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Résumé

\

La résistance bactérienne est majoritairement associée a [’acquisition d’acide
désoxyribonucléique (ADN) étranger via des supports généetiques mobiles, plus précisément
les éléments transposables qui sont des séquences d’ADN mobiles, qui ont la capacité de
changer de position dans le génome et de se deplacer d'un locus a un autre. Ces transposons
peuvent porter et assurer la mobilité des intégrons de résistance (IR) qui sont des éléments
génétiques qui contiennent un nombre de cassettes qui codent essentiellement des genes de
résistances aux antibiotiques. De ce fait, les IRs jouent un réle majeur dans la dissémination de
la résistance aux antibiotiques. Plus récemment, leur réle s'est élargi avec la découverte de
structures d'intégrons chromosomiques dans les génomes de centaines d'espéces bactériennes.
L'utilisation abusive et inadéquate d'antibiotiques a permis la selection des intégrons
particuliers, de sorte que des intégrons porteurs de génes de résistance sont désormais présents
dans la majorité des pathogénes existant en clinique et dans I’environnement. L’implications
des transposons dans la dissémination des genes de résistance est redoutable par leur capacité
de transférer ces génes de résistance aux antibiotiques ou aux facteurs environnementaux d'une
bactérie a une autre au sein de la méme famille ou de familles différentes, entre les Gram positifs
et les Gram négatifs, comme par exemple le cas du tn916 qui est transféré de Streptococcus
faecalis a Staphylococcus aureus et d’Enterococcus faecalis DS16 a Escherichia coli.

Mots clés : Transfert horizontal, Transposons, Intégrons, Multi-résistante, Dissémination.



Abstract

Bacterial resistance is mainly associated to the acquisition of foreign désoxyribonucléique acid
(DNA) via mobile genetic carriers, more precisely transposable elements which are mobile
DNA sequences with the ability to change position in the genome and move from one locus to
another. These transposons can carry and ensure the mobility of resistance integrons (IR) which
are genetic elements which contain a number of cassettes which essentially encode antibiotic
resistance genes. Therefore, IRs play a major role in the dissemination of antibiotic resistance.
More recently, their role has expanded with the discovery of chromosomal integrons structures
in the genomes of hundreds of bacterial species. The overuse and inappropriate use of
antibiotics has allowed the selection of particular integrons, such that integrons carrying
resistance genes are now present in the majority of pathogens existing in the clinic and in the
environment. The involvement of transposons in the dissemination of resistance genes is
formidable due to their capacity to transfer these resistance genes to antibiotics or
environmental factors from one bacterium to another within the same family or different
families, between Gram-positive and Gram-negative bacteria, such as the case of tn916 which
is transferred from Streptococcus faecalis to Staphylococcus aureus and from Enterococcus
faecalis DS16 to Escherichia coli.

Keywords: Horizontal transfer, Transposons, Integrons, Multi-drug resistance, Dissemination
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INTRODUCTION

L'émergence des bactéries multi-résistantes est devenue une préoccupation majeure
dans le domaine de la santé publique. Ces bactéries sont capables de résister a plusieurs classes
d'antibiotiques, ce qui limite considérablement les options thérapeutiques disponibles pour
traiter les infections bactériennes. Cette situation pose un défi sérieux pour les professionnels
de la santé et met en danger la santé des individus (Lipszyc et al., 2022). La contamination des
milieux par les antibiotiques, leurs résidus et la présence des bactéries et des génes de résistance
dans I’environnement entraine une pression de sélection (Escudero et al., 2015). Aussi
I’utilisation d’antibiotiques induit un stress important, qui va entrainer la sélection des bactéries
pour lesquelles des événements génétiques rares ont eu lieu comme les mutations, ou
I’acquisition de matériel génétique extérieur ; par le transfert horizontal avec leur différents
types (transformation naturelle, transduction et conjugaison), aussi les bactéries possédent
différents éléments génétiques tres élaborés, dont les plasmides et les transposons font partie,
ce sont des séquences d’/ADN mobiles capables de se déplacer a travers le génome bactérien
permettant 1’échange des génes de résistance aux antibiotiques entre des genres bactériens qui

peuvent étre tres éloignés sur le plan phylogénétique ( Ploy et al., 2000).

Au cours des annees quatre-vingt, de nouveaux éléments génétiques susceptibles
d’acquérir ou de perdre des geénes de résistance ont été identifiés et désignés sous le nom
d’intégrons, ces ¢léments peuvent héberger des genes de résistance insérés sous forme
d’éléments mobiles nommé ‘cassettes’ qui sont intégrées ou excisées par un systeme de
recombinaison spécifique (Jury et al., 2010). Ces intégrons jouent probablement un réle
important dans 1’évolution des génomes bactériens et dans 1’adaptation des especes et le plus
important dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques et la propagation des

phénotypes de résistance au sein du monde bactérien (Escudero et al., 2015).

C’est dans le but de mettre en évidence I’importance et I’impact des transferts
horizontaux dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques en clinique et dans
I’environnement, que nous avons entrepris ce modeste travail de synthése bibliographique qui
est scindé en quatre partie : la premiere partie a porté sur les antibiotiques et 1’antibiorésistance,
la deuxiéme a porté sur les éléments transposables et leurs réle dans la dissémination de la
résistance aux antibiotiques, la troisiéme partie a porté sur I’implication des intégrons dans
cette dissémination et la quatrieme partie a portée sur la dissemination de ces eléments

transposables et de ces intégrons entre les bacteéries.
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LA RESISTANCE ET LA MULTIRESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

1. La résistance des bactéries aux antibiotiques

L’antibiorésistance également appelée la résistance aux antibiotiques, désigne la capacité
d’une bactérie a résister a 1’action d’un antibiotique (Nicolet et Piguet, 1999). Nous pouvons
dire aussi qu’une souche est résistante lorsqu’elle est capable de supporter une concentration
d’antibiotiques beaucoup plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des

autres souches de la méme espece (Boufligha et al., 2013).

Les bactéries exposées aux antibiotiques évoluent et développent des mécanismes de
défense qui leur permettent d’échapper a leur action. Ce phénomeéne touche aussi bien les
bactéries a ’origine des infections (bactéries pathogénes) que les bactéries généralement
inoffensives qui sont naturellement présentes sur notre corps ( les bactéries commensales), chez
les animaux (de compagnie ou de production de denrées) et dans 1I’environnement. Lorsque la
résistance s’est développée chez 1’'une ou 'autre de ces espéces bactériennes, elle peut étre
transmise a d’autres especes, et ainsi contribuer a 1I’expansion du phénomene et a sa diffusion.
Les antibiotiques deviennent ainsi inefficaces et ne peuvent plus nous soigner contre des

infections a bactéries résistantes (Ministere du travail et de la santé et des solidarités, 2024).

1.1. Les antibiotiques

1.1.1. Définition

Les antibiotiques sont des molécules chimiques ou naturelles produites par des
microorganismes (bactéries, champignons) ou par synthése (molécule analogue aux deérives
d’antibiotiques naturels). Elles ont un effet inhibiteur sur la prolifération des bactéries (effet

bactériostatique), ou un effet annihilateur de fagon ciblée (effet bactéricide) (Sadikalay, 2018).
1.1.2. Rappel historique

En 1928, le premier agent antimicrobien faisant partie de la famille des -lactamines a été
découvert par Alexander Fleming est connu sous le nom de pénicilline (Fleming, 1929). Son
efficacité a été demontrée par son action inhibitrice sur la croissance bactérienne de

Staphylococcus (Aminov, 2010).

L'Age d’or des antibiotiques a été marqué entre les années 1940 et 1960. Durant cette
période, il a été découvert plusieurs classes d'antibiotiques. Bien que 1’ensemble de ces
antibiotiques soient actuellement utilisés en clinique, leur efficacité a fortement diminué en
raison de I'augmentation de la résistance aux antibiotiques. En effet, lors de la découverte d’un

antibiotique, les premieres résistances peuvent avoir lieu les premiéres années suivant la mise
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sur le marché de I’antibiotique (figure 1). Ce phénomeéne a été amplifié par, entre autres, une
utilisation abusive et inadéquate des antibiotiques entrainant in fine une augmentation rapide de

la résistance (Prescott, 2014).

;
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Figure 1 : Chronologie de la découverte des antibiotiques et des résistances aux antibiotiques. (Helmy

etal., 2023).
En bleu : année de la découverte de I’antibiotique. En bas et en rouge : année a laquelle la résistance

a un antibiotique a été rapportée.

Une étude récente a permis d’estimer que la résistance aux antibiotiques était associée de
4,95 millions de décés dans le monde en 2019, dont 1,27 millions directement attribuables a la
résistance (Murray et al., 2022). Aujourd'hui, prés de 80 % des antibiotiques proviennent du

genre Streptomyces vivant dans le sol (Barka et al., 2016).

1.1.3. Mode d’action

Les antibiotiques utilisés pour le traitement des infections bactériennes sont souvent
classés en fonction de leur mécanisme d'action principal. Il existe six modes d'action principaux
(figure2):

- Interférence avec la synthese de la paroi cellulaire, comme les -lactamines qui ciblent
les enzymes de synthése du peptidoglycane, entrainant la lyse de la bactérie (Dzidi¢ et al., 2008;
Kahne et al., 2005; Reynolds, 1989).

- Inhibition de la synthese des protéines. La biosynthése des protéines est catalysée par
les ribosomes ainsi que d’autres facteurs cytoplasmiques. Le ribosome bactérien 70S est
composé de deux sous-unités ribonucléoprotéiques, les sous-unités 30S et 50S (Yoneyama et
Katsumata, 2006). Certains antibiotiques inhibent la biosynthése des protéines en ciblant la
sous-unité 30S (tétracyclines) ou 50S (chloramphenicol, macrolides) du ribosome (Johnston et

al., 2002 ; Vannuffel et Cocito, 1996 ; Yoneyama and Katsumata, 2006).
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- Interférence avec la synthese des acides nucléiques, comme les fluoroquinolones qui
inhibent I'enzyme ADN gyrase qui est formée de deux sous-unités A et de deux sous-unités B.
Le role de I’ ADN gyrase est d’entailler I'ADN double brin et d’introduire des supercoils négatifs
pour refermer ensuite les extrémités entaillées. Les fluoroguinolones se lient a la sous-unité A
de la gyrase et interferent avec sa fonction de coupure et de recollage des brins. Chez les
bactéries & Gram positif, les fluoroquinolones ciblent la topoisomérase IV qui coupe et sépare
le brin d’ADN fille aprés la réplication de I'ADN (Higgins et al., 2003 ; Wise, 1999; Yoneyama
et Katsumata, 2006).

