces est disséminée dans |’environnement
chaque jour (Figure 12). Les IM1 ont été décrits dans les sols enrichis par le fumier et les
sédiments (Binh et al., 2009; Byrne-Bailey et al., 2011; M. R. Gillings et al., 2008; Stokes et al.,
2006). L'activité anthropique favorise la prolifération des intégrons donc des genes de
résistances, par le biais des stations d’épuration et des boues qui agissent comme des
réacteurs d’interactions entre espéces bactériennes, EGM et genes de résistance, mais aussi
directement par le rejet d’effluents d’hopitaux et de tanneries, ainsi que l'utilisation des
excrétas d’animaux comme engrais. Le taux de génes de résistance aux antibiotiques dans les
sols ne fait qu’augmenter depuis les années 40 (Knapp et al., 2010). Ainsi, les IM1 ont
désormais contaminé I'ensemble des écosystemes dominés par I'activité humaine, faisant
ainsi de ces éléments génétiques des marqueurs de I'impact anthropogénique (Gillings et al.,

2015).
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Figure 12 : Origine, expansion et diffusion des IM1 cliniques. L'ancétre des IM1 clinique a été
assemblé a partir d'éléments du mobilome ayant intégré du résistome, probablement issu du
biofilm des bactéries associées aux plantes et aux sols. La structure ancestrale a été intégrée
dans les flores commensales par ingestion de nourriture ou d'eau. La colonisation initiale la
plus probable est le microbiote intestinal humain, bien qu'une voie animale ne puisse étre
exclue. L'élément nouvellement assemblé a pu intégrer d’autres éléments mobiles comme
différents plasmides et transposons, et ainsi disséminer par transfert horizontal entre diverses
espéces bactériennes commensales et pathogénes, et se déplacer librement entre des hotes
animaux et humains. La pression de sélection continue, conduite par I'utilisation
d'antimicrobiens, a introduit des concentrations élevées et fixes d’intégrons dans le
microbiote intestinal humain et animal. Il en résulte une dispersion généralisée des IM1
cliniques via les eaux usées et le fumier, de sorte qu'ils sont devenus aujourd'hui un polluant

important des milieux naturels. (Gillings, 2017)
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Chapitre 2 : Acinetobacter baumannii

1.5 A. baumannii, bactérie environnementale et pathogene multi-résistant émergeant
1.5.1 Pathogéne émergeant

Le genre bactérien Acinetobacter présentait, a la date du 29/09/2017, 55 espeéces avec
publication valide selon la liste des noms procaryotes en accord avec la nomenclature
(www.bacterio.net, 29 septembre 2017). Parmi celles-ci, le complexe Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus a émergé dans les 20 derniéres années comme pathogéne sévere

(Peleg et al., 2008).

Ce sont des bacilles a Gram négatif, non fermentaires, non-exigeants, immobiles, catalase
positive, oxydase négative, parmi lesquels A. baumannii est I'espéce tres majoritairement
responsable des infections chez I'homme. Le genre Acinetobacter a connu diverses
modifications taxonomiques au cours du temps. Ainsi I'espece A. baumannii n’était pas
formellement désignée jusqu’en 1986 (Bouvet et Grimont, 1986) rendant les recherches sur
les premiéres infections a Acinetobacter dans la littérature scientifique et médicale un peu
difficiles. Cependant il semble que l'organisme actuellement appelé A. baumannii a
commencé a poser probléeme dans les années 70 (Bergogne-Bérézin et Towner, 1996). Depuis,
A. baumannii a été classé parmis les 6 pathogénes multi-résistants aux antibiotiques les plus
communs et les plus séveres, responsables d’infections associées aux soins, sous I'acronyme
« ESKAPE » pour Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosa et Enterobacter spp. (Rice, 2008; Santajit et Indrawattana, 2016). En 2017,
I'OMS a classé A. baumannii dans le top 3 des “pathogenes prioritaires” critiques pour
I’antibio-résistance (“WHO | Global priority list of antibiotic-resistant bacteria to guide
research, discovery, et development of new antibiotics,” 2017). En effet, A. baumannii fait
partie des BGN qui peuvent présenter en routine un phénotype de résistance XDR, défini

comme résistance a tous les antibiotiques disponibles a I'exception de quelques-uns connus
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pour étre moins efficaces ou plus toxiques que les antibiotiques de premiere ligne (Infectious
Diseases Society of America, 2012).

La connaissance scientifique de A. baumannii est moins importante que pour d’autres germes
opportunistes comme P. aeruginosa, comme en témoigne le nombre de résultats obtenus en
langant une recherche dans la base de données Pubmed (29 sept 2017) (Figure 13), A.
baumannii donne 6 719 résultats contre 59 205 pour P. aeruginosa, soit quasiment dix fois
plus. Cependant le nombre de citations dans Pubmed lorsque I'on recherche A. baumannii
augmente régulierement et rapidement depuis 2000, témoignant de I'intérét porté par la
communauté scientifique et médicale pour cette bactérie, comme le montre le graphique ci-

dessous (Kempf et Rolain, 2012, données actualisées le 29 septembre 2017).
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Nombre de publications
»
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—0O— acinetobacter baumannii

—@— acinetobacter baumannii AND antibiotic resistance

Figure 13 : Nombre de publications trouvées dans Pubmed entre 1990 et 2016 en utilisant

« Acinetobacter baumannii » et « Acinetobacter baumannii and antibiotic resistance ».

En France, en 2012, A. baumannii représentait une faible proportion (0,6 % - 25éme position)
des microorganismes isolés d’infections nosocomiales, soit une prévalence de 0,02 infections

pour 100 patients (30 fois moins que les infections a S. aureus) (“Enquéte nationale de
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prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en établissements
de santé, France, mai-juin 2012, InVS). Cependant, le pourcentage de résistance de A.
baumannii aux carbapénémes était de 9,2% dans I'enquéte de prévalence des infections
nosocomiales de 2006 contre 14,5% en 2012, soit une augmentation de 57,9% (“Enquéte
nationale de prévalence des infections nosocomiales et des traitements anti-infectieux en
établissements de santé, France, mai-juin 2012, InVS). D’autre part, les données issues des
signalements externes, indiquent un accroissement important du nombre de signalements
d’infections a A. baumannii résistants a l'imipénéme, souvent associés a des

épidémies difficiles a maitriser (Vaux et al., 2012).

1.5.2 Pouvoir pathogéne et réservoir

A. baumannii est susceptible de coloniser la peau, le tube digestif et I'oropharynx de ’'homme.
Cependant, ce sont plutot des Acinetobacter spp. non-baumannii qui sont retrouvés en
colonisation cutanée, surtout chez les sujets sains (Al Atrouni et al., 2016; Berlau et al., 1999,
1999; Griffith et al., 2006; Patil et Chopade, 2001; Seifert et al., 1997). Dans une étude chez
des militaires sains au Texas, 17% étaient colonisés avec des A. baumannii-A. calcoaceticus
complex, les souches de colonisation étant différentes des souches retrouvées chez les
militaires infectés de retour d’lraq ou d’Afghanistan (Griffith et al., 2006). Les sujets sains
semblent donc étre peu porteurs des souches pathogenes. A. baumannii peut étre isolé au
cours d’infections communautaires mais il est plus fréqguemment responsable d’infections
associées aux soins. A I'hopital, 2 a 10 % des infections a bactéries a Gram négatif sont dues a
A. baumannii (Joly-Guillou, 2005). A. baumannii est un agent pathogéene opportuniste puisque
malgré un pouvoir pathogene faible, il est responsable d’infections nosocomiales sévéres, la
plupart du temps chez des patients fragilisés hospitalisés en réanimation (Fournier et Richet,
2006), des immunodéprimés et des grands br(lés. Il est a I'origine de pneumopathies acquises
sous ventilation, de bactériémies, d’infections urinaires ou encore d’infections liées aux
cathéters (Chopra et al., 2014, 2013; Chung et al., 2011; Freire et al., 2016; Joly-Guillou, 2005;
Maragakis et al., 2008). A. baumannii est mis en cause dans jusqu’a 20% des infections en
service de réanimation dans le monde (Vincent et al., 2009). Depuis les années 70, son
importance clinique n’a fait qu’augmenter (Lin et Lan, 2014) en parallele du développement
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des soins de réanimation. En Asie et en Amérique du Sud, A. baumannii pourrait étre le
premier pathogéne nosocomial et le 3°™¢ agent responsable de bactériemies et de
pneumopathies nosocomiales (Wong et al., 2017). Il est estimé que A. baumannii serait
responsable a lui seul de 45900 (41400 a 83 000) infections par an aux Etats-Unis et
approximativement un million (600 000 a 1400 000) d’infections par an dans le monde

(Spellberg et Rex, 2013).

Les réservoirs extra-hospitaliers ne sont pas encore tous identifiés. Des espéces d’intérét
clinique comme A. calcoaceticus, A. Iwoffii, A. nosocomialis et A. pittii ont pu étre isolées a
partir de légumes, de viande, de produits laitiers et de la peau humaine (Rafei et al., 2015).
Des souches de A. baumannii parfois trés résistantes ont été isolées d’aliments
commercialisés (viande et légumes), d’animaux d’élevage, mais aussi de zones pétroliéres, de
milieux hydriques et de terres agricoles ce qui suggére de multiples origines de contamination
pour 'homme (Al Atrouni et al., 2016; Berlau et al., 1999; Eveillard et al., 2013; Lupo et al.,
2014; Zhang et al., 2013). A. baumannii a été beaucoup rapporté chez les vétérans et les
soldats lors des conflits en Iraq et en Afghanistan (Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), 2004), ce qui lui a valu le nom d’“Iragibacter.” Les souches de A. baumannii multi-
résistantes ont disséminées aux hdpitaux civils en partie par transmission croisée a partir des
militaires rapatriés des zones de guerre (Peleg et al., 2008). Des infections similaires
surviennent lors de catastrophes naturelles telles qu’inondations, tremblements de terre, ou
dans les régions proches de conflits militaires (Apisarnthanarak et al., 2013; Dallo et Weitao,
2010; Maegele et al., 2005; Scott et al., 2007; Wang et al., 2010; Zhang et al., 2012). De plus,
Il a été mis en évidence une saisonnalité des infections a A. baumannii avec une augmentation
de l'incidence quand le climat est chaud et humide (Eber et al., 2011; Fukuta et al., 2012;
Perencevich et al., 2008; Retailliau et al., 1979), I'incidence augmente particulierement dans
certaines régions d’Australie, en Océanie et en Asie, dont la Chine, Taiwan et la Thailande
(Falagas et al., 2008; Peng et al., 2012). Les animaux semblent aussi pouvoir étre un réservoir,
deux études récentes conduites dans I'ile de La Réunion ont montré que 5 a 10 % des animaux
de compagnie (chiens et chats) admis en clinique vétérinaire étaient porteurs de souches de
A. baumannii (Belmonte et al., 2014; Pailhoriés et al., 2015). De plus, A. baumannii est

responsable d’infections nosocomiales dans les cliniques vétérinaires (Zordan et al., 2011).
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La virulence de A. baumannii est principalement due a sa capacité d’échapper a son
élimination rapide (clairance) par la réponse immunitaire innée (Wong et al., 2017). Lorsque
ces facteurs de virulence sont présents, les bactéries non phagocytées délenchent I’activation
par leur lipopolysaccharide (LPS) des récepteurs Toll-like 4 (TLR4) ce qui va entrainer une
réponse inflammatoire généralisée qui peut aboutir a un choc septique (Figure 14). De
nombreux facteurs de virulence ont été identifiés chez A. baumannii (Figure 15), incluant des
polysaccharides capsulaires qui jouent un role important dans I'’échappement aux protéines
du complément et a la phagocytose, des protéines de membrane externes notament OmpaA,
des porines, des vésicules de la membrane externe, des phospholipases, des protéases, des
lipopolysaccharides, des protéines de systemes de sécrétion et des systémes de chélation du

fer (Lee et al., 2017; Weber et al., 2015; Wong et al., 2017).

» "\' B o d
se ‘L’
I, 2= Vs 8\
‘l Clairance : ,:, .\|', :r\.‘"l’7 -
= ' '3 — 5 Pasd’activation LN o’s( 15 ~Sa A
LS-TLR4, ::\\:,: 1 ] @ A . Vd
Pas de tempéte «? s= =V LPSTLR4 i = Pa.s dc? clairance :
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“ L I10 s
Sepsis

Figure 14 : Devenir de I'hote au cours de l'infection a A. baumannii. A. L'élimination précoce
du microbe par les trois effecteurs innés primaires, le complément (1), les polynucléaires
neutrophiles (2) et les macrophages (3), prévient une activation prolongée de la voie LPS-TLR4
et une tempéte de cytokine subséquente. B. Lorsque A. baumannii a la capacité d’échapper a
la clairance initiale par les effecteurs de I'immunité innée et se répliquer, il déclenche une
activation soutenue des TLR4 par le LPS, entrainant la tempéte cytokinique déclenchant le
sepsis. Un des mécanismes d’échappement est I'expression d'une capsule altérée qui résiste
a l'opsinisation et a la phagocytose (indiqué par une enveloppe plus épaisse autour des

bactéries). (Wong et al., 2017)
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Figure 15 : Biologie de Acinetobacter baumannii. La pathogénicité de A. baumannii est
complexe, il a acquis au fil de temps des facteurs de virulences variés qui lui permettent
d’échapper a 'immunité innée de I’hbte. En paralléle A. baumannii est passé de germe multi-
sensible a pathogene multi-résistant et maintenant pour certains toto-résistants. La multi-
résistance rend le traitement probabiliste des infections aléatoire. Les options de traitement
deviennent de plus en plus restreintes, les antibiotiques de dernier recours sont toxiques ou
sélectionnent rapidement des résistances, peu d’antibiotiques nouveaux sont actuellement

dans le pipeline de la recherche. Diverses options de traitement adjuvants pour augmenter

I'efficacité des antibiothérapies sont en cours d’étude. (Lee et al., 2017)
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1.5.3 Pouvoir épidémiogene :

A. baumannii est caractérisé par un important pouvoir épidémiogene pouvant conduire a des
phénomeénes épidémiques de grande ampleur. En milieu hospitalier, le principal mode de
transmission est le manuportage de la flore transitoire cutanée qui peut contenir A. baumannii
(McDonald et al., 1999; Spellberg et Bonomo, 2013). L'environnement peut constituer un
réservoir important car A. baumannii est trés résistant a la dessication (Maragakis et al., 2008;
McDonald et al., 1999) et a une grande capacité a former du biofilm (Rodriguez-Bafio et al.,
2008). Il peut ainsi persister des mois voire des années sur les surfaces (Fournier et Richet,
2006; Houang et al., 1998; Wendt et al., 1997). Le contrble d’'une épidémie a A. baumannii
peut étre difficile et nécessiter des efforts importants : respect strict des précautions standard
de prévention du risque infectieux (lavage des mains), des précautions complémentaires de
transmission par contact associées a des mesures d’isolement du patient, entretien soigneux
des surfaces, dépistage systématique des patients porteurs et éventuellement des patients
contacts, mais aussi signalisation du statut des patients lors de leur transfert. Il peut étre
nécessaire, en particulier en réanimation, de prendre des mesures plus drastiques comme la
création de secteurs de « cohorting », I'arrét des transferts ainsi que des admissions, jusqu’a
la fermeture du service afin de juguler un épisode épidémique. Les conséquences de ce type
de mesures peuvent étre importantes, notamment en terme d’activité des services concernés.
Le typage des souches de A. baumannii, dans un premier temps par AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism typing) (Dijkshoorn et al., 1996) puis par MLST (Multi Locus Sequence
Typing) a permis de montrer que la majorité des isolats responsables d’infections cliniques
et/ou d’épidémies appartenaient a deux grands clones (Diancourt et al., 2010), appelés Global
Clone 1 (GC1) et 2 (GC2) (Dijkshoorn et al., 1996; Zarrilli et al., 2013). Leur distribution est
devenue internationale (Higgins et al.,, 2010; Mugnier et al., 2010) et trés souvent ils sont
associés a la multi-résistance aux antibiotiques (Dijkshoorn et al., 1996; Hujer et al., 2006;
Nemec et al., 2004).

Deux techniques de MLST sont disponibles pour typer a la fois A. baumannii et non-baumanii,
le MLST d’Oxford, décrit par Bartual et al. (Bartual et al., 2005) et le MLST de Pasteur décrit
par Diancourt et al. (Diancourt et al., 2010). Les deux plateformes sont trouvées sur :
https://pubmlst.org/abaumannii/. La technique de MSLT de Pasteur est la plus précise pour

identifier les complexes clonaux CC1 et CC2 qui correspondent aux GC1 et GC2. En effet, il a
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été rapporté pour le MLST d’Oxford des imprécisions dans la détermination de lignages des
GC1 et GC2, en raison de la localisation dans la séquence analysée pour le typage de 'amorce
forward utilisée pour amplifier le géne gpi (Hamidian et al., 2017).

D’autre outils peuvent étre utilisés pour étudier les populations épidémiques de A. baumannii.
La méthode de référence est I"électrophorése en champs pulsé ou PFGE (Pulsed Field Gel
Eletrophoresis), bien que la méthode puisse étre standardisée, il est difficile d’obtenir des
résultat reproductibles et d’exportation de cette technique hors des laboratoires de référence
(Seifert et al., 2005). Avec le développement des techniques de séquengage haut débit, il est
devenu possible de caractériser des populations épidémiques par séquencage de génomes
complets ou WGS (Whole Genome Sequencing) (Eyre et al., 2012; Mellmann et al., 2011;
Turabelidze et al., 2013). Bien que le co(t de cette technique soit en diminution, I'analyse des
données en routine reste difficile sans I'aide d’un bio-informaticien. La méthode
d’amplification aléatoire d’ADN polymorphe ou RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
est utilisable dans la cadre d’investigation épidémiologiques (Chang et al., 2009; Grundmann
et al., 1997). La technique est facile et rapide a mettre en place, mais les résultats obtenus
sont trés variables en fonction des conditions de réalisation (matériel, réactifs, opérateurs) et

ne sont pas comparables d’une analyse a I'autre.

1.6 Acquisition de mécanismes de résistance chez A. baumannii

La multi-résistance de A. baumannii au cours d’une infection est associée a une mortalité de
26% a 68% (Maragakis et al., 2008). A. baumannii est classé parmi les 6 pathogénes multi-
résistants mondiaux les plus fréquents a I’hdpital par la Disease Society of America (Talbot et
al., 2006). Bien que A. baumannii soit capable d’exprimer de nombreux phénotypes de
résistance, c’est sa capacité a s'adapter a son environnement en acquérant ou en perdant du
matériel génétique et donc des genes de résistance qui le rend réellement dangereux. |l est
habituellement admis que I'acquisition de résistances aux antibiotiques est responsable d’un
colt métabolique important qui devient alors un facteur d’anti-virulence (Bjérkman et al.,
1998), mais celui-ci est complexe et dépend de I'espece bactérienne, du mécanisme de
résistance et de la survenue de mutations compensatoires (Baines et al., 2015; Bjorkman et
al., 1998; Hocquet et al., 2007). Cependant il a été montré que I’"hyper expression de systemes

d’efflux chez une souche multi-résistante de A. baumannii avait un impact minimal ou
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diminuait le fitness bactérien en fonction de la localisation pulmonaire ou systémique de la
bactérie dans un modele d’infection chez la souris (Yoon et al., 2016). En revanche, le
phénotype multi-résistant de souches environnementales est associé a un colt biologique
plus important et est délétere pour la survie des souches (Greene et al., 2016). La relation

entre la résistance et son effet sur la virulence chez A. baumannii apparait donc complexe.

En 40 ans, A. baumannii est passé du statut de bactérie peu pathogene, trés sensible, a
bactérie multi-résistante émergeante. Naturellement A. baumannii est résistant a de
nombreux antibiotiques, aminopénicillines, céphalosporines de 1 et 2¢™¢ génération
aztréonam, ertapéneme, triméthoprime, fosfomycine et furanes. Cette résistance naturelle
est due a deux béta-lactamases, AmpC, (une céphalosporinase non inductible) et OXA-51/69
(une oxacillinase) associées a des porines de la membrane externe qui sont peu nombreuses

et de petite taille, lui conférant une faible perméabilité aux antibiotiques (le coefficient de
perméabilité aux céphalosporines de A. baumannii est 2 a 7 fois plus faible que chez P.
aeruginosa) (Vila et al., 2007). Ceci se combine avec une expression a bas niveau de systéme
d’efflux actifs (AdeABC et AdelJK) (Vila et al., 2007).

En plus de ces résistances naturelles, A. baumannii a acquis au cours du temps de nombreux
déterminants de résistances aux antibiotiques, grace notamment a des échanges génétiques
avec d’autres especes bactériennes, la rendant de plus en plus difficile a traiter (Towner, 2009).
Les cassettes des IM1 décrites chez A. baumannii contiennent des genes de résistances tels que
aacA4 qui code la résistance a I'amikacine, nétilmicine et tobramycine ; catB8 qui est une
acetyltransférase qui code la résistance au chloramplénicol ; aadA1 qui est responsable de la
résistance a la streptomycine et a la spectinomycine ; aac3 responsable de la résistance a la
gentamicine et blaoxa-10 qui code la résistance aux béta-lactamines a I'exception des
carbapénémes et des céphalosporines a large spectre (Fournier et al., 2006). Les genes de
résistance aux aminosides sont les plus fréquement retrouvés dans les IM1 chez A. baumannii
(Chen etal., 2013; Cicek et al., 2013; Gillings et al., 2015; Koczura et al., 2014; Nemec et al., 2004;
Seward et al., 1998; Taitt et al., 2014; Zhu et al., 2014).

A. baumannii est capable d’acquérir de nombreuses béta-lactamases a spectre élargi portées
généralement par des IM1 (Potron et al., 2015; Zarrilli et al., 2013) dont VEB-1 qui est trés

répandue (Naas et al., 2006). La résistance a I'imipénéme est le plus souvent due a la présence
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d’une carbapénémase de type oxacillinase (OXA-23, OXA-24/40 et OXA-58), plus rarement a
celle d’'une métallo-B-lactamase (VIM, IMP et NDM) ou d’une BLSE possédant une activité
carbapénémase (GES variants, PER-7 et KPC). Il est rapporté qu’entre 40 et 50 % des isolats
de A. baumannii cliniques sont multi-résistants aux Etats-Unis (Lob et al., 2016; Weiner et al.,
2016; Zilberberg et al., 2016). Ces taux de résistance sont méme plus élevés, entre 77 % et
87 % en Afrique, Asie, Amérique Latine et supérieurs a 93% en Europe (Figure 16) et Moyen-

Orient (Lob et al., 2016).
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Figure 16 : Proportion des isolats invasifs de Acinetobacter spp résistants aux
fluoroquinolones, aminosides et carbapénémes en europe en 2012 (gauche) et 2015

(droite). (“Summary of the latest data on antibiotic resistance in EU,” 2016)

En 2002 a été rapportée la premiére souche XDR de A. baumannii (Hsueh et al., 2002), c’est-
a-dire résistante a de tres nombreux antibiotiques. Ne restaient sensibles que les polymyxines,
la tigécycline et parfois certains aminosides (Doi et al., 2015; Freire et al., 2016; Lin et Lan,
2014; Zilberberg et al., 2016). Depuis, certaines souches XDR se sont installées a I'état
endémique dans des structures de soins, soulignant I'importance de la politique de bon usage
des antibiotiques. Les souches résistantes aux carbapénémes ont tendance a étre XDR. La
premiere souche de A. baumannii résistante a la colistine a été rapportée en 1999, isolée a
partir d’hémocultures dans un hopital de République tcheque. Depuis, les souches résistantes
a la colistine émergent et sont devenues un réel challenge mondial (Cai et al., 2012; Gales et

al., 2006; Perez et al., 2007). La proportion globale mondiale des souches de A. baumannii
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XDR a augmenté, elle est passée de <4 % en 2000, a >60 % voire méme proche des 90 % dans

certains établissements de santé (Wong et al., 2017).

1.7 Traitement:

Le traitement des infections a A. baumannii est de plus en plus difficile, car A. baumannii est
intrinsequement résistant a de multiples antibiotiques et a la capacité d’acquérir facilement
et rapidement de nouvelles résistances aux antibiotiques (Higgins et al., 2010; Paton et al.,
1993). Certaines infections avec ces souches de A. baumannii XDR sont de réelles impasses
thérapeutiques car aucun antibiotique disponible ne peut étre utilisé pour les traiter (Leite et

al., 2016).

L'administration précoce d’une antibiothérapie efficace est le facteur clé pour I'amélioration
de la survie des patients, a la fois pour les XDR et les non-XDR (Lee et al., 2017). Le taux de
mortalité était de 60 % sans antibiothérapie initiale efficace contre 20 % avec (Lee et al., 2017).
Du fait de leur résistance aux antibiotiques de premiére ligne, les traitements efficaces des
souches de A. baumannii XDR sont mis en place plus tardivement, induisant un taux de
mortalité beaucoup plus élevé, 70 % contre 25 % chez les souches sensibles (Lee et al., 2017).
Par contre, quand A. baumannii est sensible, les béta-lactamines sont les antibiotiques de
premiere ligne. Une association d’antibiotiques n’a pas vraiment montré un bénéfice pour le
traitement des infections a A. baumannii, sauf peut-étre pour le traitement des souches XDR
et particulierement lorsque les CMI aux carbapénémes sont de 4 a 16 g/ml, ol la combinaison
carbapénéme-polymyxine semble une approche rationnelle (Wong et al., 2017). Les
polymyxines disponibles sont la colistine et la polymyxine B, mais leur utilisation est limitée
par leur néphrotoxicité et neurotoxicité. Pour les infections pulmonaires isolées, avec des
souches hautement résistantes, il est possible d’administrer de la polymyxine par
nébulisation. Cela permet de délivrer de hautes concentrations localement, tout en évitant le

passage systémique et leur toxicité (Wong et al., 2017).