- Inhibition de la voie métabolique de I'acide folique : les sulfamides et le triméthoprime
sont des inhibiteurs distincts dans le métabolisme de I'acide folique (YYoneyama et Katsumata,
2006). Dans cette voie métabolique, les sulfamides inhibent la dihydroptéroate synthase et le
triméthoprime agit a un stade ultérieur de la synthése de I'acide folique et inhibe I'enzyme

dihydrofolate réductase.

- Inhibition de la fonction membranaire, comme la daptomycine qui crée une perturbation
en se liant a la membrane cellulaire conduisant & une dépolarisation rapide du potentiel
membranaire qui aboutit finalement a la mort de la bactérie (Heidary et al., 2018 ; Taylor and
Palmer, 2016).

- Inhibition de I'ATP Synthase, comme les antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire,
les efrapeptines et aurovertines qui inhibent a la fois la synthese et I'hydrolyse de I'ATP par
I'ATP synthase (Abrahams et al., 1996; van Raaij et al., 1996).

Folate synthesis
Sulfonamides
Trimethoprim
Cell wall synthesis ATP synthesis
B-lactams PABA Efrapeptins
Penicillins Aurovertins
Cephalosporins
Carbapenems g
’ / kg
/ B .
Nucleic acid synthesis éﬁﬁ Protein synthesis (50S)
Quinolones m l Y Macrolides
Coumermycin DHF ™y = Clindamycin
Chloramphenicol
DNA 508
THF Ty
RNA 30S
-
.
Membrane function
N RMNA synthesis Protein synthesis (30S)
Daptomycine A ———
Ansamycines Tetracyclines
Aminoglycosides

Figure 2 : Mécanisme d'action des antibiotiques. (Mammeri, 2013)
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1.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Afin de survivre en présence d’antibiotiques, les bactéries ont mis en place différents

mécanismes de résistance par (figure 3) :

Néanmoins, il ne fait nul doute que les antibiotiques permettent de sauver d’un déces
prématuré de nombreuses personnes ayant eu a lutter contre des infections bactériennes ; ils ont
également permis de favoriser le développement économique (Cole, 2014). Cependant, le
mésusage des antibiotiques engendre une résistance aux antibiotiques des agents pathogenes
qui continuent d'émerger, de se transmettre rapidement et de se diversifier par la sélection de
mutations spontanées. A titre d’illustration, le Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) a estimé qu’aux Etats-Unis, 20 % des infections résistantes aux antibiotiques du pays
sont attribuables a I'utilisation de ces agents antimicrobiens dans les activités agricoles (CDC,
2013 ; Spellberg et al., 2016). Ainsi, il en ressort que l'utilisation non appropriée des
antibiotiques génére une pression sélective ayant pour conséquence directe de favoriser la
survie des bactéries résistantes aux antibiotiques utilisés, et in fine leur dissémination
(Laxminarayan et al., 2013). Il est important de noter que la résistance aux antibiotiques n'est
pas récente, il s'agit d’un phénoméne naturel car de nombreux microorganismes du sol
produisent des antibiotiques et se préservent eux-mémes de leur production par des mécanismes

de résistance.

L’ augmentation de la résistance chez des espéces pathogenes sous 1’effet de la pression
sélective et des transmissions de résistances entre bactéries mais aussi entre individus (hommes,
animaux) est extrémement préoccupante (Levy et Marshall, 2004 ; O’Neill, 2014). Des études
ont détecté aussi des bactéries résistantes ou génes de résistance aux antibiotiques dans d'autres
environnements tels que I'eau, le sol et I'air (Forsberg et al., 2012 ; Li et al., 2018 ; Zhang et al.,
2009).

Cette résistance aux antibiotiques est ainsi une problématique mondiale qui implique tous

les écosystémes et menace la santé humaine (OMS , 2014).
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Figure 3 : Présentation des différents mécanismes moléculaires de la résistance aux antibiotiques
(Adaptee de Darby et al., 2023)

1. L’inactivation de [’antibiotique implique une enzyme capable d'hydrolyser le groupe fonctionnel de
I'antibiotique.

2. Modification de I’antibiotique par l'ajout d 'un groupement chimique (acétyle, phosphate...).

3. La protection de la cible implique l'association entre le site d'attaque de [’antibiotique et une protéine
de protection.

4. La diminution de I'influx est médiée par des modifications de la structure membranaire en diminuant
la perméabilité membranaire.

5. La modification de la cible comprend diverses altérations de la cible, telles que la méthylation de
I'ARNr 23S ou de I'ARNr 168S, des altérations des précurseurs du peptidoglycane.

6. Les pompes d'efflux éliminent I'antibiotique de la cellule en utilisant I'énergie provenant de
I'hydrolyse de I'ATP dans les pompes ABC.

7. Le contournement des cibles implique la création de cibles antibiotiques supplémentaires ou de sous-
unités qui ne sont pas susceptibles de se lier a I'antibiotique.

1.3. Support de la résistance

Dés 1945, Alexander Flemming a lancé un avertissement sur [’utilisation des
antibiotiques. Il a indiqué qu’une utilisation abusive des antibiotiques pourrait favoriser la
résistance des microorganismes, qui serait transmise aux générations suivantes ; provoquant
ainsi la mortalité de nombreux patients. Cette crainte est devenue réalité puisque, aujourd’hui,
certaines souches bactériennes parviennent a résister a une grande partie, et plus rarement, a

tous les antibiotiques connus (Sadikalay, 2018).

Les différents mécanismes de résistances aux antibiotiques peuvent étre transférés de
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deux manieres : soit la résistance est portée par le chromosome et la transmission est verticale,
soit cette résistance est portée par des éléments génétiques mobiles, dans ce cas, le transfert de

gene est latéral.
1.3.1. Résistance naturelle

Dans la résistance naturelle, la transmission est verticale. La résistance est transmise a la
descendance lorsque la bactérie se divise (Ellabaan et al., 2021). La résistance naturelle est une
caractéristique présente chez toutes les souches appartenant a la méme espéce bactérienne. Elle
peut étre due a l’inaccessibilit¢ de la cible de I’antibiotique, par imperméabilité ou par
destruction enzymatique de I’antibiotique par des enzymes naturellement produites dans cette
espece. La résistance naturelle est permanente et d’origine chromosomique, stable et transmise
a la descendance (transmission verticale), et, généralement, non transférable d’une bactérie a

I’autre.
1.3.2. Résistance acquise

La résistance acquise est une caractéristique spécifique a certaines souches bactériennes
d'un genre ou d'une espece particuliere, qui entraine I'émergence et la diffusion de résistances
au sein de populations de germes normalement sensibles (VIDAL,« La résistance aux
antibiotiques », 2023).

1.3.2.1. Par mutation chromosomique

Des mutations spontanées peuvent conférer un avantage a la bactérie dans un

environnement en présence d’antibiotiques (Binet and Maurelli, 2005; Wang et al., 2001).

La résistance acquise par mutation chromosomique est un phénomene naturel qui touche,
généralement, un seul antibiotique ou une seule famille d’antibiotiques. L’antibiotique révele
la mutation en sélectionnant les bactéries résistantes. Cette resistance est transmissible,
permanente, et a, donc, un caractere héréditaire (transmission verticale de bactérie-mére a
bacteries-filles). Les mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine

structurale ou enzymatique (Sadikalay, 2018).
1.3.2.2. Par transfert de mateériel génétique exogene

Cette résistance est portée par des éléments génétiques mobiles : Dans ce cas, le transfert
de gene est latéral via le Transfert Horizontal de Genes (THG) d'une bactérie a l'autre sans en

étre le descendant, par différents mécanismes comme la transformation, la transduction ou la
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conjugaison (Stevenson et al., 2017). La THG permet d’une part d'acquérir du matériel
génétique supplémentaire, comme les génes de résistance aux antibiotiques et d’autre part, il
permet I'échange entre différentes espéeces (Paquola et al., 2018). Ce nouveau patrimoine
génétique joue un role important dans I'acquisition, I'accumulation et la dissémination des génes
de résistance aux antibiotiques (Burruset et Waldor, 2004). La présence d’antibiotique peut
avoir une incidence sur l'augmentation de la résistance aux antibiotiques en induisant davantage
le THG (Headd Bradford, 2018 ; Prudhomme et al.,2006).

1.2 La dissémination des génes de résistances aux antibiotiques par

transfert horizontal de genes

Le transfert horizontal de genes (THG) est un processus qui permet a de I'ADN simple
brin (ADNsb) ou double brin (ADNdb) d’étre transféré d'une bactérie a une autre. L ensemble
des différents THG est présentée en figure 4 (Sun, 2018, 2016). Ces transferts de genes ont joué
un réle majeur dans la plasticité des génomes bactériens, ainsi que dans leur évolution et leur
adaptation, comme le transfert de génes de virulence et de génes de résistance aux antibiotiques
(Lerminiaux et Cameron, 2019; Sobecky et Hazen, 2009).