Des voies de traitement alternatif sont étudiées tels que peptides antimicrobiens,
photothérapie, bactériophages, vaccination passive et active, séquestration des ions

métalliques, modulation des récepteurs cytokiniques de I'immunité (Wong et al., 2017).
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1.8 A. baumannii porte des ildts de resistance complexes de grande taille

Les deux grands clones GC1 et GC2 ont maintenant diffusé a I'échelle internationale (Higgins
et al., 2010; Mugnier et al., 2010) et sont souvent associés a la multi-résistance aux
antibiotiques (Dijkshoorn et al., 1996; Hujer et al., 2006; Nemec et al., 2004). lls portent des
génes codant la résistance aux antibiotiques ou aux métaux lourds, situés dans des flots de
résistance génomiques composées de transposons et de structures plasmidiques intégrées
(Blackwell et al., 2016). GC1 porte un flot de résistance désigné AbaR inséré dans le gene
chromosomique comM codant une ATPase (Fournier et al., 2006; Krizova et al., 2011).
Plusieurs AbaRs sont maintenant décrits (Figure 17), partageant une structure squelette
commune, un transposon de 16,3 kb (Tn6019-Tn6018) interrompu par un grand transposon
composite (Tn6020 et des segments de Tn1696, Tn21, Tn1721 et Tn5393) qui contient une
région variable de résistance aux antibiotiques pouvant contenir un IM1 (Krizova et al., 2011;
Post et al., 2010; Post et Hall, 2009). La région variable est délimitée par des copies directes
orientées de Tn6018 (Krizova et al., 2011). Dans GC2, d'autres flots de résistance sont décrits
AbGRI1, AbGRI2 ou AbGRI3, de structure différente des flots AbaR (Blackwell et al., 2017,
2015; Nigro et al., 2013; Nigro et Hall, 2016; Seputiene et al., 2012). Leur structure est

présentée dans les Figures 18 a 21.

Dans une publication récente, deux souches de A. baumannii, résistantes aux carbapénémes,
ont été isolées a 2 semaines d’intervalle, a partir des lésions de brdlures d’un patient
hospitalisé dans un centre de grands brulés de Téhéran. La premiere était sensible a la
colistine tandis que la deuxieme était devenue résistante. Leur comparaison a montré que des
transferts horizontaux sur I'llot de résistance AbAR3-like était a I'origine de I'augmentation de
la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) a la colistine (Savari et al., 2017). Ces deux souches
appartiennent au méme complexe clonal CC-92 (ST75) et au global clone 2. Le mode de
dissémination épidémiogene de A. baumannii rend I'apparition de résistance a la colistine sur
des EGM chromosomiques inquiétante car I'émergence et I'implantation d’un tel clone dans

un service de soins peut étre l'initiation d’une diffusion a plus grande échelle.
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Figure 17 : Organisation des différents variant de AbaR. Représentation schématique des
variant AbaR de GC1. Une représentation de AbaR3 est donnée en haut. Les autres AbaRs sont
alignés en dessous de AbaR3 par rapport aux régions homologues avec AbaR3. Les traits pleins
représentent les régions de AbaR3 présentes et les pointillés les regions absentes dans chacun
des ABaR. Les composants de AbaR3 sont délimités par des lignes verticales, une délétion
partielle d’un composant est indiquée par I'absence de ligne verticale. Les fleches indiquent
les positions des 3 copies d’'IS26 présentes dans AbaR3. La localisation de la séquence
spécifique de 29-kb de AbaR1 est indiquée par un astérisque. La taille individuelle des AbaRs
est proportionnelle a I’échelle, sauf pour les régions avec des IM1. (Krizova et al., 2011).
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Figure 18 : Représentation schématique de la localisation des AbGRI1, 2 et 3 sur le
chromosome de A. baumannii du clone GC2. Les nombres représentent les mégabases de
chromosome. La position 4/0 correspond a I'origine de réplication. Les fleches indiquent la
position des Tlots de résistance AbGRI1, AbGRI2 et AbGRI3. Le rectangle indique le locus de la
capsule (KL). La position de certains génes de résistance impliqués dans I"antibio-résistance

est indiquée. (Blackwell et al., 2017)
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Figure 19 : représentation schématique de AbGRIL1. Les lignes rouges ou noires horizontales
représentent la trame de I'llot, ou du chromosome de CG2 respectivement, le ggene comM est
situé de part et d’autre de I'llot. Les fleches représentent la taille et I'orientation des genes ou
ORFs, avec leur nom indiqué dessous. Les genes de résistance sont indiqués en rouge. Les
fragments de Tn6022 et Tn6172 sont représentés en dessous et des barres verticales aux
extrémités indiquent les séquences inversées répétées qui les encadrent. ISAbal et CR2 sont
indiqués par des rectangles vert et bleu avec une fleche blanche indiquant le sens du géne

tnp. La figure est a I'échelle indiquée dessous. (d’apres Hamidian et Hall, 2017)
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Figure 20 : représentation schématique de la structure des AbGRI2. Le chromosome adjacent
est représenté par des lignes pointillées épaisses, avec I'indication du locus d’insertion en
dessous. Les lignes colorées pleines indiquent la séquence de I'llot de résistance, les fleches
dessous indiquent la taille et I'orientation des génes. Les rectangles représentent des IS, et les
fleches a l'intérieur I'orientation du gene de la transposase tnp. Les rectangles marqués en
rose, blanc et gris représentent respectivement 1S26, 1S1, et IS6100. L’astérisque indique que
I'IS26 présente 3 nucléotides différents de la séquence standard. Les séquences inversées
répétées sont représentées par des lignes verticales. Les lignes verticales en pointillés
indiquent la petite délétion présente dans AbGRI2-1. Au-dessus du premier schéma, la ligne

représente I'IM1. (Blackwell et al., 2015)
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Figure 21 : structure des AbGRI3. Comparaison du variant AbGRI3-2i avec les versions publiées
de AbGRI3. Les lignes épaisses représentent la trame de I'llot de résistance, alors que les lignes
fines indiquent la séquence chromosomique. Les fleches en dessous montrent la taille et
I'orientation des genes, les genes de résistance aux antibiotiques sont indiqués en gras. IS et
les CR sont indiqués par des rectangles avec un numéro dedans. Les fleches au-dessous des IS
montrent 'orientation du gene tnp. Une astérisque indique les 1S26 qui ont une séquence
différente du standard [S26, en trois position [G(459)A, G(613)A et G(614)A], et deux
astérisques indiquent deux différences [G(613)A et G(614)A]. Les drapeaux indiquent les 8 bp
TSDs. Différentes zones de gris rejoignent les régions qui ont une identité de séquences entre

les deux structures >99.9%. La représentation est a I'échelle indiquée. (Blackwell et al., 2017)
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A. baumannii a développé une diversité de mécanismes de résistance impressionnante :
enzymes d’inactivation, pompes a efflux, imperméabilité, modification de cibles. Il en est de
méme pour les supports génétiques (mutations, acquisition de transposons et de plasmides,
présence d’intégrons, séquences d’insertion promotrices...). Cette grande diversité de
mécanismes est intimement liée a la capacité de A. baumannii a intégrer du matériel
génétique issu d’especes génétiquement plus ou moins proches. Zander et al. ont identifé
I'acquision de résistance aux carbapénémes associées a des EGM chez Acinetobacter non-
baumannii, ce qui suggere que la résistance de A. baumannii pourrait aussi étre liée aux

échanges avec des Acinetobacter non baumannii (Zander et al., 2014a, 2014b).

Ces caractéristiques font de A. baumannii un modeéle intéressant d’étude des mécanismes de

résistance et d’adaptation.

1.9 Epidémiologie des intégrons de résistance chez A. baumannii

La multirésistance de A. baumannii a été largement associée dans la littérature avec la présence
d’intégrons (Asadollahi et al., 2011; Deylam Salehi et al., 2017; Gonzalez et al., 1998; Ploy et al.,
2000; Poonsuk et al., 2012; J. Zhang et al., 2010; Zhong et al., 2012). En Chine les IM1 sont
détectés dans plus de 50 % des isolats de A. baumannii multi-résistants (J. Zhang et al., 2010;
Zhong et al., 2012). Il a été décrit au Brésil, des souches de A. baumannii cliniques, capables de
disséminer chez des patients non reliés épidémiologiquement, portant toutes les 5 un IM1 (In86)
avec le méme réseau blawp, aac(6')-31 et aadA1l, conférant la résistance aux aminosides (aac(6')-
31) et aux carbapenemes (blaime) (Mendes et al., 2007). De nombreuses études ont aussi
démontré la prévalence des IM1 dans les isolats de A. baumannii en Europe, en Asie et aux Etats-
Unis (Asadollahi et al., 2011; Lee et al., 2009; Poonsuk et al., 2012; Turton et al., 2005). Les IM1
chez A. baumannii peuvent étre retrouvés sur des plasmides (Kaase et al., 2014) mais aussi sur le
chromosome souvent au niveau d’un flot de résistance (Liu et al., 2014; Zhu et al., 2014). La
plupart des genes de résistance aux béta-lactamines chez A. baumannii ont été retrouvés dans

des IM1 (Peleg et al., 2008; Potron et al., 2015).

Bien que les IM1 soient décrits comme les plus prévalents chez les A. baumanni cliniques (Liu et

al., 2014), des études en Amérique du Sud (Chili, Argentine, Brésil) ont montré une proportion
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des IM2 plus importante que celle des IM1 au sein de A. baumannii (Fonseca et al., 2011;

Gonzalez et al., 1998; Pagano et al., 2013).

Le nombre de génes de résistance insérés au sein du méme plasmide, voire du méme intégron
semble augmenter au cours du temps, avec l'apparition et la diversification des il6ts de
résistance. Cette intégration au sein d’'un méme EGM pourrait faciliter la persistance dans
I’environnement a long terme du fait de I'association physique des intégrons avec d’autres EGM,
permettant leur sélection continue (Lee et al., 2009). A ce jour les ilots de résistance décrits chez

A. baumanni portent pour la grande majorité des IM1 (voir Figures 17 et 19 a 21)

Elodie Couvé-Deacon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2017 68

(@) ov-nc-no mme



Chapitre 3 : la réponse SOS

L’étude de mutants de /lexA et recA, apparus suite a I'action d’agents chimiques comme les
rayonnements ultraviolets (UV) ou la mitomycine C sur I’ADN, fait évoquer dans les années 70
I'existence d’un systéme de réparation de I’ADN dépendant des protéines LexA et RecA.
L'induction de ce systéme lorsque I’ADN est endommagé et sa synthése arrétée, entraine des
mutations (Prakash, 1974; Radman, 1975). Ce systéme est appelé « SOS » en référence au
message « Save Our Souls » des navires en perdition et symbolise la réponse a '’ADN
endommagé en « perdition ».

Ce systeme permet aux bactéries de répondre aux stress endommageant ou arrétant la
réplication de I’ADN. Elle met en jeu deux régulateurs centraux : les protéines LexA (locus for
X-ray sensitivity A) et RecA (Recombinase A). La réponse passe par |'activation d’ADN

polymérase a faible fidélité favorisant la survenue de mutation.

3.1. Acteurs et mécanismes de la réponse SOS
3.1.1. La protéine LexA

La protéine LexA comporte 202 acides aminés, fait environ 22 kDa et est composée de deux
domaines distincts N-terminal et C-terminal reliés par une région charniere flexible (Figure
22.A) (Luo et al., 2001). Le domaine N-terminal porte un site de liaison spécifique a I’ADN. Le
domaine C-terminal comprend un site actif permettant une autoprotéolyse de la protéine, il
est aussi responsable de la dimérisation de LexA (A. P. P. Zhang et al., 2010). La dimérisation
ou la dissociation des monomeéres de LexA sont des processus lents qui prennent au moins 10
min (Giese et al., 2008). LexA fixe I’ADN sous forme de dimére au niveau d’un site spécifique

appelé « boite LexA ». Cette boite est un motif palindromique de 16pb de consensus 5’-CTGT-
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N8-ACAG-3’ chez E. coli et la plupart des Gammaproteobacteria, situé dans la région
promotrice de genes du systeme SOS qui sont régulés par LexA (Erill et al., 2007). Trois hélices
a, H1, H2 et H3 sont situées dans la région N-terminale. Les hélices H2 et H3 forment un motif
hélice-tour-hélice (HTH) qui assure la liaison a I’ADN sur la boite LexA (Figure 22.B) (Butala et
al., 2009). La région charniére hydrophile GIn70 a GIn74 est importante également pour la
formation du contact spécifique avec la boite LexA. La dimérisation de LexA est essentielle car
c’est sous cette forme qu’elle peut jouer sont réle de répresseur des genes SOS (Butala et al.,

2009).

Le domaine C-terminal, composé de feuillets B, porte les éléments essentiels aux activités de
protéase et d’auto-clivage de la protéine. Deux acides aminés, la sérine 119 (Ser119) et la
lysine 156 (Lys156) constituent le site actif neutre (Little, 1991; Slilaty et Little, 1987) qui
catalyse le clivage du lien existant entre les résidus alanine 84 (Ala84) et glycine 85 (Gly85)
(Horii et al., 1981) (Figure 22.C). Ces deux derniers résidus Ala84 et Gly85 se trouvent dans
une boucle qui posséde deux conformations, « non clivable » éloignée du site actif et
« clivable » a proximité du site actif, quand LexA est liée a I’ADN (Giese et al., 2008; Luo et al.,
2001) (Figure 22). Une mutation dans ce site actif aboutit a une protéine non clivable et un
blocage de la réponse SOS. Seule, LexA a une activité faible d’autoprotéolyse, la co-protéase
RecA catalyse le clivage de LexA (voir sous-chapitre suivant).

Il'y a environ 1300 molécules de LexA par cellule a I’état basal (Sassanfar et Roberts, 1990)
majoritairement liées a I’ADN ; seules 20% resteraient a I'état libre dans la cellule (Butala et

al., 2011).
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Figure 22 : Modélisation moléculaire de la structure tertiaire de la protéine LexA de E.coli.
A. structure du monomeére de LexA. En rouge est représenté le monomere sous forme libre et
en bleu le monomere sous forme fixé a ’ADN qui génére un changement de conformation.
Les structures se superposent au niveau des domaines C-ter. Les 3 hélices a constituant le
domaine N-ter sont marquées de H1 a H3. B. Dimere de protéines LexA fixé au niveau d’une
boite LexA. La liaison a I’ADN se fait via le domaine N-ter, par un motif hélice-tour-hélice (HTH).
C. Mécanisme proposé de l'auto-clivage de LexA : la sérine 119 (Ser119) est activée par la
lysine 156 (Lys156), qui est une base générale neutre (Little, (1991)). Le groupement hydroxyle
de Ser119 est le nucléophile qui attaque le carbone du groupement carbonyle de la liaison
peptidique scissile (fleche noire), suivi par le transfert d’'un proton au nouveau groupement
amine généré (ligne pointillée). Les résidus catalytiques Ser119 et Lys156 sont représentés par
leurs modélisations moléculaires (en boules et batons) et le site de clivage entre 'alanine 84
(Ala84) et la glycine 85 (Gly85) est représenté par un ruban jaune, les résidus substrats sont
représentés par leurs modélisations moléculaires. Les feuillets B B3, B4, B5 et B8 sont indiqués.

(D’apres Butala et al., 2009)
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3.1.2. La protéine RecA

Chez E. coli, la recombinase A ou RecA codée par le gene recA est une protéine de 352 acides
aminés qui fait environ 38 kDa (Story et al., 1992). Le monomeére de RecA est organisé en 3
domaines : un grand domaine cceur et deux petits domaines N- et C-terminaux (Figure 23).
Dans le domaine cceur se trouve le site de fixation et d’hydrolyse de I’ATP au niveau des
résidus 47 a 74 (Cox, 2003), il forme le modéele du motif « pli RecA » retrouvé chez de
nombreuses autres protéines telles que les hélicases, les protéines de transport de I’ADN,
I’ATPase F1 mitochondriale, ainsi que d’autres protéines de transport (Cox, 2007, 2003). RecA
est une ATPase dépendante de I’ADN.

Il y a un taux élevé de RecA par bactérie a I'état basal, soit 7200 molécules (Sassanfar et
Roberts, 1990). RecA possede une affinité beaucoup plus forte pour I’ADNsb (simple brin) que
pour I’ADNdb (doule brin). La formation des filaments nucléoprotéiques RecA-ADNsb
nécessite la fixation d’ATP mais pas son hydrolyse. Le filament RecA-ADNsb est constitué de 6
monomeres de RecA pour 1 tour d’hélice (18 pb dans la conformation liée a RecA), il y a 3 sites
de liaison pour les brin d’ADN dans chaqgue monomeére (Figure 23). Cette conformation étirée
de 50 a 60% de I'ADN est inhabituelle, mais elle facilite les échanges de brins lors de la
recombinaison (Patel et al., 2010). L’hydrolyse de I’ATP en ADP + Pi entraine le désassemblage

du filament nucléoprotéique.

La protéine RecA participe a plusieurs processus cellulaires (Jiang et al., 2009; Schlacher et al.,

2006) :

- Elle a une activité de recombinase en catalysant I'’échange de brin d’ADN dans la
recombinaison homologue.

- Elle est le senseur central de la réponse SOS en se fixant sur les ADNsb trés rapidement
pour former le filament nucléo-protéique qui va ensuite stimuler I'auto-protéolyse de
LexA.

- Elle participe a la mutagénése SOS en activant la protéine UmuD, sous-unité de I’ADN
polymérase V, par clivage autocatalytique de sa forme inactive et en facilitant la
réplication de I’ADN par I’ADN polymérase V, qui est peu fidele, malgré la présence de
|ésion.
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Filament grooves

N
Figure 23 : Structure de la protéine RecA et du filament nucléoprotéique. A. filament

nucléoprotéique RecA-ADNsb : 24 sous unités sont représentées, soit 4 tour de filament avec
6 monomeres par tour, ce qui correspond a la conformation étirée de I'ADN, d’aprés la
structure déterminée par Story et Steitz en 1992. L’ADN est lié dans le filament (en beige). La
rainure hélicoidale qui permet I'acces a lI'intérieur du filament est Indiquée par des traits noirs.
Une des sous-unités RecA individuelle est représentée en rose et violet. B. Monomére de
RecA : en bleu, le domaine cceur est représenté avec la liaison a une molécule d’ADP (structure
en boules bleue et rouge) et en vert et violet, les domaines N- et C- terminaux.

(D’apres Cox, 2007)
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3.2.  Mécanismes de régulation par la réponse SOS

Le systéeme SOS est une réponse cellulaire bactérienne de sauvegarde de I’ADN lorsqu’un
stress est responsable de dommages de I'ADN. La formation d’ADNsb déclenche I'expression
de génes impliqués dans la réparation de I'ADN et la tolérance aux dommages (Lewis et al.,
1994; Schlacher et Goodman, 2007). Ces genes sont sous le contréle de la protéine LexA et
constituent le « régulon SOS ». En effet, a I’état basal, des homodimeéres de LexA sont fixés sur
la boite LexA (Figure 24.A) et répriment la transcription des génes de la réponse SOS. La boite
LexA contient deux éléments de fixation symétriques inversés, chacun liant une sous-unité de
LexA, ce qui a permis de faire I'hypotheése que LexA fixait sa cible sous forme de dimeére
(Thliveris et al., 1991). La boite LexA est localisée a proximité ou dans la région promotrice des
différents genes qu’elle régule, de sorte que LexA interfere physiqguement avec I’ARN
polymérase, réprimant ainsi la transcription des genes SOS (Erill et al., 2007). Cependant, les
génes régulateurs comme lexA et recA gardent un niveau d’expression basal, méme réprimés,

afin d’assurer leurs roles de régulateurs/senseurs de la réponse SOS.

Lorsqu’un stress bactérien, exogene ou endogene, conduit a la formation d’ADNsb dans la
cellule (Figure 24.B), I'accumulation d’ADNsb entraine la fixation de RecA, conduisant a la
formation de filaments nucléoprotéiques RecA-ADNsb. Au sein de ces derniers, RecA change
de conformation et agit comme une coprotéase avec LexA qui catalyse alors son auto-clivage
(Giese et al., 2008; Kreuzer, 2013; Little et Mount, 1982; Mo et al., 2014) libérant la région
promotrice du géne SOS permettant ainsi a I’ARN polymérase de sy fixer et de I'exprimer (Erill
et al., 2007; Janion, 2008) (Figure 24.B).

Il se met alors en place un processus précis d’activation des génes SOS. Leur temps d’activation
et leur niveau d’expression dépendent de I'affinité des opérateurs pour LexA (Courcelle et al.,
2001; Lewis et al., 1994; Ronen et al., 2002). La localisation et le nombre de sites LexA au
niveau des promoteurs, ainsi que l'affinité de lexA pour le site de fixation, influencent
I’expression des génes SOS (Butala et al., 2009). Le déclenchement de la réponse entraine
I’expression en premier des génes uvr, codant des protéines requises pour |'excision des
nucléotides endommageés. Puis les génes lexA, recA, dinD et recN sont s’exprimés. Plus

tardivement, si les |ésions persistent, les génes codant des ADN polymérases de basse fidélité
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sont exprimés [Pol Il (pol B), Pol IV (dinB) et Pol V (umuC, umuD)] (Courcelle et al., 2001; Ronen
et al., 2002) permettant la réplication de I’ADN lorsque I’ADN polymérase Pol Ill a échoué.

Des genes fixant faiblement LexA, comme lexA, recA, uvrA, uvrB et uvrD seront déréprimés
tres to6t mais exprimés faiblement, alors que ceux dont la boite LexA fixe fortement le
répresseur, comme les genes sfiA (sulA) et umuDC, seront exprimés plus tardivement mais
fortement, lorsque le taux de répresseur aura suffisamment diminué dans la cellule (Courcelle
et al., 2001; Friedman et al., 2005; Lewis et al., 1994; Michel, 2005; Ronen et al., 2002). Cette
cinétique permet d’adapter et de synchroniser I'expression des protéines au moment
opportun. Linduction de la réponse SOS se poursuit jusqu’a 45 a 60 min aprés son
déclenchement puis s’arréte au fur et a mesure de la réparation des ADNsb, la synthese de
LexA étant continue pendant la durée de la réponse SOS, les stocks de protéine LexA

permettent de rétablir la répression des génes SOS.

RecA Réponse

LexA S0S RecA-ADNsb

O
Bl S '\/-\, . ®
")é" ADNsb - . )
P Boite
LexA

SsH 10— Gene >
*‘

| T I

Antibiotiques

Figure 24 : La réponse SOS. A. En I'absence de stress, un dimére de protéines LexA est fixé au
niveau de la « lexA box », boite SOS située dans la région promotrice des génes du régulon
SOS. La protéine joue un réle de répresseur et en fonction de I'affinité de liaison de LexA a son
site de fixation, le gene est totalement inhibé ou peu exprimé. B. Lors d’un stress générant de
I’ADN simple brin (ADNsb), la protéine RecA se lie aux régions d’ADNsb pour former le filament
nucléoprotéique qui catalyse I'autoprotéolyse de LexA. Le promoteur du géne est libéré, le

géne SOS peut étre exprimé. (d’apres Da Re et Ploy, 2012))
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3.3.  Lerégulon SOS

En absence de stress, la protéine LexA réprime les génes du « régulon » SOS. Le nombre et le
type de génes du régulon SOS varient d’une espeéce a l'autre. Chez E. coli, il est constitué d’un
peu plus de 40 genes (Courcelle et al., 2001; Fernandez De Henestrosa et al., 2000) (Tableau
3). Chez P. aeruginosa, il en a été rapporté seulement 15 (Cirz et al., 2006).

Les protéines codées par les genes SOS sont impliquées dans trois voies majeures de
réparation des lésions de I’ADN : la recombinaison homologue, la réparation de I’ADN par
excision de nucléotides et la synthese translésionnelle (Baharoglu et Mazel, 2014; Erill et al.,
2007; Kreuzer, 2013; Storz et Hengge, 2011). La plupart de ces génes sont réprimés
directement par LexA, cependant 19 genes ne possédent pas de boite LexA, mais semblent
guand méme étre liés in vitro a LexA, probablement par l'intermédiaire d’un facteur
additionnel (Wade et al., 2005). A I'inverse, certains genes, comme dinJ et yigN, présentent
une boite LexA potentielle mais ne sont pas induits lors de la réponse SOS (Fernandez De

Henestrosa et al., 2000).

Il est difficile de définir précisément le régulon SOS car il dépend du type et de I'importance
du dommage causé. En comparant différentes études d’induction de la réponse SOS (Courcelle
et al., 2001; Khil et Camerini-Otero, 2002; Quillardet et al., 2003), seulement 5 génes régulés
par LexA étaient communs : sfiA, recA, recN, dinD et dinB (Storz et Hengge, 2011). Une autre
étude comparant les genes exprimés suite au stress induit par sept agents différents, a permis
d’identifier un réseau de genes qui a été appelé « module LexA » (Figure 25), comprenant les
génes : dinl, dinF, lexA, polB, recA, recN, recX, ruvAB, ssb, sfiA, umuDC, uvrAB et ydjM (Hong
etal., 2009). Les auteurs ont également identifié deux autres génes : rmuC et yebG, présentant
une boite LexA putative mais dont la liaison avec LexA n’est pas encore démontrée

expérimentalement.
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Geéne Fonction|s)

cho Endonucléase de réparation par excision
ding ADM polymérase IV
dinD Fonction imconnue
dinF Fonction inconnue
diniG Hélicase
dinl Stabilisation du filament RecA
lexA Represseur de la réponse 505
polB ADNM polymeérase I
pirA Protéase il
recA Recombinaison, active I'autoprotéolyse de LexA et UmuD
rech Recombinaison/réparation
recX Destabilisation du filament Rech
- F?m:‘tic-n inconnue, les mutants mentrent des taux élevés de réarrangements
genetigues
ruvAB Recombinaison ; helicase, s= lie aux jonctions de Holliday
ssb Se lie & FADN-sb, réplication, recombinaison, réparation
sfTA Inhibition de la division cellulaire

umulDC ADN polymérase

uvrAB Reconnaissance des mésappariements et excision des nucléotides

wrD Af'ltiremml:linatin:t DMA helicase ; di:zﬂal:lilise le ﬂlan}ent RecA, impliqué dans la
reparation des mesappariements, reparation des mesappariements

ybfE Fonction inconnue ; s lierait 3 FADN, possible régulateur de transcription

i Fonction inconnue, protéine de la membrane interne

yebiG Fonction inconnue

Tableau 3 : Quelques génes du régulon SOS et leur fonction. (D’aprés Storz et Hengge, 2011)

Figure 25 : Le « module LexA ». Vingt et un noeuds (génes ou protéines) et 77 interactions
ont été obtenus. La plupart des interactions coincident avec les voies de régulations connues,

mais certaines restent encore a élucider. (D’apres Hong et al., 2009)
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3.4. Signaux inducteurs de la réponse SOS

3.4.1. Dommages de ’'ADN

De nombreux stress générant des dommages de I’ADN, déclencheurs de la réponse SOS, ont

été identifiés (Figure 26) :

+» Des altérations directes de I’ADN telles que radiations UV et gamma (Kuzminov, 1999)
ou, agents alkylants endogenes issus de processus métaboliques aux propriétés
mutagenes et génotoxiques (Drablgs et al., 2004; Mizrahi et Andersen, 1998; Volkert
et al., 1989).