Parmi les trois mécanismes canoniques du THG (Arnold et al., 2022 ; Soucy et al., 2015),
les plus couramment étudiés et connus sont : La transformation avec de I'ADN libre, la
transduction par des bactériophages, la conjugaison impliquant des plasmides et des éléments
conjugatifs intégratifs. Plus récemment, un nouveau mécanisme de THG appelé « vésiduction»
a été identifié, dans lequel le transfert de géne est médié par des vésicules membranaires (VMs)
(Cai et al., 2016; Domingues and Nielsen, 2017). (figure 4)
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Figure 4 : Présentation des principaux mécanismes de transfert de matériel génétique (Liu et al., 2022).
() La transformation permet l’incorporation d’ADN dit « nu » qui est sous la forme simple ou double
brin de I’environnement par une bactérie compétente.(b) La conjugaison des plasmides est médiée par
le T4SS permettant un contact physique entre deux cellules et le transfert de celui-ci. (c) Les ICE sont
présents sur le chromosome de la bactérie donneuse. Aprés son excision au niveau des sites
d’attachement, attL et attR. lls permettent le passage d’une forme linéaire a circulaire. Cette forme
circulaire pourra étre transférée en utilisant la conjugaison médiée par un T4SS. Dés la transmission a
la cellule receveuse, I’'ICE est recircularisé, puis il s’intégre dans le génome de ce nouvel hote. (d) La
transduction est le transfert de matériel génétique médié par des bactériophages. (e) Les agents de
transfert de genes (GTAs) sont des séquences dérivées de phages permettant I’encapsidation de I’ADN.
Ainsi la transduction qui s ’en suit permet le transfert du matériel génétique dans une autre bactérie.(f)
La vésiduction permet la formation de vésicule membranaire pouvant encapsuler de I’ADN par une
bactérie émettrice. Elle permet aussi le transfert de matériel génétique dans une bactérie réceptrice.(g)
Les nanotubes sont des structures qui permettent le transfert de plasmides non conjugatifs entre
bactéries.

2. Les éléments genetiques mobiles impliqués dans la dissémination des

genes de résistances aux antibiotiques

Afin de mieux comprendre cette partie, nous devons d’abord introduire la notion de
mobilome. Le mobilome est défini par I’ensemble des éléments génétiques mobiles (EGM) tels
que les plasmides, les transposons et les séquences d’insertion (figure 5) (Anani et al., 2020).
La circulation de genes via ces EGM a lieu a deux niveaux, ce qui entraine un impact important
sur I’évolution bactérienne : soit de maniere intra-génomique avec les transposons et les
séquences d’insertion, soit de maniére inter-génomique avec les plasmides, les bactériophages
et les transposons/ICE. Les médiateurs de transferts intra-génomiques sont spécifiques (Gibson

etal., 2015 ; Hu et al., 2016), contrairement aux médiateurs de transferts inter-génomiques qui
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peuvent étre impliqués dans une large gamme d'hotes de transfert (Garcillan-Barcia et al., 2011;
Zrimec et Lapanje, 2018). Les EGM permettent l'augmentation de la diversité génétique,
l'adaptation par l'acquisition ou la perte de génes, ainsi que 1’adaptation a des environnements
spécifiques (Ghaly et Gillings, 2018 ; Lagier et al., 2015). Les EGM peuvent étre a I'origine de
la propagation de nombreuses résistances aux antibiotiques chez les espéces bactériennes
(Malachowa et DelLeo, 2010).

N iaadaadag ¥ S transposon

gene
casette

integron

insertion
sequence

Figure 5 : Diversité des éléments génétiques mobiles. (Created with BioRender.com).

Les cassettes de genes (violet) s’inserent dans les intégrons (rouge) grdce a des sites spécifiques.
Ensuite, les intégrons ont la possibilité d étre flanqués par des séquences d’insertions (vert) pour former
des transposons. A leur tour, les transposons peuvent étre insérés dans un plasmide conjugatif (rose)
qui est transmissible. Ainsi, ces différents éléments s’imbriquent les uns dans les autres telles des «
poupées russes ». Les genes tra (noir) permettent une mobilité inter-génomique.

2.3. Les élements intégratifs conjugatifs (ICE)

Les ICE sont caractérisés par deux facteurs déterminants (Alvarez-Martinez and Christie,
2009 ; Christie et al., 2014 ; Trokter et al., 2014) :

- Ils sont intégrés dans le génome de I'hote.

- IIs codent un systéme de conjugaison opérationnel et fonctionnel ainsi qu’un systéme

de sécretion de type 4 assurant le transfert vers une cellule receveuse.

Initialement, les ICE étaient nommeés « transposons conjugatifs » car il avait été démontré
qu’ils étaient capables a la fois de transposer intra-cellulairement et de conjuguer inter-
cellulairement (Clewell et al., 1995). Ainsi ces éléments sont transmis, soit verticalement
lorsqu’ils sont intégrés au génome hote, soit horizontalement aprés excision et transfert a la

cellule receveuse par conjugaison (Delavat et al., 2017).
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Les ICEs sont porteurs de divers genes auxiliaires qui conférent a leurs hotes un éventail
de fonctions supplémentaires (capacités métaboliques, colonisation, résistance aux
antibiotiques ou aux métaux) (Johnson and Grossman, 2015). Les ICE ont une taille allant
d’environ 20 kb (Tn916) a plus de 500 kb (ICEMISymR7A) (Osborn and Boltner, 2002;
Ramsay et al., 2006; Roberts et al., 2001; Roberts et Mullany, 2009).

Le contexte génétique d’un ICE et le cycle de vie d’un ICE sont présentés en figure 6 et

en figure 7, respectivement.
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Figure 6 : Contexte génétique d’un ICE (Bean et al., 2022).

a) Représentation schématique simplifiée des différentes régions d’un ICE, les sites attL (vert) et attR
(jaune) permettent l’intégration ou [’excision de I’ ICE du chromosome. Les géenes exprimant l’'intégrase
et les facteurs de régulation de !’excision et de l’intégration sont représentés en bleu. Les genes
exprimant le systeme de conjugaison sont représentés en rouge et les genes accessoires codant des genes
de résistance ou de régulation sont représentés en gris. b) Présentation du contexte génétique duTn916
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Figure 7 : Cycle de vie d’un élément intégratif conjugatif (ICE) (BioRender.com).

La cellule donneuse et son chromosome sont représentés en bleu. La cellule receveuse et son
chromosome sont en rouge. La forme intégrée de I’ ICE est représentée par un rectangle vert alors que la forme
excisée est représentée par des cercles verts. La boule rouge représente la relaxase.
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Les ICEs s’intégrent et s’excisent du génome bactérien grace a une intégrase qui assure
la recombinaison spécifique (Grindley et al., 2006). En temps normal, les ICEs sont présents
sur le chromosome de la bactérie héte et les génes de conjugaison ne sont pas exprimés
(Wozniak et Waldor, 2010). Ces genes sont activés soit en réponse a des conditions cellulaires
(phase de croissance) ou a des stimuli extra-cellulaires (tétracycline), soit de maniere
stochastique (Delavat et al., 2017). Parmi ces genes, le géne int code une intégrase qui catalyse
I’excision de I'ICE permettant la formation d’un intermédiaire circulaire qui posséde les
caractéristiques d’un plasmide conjugatif (Johnson et Grossman, 2015). De plus, le géne xis
code le facteur excisionase dont la fonction est de réguler I'activité de I’intégrase vers 1’excision,
en favorisant un appariement entre les sites attL et attR et en inhibant I’appariement entre les

sites attB et attl (figure 8) (Fogg et al., 2014 ; Groth and Calos, 2004 ; Lee et al., 2007)

Excised ICE
-
\
f\
attB
“ artlL ', l attR }
Integrated ICE

Figure 8: Représentation schématique lors de Iintégration au site spécifique d’un ICE.
(BioRender.com).

Lors de 'intégration dans le chromosome héte (trait bleu) au site spécifique attB (rouge), l’intégrase
de I'ICE catalyse une recombinaison site spécifique entre les régions identiques du site attl de I’ICE
(trait noir) et du site attB (rouge). Cela permet la co-intégration de I’ICE dans le chromosome de [ ’hote
et la formation des sites attL (vert) et attR (jaune).

Le transfert de I'ICE vers la cellule receveuse est dépendant de nombreux génes dont une
relaxase, qui est une endonucléase de la superfamille HUH (Burrus et al., 2002b; Chandler et
al., 2013). De plus, le T4SS de conjugaison codée par les ICEs est homologue a celui codé par
les plasmides conjugatifs (Alvarez-Martinez et Christie, 2009 ; Kado, 2014). La relaxase se lie
a ’oriT de I’intermédiaire circulaire pour former le relaxosome. Cela permet le transfert de
I’ICE d’une bactérie donneuse a une bactérie receveuse. Dés lors que I’intermédiaire circulaire

est transféré dans la cellule receveuse, la relaxase catalyse la ligature des extrémites 5' et 3' de

13
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I'ADN simple brin transféré permettant ainsi la formation d’'un ADN simple brin fermé
(Johnson et Grossman, 2015). Cet ADN est converti en ADN double brin par la synthése du
second brin. Ensuite, I’intégrase de I’ICE catalyse l'intégration de I'¢lément dans Ie
chromosome de la receveuse. Chez le donneur, une fois I’ADN double brin de I’ICE reformé,
il s’intégre a nouveau dans le chromosome de la cellule donneuse (Wozniak et Waldor, 2010).
Bien que de nombreux ICEs ciblent un seul site attB dans le chromosome similaire au site attP
de I’'ICE, souvent localisé dans un géne d’ARNt, quelques-uns n'ont pas de spécificité de site
comme le Tn916 (Johnson et Grossman, 2015 ; Roberts et Mullany, 2009).
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1. Définition

Les éléments transposables (ET) sont des séquences d'’ADN capables de se déplacer d'un
endroit a un autre, d’un site donneur vers un site cible du méme génome ou sur un autre réplicon.
Contrairement a la recombinaison homologue, la transposition ne requiert pas d'identité de

séquence entre I'élement mobile et I'ADN, elle utilise une enzyme particuliere comme la

transposase (Fauconnier, 2023).
1.1 Classification et modes de transposition des ET

Les ET ont été classé en deux grandes classes en fonction de la nature de I’acide nucléique
intermédiaire de la transposition (Finnegan 1989). C’est cette méthode de classification qui est
la plus couramment utilisée. Cette classification sépare d’une part, les ET de classe 1 qui
transposent via un intermédiaire 8 ARN et d’autre part les ET de classe 2 qui transposent via

un intermédiaire a ADN (Finnegan 1989) (Figure 9).

Ces deux classes ont été identifiées aussi bien chez des organismes eucaryotes que
procaryotes (intron de groupe II pour la classe 1 et séquence d’insertion pour la classe 2)
(Daboussi and Capy 2003 ; Feschotte and Pritham 2007b; Hua-Van, et al, 2005 ; Lambowitz et
Zimmerly 2010b; Leclercq, et al., 2011; Siguier, et al. 2006a). A I’intérieur des classes 1 et 2,
des regroupements ont été crées en fonction des domaines protéiques présents ou absents dans
les ET et de leur similarité de séquence (Wicker, et al,. 2007). Cette classification en deux
groupes a ¢té affinée afin d’intégrer les ET non autonomes (ex : Miniature Inverted
Transposable Element ou MITE et Short interspread nuclear element ou SINE) capables de

transposer en utilisant la machinerie d’une autre copie fonctionnelle.

Eléments transposables
Classe 1 Classe 2
Intermédiaire de transposition: ARN Intermédiaire de transposition: ADN
Mode de transposition: « copier-coller » Mode de transposition: « couper-coller »
/\ ou « copier-coller »
ET autonomes ET non-autonomes
SINE
-
ET autonomes ET non-autonomes
Transposons 4 ADN MITE
Rétrotransposons Reétrotransposons
aLTR sans LTR*
 Domaines protéiques . [ Domaines protéiques [l Transposase b4

Figure 9 : Représentation simplifiée de la classification de ET.
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Pour chacun des types d’ET autonomes ou non, une représentation schématique de la structure a été réalisée. Les
rectangles bleus représentent la séquence non codante de I'ET et les rectangles rouges la zone codant les domaines
protéiques ou la transposase. Les triangles verts représentent les longues répétitions terminales (LTR) des
rétrotransposons a LTR. Les triangles jaunes des éléments de classe 2 représentent les répétitions terminales
inversées (TIR). Les rectangles noirs représentent la queue poly(A) des rétrotransposons sans LTR. * Dans cette
classification les introns de groupe Il procaryotes peuvent étre considérés comme des rétrotransposons sans LTR
présente dans le génome (Wicker, et al. 2007). La différence majeure entre les ET de classes 1 et 2, en plus de la
nature de l'intermédiaire de transposition, est le mécanisme de transposition (Figure 9). En effet, les ET de classe
1 transposent selon un mode réplicatif en « copier-coller » alors que ceux de classe 2 transposent selon un mode
conservatif en « couper-coller » (Finnegan 1989) ou réplicatif en « copier-coller » (Curcio and Derbyshire 2003)
en fonction des familles.

1.1.1. Les ET de classe 1

Les ET de classe 1 ou rétrotransposons possedent différentes caractéristiques qui leur sont
propres comme par exemple la transposition en « copier-coller » via un intermédiaire a ARN.
Chaque cycle de transposition permet de générer une nouvelle copie. Du fait du passage par un
intermédiaire @ ARN, I’ensemble des ET de classe 1 partage une enzyme commune : la
transcriptase inverse (RTase). Cette enzyme peut synthétiser un brin d’ADN a partir d’une
matrice d’ARN (Eickbush et Jamburuthugoda 2008 ; Wicker, et al. 2007). Les ET de classe 1
sont subdivisés en différents groupes, basés sur leurs caractéristiques intrinseques (Eickbush et
Eickbush 2005; Wicker, et al. 2007). Ainsi on peut distinguer les éléments possedants ou non
des LTR (Eickbush et Eickbush 2005) (Figure 9).

Dans la premiere étape du mode de transposition des ET de classe 1 nécessite un domaine
protéique essentiel : la RTase qui permet de passer de la molécule d'/ARN a celle d'ADN la suite
de la rétrotransposition dépend de la famille considérée et de la structure de I’ET. Par exemple,
les rétrotransposons a LTR catalysent leur insertion dans le génome avec une intégrase a
domaine DDE (Eickbush et Malik 2002), les rétrotransposons de type DIRS pourraient utiliser
une transposase a tyrosine (Curcio et Derbyshire 2003) et les rétrotransposons sans LTR
utilisent les cassures déja présentes dans I’ADN ou en génerent de nouvelles via leur domaine

endonucléase pour s’insérer (Feng, et al. 1996 ; Luan, et al. 1993).
1.1.2. Les ET de classe 2

L’une des caractéristiques majeures des ET de classe 2 ou transposons a ADN est la
transposition généralement en « couper-coller » via un intermédiaire a ADN le plus souvent
double brin (Feschotte and Pritham 2007). Les ET de classe 2 bactériens les plus simples et les
plus abondants, sont les séquences d’insertion (IS). Ils sont généralement composés d’un gene
unique codant la protéine permettant leur déplacement, et peuvent étre délimités par des
répétitions terminales inversées (TIR) de taille variable (Chandler et Mahillon 2002 ; Feschotte

and Pritham 2007b) (Figure 10). Les TIR sont les sites de reconnaissance et de liaison de la
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transposase. Pour certaines familles d'ET de classe 2, I’insertion d’une copie entraine comme

pour les ET de classe 1 la création de TSD (Figure 10).

Transposase
TSD , . TSD
TIR gauche TIR droit
< >
ETdeclasse2:0.8-2.5kb

Figure 10 : Structure type d’un ET de classe 2.
L’ET de classe 2 est composé du géne codant la transposase (rouge) qui est entouré par des zones non
codantes (en bleu) et les TIR en jaune pdle. L’ET de classe 2 est lui-méme entouré de TSD en noir. La

zone verte représente I’ADN du génome hote.

La majorité des ET de classe 2 possede au moins un cadre ouvert de lecture (ORF) qui
code une transposase ou une recombinase (Curcio and Derbyshire 2003 ; Wicker, et al. 2007)

permettant des modes de transposition différents.

Phase d'excision Phase d'insertion

. o e e

4 -

|

Ml

Figure 11 : Mécanisme de transposition en « couper-coller ».

Les zones vertes représentent les régions génomiques et la zone bleue représente le transposon & ADN.
Les ovales rouges représentent la transposase et les fleches jaunes représentent les sites de cassure de
I’ADN catalysé par la transposase. Le mécanisme est décomposé en deux temps, d’abord la phase
d’excision du locus donneur et la phase d’insertion au locus receveur.
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1.2 types de transposons

1.2.1 Les séquences d’insertions (IS)

Les séquences d’insertion se déterminent comme les éléments transposables les plus
simples avec une taille comprise entre 0,7 et 2,5 kb. Jusqu’a récemment, on définissait les
séquences d’insertion comme des segments d’ADN contenant uniquement les informations
génétiques nécessaires et suffisantes a leur transposition (Berg et al., 1989 ; Craig et al., 2002).
Le géne tnpA code une transposase (TnpA) qui est une enzyme catalytique. La fonction de
TnpA est de reconnaitre des séquences répétées inversées (IRL, left et IRR, right) et de catalyser
la réaction de transposition de I’élément (figure 12). Les séquences IR situées aux extrémités
sont indispensables a la mobilité des IS. La taille de ces séquences IR varie d’environ 20-40 pb

(Huisman et al., 1989; Johnson et Reznikoff, 1983; Makris et al., 1988; Mugnier et al., 2009).

TnpA

S =

IRL IRR

Figure 12 : Schéma d’une séquence d’insertion. (BioRender.com).

Chez la majorité des IS, le géne tnpA (fleche verte indiquant le sens de transcription) est flanqué de
régions appelées répétitions inversées terminales (IR -L (left) / IR -R (right), triangle violet). Le géne
tnpA permet de coder pour une transposase (TnpA). TnpA va reconnaitre les extrémités IRL et IRR et
les cliver pour permettre la mobilité de |’élément.

1.2.2. Les transposons (Tn)

Les Tn sont plus grands que les IS et contiennent un ou des génes supplémentaires dont
les fonctions ne sont pas impliquées dans le processus de transposition. Ces genes sont
considérés comme facultatifs et ils sont aussi appelés fonctions « auxiliaires » ou génes «
passagers ». Les Tn sont soit non composites, soit composites (figure 13) (Malachowa et
DelLeo, 2010). De plus, certains transposons contiennent des promoteurs qui peuvent entrainer
la transcription de génes en aval, cela peut géneérer I'activation et I'expression de divers

phénotypes auparavant silencieux (Szuplewska et Bartosik, 2009). Les Tn ont largement
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participé a la propagation des multirésistances bactériennes aux antibiotiques par le fait qu’ils

ont la possibilité d’étre portés par des éléments transférables (Iyer et al., 2013).

Y T J

IRR

b)z trpA 4— - —} tnpA ‘

IRR IRL IRR

Figure 13 : Transposons non-composite et composite (BioRender.com).

Les fleches représentent ’orientation des génes, en vert le géne tnpA, en jaune les genes de résistance aux
antibiotiques, en marron les génes de résistance aux métaux lourds et en gris les génes de fonction inconnues. Les
extrémités de I'IS sont représentées par des triangles violets indiquant les répétitions inversees terminales (IR -L
(left) / IR -R (right).

a) Représentation schématique d’un transposon non-composite ou plusieurs génes auxiliaires/facultatifs sont
representés entre I’IRL et I’IRR faisant partie intégrante de [’IS.

b) Représentation schématique d’un transposon composite ou deux copies d’IS encadrent des génes de résistance
aux antibiotiques.

1.2.3. Les transposons non-composites

Les transposons non composites, appelés aussi transposons unitaires, sont bordés de
séquences répétées inversées terminales, comme les 1S. Néanmoins, ils possedent leur propre
géne de transposase, permettant leur transposition en intra-cellulaire. Ces transposons
hébergent un géne tnpA qui code la transposase et un géne tnpR qui code la résolvase. Ces
transposons ont des tailles variables entre 4 kb et 20 kb et ils portent généralement un ou
plusieurs génes facultatifs, comme des génes de résistance aux antibiotiques ou aux métaux

lourds.