+* Des déreglements métaboliques conduisant a I'altération de ’ADN comme le niveau
d’AMP cyclique intra cellulaire suite a la déplétion en nutriment chez E. coli (Taddei et
al., 1995) ou la mutation de genes impliqués dans des voies de réparation comme les

mutants dam ou dnaQ (O’Reilly et Kreuzer, 2004).

X/

s Des agressions environnementales comme le stress oxydatif (Imlay et Linn, 1987) ou
I’exposition aux chromates (polluants) (Ackerley et al., 2006), la pression hydrostatique
(Aertsen et al., 2004; Aertsen et Michiels, 2005) ou encore les ultrasons (Vollmer et al.,
1998).

L'autoprotéolyse directe de LexA, indépendamment de RecA, a pu étre obtenue in vitro par

un pH basique (Smith et al., 1991), alors que in vivo, un bas niveau de pH diminue I'affinité de

liaison de LexA sur les boites LexA et augmente |’affinité de LexA pour des séquences non

spécifiques, ce qui engendre une dérépression des genes régulés par LexA (Sousa et al., 2006).

3.4.2. Les éléments génétiques mobiles

D’autres mécanismes peuvent générer de ’ADNsb en I'absence de Iésion de ’ADN comme les

transferts horizontaux génétiques :

¢ la conjugaison bactérienne, au moment olu I’ADNsb plasmidique est transféré, peut
déclencher la réponse SOS, comme cela a été mis en évidence chez V. cholerae et E.
coli (Baharoglu et al., 2010);

R/

+* la transformation bactérienne ou I’ADNsb entrant induit également le systéme SOS

(Baharoglu et al., 2012).
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Ces deux mécanismes en activant la réponse SOS, vont aussi permettre I'expression des
intégrases d’intégrons chez E. coli et V. cholerae (Baharoglu et al., 2010, 2012) ou encore
augmenter |'expression des génes nécessaires au transfert de I'élément SXT (Beaber et al.,
2004) qui est une ICE d'environ 100Kb dérivée de V. cholerae qui code des génes conférant la
résistance au chloramphénicol, au sulfaméthoxazole, au triméthoprime et a la streptomycine

(Hochhut et al., 2001).

Composés interférents o
avec la réplication de ’ADN Radiations UV

. @ Stress oxydatif

LAV FANY M ;
Stress chromate f 1
Cro 2- Hautes pressions
\ . ) (s g Mrr hydrostatiques
\ . ’ » ,‘; 'S
Stress acide/alcalin e " y X7 DpiBA

TLpH —A, g\
TLAMPc  alkylants . '
/ : Antibiotiques
v, 3 (@
Cavitation acoustique

Développement du cycle
lytique d’un phage

Conjugaison/Transformation

Figure 26 : Signaux et mécanismes inducteurs de la réponse SOS. Listes des principaux
inducteurs directs et indirects de la réponse SOS. Pour |'activation indirecte, les molécules
intermédiaires impliquées sont indiquées dans leur voie respective. Les mécanismes
d’activation endogénes sont désignés par des molécules/mutations nommées sans fleches

externes. (D’apres Erill et al., 2007).

3.4.3. Les antibiotiques et le r6le de la réponse SOS dans la génération de I'antibio-
résistance

Les antibiotiques qui ont une action directe ou indirecte sur la réplication de I’ADN vont en
général aussi induire la réponse SOS. C’est le cas du triméthoprime (inhibition de la synthése
des purines et pyrimidines) (Lewin et Amyes, 1991) ou des quinolones (inhibition de ’ADN
gyrase et de la topoisomérase IV) (Pohlhaus et Kreuzer, 2005), mais aussi de la mitomycine C

qui provoque des liaisons croisées T-T conduisant a des cassures de I’ADN.
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Les béta-lactamines peuvent déclencher la réponse SOS en mettant en jeu la voie de
transduction DpiBA. Le stress généré au niveau de la paroi par les béta-lactamines active la
protéine senseur DpiB, cette derniére va activer le régulateur DpiA par phosphorylation. Celui-
ci va se fixer sur les origines de réplication du chromosome et interrompre la réplication en
bloquant I'activité de I’ADN polymérase lll, déclenchant la réponse SOS (Miller et al., 2004,
2003). Les antibiotiques qui générent des dérivés actifs de I'oxygene comme les aminosides,
certaines béta-lactamines ou le métronidazole, entrainent un stress oxydatif capable de
provoquer des dommages de I’ADN (Kohanski et al., 2010). L'induction peut étre espece
dépendante puisque les aminosides, la tétracycline et le chloramphénicol sont capables
d’induire la réponse SOS chez V. cholerae mais pas chez E. coli (Baharoglu et Mazel, 2011).
Enfin, de nombreux antibiotiques sont capables d’induire la réponse SOS a des concentrations
sub-inhibitrices (Baharoglu et Mazel, 2014). Ce mécanisme a un ro6le important dans
I'apparition et la dissémination de la résistance aux antibiotiques (Gullberg et al., 2011;
Kohanski et al., 2010). Ces concentrations ne tuent pas les bactéries mais peuvent déclencher
la réponse SOS et ainsi favoriser I'acquisition de mutations adaptatives. Deux études sur
Streptococcus uberis et P. aeruginosa ont mis en évidence ce phénomene (Alonso et al., 1999;
Varhimo et al., 2008).

D’autres génes, comme le gene int/1 (Guerin et al., 2009) sont régulés par LexA mais leur
fonction n’est pas dédiée a la réparation de I’ADN Iésé. Par exemple, il a été montré que les
génes gnrB impliqués dans la résistance aux fluoroquinolones possédaient dans leur région
promotrice un site de fixation pour LexA et qu’il existait une régulation par la réponse SOS
induisant I'expression du gene gnrB en présence de fluoroquinolones (Da Re et al., 2009).
Toujours par |'activation de la réponse SOS, LexA controle I'excision des ilots de pathogénicité
chez S. aureus (SaPlIs) et leur empaquetage dans des capsides de phage chromosomique,
permettant leur transfert a d’autres cellules (Ubeda et al., 2007). Ces ilots codent la toxine du

syndrome de choc toxique (TSST) et portent divers superantigenes.

L'induction de la réponse SOS favorise donc I'émergence de résistance par deux voies :
induction de la mutagénese mais aussi dissémination de la résistance par transfert d’EGM ou

de cassettes d’intégrons.
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3.5. Universalité de la réponse SOS

La réponse SOS semble étre un processus cellulaire largement répandu. Des génes
homologues de lexA sont trouvés dans quasiment tous les génomes bactériens séquencés,
dans un grand nombre de phylum, ce qui laisse penser que ce processus est ancien et la
réponse SOS répandue. D’autre part, des homologues fonctionnels de LexA régulant un
groupe de génes impliqués dans la réparation aux dommages de I’ADN ont été caractérisés
dans de nombeuses autres especes que les Proteobacteria, par exemple : Corynebacterium
glutamicum (Jochmann et al., 2009), S. aureus (Maiques et al., 2006), Bacillus subtilis
(Raymond-Denise et Guillen, 1991), Actinobacterium, Mycobacterium tuberculosis
(Movahedzadeh et al., 1997), Thermotogae Thermotoga naepolitana (Zverlov et Schwarz,
1999), Alphaproteobacterium Rhodobacter sphaeroides (Ferndndez de Henestrosa et al.,
1998) ou Cyanobacterium Anabaena sp. (Mazén et al., 2004). En fonction de lI'espéce

bactérienne différentes séquences de boites LexA ont été rapportées (Tableau 4).

Espéce bactérienne Séquence de la boite LexA référence

E. coli TACTG (TA)sCAGTA (Walker, 1984)

Xylella fastidiosa TTAG(Ng)TACTA (Campoy et al., 2002)

Bacillus subtilis CGAACRNRYGTTCYC (Cheo et al, 1991,
Winterling et al., 1998)

Deltaproteobacterium GGTT(N2)C(N4)G(N3)ACC (Jaraetal., 2003)

Geobacter sulfurreducens

Corynebacterium TCGAAMA(N2)TGTTCGA (Jochmann et al., 2009)

glutamicum

Tableau 4 : Exemples de séquence palindromiques de sites LexA pour différentes espéces

bactériennes.

En dépit de cette apparente universalité, des exceptions ont été identifiées.

Dans les Pseudomonadales et Xanthomonadales, il existe des réponses divergentes aux
dommages de I'ADN. Par exemple, P. putida posséde deux protéines LexA différentes,

chacune controlant des régulons séparés (Abella et al., 2007), et Geobacter sulfurreducens
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possede également deux protéines LexA, qui ne lient pas le promoteur de recA (Jara et al.,
2003). Le nombre de genes lexA présents dans les bactéries est variable, allant de zéro chez
les especes du genre Acinetobacter (Hare et al., 2012), Streptococcus pneumoniae (Gasc et al.,
1980; Prudhomme et al., 2006), Legionella pneumophila (Charpentier et al., 2011), les
Bacteroidetes - groupe des bactéries sulfureuses vertes - la sous classe des
Epsilonproteobacteria Rickettsia prowazekii (Andersson et al., 1998), Borrelia burgdorferi,
Chlamydia pneumoniae et Helicobacter pylori (Dorer et al., 2010) ; jusqu’a deux, par exemple
chez Geobacter sulfurreducens (Jara et al., 2003) et Xanthomonas axonopodis pv. citri (Yang
et al., 2005). Les séquences spécifiques des boites LexA varient également entre et dans les
classes bactériennes (Brooks et al., 2001; Campoy et al., 2005; Durbach et al., 1997; Fernandez
de Henestrosa et al., 2003; Winterling et al., 1998). Enfin, Leptospira interrogans a une
protéine LexA qui se lie a une boite LexA dans le promoteur de recA mais pas dans son propre

promoteur (Cufié et al., 2005).

Certaines bactéries présentent des réponses au dommages de I’ADN tres différentes de la
réponse SOS comme S. pneumoniae et L. pneumophila ol le stress, notamment antibiotique,
générant des ADNsb induirait un régulon de la compétence, entrainant la transformation de
la bactérie et par conséquent, une diversification génétique pouvant aboutir a la survie
bactérienne (Charpentier et al., 2012). Il est aussi décrit des systemes d’interdépendance
comme chez Bacillus subtilis ou I'activation de la réponses SOS aurait un role de répresseur

des capacités de compétence (Raymond-Denise et Guillen, 1992).

La réponse SOS bien que trés répandue dans le monde bactérien a évolué et s’est adaptée
avec I'évolution bactérienne. L'étude des voies alternatives de réponse aux dommages de

I’ADN pourrait nous permettre d’identifier de nouveaux mécanismes adaptatifs bactériens.

3.6. Particularité de la réponse aux dommages de I’ADN de A. baumannii

Alors que pratiquement toutes les Gamaproteobacteria présentent les éléments de la réponse
SOS dans leur génome, plusieurs génes impliqués dans la réplication de I'ADN, la transcription

et la division cellulaire ne se retrouvent pas dans les génomes de Acinetobacter spp.,
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notamment ’ADN polymérase Il le facteur de réponse au stress 038 et les protéines de division

cellulaire SulA, FtsE et FtsX (Tableau 5).

Associé au fait que le genre Acinetobacter ne posséde pas de LexA (décrit plus haut), cela
indique une réponse aux dommages de I’ADN inhabituelle chez A. baumannii. Des études ont
permis de mettre en évidence certaines composantes de cette régulation. Il existe une
régulation positive de RecA, associée a la réparation de I'ADN et a la recombinaison
bactérienne (Aranda et al., 2011; Rauch et al., 1996). Les souches de A. baumannii sont
caractérisées par la présence de plusieurs opérons umuDC et génes umuD et umuC codant
I’ADN polymérase V (Norton et al., 2013). Toutes les souches de A. baumannii possedent un
allele différent de umuD, le géne umuDAb (Hare et al., 2006) qui contient un domaine de type
LexA a l'extrémité N-terminale (Hare et al., 2012). Le gene ddrR (DNA dammage-inducible
protein) est aussi régulé positivement au cours de la réponse aux dommages de I’ADN, il n’a
pas d’homologue de séquence identifiable chez E. coli et sa fonction est inconnue. La
régulation de ddrR est dépendante de RecA et semble impliquer la protéine UmuDAb (Aranda
et al., 2013). La mutation d’'UmuDAb conduit a une diminution de I'expression de ddrR,
suggérant que cette protéine peut aussi agir comme activateur (Aranda et al., 2013),
contrairement a LexA. Ces deux genes sont exprimés constitutivement a partir d’un opéron

umuDAb-ddrR.

La réponse SOS joue un role significatif dans I’adaptation bactérienne a la pression de sélection
antibiotique par I'acquisision de nouvelles mutations ou par mobilisation des EGM. Chez
Acinetobacter, bien que ce genre soit dépourvu de LexA, la réponse aux dommages de I’ADN
a été associée a la sélection de génes de résistance par mutagénése (Aranda et al., 2014;
Norton et al., 2013). Cependant, la mobilisation d’EGM au cours de la réponse aux dommages
de ’ADN n’a pas encore été étudiée chez A. baumannii ; or il s’agit d’'une bactérie qui est
caractérisée par sa grande plasticité génétique et par sa faculté a acquérir des génes de
résistance aux antibiotiques par le biais de transferts horizontaux. Compte tenu de
I'importance croissante de A. baumannii en tant que pathogene multi-résistant, il est
important de développer une compréhension des réponses au stress induites par les

antibiotiques dans ces organismes.
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Geéne

Protéine

Fonction

Genes du régulon SOS de E. coli non retrouvés chez A. baumannii

lexA LexA Répresseur transcriptionnel, premier régulateur de la
réponse SOS
rpoS Facteur 038 Intervient au cours de la phase stationnaire et de la

réponse au stress

sulA (sfiA)  SulA Inhibiteur de la division cellulaire induit par la réponse SOS

ftsEX FtsEX Transporteur de fonction inconnue, induit par la réponse
SOS

polB (dinA) ADN polymérase Il  polymérase non fideéle impliquée dans la mutagénese SOS

dinl Dinl Stabilisation du filament RecA, inhibe I'activité co-
protéase de RecA sur UmuD

dinG (rarB) Hélicase ATP dépendante, réle de réparation et recombinaison

molR MolR Régulateur de la synthése de molybdate (transport)

hokE(ydbY) Host Killing Toxicité membranaire

sbmC Inhibiteur de Protection de I'inhibiteur de réplication MccB17

gyrase

ydjQ Endonucléase Réparation des excisions de nucléotides

ybfE, ydjiM, Fonction inconnue

yebG,

yigN, pcsA

Genes spécifiques de la réponse aux dommages de I’ADN chez A. baumannii

umuDC UmuD’,C Sous-unité de la DNA polymérase V, I'opéron umuDC et
des génes umuD et umuC sont présents en plusieurs
copies

umuDAb UmuDAb Sous-unité de la DNA polymérase V, 50 % plus longue que
la protéine homologue UmuD chez E. coli, posséde un site
de reconnaissance d’autoprotéolyse LexA-like, régule
I’expression de ddrD en réponse aux dommages de I’ADN

ddrR DNA dammage- Fonction inconnue, augmentée par I'induction de la

inducible protein réponse SOS chez A. baylyi ADP1, spécifique a

Acinetobacter spp.

recA RecA Requise pour la réponse aux dommages de ’ADN chez

Acinetobacter spp., requise pour la régulation de ddrR,
augmentée suite a I'induction de la réponse aux
dommages de I’ADN chez A. baylyi ADP1.

Tableau 5 : Spécificités de A. baumanni concernant les génes de la réponse au dommages

de ’ADN. (D'apres Hare et al., 2014; Robinson et al., 2010; Wade et al., 2005)
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PRESENTATION
DU TRAVAIL DE THESE
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La résistance aux anti-infectieux est une réelle menace pour la prévention et le traitement
d’un nombre croissant d’infections. Si rien n'est fait, il est estimé que les germes multi-
résistants tueront 10 millions de personnes par an dans le monde - plus que le cancer - d'ici
2050. La crise touche tous les pays et tout le monde. Il s’agit d’un enjeu majeur de santé
publique mondial qui requiert des mesures d’action coordonées nationales et mondiales. Sans
anti-infectieux efficaces, le succés des chirurgies, des chimiothérapies dans les cancers, ou
encore des transplantations d’organes serait compromis. D’autant plus que l'impact des
infections dues a des germes multi-résistants est bien plus important que celui des germes

sensibles en terme de morbi-mortalité mais aussi en terme de co(t des soins de santé.

Des plans d’action tels que le programme New Drugs 4 Bad Bugs (ND4BB) d'Innovative
Medicine Initiative (IMI) en Europe ou encore le Plan d'action national de lutte contre les
bactéries résistantes aux antibiotiques aux Etats-Unis sont les représentations de cette
volonté de partenariat entre l'industrie, les universités et les organisations de biotechnologie
pour lutter contre la résistance aux anti-infectieux et débloquer les freins a la production de

nouveaux traitements.

Le travail de notre équipe de recherche s’inscrit dans cette dynamique de lutte contre la
résistance aux anti-infectieux. La compréhension des mécanismes d’acquisition et d’échange
de genes de résistance aux anti-infectieux fait partie intégrante de cette lutte. C'est ainsi que
pourront étre découvertes de nouvelles cibles d’action pour de nouveaux anti-infectieux ou
de nouveaux traitements adjuvants a ceux-ci. Les intégrons représentent dans ce contexte un
modele intéressant d’étude de I'acquisition et de la dissémination des génes de résistance aux
antibiotiques. Les aspects mécanistiques et la régulation des intégrons ont été largement
étudiés chez E. coli, en particulier les différentes voies de régulations de I'expression de

I'intégrase et des cassettes. En revanche, ils sont peu étudiés chez A. baumannii. Dans un
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travail précédent de notre laboratoire il avait été rapporté, sur une analyse in silico de 321
intégrons, que chez A. baumannii la distribution des différents variants du promoteur des

cassettes Pc montrait une prédominance des Pc forts (Figure 27).

DAutres
Bpcs
OPCWTGN-10
BPcH1
BPcw

Pc forts

Paeruginosa E.coli S.enterica  K.pneumonige A.baumannii  E.cloacae

Figure 27 : Distribution des variants de Pc selon I'organisme hote de I'lM1. Chaque
histogramme correspond a un des 6 organismes hote les plus fréquents : P. aeruginosa (n =
127), E. coli (n=70), S. enterica (n=56), K. pneumoniae (n=42), A. baumannii (n=24), E. cloacae

(n=11) (données non publiées de Thomas Jové)

Nous avons précédemment développé les différents aspects de A. baumannii qui font de cette
espéce un formidable pathogéne multi-résistant tant a I’hopital que dans la communauté. Il
était donc logique de se demander si cette espece bactérienne a un avantage sélectif a

n'exprimer des cassettes de résistance que via des Pc forts.

Les travaux présentés dans ce manuscrit avaient pour objectifs :

« d’une part d’objectiver si la prédominance des Pc forts était une caractéristique
d’espece de A. baumannii ;
+» d’autre part de fournir des éléments d’explications a cette répartition particuliére des

intégrons chez A. baumannii.
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Pour répondre a ces objectifs, nous avons construit ce travail de thése autour de deux axes :

- Le premier axe était un travail épidémiologique, tant in vivo que in vitro, sur la
répartition des Pc chez A. baumannii et la caractérisation du contenu en intégrons
d’une collection de souches de A. baumannii d’origines différentes. En effet, les
conclusions issues du travail de Thomas Jové étaient des données in silico ne reflétant
pas la distribution réelle des Pc. Aucune donnée sur la distribution des Pc dans les IM1
chez des isolats cliniques de A. baumannii n’était disponible au commencement de ce
travail.

- Le deuxiéme axe portait sur la régulation des IM1 chez A. baumannii. Nous voulions
explorer les différentes voies de régulation des promoteurs Pint et Pc chez A.

baumannii en comparaison avec ce qui était connu chez E. coli
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Partie 1: axe épidémiologique: étude des
intégrons de classe 1 dans une collection de
souches de A. baumannii

La multi-résistance de A. baumannii a été largement associée dans la littérature a la présence
d’IM1. En revanche il n'y avait pas de données épidémiologiques sur la distribution des

variants de Pc que ce soit in vivo mais aussi in vitro chez A. baumannii.

Dans ce premier axe, nous souhaitions enrichir les données épidémiologiques en étudiant des
isolats cliniques de A. baumannii. Nous avions a notre disposition 83 isolats ou ADN de A.

baumannii provenant :

- dedifférents prélévements cliniques de patients hospitalisés dans 10 hopitaux francais
(Limoges, Angers, Poitiers, Lens, Bordeaux Pellegrin, Bordeaux Haut-Levéque, Rouen,
Toulouse, Valencienne, Val d’Ariege),

- du laboratoire Biomérieux, les ADN étaient extraits de souches d’origine clinique
provenant majoritairement d’hopitaux francais

- d’effluents hospitaliers du Cameroun, provenant de 5 hopitaux différents.

Ces souches avaient au préalable été sélectionnées sur leur contenu en intégrons et toutes

portaient au moins un IM1. Nous avons :

- caractérisé entierement le contenu en IM1 de ces souches : nombre d’'IM1 par isolat,
détermination du variant de Pc, et du réseau de cassettes ;

- comparé toutes les souches entre elles par Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) afin de d’étudier leur clonalité ;

- étudié I'environnement génétique des intégrons
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Paralleélement, nous avons étudié I'expression de certains variants de Pc chez A. baumannii en
comparaison a leur expression chez E. coli. Pour cela, nous avons construit un plasmide
capable de se répliquer chez E. coli et chez A. baumannii en utilisant le plasmide pAL4000

(Figures 28 et 29).

ESKBXP N E

Figure 28 : représentation du vecteur de clonage pAL4000. K, P, E, B, Bg, S et X correspondent
aux sites de restriction Kpnl, Pstl, EcoRI, BamHlI, Bglll, Sacl et Xbal. Tet? correspond au géne
de résistance a la tétracycline tetA, RSF1010 est un réplicon qui peut se maintenir dans de
nombreuses espéces, Luc correspond au géne de la luciférase luc, T est le fragment de
terminaison de traduction, MCS est le polylinker de pUC19, t est le terminateur
transcriptionnel. Les fleches rouges représentent schématiquement la localisation et le sens

de fixation des amorces RSF-F, RSF-R et RSF-JD. (D’aprées Greener et al., 1992)

Bqlll(535s)

0.
p10m® 3 B
R /anl(m)

——E

- PPcs E pAL4000
5.7kb B9

S30l(2084)

Figure 29 : Représentation schématique de la construction des vecteurs simples de notre
étude. La fleche rouge indique I'ouverture par digestion EcoR1 du vecteur pPcS, dans lequel

était inséré RSF1010.
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Au total nous avons déterminé 108 intégrons, pour lesquels nous avons pu caractériser 103
réseaux de cassettes. Paralléelement nous avons mis en évidence une grande variété génétique
dans notre collection avec 52 profils d’isolats différents. Cette étude a confirmé que chez les
souches de A. baumannii portant des IM1 cliniques, les variants forts de Pc étaient
prédominants. Les réseaux de genes de cassette retrouvés dans notre collection étaient peu
variés et pour la majeure partie, déja disponibles dans la GenBank. Le fait intéressant est que
nous avons pu déterminer 5 réseaux de genes de cassette jamais décrits chez A. baumannii.
Les souches environnementales que nous avons étudiées présentaient des réseaux de
cassettes déja décrits chez des souches hospitalieres. Nous avons aussi pu déterminer pour

les souches analysées que tous les intégrons avaient une localisation chromosomique.

Concernant I'expression des Pc, nous avons montré qu’il existait une prédominance des
promoteur Pc forts et principalement PcS dans les IM1 des isolats de A. baumannii cliniques et
qgue chez A. baumannii leur expression est environ 2 a 4 fois plus faible que chez E. coli quel que
soit le variant. Pour expliquer cette particularité, nous avons émis plusieurs hypotheses. La
premiére était en relation avec les résultats sur 'activité plus faible des Pc chez A. baumannii, a
savoir que la sélection des Pc forts serait favorisée par la pression de selection des antibiotiques
en clinique, ceci afin de maintenir un niveau suffisant d’expression des génes de résistance

contenus dans le réseau de cassettes.

D’autres hypothéses pouvaient aussi étre soulevées en relation avec la régulation de
I'expression de l'intégrase. En effet, une intégrase active représente un co(t biologique
important pour la bactérie (Harms et al., 2013; Starikova et al., 2012). La régulation de son
expression est donc importante. Chez E. coli, il a été montré dans notre laboratoire que le
promoteur Pintll des IM1 était réprimé par une interférence transcriptionnelle avec le
promoteur fort PcS. Mais nous avons aussi montré que Pintll était réprimé de fagon
constitutive par la protéine LexA et que la mise en jeu du systeme SOS libere le promoteur
Pintl1 par clivage de la protéine LexA entrainant I'expression de l'intégrase. Or A. baumannii
est une espece connue pour ne pas avoir de protéine LexA. Nous souhaitions étudier
I'existence d’un systéme équivalent de répression de I'expression de l'intégrase chez A.

baumannii.
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Abstract: Multidrug-resistant (MDR) Acinetobacter baumannii is a WHO priority pathogen.
Class 1 integrons have frequently been described in A. baumannii. Integrons are able to recruit
resistance genes through integrase-driven recombination events that are regulated by the
bacterial SOS response and require the repressor LexA. Integron genes are expressed from a
common promoter, Pc, of which at least 5 predominant variants, classified from weak to strong,
have been described. We characterized the integron content of 83 clinical and environmental A4.
baumannii strains and found a predominance of Pc variants described as strong in E. coli. The
Pc expression level was 2 to 4 times lower in A. baumannii than in E. coli, and the diversity of
the gene cassette array was low. Predominance of integrons with PcS in A. baumannii might
have been selected to allow antibiotic resistance expression at a sufficient level, and could be
associated with a lower biological cost, the Intl1r32 n39 integrase associated with PcS being the
less active. Furthermore, as Acinetobacter spp. lack the LexA repressor suggesting that the
integrase is constitutively expressed, a transcriptional interference between PcS and Pintl1 (as
shown in E.coli) may limit the expression of the integrase and thus counterbalance the lack of
LexA-driven integrase repression to prevent the cost of the integrase.