Le Tn5563a appartient a la famille du transposon Tn3 qui est le prototype de ce groupe
de Tns unitaires. En effet, les transposons de la famille Tn3 sont principalement impliqués dans
le transfert des génes de résistance, induisant une résistance aux B-lactamines (Partridge, 2011,
Partridge and Hall, 2005). Nous pouvons citer I’exemple de Tn1331 qui confére une résistance
aux carbapenémes chez Klebsiella pneumoniae (Rinkel et al., 1994). Différents transposons
non-composites portent des genes de résistance aux antibiotiques (Partridge et al., 2018).

1.2.4. Les transposons composites

Les Tns composites contiennent un gene ou un groupe de génes flanqués de deux IS
identiques, appelées 1S-L (left) et IS-R (right) (Schaefer et Kahn, 1998). Ainsi, les deux IS sont

suffisamment proches I’une de 1’autre pour pouvoir interagir de concert dans la mobilisation du
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segment d’ADN qu’elles encadrent.

La transposition d’un Tn composite est catalysée par la transposase codée par I'une ou

les deux IS.

Ces IS peuvent étre en orientation directe, ¢’est-a-dire dans la méme orientation, ou
inverse. En effet, seule I'une des deux IS du transposon composite code pour une transposase
fonctionnelle, ’autre IS code soit une transposase mutée ayant perdu sa fonction, soit

éventuellement un régulateur de la transposition.

Le segment d’ ADN encadré par les IS n’intervient pas dans le mécanisme de transposition
et peut coder pour n’importe quelle fonction, cela est le cas des génes de résistance aux
antibiotiques ou des genes de dégradation des xénobiotiques (Bennett, 2008; Nojiri et al., 2004;
Schaefer et Kahn, 1998). Un méme couple d’IS peut border des segments d’ADN d’origine
différente formant alors différents transposons composites. L’existence de tels Tn composites
indique que de nouveaux Tn continuent perpétuellement de se produire dans les cellules hotes
ayant des IS dans leur génome. Différents Tn sont porteurs de génes de résistance aux
antibiotiques (Partridge et al., 2018). Par exemple, Tn5 est encadré par deux copies d’IS50,
entourant trois génes codant la résistance a la kanamycine, la bléomycine et la streptomycine,

respectivement (Genilloud et al., 1988; Goryshin et al., 1998; Sasakawa et al., 1982).
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En 1989, les chercheurs australiens Hatch Stokes et Ruth Hall ont décrit des
éléments génétiques permettant la capture et I'expression de génes sous forme de
cassettes qu’ils ont appelés « intégrons » (Stokes et Hall, 1989). Les intégrons ont

historiquement été divisés en deux grandes familles :

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

résistance aux antibiotiques.

- Les intégrons sédentaires chromosomiques (ISC) autrefois appelés super-
intégrons (Sl), sont retrouvés uniqguement sur le chromosome bactérien. Ils peuvent
porter plus de 200 cassettes dont la plupart codent des protéines de fonction inconnue.
Les ISCs semblent constituer un réservoir de genes permettant aux bactéries de

s’adapter aux stress environnementaux (Mazel, 2006).
1. La plateforme fonctionnelle d’un intégron

Les intégrons se composent a minima de trois éléments clés situés dans une
région communément appelée segment conservé 5’ (5°CS) : un géne intl qui code pour
une intégrase, un site spécifique de recombinaison attl et un promoteur de cassettes
Pc permettant I'expression des cassettes de géne contenues dans la région variable
(Figure 14). Une cassette de géne est composée d’'un cadre ouvert de lecture et d’'un
site de recombinaison attC (Tlili, 2021).

Région 5'CS Région variable

A A

4 b 4 A

attCl attC2 attC3

= - V—'
P, Cassette 1 ) Cassette 2 Cassette 3 >AX

Pintl

Figure 14 : Structure d’un intégron (Fauconnier, 2023).

Un intégre est constitué de deux parties : la région 5’ conservée (5°CS) et la région variable.
La région 5°CS est composée de trois éléments : le géne intl, un site spécifique de
recombinaison att/ et un promoteur de cassettes, Pc. La région variable contient 'ensemble
des cassettes de géene. Une cassette de geéne se définit par un cadre ouvert de lecture (orf) et
d’un site de recombinaison spécifique attC. L’expression des cassettes de gene se fait a partir
du promoteur Pc. Le niveau d’expression d’une cassette de géne dépend de sa position par
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rapport au promoteur Pc : plus la cassette est proche du Pc, plus son niveau d’expression est
élevé (fleche en dessous des cassettes).

1.1. L’intégrase

L’intégrase Intl est I'éléement clé de [lintégron. Elle catalyse [insertion
(recombinaison entre site attl et site attC) ou I'excision de cassettes de géne
(recombinaison entre deux sites attC) (figure 15). Les intégrases d’intégrons sont
capables de recombiner une molécule double brin (attl) avec une deuxieme molécule
simple brin (attC) en reconnaissant une structure secondaire trés spécifique (Bouvier
et al.,, 2005). La séquence en acides aminés de lintégrase a permis de définir
différentes classes d’intégrons. Aujourd’hui, on compte 6 classes d’intégrons de
résistances (Jove, 2021). Les intégrases d’intégrons de résistance présentent une tres
forte similitude de séquence protéique environ 40-60% (Collis et al., 2002b; Hall et al.,
1999).

Pc

attll attCd =]
Xﬁxxx‘: Cassette 1 . Cassette 2 Cassette 3 KX

Pintl

Excision

Pc

attCl attl2
nﬁﬁm e cosener JEXX
.

Pintl

Insertion I cassette

Pc

[=13m § attC? atrC3
) & . .‘: Cassette 1 Cassette 2 Cassette 3 m

Pintl

Figure 15 : Schéma représentant les activités de recombinaison de l'intégrase Intl .

Sont représentées les réactions d’excision : recombinaison entre deux sites attC conduisant a
I'excision de la cassette de gene verte sous forme circulaire ; et la réaction d’intégration
recombinaison entre le site attl et un site attC, conduisant a l'intégration de la cassette de géne
verte en ler position.

1.2. Le site de recombinaison spécifique attl

Le site attl est une séquence spécifique reconnue par I'intégrase Intl, il sert de
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point d’'intégration pour les nouvelles cassettes au sein de l'intégron. Il est composé
au minimum de 63 paires de bases (pb) et sa séquence varie fortement d’'une classe
d’intégron a une autre (Hall et Collis, 1998). Les sites attl comportent deux sites de
liaison a l'intégrase : une boite R comportant un motif conservé de 7pb, GTTRRRY (R
: purine, G : pyrimidine), et une boite L avec une séquence variable ; les boites R et L
constituent un site appelé « site simple » ou « site cceur » (Figure 16) (Collis et Hall,
2004). La recombinaison des cassettes s’opére au niveau du triplet hautement
conservé 5’-GTT-3’ se trouvant au sein de la boite R, le clivage survient entre le C et
le premier A du brin complémentaire (brin bas) (Figure 16) (Hall et al., 1991 ; Martinez
et De la Cruz, 1990). Le site attll comporte aussi deux séquences répétées directes
imparfaites de liaison a l'intégrase, DR1 (site de fixation fort) et DR2 (site de fixation
faible), localisées en amont du site coeur (Figure 16). Ces séquences sont non
essentielles a l'activité de l'intégrase d’intégron de classe 1 (Intl1) mais elles
augmentent son efficacité de recombinaison en la piégeant a proximité du site coeur
(Gravel et al., 1998 ; Partridge et al., 2000). Il existe pour chaque gene d’intégrase
d’'intégron un site attl associé avec lequel elle recombine préférentiellement, mais elle
est aussi capable de recombiner avec les autres sites attl mais avec une efficacité
moindre ; par exemple Intl1l peut intégrer des cassettes au sein des sites attl2 ou attl3
(Collis et al., 2002b).

L R

R1

| DR2 D ) ¢ |
s § TTTGAiGTTATGGAGCAGCAACGAiGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGTGGATCC 3
bs 3 AAACTACAATACCTCGTCGTTGCTACAATGCGTCGTCCCGTCAGCGGGATTTTGTTTCKATCACCTAGG 5

Crossover point
oo o e o e e |

Core site

Figure 16 : Structure du site de recombinaison spécifique attl1l. (Escudero et al, 2016).

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

1.3. Le promoteur des cassettes Pc

La grande majorité des cassettes de géne ne posséde pas de promoteur propre,
leur expression se fait a partir du promoteur de cassettes Pc, localisé dans la 5’CS soit
au sein de la séquence codante de l'intégrase pour les intégrons de classe 1 et 3

(Figure 14), soit au sein du site attl pour les intégrons de classe 2 (Collis et Hall, 1995

25



LES INTEGRONS

; Jové et al., 2017). Il existe néanmoins des cassettes de gene possédant leur propre
promoteur telles que cmlAl, ere(A), oxalO et gnrVC1 (Bissonnette et al., 1991 ; Biskri
et Mazel, 2003 ; Naas et al.,, 2001 ; Da Fonseca et Vicente, 2012). Le niveau
d’expression d’une cassette de gene dépend de sa position par rapport au promoteur
Pc : plus la cassette est proche du promoteur plus son niveau d’expression est élevé
et inversement (Figure 14) (Collis et al., 2002a ; Collis et Hall, 1995).

La région promotrice permettant I'expression des cassettes chez les intégrons de
résistance de classe 1 (IR 1) est la plus étudiée. Chez ces intégrons, le promoteur Pc
se trouve dans la séquence codante du gene intll, plus de 200 paires de base en

amont de la premiere cassette.