Importance: Acinetobacter baumannii has emerged over the past two decades as a cause of
both nosocomial and community-acquired infections. Treatment of Acinetobacter infections is
increasingly difficult, as these bacteria are intrinsically resistant to multiple antimicrobial
agents. Class 1 integrons that play a major role in the dissemination of multidrug resistance
among Gram-negative bacteria, have frequently been described in A. baumannii. They are
genetic platforms that allow bacteria to capture and express gene cassettes. Different gene
cassette promoter (Pc) variants of different strength have been previously described. This study
underlines the predominance of so-called “strong” gene cassette promoter variants, mainly PcS,

in A. baumannii and reveals a lower expression level than in E. coli. The integrons with PcS
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might have been selected to limit the integrase cost. This study shows that integrons need to be

tightly regulated for an adaptive response designed to favour their maintenance.

Background

The genus Acinetobacter, and principally Acinetobacter baumannii-calcoaceticus complex, has
emerged over the past two decades as a cause of both nosocomial and community-acquired
infections (1). The WHO lists A. baumannii among critical antibiotic-resistant "priority
pathogens" (http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/bacteria-antibiotics-
needed/en/). Treatment of Acinetobacter infections is increasingly difficult, as these bacteria
are intrinsically resistant to multiple antimicrobial agents and have a remarkable ability to adapt
rapidly to environmental selection pressure, acquiring new resistance determinants through
multiple mechanisms (2, 3). 4. baumannii isolates resistant to all commonly used antimicrobials
cause near-intractable infections (4). Most clinical isolates belong to two main clones, named
GC1 and GC2, which are distributed worldwide (5, 6), but other lineages have emerged more
recently (7). Clones GC1 and GC2 are often multidrug-resistant (5, 8, 9). They carry genes that
encode resistance to antibiotics or heavy metals and are located in genomic resistance islands
(10) named AbaR in GCl and AbGRI1, AbGRI2 and AbGRI3 in GC2, with different
chromosomal locations (11). AbaR and AbGRII are inserted in the comM gene encoding an
ATPase (12, 13). AbGRI1, AbGRI2 and AbGRI3 have different structures and contain different
resistance genes than AbaR. AbGRI2 and AbGRI3 are bounded by two copies of IS26 (14, 15).
AbaR contains a 16.3-kb backbone transposon (Tn60179) interrupted by a large composite
transposon that contains a variable region comprising antibiotic resistance genes, including a

class 1 integron, bounded by copies of Tn6018 (16).

Integrons play a major role in the dissemination of multidrug resistance among Gram-negative
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bacteria, through their ability to capture and express resistance genes embedded within cassettes
(17). A wide variety of gene cassettes encoding resistance to nearly all antibiotic families have
been described (18). Integration and excision of gene cassettes are driven by the integron's
integrase, through site-specific recombination (Figure 1). We have previously shown that the IntI1
integrase is regulated by the SOS response, which is a regulatory network controlled by the
transcriptional repressor LexA (19). Several classes of integron have been described, based on the
integrase amino acid sequence. Class 1 integrons predominate in clinical settings. Most clinical
class 1 integrons comprise a 3’-conserved region that contains the genes gacEAIl and sull
conferring resistance to quaternary ammonium compounds and sulfonamides, respectively (20,
21). Gene cassettes are composed of an open reading frame and a recombination site a#tC. They
are usually promoterless and are expressed from a common promoter, Pc, located within the
integrase gene sequence. Several Pc promoter variants of different strengths have been identified
in class 1 integrons. The five most frequent are the strong variants PcS, PcH2 and PcWron-10, and
the weak variants PcH1 and PcW (22). A predominance of weak Pc variants has been reported in
clinical Escherichia coli isolates (23, 24), poultry-meat E. coli strains (25) and wastewater
Enterobacteriaceae (26).

Multidrug resistance in A. baumannii has been associated with class 1 integrons (27-32) but no
data have been available on the Pc distribution in this species. Furthermore, Acinetobacter lacks
the LexA repression system, suggesting that Intl1 might be constitutively expressed.

We thus examined the distribution and strength of class 1 integron Pc promoters in class 1 integron-
containing A. baumanni, based on in silico and experimental analysis of clinical and environmental
isolates. We characterized the integron content of the isolates and found a predominance of strong
Pc variants. Interestingly, the Pc expression level was 2 to 4 times lower in 4. baumannii than in

E. coli, and the diversity of the gene cassette array was low.
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Materials and methods

Strains

We studied a collection of 83 class 1 integron-containing 4. baumannii isolates of clinical (n=75)
or environmental (n=8) origin (Table 1). We had access either to the strains (from French hospitals
and Cameroonian hospital effluents) or to total DNA (bioMerieux DNA collection, 3 hospital
strains and 3 hospital effluent strains).

Plasmid construction

To study the strength of Pc variants in 4. baumannii, we constructed plasmids derived from those
used by Jové et al. (22), into which we cloned an origin of replication allowing plamid replication
in both 4. baumannii and E. coli (Table 1). We used the reporter plasmid pSU38AtotlacZ and three
derived plasmids in which the Pc promoter was inserted in transcriptional fusion with the reporter
gene lacZ. We inserted the replicon RSF1010, obtained by EcoR1 restriction of the pAL4000
vector (33), in the EcoR1 site of the different plasmids containing Pc variants, namely pPcS, pPcW
and pPcWron-10, to obtain pSU38AtotlacZRSF1010, pPcSRSF1010, pPcWRSF1010 and
pPcWtan-10RSF1010 (Table 1). A. baumannii clinical strain CM148 and E. coli MG1656 were
transformed with the recombinant plasmid.

The primers used in this study are listed in Table S1 (supplementary data)

DNA extraction

DNA was extracted for PCR and Sanger sequencing by using the QIAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN), following the manufacturer’s instructions. DNA for next-generation sequencing
(NGS) was extracted by using the SaMag™ Bacterial DNA extraction kit and the SaMag™-12
system (Sacace biothechnologies, Como, Italy).

Amplification methods

PCRs for Pc variant detection, gene cassette characterization and plasmid construction were
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performed using One Taq® Quick-load (Biolabs) in a final volume of 25 pL, with a 0.9 uM final
concentration of each primer, 12.5 ul of One Taq buffer and 1 pL of DNA extract. Amplification
took place in the following conditions: 30 s at 95°C for initial denaturation, 30 cycles of 30 s at
95°C for denaturation, 30 s at 55°C for annealing, 30 s per amplified 500 bp at 68°C for extention,
and a final 7-min extension step at 68°C.

Purification of PCR products

PCR products were analyzed by electrophoresis in 0.8% agarose gel in 0.5 x TBE-containing
Midori Green Advance DNA stain® (Nippon Europe Genetics GmbH, Diiren, Germany). A UVP
gel documentation system was used for DNA band visualisation. Fragments of interest were
purified using Wizard® SV Gel and the PCR Clean Up System (Promega, Lyon, France).

Strain typing

The strains were compared by means of random amplified polymorphic DNA (RAPD) using
primers VL1 and AP4 (Table S1). PCRs were carried out in 25-pl reaction mixes comprising 12.5
uL of One Taq® Quick-load (Biolabs), 0.9 uM RAPD primer, and 2 pL. of DNA extract. The
RAPD-PCR configuration was as follows: (i) initial denaturation (94 C for 5 min), followed by
initial annealing for 1 min at 32°C for VL1 and 40°C for AP4, (i1) 36 cycles of extension (68 C for
3 min), denaturation (94 C for 1 min), and annealing (temperature adapted to each primer pair, for
1 min), and (i11) a final extension step (68 C for 1 min). The RAPD-PCR reactions were performed
in a 2720 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, California, United States). Bands were
interpreted visually.

AbaR detection

First, the resX gene belonging to the AbaR genomic island was sought by amplifying a specific
425-bp fragment with ResX-F and ResX-R. Then, to identify the location of the integron within
AbaR, the junction between the integron and resX was sought by using a forward primer located

in the last integron gene cassette and ResX-R. To confirm the AbaR location of the integron, we
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performed an amplification using this forward primer and Tn6018R, a reverse primer located in
Tn6018, downstream of the integron (Figure S1) (13).

Sequencing

Sanger sequencing PCRs were done using BigDye™ sequencing buffer (Applied Biosystems,
Foster City, California, United States), according to the manufacturer’s recommendations. PCR
products were purified by gel filtration on Sephadex® G50 Superfine (Sigma-Aldrich). Sanger
sequencing was performed on an ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). The sequences thus
obtained were read with Chromas Lite software. Gene cassette sequences were compared to
available GenBank sequences by using BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). The Pc variant
was identified by comparing the obtained sequences to reference sequences reported by Jové et al.
(22).

NGS was performed with Ion Proton™ technology (Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette,
France) according to the manufacturer's instructions. Reads were assembled with MIRA
(mimicking intelligent read assembly) and SPAdes-3.5.0, using raw reads and reads after removal
of human reads. Then, the set of contigs was queried using blastn (version 2.5.0+) for the presence
of known 5' and 3' conserved sequences. The extremities of these elements were then used as
queries (blastn, version 2.5.0+) against custom databases (sequences were retrieved from the NCBI
nucleotide database with the Entrez search engine): 4. baumannii chromosome, A. baumannii
plasmid. Blastn results were filtered and compiled with a custom script (blastn2spreadsheet.py).
[-galactosidase assay

-galactosidase assay was performed with 0.5-ml aliquots of exponential-phase cultures (optical
density at 600 nm [ODsoo] 0.6 to 0.8) as previously described (22). Experiments were done at least
five times for each strain. One-way ANOVA followed by post hoc Tukey HSD statistics were used

to determine the significance of differences in expression levels (p < 0.01).
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Results

In silico Pc variant distribution

Among 3747 class 1 integron sequences we recovered from NCBI on 13 October 2016, 1604
displayed a complete gene cassette array with an available Pc variant sequence. As previously
shown by Jové et al. (22), the overall distribution was similar for the main Pc variants (PcS, PcH2,
PcWrgn-10, PcH1 and PcW) (Figure 2). When sorted according to the bacterial genus, we noted
that integrons from Acinetobacter mainly harbored Pc known as "strong" in E. coli, notably PcS
and PcWrng.10. The rare integrons with other Pc variants were present in non baumannii

Acinetobacter.

In vivo Pc variant distribution

We used a collection of 83 clinical or environmental isolates from various geographic regions. We
obtained 52 RAPD patterns, reflecting the genetic diversity of the isolates (Table 2). The diversity
of the environmental isolates (8 profiles for 8 isolates) was higher than that of the clinical isolates
(45 profiles for 75 isolates). All 83 strains had previously been screened for integrons and were
known to carry at least one class 1 integron (personal data). We characterized the entire integron
content of each isolate by PCR mapping with primer pair 36854/36855 or 5°CS/3’CS. We detected
108 class 1 integrons based on the sizes of the PCR products, representing between 1 and 3
integrons per isolate. Four isolates contained 3 integrons, 17 harbored 2 integrons, and 59 strains
harbored 1 integron (Table 2). Three isolates (see Table 2) yielded no amplification product,
suggesting that they harbored variations in the 3’-conserved segment (34-36).

The Pc variant distribution among the 108 class 1 integrons was analysed by PCR and sequencing
of the Pc promoter region. Amplification was performed with primers Int4b and DORF11 for the
isolates containing 1 integron and with Int4b and a primer located in the first cassette of the

network for the isolates with 2 or 3 integrons. We found that 98.2% of the integrons (106 of 108)
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contained a strong Pc variant, namely PcS (85.2%, n=92), PcWrtgn-10 (7.4%, n=8), PcH21GN-10
(4.6%, n=5) or PcH2 (0.9%, n=1) (Table 3). The proportion of “strong” Pc variants in A.
baumannii was even higher in vivo (98.2%) than in silico (73.3%). The predominance of these Pc
variants was not linked to predominant clones (Table 2).

Evaluation of Pc strength in A. baumannii

The predominance of Pc variants described as "strong" in E. coli led us to evaluate their strength
in A. baumannii. We constructed 4 plasmids able to replicate in both E.coli and A.baumannii: 3
with different Pc variants in transcriptional fusion with the reporter gene lacZ, and a control
plasmid without the Pc region (Table 1). Surprisingly, we found that the expression levels of all
the Pc variants were 2 to 4 times weaker in A. baumannii than in E. coli (p<0.01; Figure 3). This
difference in expression levels was not due to difference in growth rates or plasmid copy numbers.
Indeed, we found a similar plasmid copy number in the two species (data not shown) with the
different plasmid constructs. These so-called “strong” Pc variants are thus weakly expressed in 4.
baumannii.

Gene cassette contents

Sequencing of the PCR products obtained with primer pair 36854/36855 or 5°CS/3’CS showed
that all the gene cassettes we detected had been already described in Genbank and were composed
of 11 different resistance genes and 18 different gene cassette arrays (Table 2). The majority
(90.5%) of the gene cassettes coded for aminoglycoside resistance, and at least 1 or 2 of these gene
cassettes were found in 15 (83.3%) of the 18 arrays. The arrays often comprised 2 gene cassettes
encoding proteins of unknown function (gcuP and gcuQ). We identified 5 arrays that had not
previously been described in A. baumannii (aacA4+aadAl, aacA4+catB8+orfP+orfO+aadAl,
aacA4+orfP+orfQ+aadAl, aadAl2, dfrAl). The array aacA4+aadAl had previously been
described in Pseudomonas aeruginosa (Genbank accession number FN823039). The aadA 12 gene

cassette had previously been found alone in an integron of E. coli (Genbank accession number

Elodie Couvé-Deacon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2017 105

(@) BY-NC-ND | mmal



222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

FJ381668), Yersinia enterocolitica (Genbank accession number AY940491), and Salmonella
typhimurium (Genbank accession number FJ460240). The dfr41 gene cassette had previously been
found alone in A. baumannii, but only in a class 2 integron (Genbank accession number FJ785526).
The gene cassette arrays aacA4+catB8+orfP+orfQ+aadAl and aacA4+orfP+orfQ+aadAl had
not previously been described.

The most frequent arrays were aacCI+orfP+orfQ+aadAl and aacCl. Eight combinations of gene

cassettes were identified only once (Table 2).

Genetic environment of the integrons

As multidrug resistance in 4. baumannii is often linked to chromosomal multiresistance genomic
islands frequently containing class 1 integrons, we characterized the genetic environment of the
class 1 integrons. We focused on one strain per RAPD profile, except for profile B, for which we
selected two isolates as we found two different gene cassette array combinations. A total of 53
isolates and 66 integrons were analyzed. With an amplification strategy targeting the resX gene
(belonging to the AbaR genomic island) and the junction sequence (see Materials and Methods),
we found that 27 integrons were embedded within an AbaR island (Table 2). Regarding the
integrons that were not detected with the specific PCR, NGS analysis showed that 26 integrons
were also located on the chromosome. For 12 integrons, we were unable to perform NGS, as we
had only DNA samples, in insufficient quantities. Overall, we found a chromosomal location for

at least 80.0% (n=53/66) of the integrons in our strain selection.

Discussion
Acinetobacter baumannii resistance has been previously linked to class 1 integrons (27-32).

However, when we began this study, no data were available on the Pc variant distribution in clinical
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and environmental strains. Interestingly, using both in silico and in vivo data, we found a large
proportion of so-called strong Pc variants in the class 1 integrons of A. baumannii.

Specific features of PcS and 4. baumannii could explain these findings. First, we found that all
these Pc variants were weaker in 4. baumannii than in E. coli. Integrons with PcS might have been
selected to allow A. baumanni to express antibiotic resistance at a sufficient level. A lower
expression of different genes has already been reported in A. baumannii versus E. coli. Expression
of the catA gene in E. coli, under the control of a /ac promoter, was found to be two-fold higher
than in A. calcoaceticus (37). Likewise, expression of the pca gene cluster in E. coli was 10- to
30-fold higher than in 4. calcoaceticus (38). More recently, Girlich et al. reported that the
transcription level of the blaxpc gene (encoding resistance to beta-lactams) was 10 to 100 times
lower in A. baumannii than in E. coli but, interestingly, the resistance phenotypes did not correlate
with the transcription level (39). There is some evidence that inter-species differences in the Pc
expression level could be due to differences in the transcriptional machinery. The 4. baumannii
RNA polymerase has a similar structure (40) and 50 to 70% amino acid sequence homology when
compared to its E. coli counterpart, with good conservation of functional regions (41). Despite
this, the two RNA polymerases behave differently in vitro, the A. baumannii enzyme being less
efficient than its E. coli counterpart (40). Moreover, the A. baumannii and E. coli transcriptional
o’ factor amino acid sequences are very similar, with good conservation of functional regions (41,
42). Nevertheless, alternative o factors are missing in A. baumannii, suggesting different
regulation of transcription relative to E. coli (41). Furthermore, to our knowledge, there is no -35
and -10 sequence consensus of A. baumannii but some data suggest variations from the promoter
sequence consensus of E.coli, notably in the spacer region (43, 44). Such a different promoter
consensus could influence both the transcription level and the resistance phenotype, as reported

by Girlich et al. (39).
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Second, the selection of PcS in A. baumannii could be associated with a lower biological cost.
In E. coli, the class 1 integron integrase is regulated via the SOS response, which involves the
LexA repressor, via a LexA binding site overlapping the intl1 promoter Pintl1 (19). Morover,
the Pc promoter being located within the intl1 sequence in E.coli, different Pc variants actually
correlate with amino acid changes in the Intl1 sequence and the integrase variant Intl1rs2 ngo
corresponding to the PcS promoter has the lowest efficiency (22). We recently showed in E.
coli that the SOS response prevents the expression of costly integrases whose cost is activity
dependent. The lowest cost was observed with the integron encoding Intl1rs2 n3o integrase
(associated with PcS) (45). It has been shown in Acinetobacter baylyi harboring an integron
with a PcS variant, that frameshift mutations rapidly emerge to inactivate the Intl1 protein and

to restore host fitness (46, 47).

Third, another mechanism regulating integrase expression in E. coli depends on transcriptional
interference between PcS and Pintl1, PcS preventing int/1 expression (48). Acinetobacter spp.
lack the LexA repressor, suggesting that the integrase is constitutively expressed. If this
transcriptional interference also occurs in 4. baumannnii, the observed predominance of PcS
may limit the expression of the integrase via this transcriptional interference and thus
counterbalance the lack of LexA-driven integrase repression to prevent the cost of the integrase.
Altogether, these data obtained in E. coli and Acinetobacter suggest that integrons need to be
tightly regulated for an adaptive response designed to lower their cost and thereby to favour

their maintenance.

The predominance of a poorly efficient integrase in A. baumannii (Intl1rs2 n39 associated with
PcS) would lead to limited movement of gene cassettes and thus confer higher stability of gene
cassettes within the array. This is in line with what we observed in the integron gene cassette
arrays of our A. baumannii collection. Indeed, we found a redundancy of gene cassette arrays,
with 5 arrays representing 75.2% (n=79) of all characterized integrons (n=105). This
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295 redundancy of gene cassette arrays was not due to clonal distribution of our isolates, as we
296 found no identical RAPD profiles for strains with identical arrays (Table 2). All the
297  environmental isolates in our collection had different RAPD profiles, which were also all
298  different from those of the clinical isolates. The environmental and clinical isolates shared the
299 two most frequent gene cassette arrays (aacCl+orfP+orfQ+aadAl and aacC1l), which
300 accounted for 54.6% (n=6/11) of the environmental integrons and 60.6% (n=57/94) of the
301 clinical integrons (Table 2). It should be noted that the environmental isolates were obtained
302 from hospital wastewater and can thus be considered to have been influenced by antibiotic
303  selection pressure. Aminoglycoside-modifying enzymes have been linked to class 1 integrons
304 in A. baumannii (8, 49, 50). Likewise, most of the gene cassette arrays (94.3%) in our study
305 harbored at least one aminoglycoside resistance gene cassette (aacC1, 66.7%, aadAl, 50.5%
306 and aacA4, 14.3%) (Table 2). The array containing two aminoglycoside resistance genes
307 (aacC1l-orfP-(orfP-Q)orfQ-aadAl) is frequently found in A. baumannii class 1 integrons (8,

308 16, 51-54).

309  A. baumannii integrons are often found on the chromosome, usually within resistance islands
310 (14, 49, 55-60). All the integrons in our collection were found on the chromosome too. We
311 found that some integrons were located in an AbaR island. However, a large number of repeated
312  sequences limited the length of the contigs we obtained with Ion Proton™ technology, and the
313  short contigs were too small to analyze the whole resistance island in all integrons.

314

315  Conclusion

316  This study underlines the predominance of so-called strong Pcs in A. baumannii and reveals a
317  lower expression level than in E. coli. The integrons with PcS might have been selected to limit
318 the integrase cost. The regulation of both the integrase and Pc expression needs to be further

319 investigated in A. baumannii, as is already the case for E. coli (22, 49).
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Figure 1. Organization of class 1 integrons. A. Structure of a class 1 integron, the gene
cassette array consists of expressed cassette with a gradient of expression from the Pc, indicated
by the fading fill color. Cassettes are an open reading frame (ORF) generally without promoter
and flanked by two recombinations site attC. Cassettes can be excised throught attC x attC
recombination from any position in the array, catalyzed by the integrase. Pc, cassette promoter;
Pint, integrase promoter; intll, class 1 integron integrase gene; attll, attC, and attCp.1,
recombinaison sites; C1, C2 and C3, gene cassettes. The 3°CS region of the majority of clinical
class 1 integrons contains qac4E1, sull and an open reading frame ORF5 of unknown function
(20, 21). B. The excision intermediate can thus be integrated by the integrase, preferentially at
the recombination site attl. Exogenous intermediates can also be integrated, owing to the low

specificity of the integrase activity, rendering the system prone to horizontal transfer.
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Strain or plasmid

Description

Reference or
source

Strains
A. baumannii Collection 75 clinical strains and 8 environmental strains This study
See table 2
MG1656 Derl\_/atlve of E. coli K12 MG1655 with lacZ (19)
deletion
CM148 Clinical competent A. baumannii strain K'r.]d gift from
Thierry Lambert
Plasmids
Contains an RSF1010 replicon active in E. coli  Greener et al.
PAL4000 and Acinetobacter 1992
pSU38AtotlacZ pSU38 derivate carrying lacZ coding sequence (22)
with no translation initiation region or
promoter
pPcW pSU38AtotlacZ derivate carrying PcW in (22)
transcriptional fusion with lacZ
pPcS pSU38AtotlacZ derivate carrying PcS in (22)
transcriptional fusion with lacZ
pPPCcWreN-10 pSU38AtotlacZ derivate carrying PCW ten-10 (22)
in transcriptional fusion with lacZ
pSU38AtotlacZRSF1010 Insertion of RSF1010 in EcoR1 in This study
pSU38AtotlacZ
pPCWRSF1010 Insertion of RSF1010 in EcoR1 in pPcW This study
pPcSRSF1010 Insertion of RSF1010 in EcoR1 in pPcS This study
pPPCcWren-10RSF1010 Insertion of RSF1010 in EcoR1 in pPcWrten-10  This study

Table 1: Bacterial strains and plasmids used in the study
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type of material RAPD Pcvariant gene cassette array* Localization**
isolates profile
clinical strain M PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl

PcS aacCl
clinical strain M PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl  Chromosomal

PcS aacCl Chromosomal
clinical strain M PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl

PcS aacCl
clinical strain M PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl

PcS aacCl
clinical strain M PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl

PcS aacCl
clinical total DNA A05 PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl -
clinical total DNA A06 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA E PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA E PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA E PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA AQ07 PcS aadB+blaOXA-21 AbaR
clinical total DNA F PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA G PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl  AbaR
clinical total DNA F PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA G PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA H PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl  AbaR
clinical total DNA H PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA A08 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA F PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA F PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA | PcS aacA4 AbaR
clinical total DNA | PcS aacAd
clinical total DNA | PcS aacA4
clinical total DNA A40 PcS aadB AbaR
clinical total DNA AQ09 PcS aacA4 -
clinical total DNA Al10 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA J PcS aadB AbaR
clinical total DNA K PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA All PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA J PcS aadB
clinical total DNA J PcS aadB
clinical total DNA J PcS aadB
clinical total DNA J PcS aadB
clinical total DNA J PcS aadB
clinical total DNA Al2 PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl  AbaR
clinical total DNA A13 PcS aacCl+orfP+orfQ+orfP+orfQ+a AbaR

adAl

clinical total DNA Al4 PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl  AbaR
clinical total DNA Al5 PcS aacA4 AbaR
clinical total DNA Al6 PcS aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl  AbaR
clinical total DNA Al7 PcS - -
clinical total DNA Al8 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
clinical total DNA Al19 PcS - -
clinical total DNA A20 PCWTGN-10 aacA4 AbaR
clinical total DNA A21 PcH2TGN-10 aacA4+aadAl AbaR
clinical total DNA A22 PcH2TGN-10 aacA4+catB8+orfP+orfQ+aadAl AbaR
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clinical total DNA K PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl
clinical total DNA A23 PcS - -
clinical total DNA A24 PcS aadAl -
environmental strain A25 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl Chromosomal
PcH2 aacA4+catB8+aadAl Chromosomal
environmental strain A26 PCWTGN-10 aacCl+orfP+orfQ+aadAl Chromosomal
environmental total DNA A27 PCWTGN-10 dfrA5 -
environmental total DNA A38 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl -
environmental strain A29 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl AbaR
environmental total DNA A30 PcS aacCl+orfP+orfQ+aadAl -
environmental strain A3l PcH2TGN-10 aacA4+orfP+orfQ+aadAl Chromosomal
PcH2TGN-10 aacA4+catB8+aadAl Chromosomal
PcS aacCl Chromosomal
environmental strain A32 PCWTGN-10 dfrAl Chromosomal
clinical strain B PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl  Chromosomal
PcS aacCl Chromosomal
clinical strain B PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl  Chromosomal
PcS dfrAl-orfP Chromosomal
PcS aadAl12 Chromosomal
clinical strain B PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain C PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl  Chromosomal
PcS aacCl Chromosomal
clinical strain D PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl  Chromosomal
PcS aacCl Chromosomal
clinical strain D PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain D PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain D PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain B PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain C PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain D PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain C PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl
PcS aacCl
clinical strain A01 PcS aacA4 AbaR
clinical total DNA A02 PcS aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl -
clinical total DNA AO03 PcW + P2 blaIMP-10+aacA31+aadAl -
clinical total DNA A04 PcW blaIMP-10+aacA31+aadAl -
clinical strain A33 PcS aacCl Chromosomal
clinical strain A34 PcS aacA4 AbaR
clinical strain A35 PcS aadAl Chromosomal
PCWTGN-10 dfrAl+orfP Chromosomal
PcS aacCl Chromosomal
clinical strain A36 PcCWTGN-10 dfrAl+orfP Chromosomal
clinical strain A37 PcS aacCl Chromosomal
clinical strain A38 PcS aacA4 AbaR
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524

525

526

527

528

clinical strain A39 PcS aadAl Chromosomal

PcWTGN-10 dfrAl+orfP AbaR

PcS aacCl Chromosomal
clinical strain L PcS aacCl Chromosomal
clinical strain L PcS aacCl
clinical strain L PcS aacCl
clinical strain L PcS aacCl

Table 2: Summary of our study results. *PCR of the gene cassette array were realized using
primers 36854/36855 or 5°CS/3’CS, « - » means negative PCR; **Localization was determined
by specific PCR (AbaR) or NGS (Chromosomal), « - » means that AbaR specific PCR was

negative but we had not enough DNA to perform the NGS analysis.
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530 Figure 2: Distribution of the Pc variants according to the host. Each bar represents the Pc
531 variant distribution in the different class 1 integrons with a Pc sequence available in the 10 most
532  frequent mobile integron hosts: total of different intégrons sequences (n=1604), Acinetobacter
533  (n=124), Pseudomonas (n=340), Escherichia (n=435), Klebsiella (n=263), Salmonella (n=174),

534  Enterobacter (n=96), Aeromonas (n=82), Achromobacter (n=20), Proteus (n=44) and Vibrio

535 (n=26).