Chez les intégrons de résistance de classe 2 (IR 2), deux promoteurs Pc (Pc2A
et Pc2B) ont été identifiés. Ils se trouvent dans le site attl2 et semblent contribuer de
maniere similaire a I'expression des cassettes de géne (Jové et al., 2017). Chez les
intégrons de résistances de classe 3 (IR 3), le promoteur Pc est localisé dans la

séquence codante du géne intl3 (Collis et al., 2002a; Simo Tchuinte et al., 2016).
2. La partie variable d’un intégron : le réseau de cassettes

2.1. Structure et fonctions des cassettes de géne

Les cassettes de géne sont composées d’un cadre ouvert de lecture (orf) et d’un
site de recombinaison spécifique attC reconnu par l'intégrase (Recchia et Hall, 1995).
Les cassettes de géne constituent la partie variable et mobile de I'intégron (Figure 14).
De tailles relativement petites, entre 500 a 1000pb, les cassettes peuvent se trouver
soit sous forme circulaire libres et non-replicatives, soit sous forme linéaire double brin
intégrées au sein d’un intégron (Escudero et al., 2015). L’ensemble des cassettes de
gene contenues dans un intégron constitue ce que I'on appelle le réseau de cassettes.
Chez les IR1 le réseau le plus long décrit a ce jour comporte 10 cassettes (GenBank :
KC170993). Inversement, des intégrons de résistance ne portant aucune cassette ont
été décrits et sont fréequemment retrouvé (Bissonnette and Roy, 1992 ; Stalder et al.,
2014). Les génes contenus dans les cassettes des intégrons de résistance codent
généralement des genes de résistance aux antibiotiques. 174 cassettes de résistance
ont été identifiées conférant la résistance a toutes les familles d’antibiotiques
(http://integrall.bio.ua.pt/) (Moura et al., 2009 ; Partridge et al., 2009).
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2.2. Le site attC

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

3. Mouvement des génes casettes : recombinaison catalysée par
Intl

3.1. Insertion d’une cassette

L’intégrase catalyse la recombinaison entre les sites attl et attC aboutissant a
l'insertion d’'une cassette de géne au sein de l'intégron. La cassette nouvellement
acquise est introduite au plus pres du promoteur Pc pour étre exprimée efficacement,
les cassettes initialement présentes au sein de l'intégron se retrouvent alors a une
distance plus importante de Pc diminuant ainsi leur niveau d’expression. Cette réaction
fait de l'intégrase d’intégron une Y-recombinases unique du fait de sa capacité a
recombiner deux sites d’architecture différente : le site attl (double brin) et le site attC

(structure secondaire en tige-boucle et simple brin).
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La recombinaison est initiée par le clivage des brins d’ADN par le biais de la
tyrosine catalytique sur chacun des duplex au niveau des points de recombinaison
entre le C et AA, la deuxiéme étape consiste a transférer un premier brin formant ainsi
une jonction de Holliday atypique (Figure 17). En effet dans la boite L du site attC, une
base extra-héliocoidale « T » semble éloigner la tyrosine catalytique d’un des
monomeres de I'intégrase évitant I'attaque nucléophile au sein de cette boite L du site
attC (MacDonald et al., 2006). Il a été démontré que la résolution de cette jonction de
Holliday atypique fait intervenir une étape de réplication de 'ADN, c’est un processus
semi-conservatif qui aboutit a la formation de deux produits : le substrat initial et une

molécule ayant inséré la cassette (Loot et al., 2012).

Site attl (double brin)

clivage \ Echange de brin

Formation de jonction de
Holliday atypique (JHa)

,

Y Site attC
e /" (simple brin)

O Produits

Substrat de départ <

Cassette

Réplication JHa l
(début)

Réplication JHa
(progression)

Cassette insérée

Figure 17 : Mécanisme moléculaire de l'insertion d’une cassette de géne (recombinaison attl
x attC).

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

La réaction de recombinaison est catalysée par un tétramére de protéine Intl
(chaque monomere est représenté au niveau de son site de liaison avec les sites attl
et attC par des ovales gris, les deux monomeéres actifs sont en gris foncé). L'ADN est
clivé au niveau du point de recombinaison entre le C et AA des sites attl et attC. lly a

ensuite un échange de brin entre les deux structures et la formation d’'une jonction de
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Holliday atypique (JHa) (double brin/ simple brin). La résolution de la JHa fait intervenir
une étape de réplication de I'’ADN. Les origines de réplication sont représentées par
un cercle violet et les brins nouvellement synthétisés sont indiqués par des lignes
violettes en pointillés. Les produits de recombinaison sont représentés : le substrat de
départ et le substrat ayant inséré la nouvelle cassette. Suite a I'insertion de la nouvelle
cassette, il y a formation d’un site attl/attC chimérique : les 6 derniéres bases du site
attl correspondent aux 6 derniéres bases du site attC de la nouvelle cassette
(Escudero et al, 2015).

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

L’excision d’une cassette nécessite une réaction de recombinaison entre deux
sites attC, 'un en amont et l'autre en aval de la cassette. Ce processus semi-
conservatif résulte en la formation de trois produits : la réplication du brin bas libérera
une cassette sous forme de molécule simple brin circulaire, fermée de maniere
covalente ainsi que la molécule d’ADN recombinée et excisée, et la réplication du brin
haut donnera lieu au substrat initial (Figure 18). La cassette nouvellement excisée est
sous forme simple brin donc préte a étre recombinée par I'intégrase pour une nouvelle
intégration. Cette réaction doit se faire rapidement faute de quoi la cassette sera
perdue lors de la division cellulaire car elle est dépourvue d’origine de réplication
(Escudero et al., 2015).
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Figure 18 : Mécanisme moléculaire de [I'excision d’'une cassette de géne

(Recombinaison attC x attC). (Escudero et al, 2015).

L’excision d’une cassette de géne a partir d’'un intégron se fait par recombinaison entre deux sites attC
(brin bas en tige-boucle représenté en rose et vert pour les sites attC1 et attC2 respectivement). Les
brins hauts des sites attC sont aussi représentés en pointillés. Les cassettes 1 et 2 sont indiquées sur
le schéma. La réaction de recombinaison est catalysée par un tétramére de la protéine Intl (chaque
monomere est représenté au niveau de son site de liaison sur les sites attC par des ovales gris, les
deux monomeres actifs sont en en gris foncé). Dans un premier temps '’ADN est clivé. Il y a ensuite un
échange de brin entre les deux structures et la formation d‘une jonction de Holliday atypique (JHa)
(simple brin/ simple brin). Le modéle de résolution de la JHa impliquerait une étape de réplication
comme pour la recombinaison attlxattC. Les origines de réplication sont représentées par un cercle
violet et les brins nouvellement synthétisés sont indiqués par des lignes violettes en pointillés. Les
produits de recombinaison sont représentés : le substrat de départ, le substrat ayant excisé la cassette
et lacassette excisée sous forme simple brin.
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Figure 19 : Mécanisme moléculaire de recombinaison entre deux sites attl. (Escudero et al,
2015).

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

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

Les IR1 jouent un réle essentiel dans la dissémination de I'antibiorésistance, c’est
la classe d’intégron la plus décrite en clinique et du fait de leur prévalence, les plus
étudiés. La base de données « INTEGRALL » qui répertorie les intégrons et les annote,
compte plus de 6000 séquences d’'IR1 a ce jour (juin 2021 ; http://integrall.bio.ua.pt)
(Moura et al., 2009). lls sont essentiellement trouvés chez les bactéries a Gram négatif
(Leverstein-van Hall et al., 2003; Martinez-Freijo et al., 1998). Les IR1 sont souvent
associés au transposon Tn402 lui-méme souvent porté par une autre famille de
transposon Tn3 (Tn21, Tn1696) assurant ainsi leur dissémination (Mazel, 2006). En
aval du réseau de cassettes, les IR1 possedent une région appelée segment conservé
3’ (3'CS), elle est constituée d’un géne qacE conférant la résistance aux ammoniums
quaternaires suivi d’'un géne sull codant la résistance aux sulfamides. Le réseau de
cassettes des IR1 est tres dynamique, plus de 174 génes conférant la résistance aux
antibiotiques et environ 200 génes de fonction inconnue ont été décrits. Les cassettes
codant des genes de résistance pour les aminoglycosides (aad et aac) et pour le

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

Les IR 2 sont souvent décrits en clinique mais leur prévalence reste beaucoup
moins importante que celles des IR 1. lls sont quasi exclusivement associés au
transposon Tn7 et ses dérivés, leur assurant une mobilité importante (Hansson et al.,
2002). Le réseau de cassettes des IR2 est tres stable et se compose en général des
cassettes de geéne : dfrAl (résistance au triméthoprime), sat2 (résistance a la
streptothricine), aadA1l (résistance a la spectinomycine et a la streptomycine) et orfX

aussi appelée ybeA (protéine de fonction inconnue) (Hansson et al., 2002).
6.1.3. Les intégrons de résistance de classe 3 (IR 3)

Les IR3 sont trés peu décrits dans la littérature. Ils sont essentiellement retrouvés
dans des échantillons issus de I'environnement (Stalder et al., 2014). Comme les IR1,
ils sont souvent associés au transposon Tn402 (Collis et al., 2002a; Xu et al., 2007).

La premiere description d’'un IR3 remonte a 1995 au Japon chez une souche de
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Serratia marcescens, son réseau de cassette était composé de deux cassettes de
gene: blaIMP-1 et aac(6’)-lb conférant une résistance aux carbapénemes et aux

aminoglycosides respectivement (Arakawa et al., 1995).

Les réseaux de cassettes des IR3 sont essentiellement composés de génes
codant  une résistance  aux  beta-lactamines et aux  aminosides

(http://integrall.bio.ua.pt). Des études montrent que les IR3 sont particulierement

présents dans I'environnement (Jones-Dias et al., 2016; Moura et al., 2010; Stalder et
al., 2014; Valdezate et al., 2015; Xu et al., 2007). lls semblent jouer un réle dans la
dissémination des génes de résistance aux antibiotiques d’intérét clinique, notamment

des génes d’oxcillinase, dans I'environnement (Simo Tchuinte et al., 2016).