536
Pc variant Number Percent
PcS 92 85.2%
PcWren-10 8 7.4%
PcH2ten-10 5 4.6%
PcW 2 1.8%
PcH2 1 0.9%
total 108 100%

537

538 Table 3: Distribution of the Pc variants in the class 1 integrons.
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541  Figure 3: Expression of the Pc variants. R-galactosidase activity was measured in E. coli
542  MG1656 (in blue) and A. baumannii CM148 (in red). The bars represent the activity of the Pc
543  variant for each construction transformed. The ** indicates statistical significant difference with
544  p<0.01. T-: pSU38AtotlacZRSF1010, PcW: pPcWRSF1010, PcCWTGN-10: pPcWren-10RSF1010

545  and PcS: pPcSRSF1010.

546
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547

Supplementary material

n° Primer 5°-3’ sequence Target gene or References
name location
RAPD Typing
1 VL1 GAGGGTGGNGGNTCT This study
2 AP4 TCACGCTGCA This study
Cassettes PCR and sequencing
3 gcuP-L TTGAGGGAGATGCGGTTATC gcuP This study
4  gcuP-R TGTGAAGAGCGAAACACCTG gcuP This study
5 gcuQ-L AACATCGCCATATTCCTTGC gcuQ This study
6 gcuQ-R AATAGGCCCGAGCAGTATGA gcuQ This study
7 aadB-L GAGGCGATCATCTGGGATTA aadB This study
8 blalmpl-L TTGGAGACGCATCACTCTTG blaimp This study
9 aac(6’)-Ib-L  GAGGCAAGGTACCGTAACCA aac(6’)-1b This study
10 aadA6-R CAAGGCAACGCTATGTTCTC aadAl This study
11 aaccl-L TGGCTCTCTATACAAAGT aacCl This study
12 36854 GGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTA attl (61)
13 36855 AAGCAGACTTGACCTGATAGTTTG qacEAl (61)
14 5°CS GGCATCCAAGCAGCAAG attl (62)
15 3°CS AAGCAGACTTGACCTGA gacE41 (62)
Cassette promoter PCR and sequencing
16 Intdb CGCGGATCCACACCGTGGAAACGGATGA intl1 (22)
AGG
17 DORF11 CGCGGATCCATCGTTGCTGCTCCATAACA  attl site (22)
18 catB8-R CCAGTTCCACCACTCCATCT cath8 This study
19 aacclR ACTTCTTCCCGTATGCCCAA aacCl This study
20 aac(6”)IbR CATAGAGCATCGCAAGGTCA aac(6’)Ib This study
21 Junction PCR and sequencing
22 aacA4-L GAGGCAAGGTACCGTAACCA aacA4 This study
23 dfrA5-L GTTACTCGCTCAGCCTGGAC dfrA5 This study
24 dfrAl-F GTCGCTACCATTACCAGTTG dfrAl This study
25 aaccl-R ACTTCTTCCCGTATGCCCAA aaccl This study
26 aadAl-L CACCAAGGTAGTCGGCAAAT aadAl This study
27 Resx-F GCTTGCAGATCGACGCGCT resX (13)
28 Resx-R CATCAGGGCCTTTGCCCGT resX (13)
31 CADA-R CAATCAATGCGACGAATGCGA Tn6018 (13)
Plasmid construction
32 dxsAL GACACCAAGCATACCCACAT A. baumannii This study
dxs
33 dxsAR GCACCATCACCCACAATACA A. baumannii This study
dxs
34 dxsLLC3 ATGACGTGGCGATTCAAAA E. coli dxs This study
35 dxsRLC4 AGCCGGTATAGAGCATCTGG E. coli dxs This study
36 lacZLC4 AAATATGATGAAAACGGCAACC lacZ (48)
Elodie Couvé-Deacon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2017 122
(@) BY-NC-ND | e



548

549
550

551

552

553

554

555
556

557
558
559

37 lacZ LC5 CGGATAAACGGAACTGGAAA lacZ (48)
38 LacZ500-3 CGTCTGGCCTTCCTGTAGCC lacZ This study
39 RSF-JD AAATGAGGCGGTCACGCT RSF1010 This study
40 RSF-F AAGGAAATCGGGGCAGAG RSF1010 This study
41 RSF-R CCAGACATAGCCGCACAA RSF1010 This study
44 MRV-D2 TTCTGCTGACGCACCGGTG ori p15A (61)
Table S1: Primers used in this study
\
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Figure S1: AbAR3 genomic island structure from A. baumannii global clone 1 defined by

Krizova et al. and Post and Hall, showing resX gene and Tn6018 transposon position near the

class 1 integron (13, 16).

Supplementary data references

61. Barraud O, Ploy M-C. 2015. Diversity of Class 1 Integron Gene Cassette Rearrangements
Selected under Antibiotic Pressure. J Bacteriol. 197(13):2171-8.

62. Bissonnette L, Roy PH. 1992. Characterization of In0 of Pseudomonas aeruginosa plasmid
pVS1, an ancestor of integrons of multiresistance plasmids and transposons of gram-
negative bacteria. J Bacteriol. 174(4):1248-57.
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Données complémentaires :

Réseau nombre Résistances théoriques réferences
conférées

aacCl 25 Gentamicine, sisomicine, (Ramirez et
fortimicine Tolmasky, 2010)

aacCl+orfP+orfQ+aadAl 18 Gentamicine, sisomicine, (Ramirez et

fortimicine, spectinomycine, Tolmasky, 2010)
streptomycine

aacCl+orfP+orfP+orfQ+aadAl 14 Gentamicine, sisomicine, (Ramirez et
fortimicine, spectinomycine, Tolmasky, 2010)
streptomycine

aacCl+orfP+orfQ+orfQ+aadAl 12 Gentamicine, sisomicine, (Ramirez et
fortimicine, spectinomycine, Tolmasky, 2010)
streptomycine

aacA4 10 Amikacine, kanamycine, (Tolmasky, 2000)
nétilmicine, isomicine,
tobramycine

aadB 7 Gentamicine, tobramycine, (Ramirez et
dibekacine, sisomicine, Tolmasky, 2010)
kanamycine
dfrAl+orfP 4 Trimethoprime (Fling et Richards,
1983; Simonsen et
al., 1983)
aadAl 3 Spectinomycine, streptomycine (Ramirez and
Tolmasky, 2010)
aacA4+catB8+aadAl 2 Amikacine, kanamycine, (Ramirez et
nétilmicine, isomicine, Tolmasky, 2010;

tobramycine, chloramphénicol, Schwarz et al., 2004;
spectinomycine, streptomycine Tolmasky, 2000)

blawe-10taacA31+aadAl 2 Aztreonam, ampicilline, (Mendes et al., 2007,
amoxicillin-ac. clavulanique, Ramirez et Tolmasky,
ceftazidime, pipéracilline, 2010)

pipéracilline-tazobactam,
ticarcilline, ticarcilline- ac.
clavulanique, céfépime,
imipéneme, meropeneme,
gentamicine, tobramycine,
kanamycine, amikacine,
neomycine, netilmicine,
sisomicine, isepamicine,
spectinomycine, streptomycine

aacCl+orfP+orfQ+orfP+orfQ+aadAl 1 Gentamicine, sisomicine, (Ramirez et
fortimicine, spectinomycine, Tolmasky, 2010)
streptomycine

aadB+blaoxa-21 1 Gentamicine, tobramycine, (Ramirez et
dibekacine, sisomicine, Tolmasky, 2010;
kanamycine, carbapénémes Yamamoto et al.,
2011)
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dfrA5 1 Trimethoprime (Salimizand et al.,
2016)
aacA4+aadAl 1 Amikacine, kanamycine, (Ramirez et

netilmmicine, isomicine,
tobramycine, spectinomycine,
streptomycine

Tolmasky, 2010;
Tolmasky, 2000)

aacA4+catB8+orfP+orfQ+aadAl 1 Amikacine, kanamycine,
netilmmicine, isomicine,
tobramycine, chloramphénicol,
spectinomycine, streptomycine

(Ramirez et
Tolmasky, 2010;
Schwarz et al., 2004;
Tolmasky, 2000)

aacA4+orfP+orfQ+aadAl 1 Amikacine, kanamycine,
netilmmicine, isomicine,
tobramycine, spectinomycine,
streptomycine

(Ramirez et
Tolmasky, 2010;
Tolmasky, 2000)

dfrAl 1 Triméthoprime (Fling et Richards,
1983; Simonsen et
al., 1983)

aadA12 1 Spectinomycine, streptomycine (Ramirez et
Tolmasky, 2010)

Total 105

Tableau 6: résistances théoriques conférées par les différents réseaux de cassettes

identifiés dans la collection de 83 isolats de A. baumannii hébergeant un IM1.
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Partie 2: axe fondamental: étude de Ia
régulation des intégrons de classe 1 chez A.
baumannii

Dans notre premiere étude, nous avons montré la prédominance du variant PcS du promoteur

des cassettes chez les IM1 détectés chez A. baumannii.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons axé notre étude sur I'analyse de la régulation
de l'expression des cassettes et de l'intégrase des IM1 a I'aide d’un systéme permettant

d’étudier les deux expressions chez A. baumannii et E. coli.

Chez E. coli, en culture planctonique, il a été montré que l'intégrase était régulée par
différentes voies, par la réponse SOS réprimant |'expression de Pintll mais aussi par un

mécanismes d’interférence transcriptionnelle entre PcS et Pintl1.

Nous avons donc construit des plasmides recombinants se répliquant a la fois chez E. coli et

chez A. baumannii comportant des fusions transcriptionnelles permettant d’étudier :

¢ Pc en fusion transcriptionnelle avec le géne rapporteur lacZ

0,

+* Pintl1 en fusion transcriptionnelle avec le géne rapporteur uidA.

Ces constructions ont été faites avec différents variants de Pc, fort ou faible. Afin de pouvoir
individualiser la participation de chaque parameétre dans la régulation nous avons aussi
construit des vecteurs avec des mutations inactivant le Pc, le Pint, le site de fixation pour lexA
et la combinaison Pc et site de fixation pour LexA, cette derniére construction permettant

d’individualiser la participation du Pint sans répression.
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1.1. Matériel et méthodes

Nous avons utilisé des plasmides déja construits au laboratoire, utilisés pour les études
de la régulation chez E. coli (Guérin et al., 2011; Jové et al., 2010) mais dont I'origine de
réplication, ori p15A, ne permet pas la réplication chez Acinetobacter. Pour cela, une origine

active chez Acinetobacter, I'oriA du vecteur pWH1266, a été insérée dans les plasmides

recombinants.

1.1.1. Souches bactériennes et plasmides

Les souches bactériennes et plasmides que nous avons utilisées sont listés dans le
Tableau 7. Les souches étaient cultivées en milieu LB (Lysogeny Broth) supplémenté lorsque

nécessaire par de la kanamycine (Km) a la concentration finale de 25 pg/ml ou par de la

tétracycline (Te) a 20 pg/ml.

‘ Souche ou plasmide

H Description H Référence ou source ‘
‘ A. Souches ” H I
IMG1656 |[dérivé lacz- de la souche E. coli K12 MG1655 | Espeli 0 2001 \

Souche clinique de A. baumannii, n’hébergeant pas Aimablement donnée
CM152 , . e

d’IM1 et dont PCR lexA, lacZ, uidA sont négatives par T. Lambert

‘ B. Plasmides

pPWH1266

Vecteur qui contient une origine, oriA, capable de se
répliquer chez E. coli et A. baumannii

N° ATCC : 077092
Hunger et al., 1990
(Figure 30)

pSU38AtotlacZ_AtotuidA

Plasmide de 7,3 Kb, dérivé du pSU38Atot/acZ dans
lequel a été clonée la séquence du géne rapporteur uidA
en addition au gene lacZ, sans promoteur

Guérin et al., 2011

pSU38AtotlacZ_AtotuidAoriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pSU38AtotlacZA_totuidA, utilisé comme plasmide
contréle

Cette étude
(Figure 32)

lacZ est en fusion transcriptionnelle avec PcS, uidA est

pSU38Atot/acZAtotuidA

éri l., 2011
pPcSPintl1 en fusion transcriptionnelle avec Pintl dans ((EF?elzlrr; ?1;, 20
pSU38AtotlacZAtotuidA &
lacZ est en fusion transcriptionnelle avec PcW, uidA est
pPcWPintl1 en fusion transcriptionnelle avec Pint1 dans Guérin et al., 2011

pPcWren-10Pintl1

Création de PcWren-10 par mutation de PcS dans
pPcSPintl1

Jové et al., 2010

pPcSPintloriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpn1l dans
pPcSPintl1

Cette étude
(Figure 32)
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Souche ou plasmide

H Description

H Référence ou source

pPcWPintlloriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcWPintl1

Cette étude

pPcWren-10Pintl1oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans pPcWren-
10Pintl1

Cette étude

[pPcS*Pintl1

HchSPintIl muté pour inactiver PcS

HGuérin etal., 2011

[pPcW*Pintl1

HchWPintIl muté pour inactiver PcW

||Guérin et al., 2011

‘pPCWTGN-lo*Pinﬂl

HpPCWTGN-lOPintll muté pour inactiver PcWren-10

HGuérin etal., 2011

pPcS*PintlloriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcS*Pintl1

Cette étude

pPcW*PintlloriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcW*Pintl1

Cette étude

pPcWren-10*Pintl1oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans pPcWren-
10*Pintl1

Cette étude

|pPcSPintI1*

HchSPintIl muté pour inactiver Pintl1

||Guérin et al., 2011

[pPcWPintI1*

HchWPintIl muté pour inactiver Pintl1

HGuérin etal., 2011

‘pPCWTGN-IOPinUl*

HchWTGN-mPintll muté pour inactiver Pintl1

HCette étude

pPcSPintl1*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcSPintI1*

Cette étude

pPcWPintl1*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcWPintl1*

Cette étude

pPcWren-10Pintl1*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans pPcWren-
10PintI1*

Cette étude

pPcSPintlllexA*

pPcSPintll muté pour inactiver le site de fixation pour
LexA

Guérin et al., 2011

pPcWPintlllexA*

pPcWPintl1 muté pour inactiver le site de fixation pour
LexA

Guérin et al., 2011

pPcWren-10Pintl1LexA*

pPcWraen-10Pintll muté pour inactiver le site de fixation
pour LexA

Guérin et al., 2011

pPcSPintlllexA* oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcSPintlllexA*

Cette étude

pPcWPintlllexA*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcWPintlllexA*

Cette étude

pPcWren-10Pintl1LexA*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans pPcWren-
10Pintl1LexA*

Cette étude

pPcS*PintlllexA*

pPcSPintll muté pour inactiver PcS et le site de fixation
pour LexA

Guérin et al., 2011

pPcW*PintlllexA*

pPcWPintll muté pour inactiver PcW et le site de
fixation pour LexA

Guérin et al., 2011

pPcWren-10*Pintl1LexA*

pPcWren-10Pintll muté pour inactiver PcWren-10 et le site
de fixation pour LexA

Guérin et al., 2011

pPcS*PintlllexA*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcS*PintlllexA*

Cette étude

pPcW*PintlllexA*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans
pPcW*Pintl1llexA*

Cette étude

pPcWren-10*Pintl1LexA*oriA

Insertion de I'oriA de pWH1266 en Kpnl dans pPcWren-

10*Pintl1LexA*

Cette étude

Tableau 7 : souches et plasmides utilisés dans ce travail.
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Nde I— )
Pwil— pWH 1266 —Pvull
Accl

fin oriA-Kpnl

Q,\j

Figure 30 : Plasmide pWH1266. Les sites de restriction enzymatique sont indiqués par des
fleches a cote du nom de I'’enzyme. Il est le résultat de la fusion de deux plasmides : pWH1277
(en trait gras), plasmide cryptique de Acinetobacter calcoaceticus et pBR322 de E. coli (en trait
fin). L'origine de réplication oriA est représentée par un trait épais rouge foncé compris entre
les sites Accl et Hincll. Les fleches roses représentent schématiquement la localisation et le
sens de fixation des amorces fin oriA-Kpnl, début oriA-Kpn1, oriA L et oriA R. (d’apres Hunger

et al. 1989)

1.1.2. Les PCR

Toutes les amorces qui ont été utilisées au cours des différentes PCR sont regroupées dans le
Tableau 8.

Les PCR et leur vérification par électrophoréese sur gel d’agarose ont été réalisées suivant les
conditions présentées dans le chapitre 1 des résultats. Pour les PCR réalisées directement sur
colonies bacteriennes, une dénaturation initiale a 95°C de 5 min a été réalisée. Lorsque les
amplifications étaient spécifiques, si nécessaire, les 20 pl ou 45 pL de produits de PCR restant
ont été purifiés. La qualité des amplifiats purifiés a été vérifiée sur gel et leur dosage réalisé a

I'aide du Nanodrop.
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Double construction
1 | dxsAL GACACCAAGCATACCCACAT A. baumannii dxs | Cette étude
2 | dxsAR GCACCATCACCCACAATACA A. baumannii dxs | Cette étude
3 dxs L LC3 ATGACGTGGCGATTCAAAA E. coli dxs Cette étude
4 | dxsRLC4 AGCCGGTATAGAGCATCTGG E. coli dxs Cette étude
5 | lacZ LC4 AAATATGATGAAAACGGCAACC laczZ Guérin et al., 2011
6 | lacZ LC5 CGGATAAACGGAACTGGAAA laczZ Guérin et al., 2011
7 | uidA L1 GACGCTCACACCGATACCA uidA Guérin et al., 2011
8 uidA R2 TCGGCTGATGCAGTTTCTC uidA Guérin et al., 2011
9 | oriAL CCAATGTCTGTAACTCAATCTGC pWH1266 oriA Cette étude
10 | oriAR GTCGGTCGCTTTCGCATC pWH1266 oriA Cette étude
11 | début oriA —Kpnl | CGGGGTACCGATCGTAGAAATATCTATG | Extrémité 5° de Cette étude
ATTATCTTG oriA
12 | fin oriA — Kpnl CGGGGTACCGGATTTTAACATTTTGCGTT | Extrémité 3 de Cette étude
GTTCCAAAAG oriA
13 | MRV-D2 TTCTGCTGACGCACCGGTG ori p15A Barraud et Ploy, 2015

Tableau 8 : Amorces utilisées dans ce travail.

1.1.3. Digestions

Les digestions ont été réalisées a partir de 50 a 500 ng d’ADN plasmidique, selon les conditions

préconisées pour les enzymes de restriction NEB (BioLabs)

Lorsqu’une déphosphorylation était nécessaire, celle-ci était réalisée apres incubation du

mélange réactionnel de digestion, par adjonction de 10 U de Phosphatase Alkaline (CIP)

(BioLabs) et le nouveau mélange réactionnel était incubé au bain-marie a 37°C pendant 1

heure.

1.1.4. Purification des digestions enzymatiques et des produits de PCR

Des digestions étaient purifiées directement lorsque la digestion était compléte ou aprés

séparation par migration sur gel d’agarose puis découpage de la bande d’intérét si nécessaire,

a I'aide du kit Wizard® SV Gel et PCR Clean Up System (Promega, Lyon, France).
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1.1.5. Clonages

1.1.5.1.  Préparation des inserts et des vecteurs pour le clonage

L’origine de réplication oriA (1343 pb) du vecteur pWH1266 a été amplifiée avec les amorces
11 et 12, comportant des sites de restriction Kpnl. Le fragment amplifié a été purifié puis
digéré par Kpnl. Les vecteurs étaient ouverts par digestion par Kpnl (figure ...), site de

restriction se trouvant dans le terminateur du gene uidA.

8gll(F227) comoter

Xmnl(789)
—

S Kpnl (869)

N
iy

pPcSPintil
pWH1266 Acinetobacter oriA

Pintl1 EcoRI(2731)
BamHI(2383)
) Xbal(2535)
Sall(2001)
Pcs Psti(2011)

Figure 31 : Représentation schématique de la construction des vecteurs doubles de notre
étude. La fleche rouge indique I'ouverture par digestion Kpnl du vecteur pPcSPintl1, dans

lequel était insérée oriA.

1.1.5.2. Ligatures plasmide-insert

Les fragments digérés et purifiés étaient mis en contact en présence de I’ADN ligase du
bactériophage T4 (BioLabs) avec un rapport insert/plasmide de 1 pour 4 selon le protocole :
T4 DNA ligase : 40 U, tampon ligase (10X) : 1 pl, plasmide digéré purifié : 5 ng, insert digéré
déphosphorylé purifié : 20 ng, eau gsp 10 pl. Le mélange réactionnel était incubé une nuit a
4°C. la ligature était ensuite dialysée pendant 20 mn au moyen d’un filtre Millipore "V" Series
Membranes (0,025 um) selon la technique « drop dialysis », puis la transformation était

réalisée.
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1.1.5.3. Transformation par électroporation

Pour les différentes constructions une transformation était réalisée dans un premier temps
dans E. coli MG1656. Le plasmide recombinant alors obtenu était ensuite introduit dans A.

baumannii CM152.

La totalité du mélange de ligature dialysé, soit 10 ul de plasmide, était ajouté a 35 pl de
bactéries E. coli MG1656 ou A. baumannii CM152 compétentes. Une électroporation était
ensuite réalisée au moyen d’un Electroporateur Electro Cell Manipulator® 630, BTX (VWR).
Huit cents microlitres de LB réchauffé a température ambiante étaient ensuite ajoutés.

L’ensemble était mis a 37°C sous agitation pendant 1 h.

1.1.5.4.  Sélection des transformants

La totalité du mélange de transformation était étalée sur milieu gélosé LB additionné de
I'antibiotique adéquat au plasmide transformé (200 pl par gélose). Les géloses étaient ensuite

incubées pendant une nuit a 37°C.

1.1.5.5. PCR de contréle des constructions.

Les constructions plasmidiques obtenues ont été vérifiées par PCR (les tailles attendues sont

données entre parenthese) :

o Présence de uidA a I'aide de uidA-L1 et uidA-R2 (151 pb)

o Présence de lacZ a I'aide de lacZ-LC4 et lacZ-LC5 (169 pb)

o Insertion de I'oriA a I'aide de oriA-R et oriA-L (223 pb)

o Vérification de la région promotrice a I'aide de Int4b et DORF11 (264 pb)

o Vérification des jonctions insert plasmide a I'aide de oriA-L et uidA-L1 (1200
pb), oriA-R et uidA-L1 (1240pb), oriA-L et MRV-D2 (960 pb) et oriA-R MRV-D2 :
840 pb

Les produits de PCR ont ensuite été séquencés.
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1.1.6. Extractions plasmidiques

Les plasmides utilisés étaient extraits a I'aide du kit QlAprep® Spin Miniprep (Qiagen) ou

QlAprep® Spin Midiprep (Qiagen) puis conservés a -20°C.

1.1.7. Séquencage

Dans un premier temps, une PCR de séquence, a I'aide d’amorces forward, était réalisée dans
un volume final de 10 pl comprenant les amorces a une concentration finale de 0,4uM, 2,5 ul
de mélange Big Dye® version 1.1 (Applied Biosystems), qui contient I'ensemble des réactifs
nécessaires a la réaction (polymérase, dNTP, ddNTP), 2,5 ul de tampon BigDye et 250 ng d’ADN
plasmidique. Les conditions d’amplification étaient : 50 cycles de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C, 4 mn
a 60°C, puis 5 mn a 60°C. Les produits de la réaction de séquencage ont ensuite été purifiés
au moyen du kit NucleoSEQ® (Macherey-Nagel), puis analysés dans un appareil
d’électrophorése capillaire ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems). Les séquences ont été
analysées par le logiciel Chromas® puis comparées aux séquences de la base de données

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.1.8. Tests d’activité enzymatique de la B-galactosidase

Cing millilitres de bouillon LB étaient inoculés et incubés une nuit a 37°C sous agitation. Les
cultures d’une nuit étaient diluées au 1/100%™ dans 10 ml de bouillon BHI et mises a incuber
a 37°C sous agitation jusqu'a une densité optique a une longueur d’onde de 600 nm (DO600)
de 0,6-0,8 (culture bactérienne en phase exponentielle). Le dosage était ensuite réalisé sur 0,5
ml de la culture bactérienne en phase exponentielle, comme décrit par Jové et al. (Jové et al.,
2010). Le substrat synthétique, I'ortho-nitro-phényl-galactoside (ONPG) incolore, de structure
analogue au lactose était utilisé. En présence de la B-galactosidase, I'ONPG est clivé en
formant du galactose et de I'ortho-nitro-phénol (ONP) de couleur jaune, la mesure de la
réaction était faite par densité optique a une longueur d’onde de 420 nm (DO420). Le calcul
de I'activité enzymatique refléte la force d’expression du promoteur étudié. L’essai était

réalisé au minimum 5 fois pour chaque échantillon.
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1.1.9. Courbes de croissance

Nous avons vérifié la courbe de croissance de nos différentes constructions doubles dans les
souches MG1656 et CM152. A partir de 5 millilitres de bouillon LB inoculés et incubés une nuit
a 37°C sous agitation, nous avons réalisé des dilutions au 1/100°™¢ dans 20 ml de bouillon BHI
et mises a incuber a 37°C sous agitation. Des mesures a DO600 ont été réalisées, initialement

puis a partir d’1h d’incubation, environ toutes les 15 min, jusqu’a 250 min.

1.1.10. Détermination du nombre de copies de plasmide

Nous avons déterminé par PCR en temps réel le nombre de copies de plasmide par bactérie
par quantification directement a partir d’une suspension de bactérie. Pour chaque échantillon,
nous avons quantifié le géne cible lacZ et le géne de ménage dxs. La PCR en temps réel était
réalisée sur un appareil Mx3005P (Stratagene) dans un volume final de 25uL, en utilisant le
PerfeCTa® SYBR® Green SuperMix (Quanta Biosciences) et les amorces adaptées (pour lacZ :
lacZ -LC4/lacZ -LC5 a une concentration finale de 0,4 uM, pour dxsA : dxsA-L et dxsA-R a une
concentration finale de 0,6 UM et pour dxs : dxs-LC3 et dxs-LC4 a 0,5uM). Le mélange était
soumis a 10 mn de dénaturation a 95°C, suivis de 40 cycles : 30 s a 95°C et 1 mn a 60°C. Le
logiciel Data Analysis effectuait automatiquement le calcul des concentrations du géne cible
lacZ et du géne de référence dxs. Nous avons déduit le nombre de copies de plasmide du

rapport géne cible/géne de référence.

1.1.11. Quantification des transcrits

Une quantification des transcrits de lacZ et uidA normalisée par rapport aux transcrits des
génes de ménage dxs présent en une copie chez E. coli et A. baumannii a été réalisée par PCR
en temps réel pour confirmer les résultats obtenus lors de la détermination de I'activité
enzymatique de la béta-galactosidase. L’ARN total était préparé en utilisant le kit NucleoSpin®
RNA (Macherey-Nagel) dans des conditions minimisant la dégradation d’ARN. L’ADN
contaminant était éliminé de I'’échantillon en réalisant un traitement par TURBO DNA-free™
(Ambion). Les cDNA étaient synthétisés en utilisant le PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real
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Time) (TaKaRa) avec 500 ng d’ARN total traité par la DNase. La PCR en temps réel des cDNA
était réalisée sur un appareil Mx3005P (Stratagene) dans un volume final de 20 pl, en utilisant
le PerfeCTa® SYBR® Green SuperMix (Quanta Biosciences) et les oligonucleotides adaptés a la
guantification réalisée. Nous avons utilisé pour la quantification des transcrits lacZ : lacZ -LC4
et lacZ -LC5, pour uidA : uidA-L1 et uidA-R2, pour dsx chez E. coli : dxs-L-LC3 et dxs-R-LC4 et
pour dxs chez A. baumannii : dxsA-L et dxsA-R. Les amorces étaient utilisées a la concentration
finale de 0,2 uM et les conditions d’amplification étaient les suivantes : 10 mn de dénaturation

a 95°C, suivies de 40 cycles de : 30 s a 95°C, 1 mn a 60°C.

Cette méthode nécessitait I'établissement d’une droite standard a chagque manipulation.
Cette droite-étalon nous servait a quantifier les concentrations des échantillons testés a partir
d’échantillons standards, passés en méme temps que les échantillons testés. Pour ce faire
nous avons d’abord cloné a I'aide du pGEM"-T Easy (Promega) le géne dxs, de A. baumannii
CM152, dans un vecteur de gamme que nous utilisions au laboratoire comportant déja lacZ et
uidA. Le plasmide construit était introduit par électroporation dans des E. coli DH5a
compétentes selon le protocole décrit précédemment. Aprés dosage de I’ADN plasmidique
extrait des clones recombinants, nous avons préparé des solutions a 10° copies/5ul, qui ont

servi pour faire la gamme de plasmide en dilutions successives de 1023 102.

1.2. Résultats

1.2.1. Modele d’étude de I'activité des promoteurs Pc et Pintl1l chez A. baumannii

Nous avons construit un modele de comparaison de I'expression des promoteurs des
cassettes Pc et de I'intégrase Pintl1 chez A. baumannii et E. coli. Pour cela, nous avons utilisé
des plasmides dérivés de pSU38Atot/acZA_totuidA, construits par Guérin et al. (Guérin et al.,
2011), pour étudier la force des promoteurs Pc et Pintll chez E. coli. Nous avons appelé ces
constructions « doubles » car elles comportaient une région de 263 pb qui hébergeait les deux
promoteurs Pc et Pintll dans la méme conformation que dans un IM1, en fusion
transcriptionnelle avec les genes rapporteurs lacZ et uidA respectivement. M. le Pr Thierry
Lambert nous a donné une souche de A. baumannii clinique naturellement compétente :

CM152. Nous n’avons pas utilisé la méme origine de réplication que celle utilisée dans le
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travail de I'axe 1 (séquence de 9kb a partir du réplicon RSF1010) car nous n’avons jamais réussi
a obtenir de plasmide recombinant. Nous avons alors émis I’hyphothése que celui-ci était trop
grand pour étre manipulé facilement ou pour se maintenir dans la bactérie h6te. Nous avons
donc recherché une origine de réplication plus courte, nous avons alors trouvé le vecteur
pWH1266, possédant une origine de réplication oriA pour A. baumannii et E. coli de plus petite
taille, environ 1300 pb. Afin que nos vecteurs d’étude puissent se maintenir chez A. baumannii
et chez E. coli, I'origine de réplication oriA du vecteur pWH1266 (Hunger et al., 1990) a été
insérée dans le pSU38AtotlacZ AtotuidA et ses dérivés contenant les variants de Pc: PcS,
PcWren-10 et PcW. Nous avons obtenu les plasmides recombinants suivant : pPWPintlloriA,
pPcWren-10PintlloriA, pPcSPintlloriA. Le plasmide pSU38Atot/acZA_totuidAoriA sans Pc ni

Pintl1 nous a servi de témoin négatif (figure ...).

Sacll (596)

/ Xmnl (789)
i By, Kpnl (864)

%
®

pSU38AtotlacZ AtotuidA-orid
8646pb Kpnl (2207)

Sacll (596)
Xmnl (789)

{0
P15,
‘A — Kpnl (789)

°

pPcPint-orid

8893ph "~ Kpnl (2207)

EcoRI (4073)

o ECORI som (4331) P€

(40sg)  4073)

Figure 32 : Représentation schématique des constructions plasmidiques doubles réalisées.
Les constructions ont été réalisées par clonage de oriA dans le terminateur du géne uidA, elles
présentaient deux origines de réplication, ori p15A qui se réplique chez E. coli et oriA qui se
réplique chez A. baumannii et E. coli. A. témoin négatif: plasmide
pSU38AtotlacZ AtotuidAoriA, la région hébergeant Pc et Pintll était absente. B. plasmide
pPcPintlloriA : Pc-Pint, région promotrice avec Pc en fusion transcriptionnelle avec lacZ et
Pintl1 en fusion transcriptionnelle avec uidA ; KanR, gene de résistance a la kanamycine ; les

principaux sites de restriction sont indiqués par un trait le reliant au nom de I'’enzyme.
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1.2.2. Analyse par essais beta-galactosidase de la force des variants de Pc en présence
de Pint.

Les souches de E. coli MG1656 et A. baumannii CM152 ont été transformées avec les différents
plasmides recombinants. Des essais béta-galactosidase ont été réalisés pour évaluer la force
des variants du promoteur Pc. Nous avons mis en évidence des expressions de promoteurs Pc
5 a 13 fois plus faibles (p<0,01) chez A. baumamnnii que chez E. coli, quel que soit le variant.
Nous retrouvions aussi les mémes différences de force relative entre les variants de Pc que

chez E. coli (Figure 33).

Ces résultats étaient similaires a ceux trouvés dans la partie 1 sur la force des différents
variants de Pc dans des vecteurs simples ne contenant que le promoteur Pc en fusion
transcriptionnelle avec lacZ. Il semble donc que I'expression a partir de Pintll n’a pas

d’influence sur le promoteur Pc.
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Figure 33 : Expression des variants de Pc en fonction de I’hGte. Les activités de béta-
galactosidase ont été mesurées chez E. coli MG1656 (en bleu) et A. baumannii CM152 (en rouge).
Les barres représentent les activités des variants de Pc pour chaque construction transformée.
** indique les différences statistiquement significatives avec p<0.01. T-
pSU38AtotlacZA totuidAoriA, PcW : pPcWPintl1loriA, PCWTGN-10 : pPcWren-10PintlloriA, et PcS
: pPcSPintlloriA. Les barres d’erreurs indiquent les écarts types d’au moins cing essais
indépendants pour chaque plasmide.
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Nous avons donc ensuite étudié le niveau d’expression de Pc dans des constructions pour
lesquelles Pintll (pPcPintl1*oriA), le site de fixation de LexA (pPcPintlllexA*oriA) et/ou Pc

(pPc*PintlloriA, pPc*Pintl1LexA*) étaient mutés. Les résultats sont représentés Figure 34.
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Figure 34 : Expression des variants de Pc en unité Miller en fonction de I’h6te et des panels
mutés des constructions plasmidiques. Les barres représentent l'activité de Pc de chaque
construction dans E. coli MG1656 (a gauche) et A. baumannii CM152 (a droite). ** indique les
différences statistiquement significatives avec p<0.01. T- : pSU38Atot/lacZA_totuidAoriA, PcW :
constructions doubles oriA et panels mutés avec le variant PcW, PcCWTGN-10 : constructions
doubles oriA et panels mutés avec le variant PcWren-10, €t PcS : constructions doubles oriA et
panels mutés avec le variant PcS, pPcPintl1 (barres rouges) : constructions double sans mutation,
pPcPintl1* (barres vertes) : panel avec le promoteur Pintll muté, pPcPintl1LexA* (barres
violettes) : panel avec le site de fixation pour LexA muté, pPc*Pintl1 (barres bleues) : panel avec
le promoteur Pc muté, pPc*Pintl1LexA* (barres oranges) : panel avec Pc et le site de fixation pour
LexA mutés. Les barres d’erreurs indigquent les écarts type d’au moins cing essais indépendants

pour chaque plasmide.
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Les résultats obtenus au cours des essais B-galactosidase, pour I'expression du Pc, montraient
pour les panels dans lequel le Pc est muté (pPc*Pintll et pPc*PintllLexA*) une activité
similaire a celle du témoin négatif. Pour les autres panels (pPcPintll, pPcPintll* et
pPcPintlLexA*), les activités pour chaque variants de Pc étaient similaires (différence

statistique non significative) d’un panel a I'autre dans le méme hote.

Il est a noter que quelles que pour les panels pPcPintll, pPcPintl1* et pPcPintlLexA*, les
différences de niveau d’expression des variants de Pc étaient toujours statistiquement
significatives entre E. coli et A. baumannii. Quand Pintl1 était muté, que ce soit chez E. coli ou
A. baumannii, le niveau d’expression a partir des variants de Pc comparé aux constructions
sans Pintll muté n’était pas significativement modifié, confirmant que le niveau d’expression
a partir de Pc est totalement indépendant de I'expression de Pintll. Chez E. coli, quand on
augmentait I'expression a partir de Pintll en mutant la boite LexA, on n’observait pas de
différence du niveau d’expression a partir de Pc, quel que soit le variant. Ceci est concordant
avec les travaux de Guérin et al. (Guérin et al., 2011). Chez A. baumannii, la mutation de la
boite de fixation de LexA ne devrait pas avoir d’influence sur Pintl1, car il n’y a pas de LexA
chez Acinetobacter. On s’attendait donc a ce que les niveaux d’expression de Pc soient
similaires dans les construction pPcPintl1 et pPcPintl1LexA*, et, c’est ce que I'on observe sur

la Figure 34.
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1.2.3. Analyse par quantification de transcrits de la force des variants de Pc et de Pint.

Afin de quantifier aussi I'activité a partir de Pintl1, nous avons analysé concomittament le
niveau d’expression de Pc et de Pintll par PCR en temps réél en quantifiant les transcrits de

lacZ et uidA chez A. baumannii et E. coli.

Les résultats sont présentés dans la Figure 35.
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Figure 35 : Activité de transcription des promoteur Pc et Pintll. Les barres représentent les
I'activités de Pc en transcrits de uidA (a gauche) et I'activité de Pintl1 en transcrit de de lacZ (a
droite) normalisés par rapport aux transcrits du gene dxs, pour chaque construction double dans
E. coli MG1656 (en bleu) et A. baumannii CM152 (en rouge). ** indique les différences
statistiqguement significatives avec p<0.01. Témoin : pSU38Atot/acZA totuidAoriA, PcWPint :
pPcWPintlloriA, PCWTGN-10Pint : pPcWren-10Pintl1oriA, et PcSPint : pPcSPintlloriA. Les barres
d’erreurs indiquent les écarts types d’au moins trois quantifications indépendantes pour chaque

plasmide, chaque quantification correspondant a la moyenne d’une mesure réalisée en triplicat.

Les résultats de I'expression des variants de Pc exprimés en quantités de transcrits de lacZ
montraient des résultats similaires a ceux obtenus avec les essais béta-galactosidase. Nous

retrouvions une activité qui était significativement 2,6 a 7,2 fois plus faible chez A. baumannii
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que chez E. coli pour les constructions avec les variants PcS et PcWren-10. Nous n’avons pas
obtenu de différence significative pour le variant PcW entre E. coli et A. baumannii alors que
nous avions observé une différence significative sur les résultats des essais béta-galactosidase
(Figure 33). Néanmoins, les activités étant faibles, la quantité de transcrits d’ARNm n’était
peut-étre pas suffisant pour observer la différence constatée en phénotypique avec les essais

béta-galactosidase.

En essais béta-galactosidase (Figure 34), nous avions vu que le niveau d’expression a partir de
Pc était totalement indépendant de I'expression de Pintll. Les résultats de transcrits de uidA
sous l'influence de Pintll montraient que, en fait, I'expression du Pintl1 était tres faible chez
A. baumannii, trés légérement supérieure a celle du plasmide témoin mais pas
statistiquement différentes quelle que soit la construction utilisée avec les différents variants
de Pc. Ces résultats vont dans le sens d’une trés faible expression de Pintll chez A. baumannii.
Ceci était étonnant car comme le genre Acinetobacter n’a pas protéine LexA, il pourrait étre
attendu une expression constitutive de l'intégrase. Il est possible que cette expression soit
réprimée par un autre mécanisme que celui impliqué dans la réponse SOS ou que I'activité du

promoteur Pc soit prédominante et empéche I'expression de int/1.

Nous avons ensuite muté le promoteur Pintl1 et on remarque que l'activité de Pintl1 était bien
totalement abolie (Figure 36). Il y aurait donc bien une tres faible expression de Pintl1 dans la
construction native pPcPintll mais qui n’avait aucun effet sur le niveau d’expression de Pc,
guel que soit le variant. |l reste a démontrer que cette faible expression de Pintl1 est suffisante
pour produire la quantité nécessaire d’intégrase pour I'obtention d’évenements de

recombinaison.

Il est cependant a noter que les mesures avec les constructions ou Pintll est muté n'ont été
réalisées que dans une seule expérience et non pas en triplicat comme les autres mesures de

transcrits.
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Figure 36 : Activité de transcription des promoteurs Pc et Pintll dans les constructions
comportant une mutation du Pint. Les barres représentent I'activité de Pc en transcrits de
uidA (a gauche) et l'activité de Pint en transcrit de de lacZ (a droite) normalisés par les
transcrits du géne dxs, pour chaque construction double dans E. coli MG1656 (en bleu) et A.
baumannii CM152 (en rouge). Témoin : pSU38AtotlacZ AtotuidAoriA, PcWPint* :

pPcWPintl1*oriA, PCWTGN-10Pint* : pPcWren-10Pintl1*oriA, et PcSPint* : pPcSPintl1*oriA.

Elodie Couvé-Deacon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2017 143

(@) ev-nc-no | e



Afin de mieux analyser ces résultats, nous avons représenté cote a cOte et a une méme
échelle, les résultats des transcrits de uidA présentés dans les figures 35 et 36 (Figure 37). Bien
qgue les différences ne soient pas significatives, cette représentation permet de mieux
visualiser la diminution du niveau d’expression a partir du Pintll chez A. baumannii lorsque

celui-ci est muté.
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Figure 37 : Représentation des activités de transcription des promoteurs Pint présentés dans
les figures 35 et 36. Les barres représentent I’activité de Pintl1 en transcrits de uidA dans les
constructions sans mutation (a gauche) et dans les constructions avec Pintl1 muté (a droite),
normalisée par les transcrits du gene dxs, pour chaque construction double dans E. coli
MG1656 (en bleu) et A. baumannii CM152 (en rouge). Témoin : pSU38AtotlacZ AtotuidAoriA,
PcWPint : pPcWPintlloriA, PCWTGN-10Pint : pPcWren-10Pintl1oriA, et PcSPint : pPcSPintl1loriA,
PcWPint* : pPcWPintl1*oriA, PcWTGN-10Pint* : pPcWren-10Pintl1*oriA, et PcSPint*

pPcSPintl1*oriA. Les barres d’erreurs indiquent les écarts types d’au moins trois
guantifications indépendantes pour chaque plasmide, chaque quantification correspondant a

la moyenne d’une mesure réalisée en triplicat.
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1.2.4. Effet du nombre de copies de plasmides et des courbes de croissance

Nous nous sommes assurés que cette différence d’activité des promoteurs de Pc entre A.
baumannii et E. coli n’était pas liée a un nombre de copies de plasmide différents entre les
deux especes, d’autant plus que nos constructions comportaient deux origines de réplications.
Dans un premier temps, une quantification du nombre de copies de plasmide a été réalisée
chez MG1656 avec les constructions plasmiques pPcPint et pPcPintoriA. Les résultats obtenus
montraient qu’il n’y avait pas de différence significative du nombre de copies de plasmide

chez E. coliMG1656, n=19,2 copies/bactérie et n=17,4 copies/bactérie respectivement.

Ensuite, nous avons comparé le nombre de copies de plasmide pPcPintoriA entre E. coli
MG1656 et A. baumannii CM152. Les résultats obtenus révélerent qu’il n’y avait pas de
différence significative du nombre de copies de plasmide entre A. baumannii (n=15,3

copies/bactérie) et E. coli (n=16,4 copies/bactérie).
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Les essais béta-galactosidase étant réalisés au cours de la phase exponentielle bactérienne,
nous nous sommes aussi assurés que la différence d’activité des promoteurs n’était pas due a
une différence de courbe de croissance. Nous avons donc déterminé la courbe de croissance
dans le temps, mesurée a DO600, de nos différentes souches hébergeants les plasmides
recombinants. Nous avons obtenu les courbes présentées dans la Figure 38, ce qui nous a
permis de conclure qu’il n’y avait pas de différence de courbes de croissance entre les

différentes souches que nous avons utilisées pour ce travail.
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Figure 38 : Courbes de croissance des souches de E. coli MG1656 et de A. baumannii CM152,
naturelles et contenant les différents plasmides recombinants. Control
pSU38AtotlacZ_AtotuidAoriA, PcW : pPcWPintlloriA, PCWTGN-10 : pPcWren-10Pintl1loriA et PcS :

pPcSPintlloriA, CM152 et MG1656 : souches sans construction plasmidique.
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1.3.  Discussion

Les résultats concernant Pc, que ce soit en essais 3-galactosidase ou en quantification de
transcrits ont confirmé une expression du promoteur Pc significativement plus faible chez A.
baumannii et ce quel que soit le variant. De plus, la double construction nous a permis de

montrer que Pintl1l n’avait aucune interférence sur |'expression de Pc.

Concernant I'expression du promoteur Pintll, en considérant qu’il soit aussi exprimé plus
faiblement chez A. baumannii, en I'absence de répression par la protéine LexA, on pouvait
s’attendre a mettre en évidence une expression constitutive a un niveau significativement plus
élevé que celui de la construction témoin. Nos résultats montraient une expression faible de
Pintll chez A. baumannii. Nous n’avons pas observé de phénoméme d’interférence
transcriptionnelle entre PcS et Pintl1 chez A. baumannii comme observée préalablement chez
E. coli. Deux hypothéses pourraient étre soulevées, soit I'interférence entre PcS et Pintll
n’existe pas chez A. baumannii du fait d’une régulation de la transcription différente ou bien
d’une activité trop faible de PcS ; soit elle est présente, mais masquée par une autre voie de
régulation. Tout ceci suggere I'existence d’'une régulation de I'expression de l'intégrase, ne
passant pas par LexA et différente de I'interférence transcriptionnelle entre PcS et Pintl1 chez
A. baumannii. Néanmoins, Starikova et al. ont rapporté que chez A. baylii en présence d’'une
intégrase fonctionnelle pour la recombinaison, il existait une inactivation de celle-ci au cours
du temps (Starikova et al., 2012). On pourrait donc faire I’hypothése que l'interruption de la
séquence de l'intégrase, absence d’un codon start ou existence d’un codon stop la rendant
non fonctionnelle, pourrait étre sélectionné chez A. baumannnii en I'absence d’autre
régulation de I'expression de I'intégrase. Sur les séquences d’intégrases disponibles dans nos
données in silico (A. baumannii n=93, E. coli n=218), nous avons identifié chez A. baumannii,
37,6 % (n=35) d’intégrases tronquées et 1,4 % (n=2) d’intégrases sans codon start ; et chez E.
coli. 33,9 % (n=74) d’intégrases tronquées et 2,2 % (n=3) d’intégrases sans codon start. Ces
données in silico ne mettent pas en évidence une proportion plus importante d’intégrase non
fonctionnelle chez A. baumannii et orienteraient vers I'existence d’autres voies de régulation

de I'expression de I'intégrase.

Par analogie avec les voies de régulation de I'intégrase connues chez E. coli, il serait intéressant

d’étudier I'intéraction de la réponse aux dommage de I’ADN spécifique de A. baumannii sur
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I’expression du promoteur de I'intégrase des IM1 chez A. baumannii. Cette réponse est sous
la régulation des protéines RecA et UmuDAb (Aranda et al., 2011, 2013, Hare et al., 20123,
2012b; Norton et al., 2013; Witkowski et al., 2016). Il a aussi été montré que I'expression de
I'intégrase de IM1 est régulée dans le biofilm chez E. coli par la réponse stringente via la
protéase Lon (Strugeon et al., 2016). A. baumannii est caractérisé par ses capacités de
formation de biofilm (Rodriguez-Baio et al., 2008) et de persistance dans I'environnement
(Fournier et Richet, 2006; Houang et al., 1998; Wendt et al., 1997). Cependant bien que la
protéine Lon soit présente chez A. baumannii (GenBank: AJ224767.1) nous n’avons pas trouvé

de publications se rapportant au mécanisme de la réponse stringente chez A. baumannii.
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DISCUSSION
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Nous avons débuté notre travail sur le constat que chez A. baumannii - pathogéne dont la
multi-résistance est fortement associée aux IM1- la distribution des variants de Pc montrait in
vitro une prédominance de Pc dits forts. Ces données pouvaient faire craindre une expression
plus importante des génes de résistance contenus dans les IM1 chez A. baumannii. Notre
objectif était d’étudier, in vitro et in vivo, cette prédominance de Pc forts et d’en déterminer

les raisons.
Diversité génétique de souches cliniques et environnementales de A. baumannii

La résistance chez A. baumannii a été globalement associée a la présence d’'IM1 (Asadollahi et
al., 2011; Deylam Salehi et al., 2017; Gonzalez et al., 1998; Ploy et al., 2000; Poonsuk et al.,
2012; ). Zhang et al., 2010; Zhong et al., 2012).

Notre collection de souches de A. baumannii hébergeant des IM1 était caractérisée par une
grande variété génétique, 52 profils RAPD différents parmiles 83 souches étudiées. Les isolats
provenaient de différents hopitaux Francgais et d’effluents d’hépitaux Camerounais. Comme
cela a déja été rapporté dans la littérature et de facon assez intéressante, nous avons trouvé
une diversité génétique plus importante dans les isolats environnementaux que dans les
isolats cliniques (Hamouda et al., 2011; Rafei et al., 2015). D’autre part, aucun profil RAPD
n’était commun entre les souches cliniques provenant des différentes villes. Ces deux constats
confirment la grande plasticité génétique de A. baumannii déja décrite (Gao et al., 2017;
Higgins et al., 2010; Paton et al., 1993), et peuvent étre le reflet d’une adaptation génétique
locale spécifique (Garcia-Garcera et al., 2017; Vallenet et al., 2008). Il a été montré que cette
plasticité était principalement due a des transferts horizontaux de génes (Adams et al., 2008;

Antunes et al., 2014).