6.1.4. Les intégrons de résistance de classe 4 (IR 4),5 (IR 5) et 6
(IR6)

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

méme, le premier IR5 a été décrit chez une souche de Vibrio salmonicida, il était
associé au plasmide pRSV1 et contenait une cassette de géne de type dfr (résistance
au triméthoprime) (numéro d’accés Genebank : AJ277063.1). Deux autres IR5 sont
répertoriés dans la base de données Integrall, un chez Enterobacter hormaechei et un
chez V. mimicus. Au laboratoire, Thomas Jové (créateur de la base de données
Integrall) a identifié dans le génome d’une souche clinique d’E. coli isolée au Pérou
(Tamariz et al., 2018) une nouvelle classe d’intégron fonctionnelle et qu’il a baptisé
classe 6. Cet intégron contient 9 cassettes de gene dont 3 codant des résistances aux
antibiotiques et 6 de fonction inconnue (Jove, 2021).Depuis, il a identifié 14 IR6

potentiels dans la GenBank.
7. Epidémiologie des intégrons de résistance

Les IRs constituent aujourd’hui un acteur majeur de la dissémination de la
résistance aux antibiotiques (Leverstein-van Hall et al., 2003). lIs sont particulierement
retrouvés chez les bactéries a Gram négatifs (BGN), et sont un bon marqueur prédictif

de résistance aux antibiotiques chez des patients atteints de septicémie a germes
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Gram négatifs (Barraud et al., 2014). Les IR1, les plus prévalents, sont identifiés dans
22% a 59% des isolats cliniques de BGN (Deng et al., 2015). Les IR1 sont aussi la
premiere classe impliquée dans la dissémination de genes de résistance chez les
Enterobacteriaceae. lls ont été décrits dans tous les genres de cette famille, on les
retrouve essentiellement chez des bactéries entériques incluant tous les pathogenes
comme Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Shigella et Yersinia (Kaushik et al., 2018).
Les IR2 sont communément décrits chez des souches de Shigella (Gassama Sow et
al., 2010; Kaushik et al., 2018) ou encore des souches appartenant au genre Proteae
(Barlow and Gobius, 2006; Mendes Moreira et al., 2019; Wei et al., 2014). Les IR3 ont
rarement été identifiés chez des souches d’origine clinique : Serratia, Klebsiella, E.
coli, et on les retrouve essentiellement chez des souches environnementales : Delftia
et Enterobacter (Kaushik et al., 2018; Simo Tchuinte et al., 2016). De plus, les BGNs
non fermentaires comme Acinetobacter baumannii (Pagano et al.,, 2016) et
Pseudomonas aeruginosa (Botelho et al., 2019) sont des hétes fréquents d’intégrons.
Les IRs ont été rapportés aussi dans d’autres BGNs comme Stenotrophomonas
(Barbolla et al., 2004), Vibrio (Rajpara et al., 2009), Campylobacter (Lee et al., 2002)

et Aeromonas (Barraud et al., 2020).

Les IRs sont tres peu décrits chez les bactéries a Gram positif (BGP). lls ont été
identifiés pour la premiére fois dans une souche de Mycobacterium fortuitum (Martin
et al.,, 1990), et ont ensuite été essentiellement retrouvés chez des BGP avec un
pourcentage en GC élevé : Corynebacterium (Barraud et al., 2011; Nesvera et al.,
1998), Arthrobacter (Agersg and Sandvang, 2005), Arcanobacterium (Liu et al., 2009)
et Actinotignum (Barraud et al., 2016).

7.1. Chez ’homme

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

34



LES INTEGRONS

des la premiere semaine (Barraud et al., 2018 ; Ravi et al., 2015).
7.2. Chez 'animal

Les différentes classes d’intégrons, essentiellement IR1 et IR2 ont été rapportées
chez des bactéries pathogenes ou commensales animales (Cocchi et al., 2007;
Kaushik et al., 2018). De plus, une étude a montré une corrélation positive entre la
prévalence d’IR1 chez les animaux et I'activité humaine (Skurnik et al., 2006). Les IR1
et IR2 sont retrouveés particulierement chez des animaux d’élevage (bovins, porcins,
ovins, volailles, poissons), mais aussi chez des animaux de compagnies comme les
chiens et les chats (Cocchi et al., 2007; Goldstein et al., 2001; Zhang et al., 2009). lIs
ont aussi été décrits chez des animaux sauvages tels que des chauves-souris et des
manchots (Lundbé&ck et al., 2021; McDougall et al., 2019).

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

les animaux et d’intensifier la surveillance des viandes mises sur le marché.
7.3. Dans I’environnement

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

La prévalence des IRs dans les milieux aquatiques naturels est estimée entre 1

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

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

Tout comme chez I'animal, la prévalence des intégrons dans I'environnement a
été corrélée avec l'activité humaine (Stalder et al.,, 2012). Les IRs sont ainsi peu
retrouvés dans des zones n’ayant pas eu de contact avec 'lhomme (Gaze et al., 2005
; Gillings et al., 2008 ; Wright et al., 2008). Dans ce contexte, il a été proposé d’utiliser
le gene intll comme indicateur de pollution anthropique car ce géne est (i) relié a des
genes conférant la résistance aux antibiotiques et aux désinfectants, (ii) retrouvé dans
une large variété de bactéries pathogénes et non pathogénes, (iii) son abondance peut
changer rapidement en réponse aux pressions environnementales et (iv) sa séquence
nucléotidigue unique chez les différents hotes permet de le détecter facilement
(Gillings et al., 2015).
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1. Dissémination des transposons isolé a I’origine des bactéries

a Gram positif
1.1. Tn916 chez Enterococcus faecalis

1.1.1. Définition

Les Enterococcus spp sont des bactéries commensales qui habitent
normalement dans les tractus gastro-intestinaux et peuvent parfois étre associées a
des infections des voies urinaires (Rice., 2006, Amyes., 2007). Au cours des dernieres
décennies, les entérocoques, notamment Enterococcus faecium et Enterococcus
faecalis, ont été de plus en plus identifiés comme des agents responsables d'infections
nosocomiales chez I'homme, avec une augmentation parallélement de la résistance

aux antimicrobiens (Mundy et al., 2000).

La présence de genes de résistance aux antimicrobiens chez les especes
d'Enterococcus, en particulier ceux situés sur des éléments mobiles, est considérée
comme une menace pour la santé humaine et animale. Les entérocoques porteurs de
genes de résistance aux antimicrobiens chez les volailles peuvent transférer ces
genes a d'autres bactéries potentiellement pathogénes dans l'intestin des poulets. De
plus, lorsqu'ils sont transférés a des bactéries zoonotiques, ils peuvent représenter un
danger pour la santé humaine. Ces entérocoques peuvent également étre transmis
directement ou indirectement a 'homme, ou ils pourraient causer des maladies ou
disséminer leurs génes de résistance aux antimicrobiens au sein de la communauté

bactérienne intestinale (Cauwerts et al., 2007).
1.1.2. Le transposon Tn-916

Tn916 est un transposon conjugatif de 18 Kb qui a été initialement découvert
dans le chromosome de Enterococcus faecalis DS16 une bactérie multi-résistante a
I'hémolyse (Franke et Clewell.,, 1981, Flannagan et al,. 1994). La plupart des
transposons conjugatifs connus de la famille Th916 conféerent une résistance a la
tétracycline grace au géne tet(M), soit de maniére isolée, soit associé a d'autres génes
de résistance, comme c'est le cas pour Tn1545 (Courvalin et carlier., 1986). Il est
considéré comme le paradigme d'une grande famille d'éléments conjugatifs, présents
dans un grand nombre de bactéries (Clewell et al., 1995). Les éléments génétiques

mobiles (EGM) tels que Tn916/Tn1545 sont capables de transfert intracellulaire entre
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des sites a lintérieur d'une méme cellule, ou intercellulaire en utilisant leur propre
appareil de conjugaison encodé. Il existe différentes familles de transposons
conjugatifs, certains étant spécifiques a une espéce ou un genre particulier de
bactéries (Robert et Mullany., 2011).

Le transposon conjugatif Tn 916 a été transféré a plusieurs bactéries Gram positif
telles que de Streptococcus faecalis a Staphylococcus aureus et de Streptococcus
faecalis & Bacillus anthracis et de Bacillus anthracis a une autre souche de Bacillus
anthracis et Bacillus subtilis (lvins et al., 1988) et a des Gram négatif telles que
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens et Citrobactére freundi (Poyart et al.,
1995).

1.2. Tn 1207.3 chez Streptococcus pyogenes

Les streptocoques sont un groupe de bactéries a Gram positif faisant partie de la
famille des Streptococcaceae, ils sont responsables de nombreuses maladies (Lu et
al., 2019). Streptococcus pyogenes est la principale cause bactérienne de la
pharyngite, de I'impétigo et d'autres maladies invasives. Cependant, 'émergence et la
propagation de la résistance aux macrolides chez cet agent pathogéne posent un défi
important dans la gestion des infections streptococciques (Santagati et al., 2003). La
résistance aux macrolides chez Streptococcus pyogenes et Streptococcus
pneumoniae est généralement associee a la présence de génes d'efflux de macrolides
(mef). Ces genes sont portés par trois éléments génétiques chromosomiques tres
conserves, ce qui permet leur transmission et leur propagation au sein de ces bactéries

pathogénes (Pozzi et al., 2004).

L'élément génétique Tn1207.3 est un transposon conjugatif de 52 Kb qui contient
58 ORFs et a été découvert chez Streptococcus pyogenes. Ce transposon porte les
genes de résistance aux macrolides, mefA et matA, et peut étre transférée de S.
pyogenes a S. pneumoniae par conjugaison, et de S. pneumoniae transconjugant MF2
a S. pyogenes et S. gordonii (Santagati et al., 2003).

1.3. Tn 5397chez Clostridium difficile

Clostridium difficile est un microorganisme anaérobie Gram-positif, formant des
spores et produisant des toxines (Lawson et al., 2016). Il est considéré comme la
principale cause de maladies liées aux antibiotiques, allant de la diarrhée

spontanément résolutive a la colite pseudomembraneuse sévére (Gerding., 1997,
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Huang et al., 2009, Rupnik et al., 2009).