Il a été rapporté dans la littérature que les souches cliniques de A. baumannii se sont adaptées
et ont largement diffusé en raison de la pression antibiotique en constante augmentation, les
souches hospitalieres ayant ainsi acquis des facteurs de virulence spécifiques par rapport aux
souches environnementales (Antunes et al., 2014; Bardbari et al., 2017). Dans notre collection,
nous n’avons pas noté de différence sur la distribution des variants de Pc, ni dans les

déterminants du réseau de cassettes entre les souches environnementales et les souches
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cliniques. Néanmoins, nos souches environnementales, provenant d’effluents hospitaliers,
étaient fortement influencées par I'activité clinique et la pression de sélection des
antibiotiques. En outre, nos souches ont été sélectionnées en amont sur la présence d’'un IM1,
fortement associée chez A. baumannii a la multi-résistance. Nos souches étaient donc plutét
a considérer comme des souches issues d’environnements cliniques. Pour réellement
comparer des souches cliniques a des souches environnementales non cliniques de A.
baumannii, il faudrait construire une autre collection biologique avec des souches non
touchées par I'activité clinique. Ces souches pourraient provenir de sols (Houang et al., 2001;
Rafei et al., 2015; Vangnai et Petchkroh, 2007), particulierement s’ils sont contaminés par des
hydrocarbures (Bordenave et al., 2007; Sarma et al., 2004), de I'’eau (Rafei et al., 2015), des
légumes (Berlau et al., 1999; Houang et al., 2001), de la viande animale ou du poisson (Houang
et al., 2001), du lait (Rafei et al.,, 2015) et du fromage (Rafei et al., 2015) ou encore
d’environnements influencés par I’élevage animal comme les eaux d’aquacultures (Huys et al.,
2007) ou des sols agricoles enrichis de fumiers ou de lisier de porcs (Byrne-Bailey et al., 2011,
Vangnai et Petchkroh, 2007). D’autre part, les antibiotiques sont fréquemments utilisés dans
I’élevage animal, la pression de sélection antibiotique est aussi a prendre en compte pour des

souches isolées dans ce contexte.

Le réservoir de A. baumannii n’est pas trés bien connu, un portage chez les animaux d’élevage
ou domestiques est rapporté et des échanges peuvent avoir lieu avec ’'homme (Ewers et al.,
2017; Zordan et al., 2011). Il pourrait donc aussi étre intéressant de comparer le contenu en
intégron de souches de A. baumannii humaines a celui de souches animales. En effet des
souches multi-résistantes ou encore XDR sont de plus en plus isolées chez les animaux (Al
Bayssari et al., 2015; Eveillard et al., 2013; Ewers et al., 2017; Guerra et al., 2014; Hamouda et
al., 2011; Zordan et al., 2011), notamment dans les cliniques vétérinaires (Belmonte et al.,
2014; Ewers et al., 2017; Zordan et al., 2011). De plus, dans des préléevements de chevaux, de
chiens et de chats, Il a été rapporté des souches de A. baumanni multi-résistantes hébergeant
des IM1 identiques a ceux de souches isolées chez ’'homme (Abbott et al., 2005; Endimiani et

al., 2011).
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Parmi les 105 réseaux de cassettes d'IM1 que nous avons entiérement caractérisés dans notre
collection, nous n’avons identifié, de facon étonnante, que 18 réseaux différents, comprenant
13 cassettes différentes en multiples combinaisons. De plus, Il y avait une redondance des
réseaux puisque 5 réseaux représentaient 75,2% (n = 79) de l'ensemble des réseaux

caractérisés (n = 105).

Les génes codant les enzymes modificatrices d'aminosides étaient prédominants (87,8%) et
90,5% des différentes combinaisons de réseaux de cassette codaient ces résistances et les
génes aacCl1 (43,8%), aadAl (34,4%) et aacA4 (8,8%) étaient les plus fréquents parmi les génes
de résistance caractérisés. Cette tendance pour les IM1 de A. baumannii est déja rapportée
dans la littérature. En effet, jusqu’a 95 % des isolats Européens présentant un IM1 hébergent
un de ces génes avec par ordre décroissant les genes aphAl, aacCl, aadAl, aphA6, aadB,
aacC2 et aacA4 (Nemec et al., 2004). De plus, les réseaux de cassettes sur le modele aacC1-
orfP-(orfP)-orfQ-aadA1 sont souvent présents dans les IM1 de A. baumannii (Mak et al., 2009;
Nemec et al., 2004; Nigro et al., 2011; Post et al., 2010).

Bien que n’étant pas aussi fréquemment associée aux IM1 que la résistance aux aminosides,
la résistance aux bétalactamines et aux carbapénémes est souvent acquise par le biais des IM1
chez A. baumannii (Potron et al., 2015; Zarrilli et al., 2013) et les souches ayant acquis ces
résistances sont souvent responsables d’épidémies hospitaliéres ou d’infections associées aux

soins.

Dans notre collection, nous n’avons retrouvé que deux génes de cassette de résistance aux
béta-lactamines, blavrio (résistance aux carbapénémes, retrouvé dans 2 réseaux) et blaoxa-21
(retrouvé dans 1 réseau). Le gene blaoxa-21 a été décrit pour la premiére fois dans un intégron
chez A. baumannii dans un réseau identique a celui que nous avons caractérisé, aadB-blaOXA-
21 (Vila et al., 1997). La cassette blaoxa-21 a été décrite une deuxieme fois chez A. baumannii
dans le réseau bla(IMP-19)-aac(6')-31-bla(OXA-21)-aadA1 (Yamamoto et al., 2011). Le réseau
portant blavr-10a déja été décrit, associé a un PcS, dans un IM1 appelé In86, chez des patients
brésiliens hospitalisés (Mendes et al., 2007). Le phénotype lié a In86 pourrait conférer une
résistance a toutes les béta-lactamines ainsi qu’aux aminoglycosides disponibles (Mendes et
al., 2007). Dans notre collection, les deux réseaux avec blavprio €taient associés a PcW et a
PcW+P2. Or, la séquence de I'association PcW+P2 dans un IM1 de A. baumannii n’a été décrit
gu’une seule fois, et seulement dans la GenBank (accession number : KM972597), par contre
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aucune séquence de PcW n’a été retrouvée chez A. baumannii dans la GenBank. Cependant,
une faible expression de la résistance liée au PcW pourrait aussi potentiellement associée a
un avantage puisqu’au PcW correspond un variant de l'intégrase ayant une activité de
recombinaison plus importante (Jové et al., 2010) chez E. coli donc une meilleure capacité

d’adaptation du réseau de cassettes au stress environnemental.

Dans la littérature, les intégrons de A. baumannii sont généralement décrits sur le
chromosome, intégrés dans des ilots de résistance (Huang et al., 2012; Lee et al., 2016;
Martinez et al., 2016; Poirel et al., 2003; Seward, 1999). Néanmoins, certaines études ont
montré que des IM1 pouvaient aussi étre retrouvés sur des plasmides chez Acinetobacter
(Cambray et al., 2010; Kaase et al., 2014; Koczura et al., 2014; Lin et al., 2009). Dans notre
étude, nous avons étudié I'environement génétique de 53 intégrons. Nous avons pu identifier
qgue 27 intégrons était sur AbaR, mais que pour les souches pour lesquelles les PCR AbaR
étaient négatives, I'analyse NGS nous a permis de déterminer qu’ils étaient chromosomiques,
mais nous n’avons pas pu préciser si I'intégron était dans un autre il6t de résistance. Il faut
souligner que I'analyse NGS avait des limites, la technologie lon Proton™ technology (Thermo
Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France) que nous avons utilisée génere des reads courts
(200-250 pb). En raison d'un nombre important de séquences répétées ainsi que de séquences
d’insertion sur le génome de A. baumannii, 'assemblage de reads courts a été difficile, ce qui
ne nous a permis d’obtenir que des contigs courts en utilisant a la fois MIRA (version 4.9.5_2)
et SPAdes (version 3.5.0). L'assemblage de ces contigs ne permettait pas de caractériser
entierement les intégrons par NGS et par conséquent de trouver exactement I'élément

génétique porteur de l'intégron.

Pour contourner ce probléme, nous avons décidé de construire deux bases de données
distinctes pour A. baumannii, plasmidique et chromosomique a partir des séquences
retrouvées dans les différentes bases de données accessibles avec toutes les limites que cela
peut comporter. Nous avons considéré que les intégrons avaient une localisation
chromosomique lorsque ses deux extrémités étaient retrouvées dans la base de donnée
chromosomique ou, lorsqu’une des extrémités de celui-ci était reconnue a la fois dans la base
de données plasmidique et dans la base de données chromosomique et |'autre, seulement

dans la base de données chromosomique.
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D’autres technologies de séquencage haut débit pourraient aussi permettre d’obtenir des
reads plus longs, telles que la plateforme PacBio RS qui permet de générer des reads jusqu’a
10kb (Quail et al., 2012), ou la méthodologie du séquencage haut débit de 3ieme génération,
par exemple la technologie d’Oxford nanopore, méthode MinlON, qui a l'avantage de
permettre la lecture de séquences jusqu’a 200Kb de long (dans les conditions optimales)
pourraient étre utilisées. Ces méthodologies devraient nous permettre de dépasser les
difficultés de construction des contigs dues aux IS et aux séquences répétées. Il est a noter
gue de meilleurs résultats sont aussi souvent rapportés avec la technologie MiSeq (lllumina)
(Loman et al., 2012). Enfin, la détermination de la lignée clonale pourrait aussi donner des
informations intéressantes notamment sur I'environnement génétique des intégrons et sur
les ilots de résistance attendus. Cette détermination peut étre réalisée par MSLT qui est la
technique de référence. Deux techniques de MLST sont actuellement disponibles pour typer
a la fois A. baumannii et non-baumanii, le MLST d’Oxford décrit par Bartual et al. (Bartual et
al., 2005) et le MLST de Pasteur décrit par Diancourt et al. (Diancourt et al., 2010). Les deux
plateformes sont trouvées sur : https://pubmlst.org/abaumannii/. Cependant des erreurs
sont rapportées avec la technique d’Oxford liées a des recombinaisons entre les génes gyrB
et gpi (Hamouda et al., 2010) ou au recouvrement de la séquence analysée par les amorces
utilisées pour le séquencage de gpi générant des imprécisions dans le typage (Hamidian et al.,

2017).

Les Pc dits forts prédominent chez A. baumannii

Notre étude épidémiologique qui a permis la caractérisation de 108 IM1 dans notre collection
de souches de A. baumannii a confirmé les données in silico avec une prédominance de Pc
dits forts (98,2 %) et principalement de PcS (85.2 %). Nous n’avons pas retrouvé d’autre
étude portant sur la distribution in vivo des variants de Pc chez A. baumannii. |l serait
intéressant d’élargir I'étude a d’autres pays afin de confirmer nos données francaises. Nous
avons montré que la force des variants de Pc était environ 4 fois plus faible, chez A.
baumannii que chez E. coli, quel que soit le variant de Pc. Cela signifie que les Pc dits forts ont
en fait une activité faible chez A. baumannii. Cette constatation permet de faire une premiere
hypothése pour expliquer la prédominance des Pc forts chez A. baumannii : il y aurait une

sélection des Pc forts chez A. baumannii pour maintenir un niveau d’expression des
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cassettes suffisant afin de permettre a la souche de pouvoir répondre a la pression de
sélection antibiotique de I'environnement clinique. Afin d’apporter des arguments pour
soutenir cette hypothése, il faudrait étudier la distribution des variants de Pc dans une
collection de souches de A. baumannii non soumises a une pression de sélection antibiotique

comme proposé précédemment.

Une expression plus faible des promoteurs chez A. baumannii par rapport a E. coli a déja été
rapportée. L'expression de génes catA sous le contréle d'un promoteur lac dans E. coli a été
rapportée deux fois plus élevée que son expression dans des cultures de A. calcoaceticus
(Neidle et al., 1987). Il a également été rapporté que E. coli exprimait le produit du groupe de
génes pca a un niveau de 10 a 30 fois plus élevé que les cultures de A. calcoaceticus (Doten et
al., 1987). Plus récemment, Girlich et al. ont rapporté un niveau de transcription de blakPC
(résistance aux béta-lactamines) 10 a 100 fois plus faible chez A. baumannii que chez E. coli
(Girlich et al., 2017). Cette équipe a aussi rapporté que |'utilisation de différents promoteurs
chez E. coli, A. baumannii et P. aeruginosa influencait le niveau de transcription et le

phénotype de résistance (Girlich et al., 2017).

Ces différences de niveau d'expression de Pc pourraient étre expliquées par des différences

dans la machinerie cellulaire transcriptionnelle entre les deux espéeces bactériennes.

L’ARN polymérase de A. baumannii comparée a celle de E. coli présente une structure
enzymatique similaire (Kleppe et Kleppe, 1976) et, 50 a 70 % d'homologie de séquence en
acides aminés entre les différentes sous-unités avec une grande conservation des régions
fonctionnelles (Robinson et al., 2010). Malgré cela, il a été rapporté qu'elles se comportaient
différemment in vitro selon le substrat, I'ARN polymérase de A. calcoaceticus était moins
efficace que celle de E. coli. En effet, I'’ARN polymérase de A. calcoaceticus atteignait son
maximum d’activité a 20 pg/ml lorque le substrat était son propre ADN et a 50 ug/ml lorsque
le substrat était de I’ADN de thymus de veau, avec un niveau d’incorporation des bases
environ 10 fois plus faible, alors que I'enzyme de E. coli atteignait son maximum d’activité a
60 pg/ml lorsque le substrat était de I’ADN de A. calcoaceticus et n’atteignait pas sa limite sur

I’expérimentation avec de I’ADN de thymus de veau (Kleppe et Kleppe, 1976).
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Le début du processus de transcription implique des facteurs o, qui se lient au promoteur et
a I'ARN polymérase. Les séquences en acides aminés de A. baumannii et de E. coli du facteur
0’0 sont trés similaires et la région fonctionnelle reconnaissant les éléments -10 et -35 est
conservée (Casella et al., 2017; Robinson et al., 2010). Néanmoins, d'autres facteurs o

accessoires sont manquants ou différents chez A. baumannii (Robinson et al., 2010).

Le dernier composant de la transcription est le promoteur et, a notre connaissance, il n'y a
pas de séquence consensus décrite des régions du promoteur de A. baumannii. Un consensus
des éléments -35 et -10 spécifique de A. baumannii pourrait exister comme chez P. aeruginosa
(Potvin et al., 2008). Des publications suggérent que I'espacement entre les deux hexaméres
du promoteur chez A. baumannii serait plus grand que chez E. coli (Kishan et Hillen, 1990;
Segal et Elisha, 1999). Afin de rechercher I’existence d’un consensus spécifique de promoteurs
chez A. baumannii, il pourrait étre réalisé une compilation des séquences promotrices de
génes de ménages de A. baumannii a partir des données disponibles dans la Genbank. De plus,
il serait intéressant de rechercher par 5’ race le +1 de transcription du géne int/1 a la fois chez
E. coli et chez A. baumannii. En effet, une variation de ce +1 pourrait aussi expliquer une telle

différence d’expression des promoteurs entre ces deux especes.

Si la machinerie cellulaire de transcription présente des différences, il peut en étre de méme
sur les phénomeénes de régulation post-transcriptionnelle. Récemment, Girlich et al. ont
démontré que I'utilisation de différents promoteurs chez E. coli, A. baumannii et P. aeruginosa
influencait le niveau de transcription ainsi que le phénotype de résistance (Girlich et al., 2017).
lIs ont également rapporté un niveau de transcription de blaKPC (résistance aux béta-
lactamines) 10 a 100 fois plus faible chez A. baumannii que chez E. coli, alors que le phénotype
de résistance en concentration minimale d'inhibition (CMI) était bien corrélé au niveau de
transcription chez E. coli, mais pas chez A. baumannii chez qui les CMI étaient plus élevées

(Girlich et al., 2017).

Au total, chez A. baumannnii, des événements de régulation post-transcriptionnelle ou
traductionnelle, associés aux mécanismes naturels de résistance liés a la faible densité de
porines membranaires et aux mécanismes d’efflux, pourraient permettre a la bactérie d’avoir

une résistance aux antibiotiques a haut niveau malgré une transcription faible.
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L’étude de la corrélation entre I’expression de la résistance et la force du variant du promoteur
Pc chez A. baumannii pourrait étre réalisée chez des souches cliniques avec un IMI1 et
plusieurs cassettes codant des résistances a différents antibiotiques, mais aussi avec la souche
CM152 contenant, dans un plasmide ou sur le chromosome, un intégron synthétique a
plusieurs cassettes avec différents variants du promoteur Pc. Il serait aussi intéressant de
comparer I'expression de génes non contenus dans un intégron chez A. baumannii et E. coli.
Pour cela nous pourrions utiliser directement nos constructions doubles et quantifier par PCR
en temps réel I'expression des transcrits du gene de résistance a la kanamycine aph(3')-1l, qui

était le moyen de sélection de nos plasmides expérimentaux, chez les deux especes.

Dans le but de montrer I'avantage sélectif des promoteurs forts il serait intéressant d’étudier
I’évolution des Pc chez A. baumannii. Au cours de sa thése, Yohann Lacotte a mis au point
dans notre laboratoire un systéme de culture continue en chemostat pour étudier I’évolution
des bactéries. Nous pourrions utiliser cette technique avec une souche de A. baumannii
transformée avec le vecteur comportant un intégron synthétique avec un PcW. Les
chémostats seraient inoculés avec cette souche d’intérét et les paramétres a I'intérieur des
bioréacteurs (température, débit de bouillon, concentration en nutriments, concentration en
antibiotique) seraient controlés pendant la durée nécessaire a I’obtention de 200 générations
bactériennes. Des prélévements réguliers pourraient alors étre réalisés afin d’étudier au cours
du temps I’évolution du variant Pc et de la CMI des antibiotiques pour lesquels les cassettes
codent une résistance. Le fitness des souches de A. baumannii évoluées pourrait étre évalué

par comparaison a la souche ancestrale dans le cadre d’expériences de compétition.

Lacotte et al. ont aussi montré que certaines cassettes avaient un colt biologique plus
important que d’autres. Ainsi la cassette aadA1, une des cassettes les plus répandues dans les
IM1, avait un colt biologique trés faible alors que la cassette aacA4 (ou aac(6’)-1b) avait un
co(t biologique important (Lacotte et al., 2017). Dans notre étude, aadA1 était la cassette la
plus fréquente et représentait 34,4% des cassettes de résistance, tandis que aacA4 était la
3eme cassette la plus fréquente avec 8,8 %. Son colt biologique pourrait &tre compensé par
une position éloignée du Pc dans le réseau, or dans notre collection elle était en premiere
position dans les 5 réseaux dans lesquels elle était présente. Cette tendance a étre en

premiére position, a aussi été retrouvée dans 50 % (168/336) des réseaux dans lesquels elle
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était présente dans la base de donnée Integrall (http://integrall.bio.ua.pt/). Le
positionnement dans le réseau de cassettes serait donc plus complexe que simplement en
fonction de son co(t biologique. En effet, il a été montré que certaines cassettes n’ont pas de
région d’initiation de la traduction (TIR) (Hanau-Bergot et al., 2002). Un grand nombre d’'IM1
possede, a I'extrémité 3’ de leur site attl, un cadre ouvert de lecture, baptisé orf11, précédé
d’une TIR efficace (GGAG-N8-ATG) et terminé par un codon STOP apporté par la premiere
cassette. Les cassettes, sans région TIR auront donc besoin d’étre placées en premiére position
du réseau de cassettes afin que leur traduction soit initiée via de orf11 (Hanau-Bergot et al.,
2002). Ceci expliquerait pourquoi les cassettes aacA4, ne possédant pas de région TIR efficace,

sont retrouvées en début de réseau en dépit de leur colt biologique.

L’'intégrase a-t-elle un colit biologique chez A. baumannii ? Lien avec la prédominance de
PcS?

Dans une publication récente de notre laboratoire, le colt biologique des intégrons a été
étudié chez E. coli. Il a été mis en évidence qu’en I'absence de pression de sélection, plus le
variant de Pc était fort, plus le colt biologique était important (Lacotte et al., 2017). Mais en
présence de concentrations sub-inhibitrices d’antibiotique la présence d’un PcS présentait
un avantage sélectif (Lacotte et al., 2017). La séquence de Pc étant située dans le géne de
I'intégrase, il a été montré que différents variants d’intégrase correspondent aux différents
variants de Pc, I'intégrase la plus active correspondant au variant faible PcW et l'intégrase la
moins active au variant fort PcS (Jové et al., 2010). Lorsque la répression par LexA est levée, le
variant de l'intégrase le plus actif, associé a PcW avait un co(t biologique plus important que
les variants moins actifs associés a PcS (Lacotte et al., 2017). Ceci signifierait que chez A.
baumanni, qui n’a pas de régulation par LexA, les intégrons avec PcS pourraient étre
sélectionnés car ils sont associés a une intégrase moins coliteuse et permettraient d’avoir un
avantage sélectif en présence de pression de sélection antibiotique, méme sub-inhibitrice,
sous laquelle les PcS sont avantageux en termes de fitness. Cela reste a démontrer. De plus,
selon nos résultats, la transcription des Pc est plus faible chez A. baumannii que chez E. coli.
Les intégrons avec PcS pourraient avoir un co(t biologique moins élevé chez A. baumanni que

chez E. coli.
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Un deuxieme argument pourrait étre en faveur de la sélection des PcS. L’étude de Lacotte et
al. concluait que chez E. coli, les intégrons sont peu colteux du fait de la régulation de
I'intégrase par la protéine LexA (Lacotte et al., 2017). En I'absence de régulation de I'intégrase
par LexA chez A. baumannii, on pouvait initialement supposer que la sélection des intégrons
avec PcS pourrait représenter un moyen de réprimer I'expression d’une intégrase coliteuse
comme cela a été montré chez E. coli ou seul le PcS est associé a une répression quasi
compléte de I'expression de l'intégrase (Guérin et al., 2011). Cependant, nos résultats de
transcrits uidA (sous l'influence de Pintl1l) montrent que quel que soit le variant de Pc, le
niveau de l'expression de Pintll est tres faible. Il est donc imporant de concevoir des
expériences nous permettant de voir si le trés faible niveau d’expression de Pintll permet de
produire de I'intégrase et d’analyser I'efficacité de recombinaison des différents variants de
I'intégrase chez A. baumannii.

Il a été démontré que I'acquisition d’un intégron et I'expression de l'intégrase de celui-ci
représentait un déficit de croissance (colt biologique) de 7 a 11 % chez A. baylyi (Starikova et
al., 2012) et que ce colt biologique était lié a I'activité de recombinaison aspécifique de la
protéine Intll et a 'instabilité génomique qu’elle produirait via des sites de recombinaison
secondaires (Harms et al., 2013). Harms et al. ont de plus montré qu’il existait chez le genre
Acinetobacter un lien entre la richesse en sites de recombinaison secondaires (motif «
GTTRRRY » reconnu par la protéine Intl au sein des sites att/ et attC) et |'instabilité génomique
(Harms et al., 2013) tandis que A. baumannii était 'espéce la plus riche en sites de
recombinaison aspécifiques dans le génome (Harms et al., 2013). En parallele de ces
expériences de compétition, des expériences d’évolution sur quelques jours ont montré que
trés rapidement le géne intl1 était inactivé chez A. baylyi par différentes mutations (Starikova
et al., 2012). Ceci illustre bien la nécessité d’une régulation de I'intégrase active pour que les
bactéries restent compétitives. D’autre part, si la présence d’une intégrase active représente
un co(t biologique, il a été montré, par le bais d’'un modele mathématique, que celui-ci est
compensé par le dynamisme et la plasticité qu’elle procure a la bactérie dans un
environnement soumis a des concentration fluctuantes d’antibiotiques (Engelstadter et al.,
2016). Ceci pourrait étre une explication pour la prévalence aussi importante rapportée dans
la littérature des IM1 chez A. baumannii en condition clinique ou la pression de sélection

antibiotique est importante.
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En comparaison avec ce qui est connu chez E. coli, la régulation de I'expression de I'intégrase
chez A. baumannii ne passe pas par la réponse SOS médiée par LexA. Le tres faible niveau
d’expression de l'intégrase chez A. baumannii pourrait aussi évoquer un autre mécanisme de
répression que la réponse SOS LexA-dépendante. Chez A. baumannii de nombreux genes sont
induits par les dommages a I’ADN, tels que umuD/C codant I’ADN polymérase V a basse fidélité
qui est impliquée dans la mutagénése, notamment celle induite par la dessication (Norton et
al., 2013). A la différence de E. coli ou un seul opéron umuD/C est retrouvé, chez A. baumannii,
divers opérons umuD/C sont présents (Hare et al., 2012; Norton et al., 2013) et différents
stress responsables de dommages de I’ADN (rayonnements UV, ciprofloxacine et
méthylmethane sulfonate) induisent I'expression distincte des différents alleles umuD et
umuC, suggerant que chez A. baumannii, différents variants de I’ADN pol V auraient
différentes capacités trans-lesionnelles (Norton et al., 2013). Parmi ces génes, un allele
additionnel de umuD, appelé umuDABb, est systématiquement retrouvé dans les souches de
A. baumannii. Au cours de la réponse aux dommages de I’ADN, UmuDAb a un réle de
régulation en exprimant ou en réprimant certains des génes induits par les dommages (Aranda
et al., 2013; Hare et al., 2014). Le mécanisme de la régulation par UmuDAb n’est pas bien
connu, mais il a été montré que RecA induisait I'expression des genes de I’ADN pol V, donc
UmuDAD, ainsi que son propre gene recA (Norton et al., 2013). Il a aussi été rapporté que
UmuDADb présentait un site de clivage similaire a celui de LexA (hélice - tour - hélice) et ainsi
gu’il était capable de s’auto-cliver sous la dépendance de RecA (Hare et al., 2012). D’autre part
il a été identifié une séquence palindromique (AACTTGAA(N11)TTCAAGTT) de fixation pour
UmuDADb dans la région promotrice des génes umuDAb - ddrR mais aussi de I'opéron umuD/C
(Aranda et al., 2014) lui permettant d’effectuer sur ceux-ci une répression dont le mécanisme
est similaire a celui de la répression LexA (Witkowski et al., 2016). Néanmoins cette séquence
palindromique n’a pas été retrouvée dans la séquence des intégrons répertoriés dans Integrall
(http://integrall.bio.ua.pt/).

Bien que UmuDAb soit responsable de la régulation de certains des genes induits par les
dommages a I’ADN (Aranda et al., 2013; Hare et al., 2012), les similarités restent limitées entre
UmuDAD et LexA (Hare et al., 2012) ce qui porte a croire qu’il ne s’agit pas d’un substitut direct
pour toutes les fonctions de LexA et ouvre la porte a d’autres voies de régulation. D’autant
plus que de nombreux autres genes du régulon SOS de A. baumannii sont sous la dépendance

de UmuDAb et/ou RecA sans présenter cette séquence de fixation dans leur région
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promotrice. L’étude de cette voie de régulation serait donc a poursuivre chez A. baumannii.
Pour cela, il serait intéressant de construire la souche CM152 délétée pour le géne umuDAb.
Cette derniere pourrait étre transformée avec les plasmides recombinants correspondant aux
panels construits pendant ce travail et les transformants comparés a nos souches
expérimentales. Dans un deuxiéme temps, on pourrait determiner I'activité des promoteurs
Pc et Pint en présence de différents stress induisants la réponse aux dommages de I’ADN chez
A. baumannii, tels que les rayonnements UV, le méthylmethane sulfonate ou des
concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques. En effet il a été montré qu’en présence de ces
stress, différents génes étaient induits par la réponse aux dommages de I’ADN chez A.

baumannii (Norton et al., 2013).

L'intégrase étant responsable de la mobilité des cassettes au sein du réseau, une absence ou
une faible expression chez A. baumannii devrait étre associée a une stabilité du réseau des
cassettes. C'est ce que nous avons observé dans les réseaux de notre collection de A.
baumannii ol nous avons trouvé une redondance assez importante puisque 5 réseaux

représentaient 75,2% (n = 79) de I'ensemble des réseaux caractérisés (n = 105).
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Dans ce travail de these, nous avons montré que les IM1 chez A. baumannii avaient des
caractéristiques spécifiques aussi bien au niveau de la diversité des réseaux de cassettes qui
est assez faible, que de la répartition des variants de Pc en faveur de PcS, mais aussi d’un

niveau d’expression de l'intégrase qui semble trés faible.

Ce travail sur les intégrons de classe 1 chez A. baumannii pourrait étre poursuivi selon 4 axes

de recherche.

Le premier axe serait I'étude de I’adaptation des IM1 de A. baumannii sous pression
antibiotique en utilisant le modeéle intégron. Cela pourrait se faire par la technique de culture
continue en chemostat et permettrait d’étudier I'évolution de PcW d’un intégron synthétique
ainsi que l'adaptation au stress des IM1 sous linfluence de la pression de sélection

antibiotique sub-inhibitrice, et ce au cours du temps.

Le deuxieme axe serait de déterminer si l'intégrase est suffisamment exprimée chez A.
baumanni pour catalyser des événements de recombinaison et si les différents variants

d’intégrase ont des activités différentes.

Le troisieme axe serait de déterminer les voies de régulation de l'intégrase chez A.
baumannii. La premiére voie a étudier semble étre la réponse aux dommages de I’ADN
spécifique de A. baumannii. |l faudrait intégrer dans notre modele d’étude une souche délétée
pour umuDAb transformée avec nos différents plasmides expérimentaux. L'étude des activités
des promoteurs Pc et Pint se ferait en présence de différents stress qui induisent la réponse

aux dommages de I’ADN chez A. baumannii.

Le quatrieme axe serait I’étude de la diversité des IM1 chez Acinetobacter sp selon le
concept « One Health ». La résistance aux antibiotiques concerne tous les écosystemes. |l est
désormais indispensable d’étudier I'impact de I'activité anthropique sur la dissémination de

la résistance dans I’'environnement (boues d’épandage, eaux usées, effluents hospitaliers ...).
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Nous savons que A. baumanni a une grande capacité d’adaptation a son environnement local,
I’étude de souches non cliniques permettrait d’étudier leur phénotype de résistance, de les
typer, de screener les IM et de les caractériser, afin de mieux comprendre leurs différences si
elles existent. Notre unité a déja une expérience dans le domaine environnemental,
notamment sur les effluents hospitaliers et a établi différentes collaborations nationales et

internationales sur le sujet.

Retombées attendues :

Notre travail permet de mieux comprendre les déterminants de la résistance chez A.
baumannii, mais aussi d’appréhender les conséquences de I’activité hospitaliére sur I'écologie
environnementale de cette espece et la dissémination de la résistance dans I'environnement.
Enfin le travail sur la régulation des IM1 alimentera la connaissance de leurs mécanismes de

régulation et donc les voies potentielles de lutte contre I’antibio-résistance.

« What's great about bacteria is you have a surprise every day waiting for you
because they're so fast, they grow overnight. »
Bonnie Bassler
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ANNEXES

Annexe 1 : séquence de pPcSPintl1oriA

Légende :

+* En écriture noire : pPcSPintl1, a I'intérieur duquel est indiqué en écriture grasse le
promoteur PcS, les séquences -10 et -35 sont identifiées en écriture orange grasse
«* En écriture verte : oriA de pW1266

%+ Surligné en rose : site de restriction Kpn1

>pPcSPintIloriA

gtgcctagaaatattttatctgattaataagatgatcttcttgagatcgttttggtctgecge
gtaatctcttgctctgaaaacgaaaaaaccgccttgcagggcggtttttcgaaggttctectg
agctaccaactctttgaaccgaggtaactggcttggaggagcgcagtcaccaaaacttgtcc
tttcagtttagccttaaccggcgcatgacttcaagactaactcecctctaaatcaattaccagt
ggctgctgccagtggtgcttttgcatgtctttccgggttggactcaagacgatagttaccgg
ataaggcgcagcggtcggactgaacggggggttcgtgcatacagtccagcttggagcgaact
gcctacccggaactgagtgtcaggcgtggaatgagacaaacgcggccataacagcggaatga
caccggtaaaccgaaaggcaggaacaggagagcgcacgagggagccgeccaggggaaacgect
ggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccaccactgatttgagecgtcagatttcgtgatge
ttgtcaggggggcggagcctatggaaaaacggctttgeccgecggecctcectcacttececctgtta
agtatcttcctggcatcttccaggaaatctccgecececgttecgtaageccatttecgetegecg
cagtcgaacgaccgagcgtagcgagtcagtgagcgaggaagcggaatatatcctgtatcaca
tattctgctgacgcaccggtgcagcecttttttctecectgccacatgaagcacttcactgacac
cctcatcagtgccaacatagtaagccagtatatacactccgctagTGATATCGAATT-
IGATCGTAGAAATATCTATGATTATCTTGAAGAACGCAACCCTATAGCAGCTATTGAAATTG
ATGATTTAATTGAAGAAAAGACAGATTTAGTTGTTGATAATCGACTGATGGGGCGCACAGGC
AGACAGAAAGATACTAGGGAGTTAGTGATACATCCGCATTATGTGGTTGTATATGACATCAC
TGATATAATACGGATACTCAGAGTGCTACACACATCGCAGGAGTGGTCATGACTTACTCATG
TACTTTGGATTATTTAGTGTTATAAAATCCTGATTTATAAATTTTTTTTGTTAAAAAAGATA
AAAGCCCCTTGCAATTGCTTGGGGCTTTACCGTAATTTATGGGGTACAGATCTTCGATACTG
ACATATCGGCAATCGAAAGCATTAAGGTTTGACGACCGCTAATGATTTCACCACAGGGGCTT
AATGTACCTGTCTTAAATTCTAAGGTTTTAACTCGCTTTGTCAAGCATAGACCCCAAAAATT
TAGCCAATGTCTGTAACTCAATCTGTCCATGTGTGGGTGATGAGGTACAGTGACGCTAGCAC
ACATCGGAAAAACGCTATTACTAGGGGAACTGAACAGAGTAGCGGACGCAATGAGTAGTCAT
TTAATTGGCGGTTATGAGCGTGTTCAGGCGGTGCTATCAATCGTAATCATAACAGTGGCAGC
TTGATACAGTGATGTCATCCCTGATGCGAAAGCGACCGACCGACGGTACATCGAATGGGAAT
ACTTTAGGGTGATTTTTAAGAATCGCTCTAGGGTGAGTATTTCCCATTCAGCTCTGCTCCCT
CCCTCTGGTACTTTAATCAAAAGCACTACTAAACATATGTTTTTAAATAAAAAATATTGATA
TAGAGATAATATTAGTAAGAATAATTAAACAATTGAATATAGATAAATCATTGTTAAATAAA
GATTAATTATTAAAATGAATGTATACTTATATATAAATCAATGATTTAAAATATTTGATAAA
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GAAAACTTTTCAAAAAAAATATAATTGAGATTGTGTCATTTCGGTCAATTCTTAATATGTTC
CACGCAAGTTTTAGCTATGGTGCTAAACAGAAATTTGCTGAAAAAGAACTTTTCACTGAACT
GGTTAAAATGTAAGCAGCCTGAGAGCCGCCAAAAATTTTAAAAACAAACCGCCTTAATCATC
TTCAAAAAATACCTCTAAAACCTCACCATTTGCGTTTTAAGACCCATATTTCATCCTGCCCT
TATGTTCCCATGCTGATAGCTATAAAGTGTCTGTAATCGCTTCCTATGACGTTCTAGGCTGT
TGATAACTTTTGGAACAACGCAAAATGTTAAAATCC/IMMEEAAGCTTAAAAAAAAGCCCGC
TCATTAGGCGGGCTCGAATTAtcattgtttgcctcecctgectgecggtttttcaccgaagttca
tgccagtccagcgtttttgcagcagaaaagccgccgacttecggtttgecggtcgcgagtgaag
atccctttcttgttaccgccaacgcgcaatatgceccttgcgaggtcgcaaaatcggcgaaatt
ccatacctgttcaccgacgacggcgctgacgcgatcaaagacgcggtgatacatatccagcec
atgcacactgatactcttcactccacatgtcggtgtacattgagtgcagcccggctaacgta
tccacgccgtattcggtgatgataatcggctgatgcagtttctecctgccaggeccagaagtte
tttttccagtaccttctctgceccgtttccaaatcgeecgetttggacataccatccgtaataac
ggttcaggcacagcacatcaaagagatcgctgatggtatcggtgtgagcgtcgcagaacatt
acattgacgcaggtgatcggacgcgtcgggtcgagtttacgcgttgcttccgeccagtggege
gaaatattcccgtgcaccttgcggacgggtatcecggttecgttggcaatactccacatcacca
cgcttgggtggtttttgtcacgcgctatcagctctttaatcgecctgtaagtgcgettgctga
gtttcccecgttgactgectettegetgtacagttectttecggettgttgececgettcgaaacc
aatgcctaaagagaggttaaagccgacagcagcagtttcatcaatcaccacgatgccatgtt
catctgcccagtcgagcatctcttcagecgtaagggtaatgcgaggtacggtaggagttggec
ccaatccagtccattaatgcgtggtcgtgcaccatcagcacgttatcgaatcctttgcecacyg
caagtccgcatcttcatgacgaccaaagccagtaaagtagaacggtttgtggttaatcagga
actgttcgcccttcactgccactgaccggatgccgacgcgaagcgggtagatatcacactet
gtctggcttttggctgtgacgcacagttcatagagataaccttcacccggttgccagaggtyg
cggattcaccacttgcaaagtcccgctagtgceccttgtccagttgcaaccacctgttgatcecceg
catcacgcagttcaacgctgacatcaccattggccaccacctgccagtcaacagacgcgtgg
ttacagtcttgcgcgacatgcgtcaccacggtgatatcgtccacccaggtgttecggegtggt
gtagagcattacgctgcgatggatGecggcatagttaaagaaatcatggaagtaagactgcet
ttttcttgcecgttttecgteggtaatcaccattecccggecgggatagtectgecagttcagtteg
ttgttcacacaaacggtgatacgtacacttttcccggcaataacatacggcgtgacatcgge
ttcaaatggcgtatagccgcecctgatgctccatcacttcectgattattgacccacactttge
cgtaatgagtgaccgcatcgaaacgcagcacgatacgctggcctgcccaacctttecggtata
aagacttcgcgctgataccagacgttgcccgcataattacgaatatctgcatcggcgaactyg
atcgttaaaactgcctggcacagcaattgcccggectttecttgtaacgecgectttcecccaccaac
gctgatcaattccacagttttcgcgatccagactgaatgcccacaggccgtcgagttttttyg
atttcacgggttggggtttctacaggacgtaaAGGGTCCAggGAATTcacaccgtggaaacyg
gatgaaggcacgaacccagTTGACAtaagecctgtteggttcgTAAACTgtaatgcaagtagce
gtatgcgctcacgcaactggtccagaaccttgaccgaacgcagcggtggtaacggcgcagtg
gcggttttcatggeTTGTTAtgactgtttttttgTACAGTCTAtgecctcgggcatccaagCA
GCAAgcgcgttacgccgtgggtcgatgtttgatgttatGGAGecagcaacgATGGATCCTCTA
GAGTCGACCTGCAGGCATGccaattcccgegCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTG
GGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAA
TGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGCTGGCTGGAGTGCGATCT
TCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCA
TCTACACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCG
ACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCG
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AATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGTT
ACGGCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAA
AACCGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGTTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATAT
GTGGCGGATGAGCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCA
GCGATTTCCATGTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAA
GTTCAGATGTGCGGCGAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGTGA
AACGCAGGTCGCCAGCGGCACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATGAGCGTGGTGGTT
ATGCCGATCGCGTCACACTACGTCTGAACGTCGAAAACCCGAAACTGTGGAGCGCCGAAATC
CCGAATCTCTATCGTGCGGTGGTTGAACTGCACACCGCCGACGGCACGCTGATTGAAGCAGA
AGCCTGCGATGTCGGTTTCCGCGAGGTGCGGATTGAAAATGGTCTGCTGCTGCTGAACGGCA
AGCCGTTGCTGATTCGAGGCGTTAACCGTCACGAGCATCATCCTCTGCATGGTCAGGTCATG
GATGAGCAGACGATGGTGCAGGATATCCTGCTGATGAAGCAGAACAACTTTAACGCCGTGCG
CTGTTCGCATTATCCGAACCATCCGCTGTGGTACACGCTGTGCGACCGCTACGGCCTGTATG
TGGTGGATGAAGCCAATATTGAAACCCACGGCATGGTGCCAATGAATCGTCTGACCGATGAT
CCGCGCTGGCTACCGGCGATGAGCGAACGCGTAACGCGAATGGTGCAGCGCGATCGTAATCA
CCCGAGTGTGATCATCTGGTCGCTGGGGAATGAATCAGGCCACGGCGCTAATCACGACGCGC
TGTATCGCTGGATCAAATCTGTCGATCCTTCCCGCCCGGTGCAGTATGAAGGCGGCGGAGCC
GACACCACGGCCACCGATATTATTTGCCCGATGTACGCGCGCGTGGATGAAGACCAGCCCTT
CCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTACCTGGAGAGACGCGCCCGC
TGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTGGCGGTTTCGCTAAATACTGG
CAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCGTCTGGGACTGGGTGGATCAGTC
GCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGGCTTACGGCGGTGATTTTGGCGATA
CGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGGTCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCA
GCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTTTCCAGTTCCGTTTATCCGGGCAAACCAT
CGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATAGCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGG
CGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTGAAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAA
CAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGCAGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACAGT
ACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCGCATGGTCAGAAGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGC
AGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCAGTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCAT
CTGACCACCAGCGAAATGGATTTTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCG
CCAGTCAGGCTTTCTTTCACAGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGC
GCGATCAGTTCACCCGTGCACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATT
GACCCTAACGCCTGGGTCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTT
GTTGCAGTGCACGGCAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGC
AGCATCAGGGGAAAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAA
ATGGCGATTACCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCT
GAACTGCCAGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAA
ACTATCCCGACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATG
TATACCCCGTACGTCTTCCCGAGCGAAAACGGTCTGCGCTGCGGGACGCGCGAATTGAATTA
TGGCCCACACCAGTGGCGCGGCGACTTCCAGTTCAACATCAGCCGCTACAGTCAACAGCAAC
TGATGGAAACCAGCCATCGCCATCTGCTGCACGCGGAAGAAGGCACATGGCTGAATATCGAC
GGTTTCCATATGGGGATTGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATCGGCGGATTTCCA
GCTGAGCGCCGGTCGCTACCATTACCAGTTGGTCTGGTGTCAAAAATAAtaataaccgggca
ggccatgtctgccecgtatttcgecgtaaggaaatccattatgtactatttaaacacaaacttt
tggaAGCTTgtccggcggtgcttttgeccgttacgcaccacceccgtcagtagectgaacaggag
ggacagggggtgggcgaagaactccagcatgagatccccgcgctggaggatcatccagecgg
cgtcccggaaaacgattccgaagcccaacctttcatagaaggcggecggtggaatcgaaatcet
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cgtgatggcaggttgggcgtcgcttggtcggtcatttcgaaccccagagtcccgectcagaag
aactcgtcaagaaggcgatagaaggcgatgcgctgcgaatcgggagcggcgataccgtaaaqg
cacgaggaagcggtcagcccattcgccgceccaagctecttcagcaatatcacgggtagccaacyg
ctatgtcctgatagcggtccgccacacccagccggceccacagtcgatgaatccagaaaagcgg
ccattttccaccatgatattcggcaagcaggcatcgccatgggtcacgacgagatcctegec
gtcgggcatccgcgceccttgagectggcgaacagttcggectggecgecgagecectgatgetett
cgtccagatcatcctgatcgacaagaccggcttccatccgagtacgtgectcgectecgatgecga
tgtttcgcttggtggtcgaatgggcaggtagccggatcaagcgtatgcageccgececgecattge
atcagccatgatggatactttctcggcaggagcaaggtgagatgacaggagatcctgeccceg
gcacttcgcccaatagcagccagtccecttcecececgettcagtgacaacgtcgagcacagctgeg
caaggaacgcccgtcgtggccagccacgatagceccgegcectgectegtettggagttcattecag
ggcaccggacaggtcggtcttgacaaaaagaaccgggcgcccctgcecgctgacageccggaaca
cggcggcatcagagcagccgattgtctgttgtgcccagtcatageccgaatagectctecacce
caagcggccggagaacctgcgtgcaatccatcttgttcaatcatgcgaaacgatcctcatcece
tgtctcttgatcagatcttgatcccctgecgccatcagatccttggecggcaagaaagceccatece
agtttactttgcagggcttcccaaccttaccagagggcgccccagctggcaattecggtteg
cttgctgtccataaaaccgcccagtctagctatcgccatgtaagcccactgcaagctacctyg
ctttctectttgcgcecttgegttttececcttgtccagatageccagtagetgacattcatececggg
gtcagcaccgtttctgcggactggctttctacgtgtteccgecttectttagcageeccttgege
cctgagtgcttgcggcagcgtgaagct

Elodie Couvé-Deacon | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2017 200

(@) ev-nc-no | e



Annexe 2 : Communications scientifiques sur le travail de these

«* Communications orales :

(@]

®,

Nationale : Diversité des séquences promotrices : le modéle intégron. E. Couve-
Deacon, conférence invitée, « Section des Anti-Microbiens-Société Francaise de
Microbiologie 2013 : Génomique et Résistance Nosocomiale », institut Pasteur, Paris,

Décembre 2013

Locale : Etude des promoteurs des intégrons de classe 1 chez Acinetobacter

baumannii. E. Couvé-Deacon, F. Garnier, MC Ploy. « Journée Scientifique GEIST

2014 », Limoges, septembre 2014

+* Communications affichées :

o Internationale : Strength and diversity of the gene cassettes promoter Pc of class 1
integrons in Acinetobacter baumannii. E. Couvé-Deacon, T. Jové, O. Barraud, C.
Burucoa, M.C. Ploy, F. Garnier, « 23rd ECCMID », Berlin, avril 2013
o Nationale : Etude des promoteurs des cassettes des intégrons chez Acinetobacter
baumannii. E. Couvé-Deacon, T. Jové, O. Barraud, C. Burucoa, M.C. Ploy, F. Garnier,
« 9%™e Congrés National de la Société Francaise de Microbiologie », Lille, Février 2013
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Annexe 3 : publications

Au cours de mon activité professionnelle hospitaliere et de recherche clinique, j'ai eu
I’occasion de publier les articles qui sont listés ci-dessous :

PVL-producing Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus outbreak in a French rugby team. E.
Couvé-Deacon, A. Tristan, N. Pestourie, C. Faure, V. Doffoel-Hantz, F. Garnier, F. Laurent, G. Lina and
M.C. Ploy. Emerging Infectious Disease

Sulphonamide resistance associated with integon derivative Tn6326 in Actinotignum schaalii. O.
Barraud, C. Isnard, R. Lienhard, F. Guerin, E. Couvé-Deacon, C. Martin, V. Cattoir, M.C. Ploy. En cours
de révision dans Journal of Antimicrobial Chemotherapy.

Urine contamination in non-toilet-trained and uncircumcised boys. Q. Ballouhey, L. Fourcade, E.
Couve-Deacon, J. Cros, V. Lescure, C. Bahans, D. Chainier, F. Garnier, V. Guigonis. Urology (2016),
http://dx.doi.org/doi: 10.1016/j.urology.2016.05.056.

Factors associated with poor outcomes among adults hospitalized for influenza in France: A three-year
prospective multicenter study. Loubet P, Samih-Lenzi N, Galtier F, Vanhems P, Loulergue P, Duval X,
Jouneau S, Postil D, Rogez S, Valette M, Merle C, Régis C, Costa Y, Lesieur Z, Tattevin P, Lina B, Carrat F,
Launay O; FLUVAC Study Group. J Clin Virol. 2016 Jun;79:68-73.

Predominance of healthcare-associated cases among episodes of community-onset bacteraemia due
to extended-spectrum B-lactamase-producing Enterobacteriaceae. J.R. Zahar, P. Lesprit, S. Ruckly, A.
Eden, H. Hikombo, L. Bernard, S. Harbarth, J.F. Timsit, C. Brun-Buisson for the BacterCom study Group.
Int J Antimicrob Agents. 2017 Jan;49(1):67-73

Clinical characteristics and outcome of respiratory syncytial virus infection among adults hospitalized
with influenza-like illness in France. Loubet P, Lenzi N, Valette M, Foulongne V, Krivine A, Houhou N,
Lagathu G, Rogez S, Alain S, Duval X, Galtier F, Postil D, Tattevin P, Vanhems P, Carrat F, Lina B, Launay
O; FLUVAC Study Group. Clin Microbiol Infect. 2017 Apr;23(4):253-259.

Neonatal Outbreak of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Clone Geraldine: A Bundle of
Measures to Halt Transmission. Couvé-Deacon E, Mons F, Garnier F, Leduc P, Ponthier L, Domelier M,
Tristan A, Ploy MC, Pestourie N. Infect Control Hosp Epidemiol. 2017 Jun;38(6):749-751.

Staphylococcus Aureus Carriage in French Athletes at Risk of CA-MRSA Infection: a Prospective, Cross-
sectional Study. Couvé-Deacon E, Postil D, Barraud O, Duchiron C, Chainier D, Labrunie A, Pestourie N,
Preux PM, Francois B, Ploy MC. Sports Med Open. 2017 Aug 16;3(1):28.

Comparative Analysis of Bacterial Community Composition and Structure in Clinically Symptomatic and
Asymptomatic Central Venous Catheters. Stressmann FA, Couve-Deacon E, Chainier D, Chauhan A,
Wessel A, Durand-Fontanier S, Escande MC, Kriegel |, Francois B, Ploy MC, Beloin C, Ghigo JM. mSphere.
2017 Sep 27;2(5). pii: €00146-17. doi: 10.1128/mSphere.00146-17. eCollection 2017 Sep-Oct.

Integron Digestive Carriage in Human and Cattle: A "One Health" Cultivation-Independent Approach.
Chainier D, Barraud O, Masson G, Couve-Deacon E, Francois B, Couquet CY, Ploy MC. Front Microbiol.
2017 Sep 27;8:1891.
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EPIDEMIOLOGIE ET REGULATION DES INTEGRONS DE CLASSE 1 CHEZ
ACINETOBACTER BAUMANNII

Acinetobacter baumannii est un pathogéne opportuniste qui prend une importance clinique
croissante du fait de I'acquisition de multi-résistance. Nous avons étudié chez A. baumannii
les caractéristiques et la régulation des intégrons de classe 1 (IM1) qui sont des systemes
génétiques favorisant I'acquisition, I'expression et la dissémination des genes de résistance
aux antibiotiques. Nous avons montré qu’il existe une prédominance des promoteurs des
cassettes Pc fort in vivo dans une collection d’isolats cliniques et d’environnement hospitalier
et in silico dans les IM1 chez A. baumannii. Nous avons aussi montré que I'expression des Pc
chez A. baumannii est 4 fois plus faible que chez E. coli, quel que soit le variant de Pc. Deux
explications sont possibles pour la sélection des Pc forts chez A. baumannii : (i) la nécessité
d’avoir un niveau d’expression suffisant en clinique pour survivre a la pression de sélection
antibiotique et (ii) la nécessité d’une régulation de I'expression de l'intégrase, représentant
un co(t biologique important. En effet, A. baumannii ne possede pas le systeme de répression
par LexA existant chez E. coli. Nos résultats ouvrent le champ de I'étude de la régulation des
IM1 chez A. baumannii et ainsi I'identification de nouvelles voies d’action pour lutter contre
I’antibio-résistance

Mots-clés : Acinetobacter baumannii, E. coli, intégron, IM1, promoteur des cassettes,
promoteur de l'intégrase, PcS, antibiorésistance, épidémiologie, régulation

EPIDEMIOLOGY AND REGULATION OF CLASS 1 INTEGRONS IN ACINETOBACTER
BAUMANNII

Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen of increasing clinical importance due to
the acquisition of multi-resistance. We studied in A. baumannii the characteristics and
regulation of class 1 integrons (IM1), which are genetic systems that favor the acquisition,
expression and dissemination of antibiotic resistance genes. We have shown that there is a
predominance of strong Pc cassette promoters, in vivo, in a collection of clinical and hospital
environment isolates, and in silico, from A. baumannii IM1 published in NCBI. We have also
shown that the expression of Pc in A. baumannii is 4-fold lower than in E. coli, regardless of
the Pc variant. Explanations that can be raised for the selection of strong Pc in A. baumannii
are: (i) the need for a sufficient level of antibiotic resistance expression to survive the selection
pressure in clinical environment; and (ii) the need for regulation of the integrase expression,
which is of significant biological cost. Indeed A. baumannii does not have the LexA repression
system existing in E. coli. Our results open the field of the study of IM1 regulation in A.
baumannii and thus the identification of new pathways to fight antibiotic resistance.

Keywords : Acinetobacter baumannii, E. coli, integron, IM1, cassette promoter, integrase
promoter, PcS, antibiotic resistance, epidemiology, regulation
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