1.3.1. Le transposon Tn5397

Le transposon Tn5397, code pour la résistance a la tétracycline (Tc), est un
élément conjugatif d'une taille de 21 Kb (Robert et al., 2001, Mullany et al., 1990). Il a
été initialement identifié dans Clostridium difficile (Wang et al., 2000). Tn 5397 a été
produit par un événement de recombinaison entre différents éléments génétiques
mobiles. Dans ce processus, il y a eu un échange de modules de recombinaison, ce
qui a permis a Tn5397 de conserver un systeme de conjugaison similaire a celui de
Tn916, mais d'acquérir également un systéme d'intégration et d'excision médié par
une résolvase completement différente. Ce processus a impliqué I'échange de
modules de recombinaison (Wang et al., 2000).

Le Tn5397 est capable d'étre transféré entre différentes souches de Clostridium
difficile, ainsi qu'entre Bacillus subtilis et Enterococcus faecalis. De plus, il a été
détecté chez différentes espéces de Streptococcus et Escherichia coli (Mullany et al.,
2014).

1.4. Tn 1545 chez Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, également connu sous le nom de pneumocoque ou
streptocoque, est une bactérie a Gram positif (Santé public du Canada, 2012), elle est
considérée comme le pathogéne bactérien le plus important affectant les voies
respiratoires chez les adultes et les enfants, pouvant causer des infections telles que
la pneumonie, la bronchite et I'otite moyenne. Chez les jeunes enfants, elle est
responsable d'une morbidité et d'une mortalité significative. La prévalence de souches
de pneumocoques résistantes et multi-résistantes est en augmentation dans le monde,
ce qui complique le traitement antimicrobien de cette bactérie (Thadchanamoorthy et
Dayasiri, 2021). Des recherches phénotypiques et basées sur la séquence ont
déemontré que les streptocoques humains présents dans la bouche et le nasopharynx
contiennent de nombreux génes de résistance aux antibiotiques, qui sont souvent
localisés sur des EGM appelés transposons conjugatifs de la famille Tn916/Tn1545.
Ces EGM sont responsables de la propagation des genes de résistance entre les
streptocoques, ainsi qu'entre les streptocoques et d'autres bactéries (Santoro et al.,
2014).
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1.4.1. Le transposon Tn 1545

Le Tn 1545 a été initialement détecté dans la souche multi-résistante BM4200 de
Streptococcus pneumoniae, avec une taille signalée de 25,3 Kb (Courvaline et Carlier.,
1986, Courvaline et Carlier 1987). Ce transposon contient les génes de résistance a
la tétracycline tet, erm (B) (antibiotiques macrolide, lincosamide et streptogramine B)
et aphA-3 (kanamycine et aminoglycosides structurellement apparentés) (Caillaud et
al., 1987). Tn1545 était capable d’auto-transférer & une souche de Streptococcus
faecalis, ou il était capable de se transposer a plusieurs sites différents, de provoquer

des mutations d'insertion et d'étre correctement excisé.

De plus, cet élément a également été observé en train de se conjuguer et de se
transposer vers le chromosome de différentes bactéries, telles que, Streptococcus
lactis, Streptococcus diacetylactis, Streptococcus Cremoris, Streptococcus sanguis,
Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Courvaline & Carlier., 1986). Les
caractéristiques du transposon conjugué tnl1545 peuvent étre responsables de
I'apparition récente de genes de bactéries Gram positifs dans des organismes Gram

négatifs telle que Escherichia coli (Courvaline & Carlier., 1987).

2. Dissémination des transposons isolé a I'origine des bactéries

a Gram négatif
2.1. SXT chez Vibrio cholerae

Vibrio cholerae est une bactérie a Gram négatif qui cause une maladie parfois
diarrhéique grave, pouvant étre mortelle, connue sous le nom de choléra (Cholera
Working Group Bangladesh, et al.négatif.La propagation rapide de la résistance chez
les especes de Vibrio cholerae est principalement attribuée a la présence d'un nouvel

élément de transposon conjugué appelé élément SXT (Waldor et al., 1990).
2.1.1. Transposon SXT

SXT a été initialement identifié dans MO10, I'un des premiers isolats cliniques de
Vibrio cholerae 0139 provenant de Madras, en Inde a la fin de 1992 (Cholera working
group Bangladesh et al., 1993) et rapidement répandu a travers toute I'Asie. Ce
nouveau sérogroupe de Vibrio cholerae O1 en tant que cause principale de choléra en

Inde et au Bangladesh. (Burrus et al., 2006).
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L'élément SXT est un transposon conjugatif qui présente une taille d'environ 100
Kb et comprend 87 ORF (Beaber et al., 2002), porte quatre génes de résistance aux
antibiotiqgues, notamment le sulfaméthoxazole, le triméthoprime, le chloramphénicol et
la streptomycine (Waldor et al,. 1996). Il contient des genes provenant de plasmides,
de bactériophages et d'autres sources encore inconnues dans la plupart des cas

(Institut national polytechnique de Lauraine, 2008) .

Le SXT est considéré comme le premier exemple d'un transposon conjugatif
dans les protéobactéries (Huq et al., 1980). Il est capable d'étre transféré entre
différentes souches de Vibrio cholerae, ainsi que vers d'autres espéces bactériennes
a Gram négatif telle que Vibrio fluvialis (Woldor et al., 1996). De plus, on a également
détecté le SXT dans d'autres especes variées telles que Photobacterium damselae,
Shewanella putrefaciens et Providence alcalifaciens (Woldor et al., 1996).

2.2. CTnDOT Chez Bactéroides

Les bactéries du genre Bactéroides, qui sont des bactéries anaérobies
obligatoires a Gram négatif, représentent environ 25 a 30 % de la population
bactérienne présente dans le tractus intestinal humain (Moore et al.,, 1978). Bien
gu'elles remplissent plusieurs fonctions au sein de la microflore intestinale normale,
certaines souches de Bactéroides peuvent également agir en tant que pathogénes
opportunistes (Finegold., 1995). Il existe de nombreuses souches de Bactéroides qui

portent des transposons conjugatifs (Shoemaker et al., 1995)
2.2.1. Le transposon CTnDOT

CTnDOT est un transposon conjugatif de 65 Kb (Waters & Salyers., 2001), qui
porte deux genes de résistance aux antibiotiques pour la tétracycline (Tc) et pour
érythromycine (ermF) (Shoemaker et al., 1995, Waters & Salyers., 2001). Une région
de CTnDOT de 18 Kb permet l'auto-transfert de Bactéroides vers Escherichia coli (Li
et al., 1995).

2.3. Tn 4555 chez Bactéroide vulgatus

Les Bactéroides sont consédéré comme une source de genes de résistance aux
antibiotiques et contribuer de maniére significative a leur dissémination (Salyers et al.,
1995, Smith et al., 1998, Vedantan et al, 1999).
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2.3.1. Transposon Tn4555

Le Tn4555, initialement identifié dans Bactéroides vulgatus, est une molécule de
12,2 Kb. Il contient le géne cfxA, qui code pour une [B-lactamase a large spectre
cliniquement importante, conférant une résistance hautement efficace a la B-
lactamines et la céfoxitine (Parker & Smith., 1993). La mobilisation du Tn4555 est
possible grace a des transposons conjugatifs tels que CTn341 qui ont la capacité de
transférer le transposon a une variété d'espéces bactériennes différentes. Apres le
transfert, le transposon s'insére dans des sites spécifiques préférés sur le
chromosome de I'hnéte bactérien telle que Bactéroides spp. et Escherichia coli (Basic
et al 2006, Basic & Smith., 2005).

2.3.2. LerOle des genes de Tn4555

Le transposon Tn 4555 utilise un mécanisme de recombinaison impliquant
plusieurs génes pour sa transposition (Basic & Smith., 2005). Parmi ces génes, le géne
mobA, qui est nécessaire a la mobilisation du transposon et un gene d'intégrase de la
famille lambda (int) et un géne d'excisionase (tnpD) (Paques & grange, 2002). De plus,
deux nouveaux genes, tnpA et tnpC, ont été identifiés dans le processus de
transposition (Trrible., 1998). Le produit du géne int est essentiel a l'insertion du Tn
4555 et peut permettre son intégration en I'absence d'autres genes. Le gene tnpA est
associé a l'insertion du transposon dans la cible, tandis que le produit du gene tnpC
favorise l'insertion du transposon dans cette méme cible, augmentant ainsi sa
fréquence d'insertion. Cependant, le géne tnpC n'a pas d'effet sur la sélection du site
cible. Le produit du géne tnpD n'est pas directement impliqué dans l'intégration de Tn
4555 (Trrible., 1998).
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CONCLUSION

Notre compréhension sur 'impact remarquable des transposons et des intégrons
dans I'évolution du génome bactérien nous a ouvert les yeux sur leur réle dans la
propagation mondiale de la résistance aux antibiotiques. Ce mécanisme génétique
met en évidence l'aptitude des bactéries a s'adapter et a survivre aux conditions de

stress, principalement la résistance aux antibiotiques (Cheribi et Deghdak, 2023).

Au fil des années, de nombreuses solutions ont été proposeées par des experts
compétents et des grandes organisations de santé mondiale tel que 'OMS et le CDC,
leur but essentiel est de réduire le maximum possible l'effet indésirable des
antibiotiques en proposant plusieurs résolutions tel que des contrbles stricts sur
I'utilisation des antibiotiques par les humains, exigeant des prescriptions précises par
un bon pronostic, pas d’administration d’antibiotiques sans prescription médicale et la

prévention des infections liées aux soins.

Mais l'influence de ’homme sur I'écosystéme naturel sera toujours une menace
inquiétante a I'avenir. Cela signifie que les intégrons et les éléments transposables
continueront fort probablement de jouer un réle clé en conférant de nouveaux
caractéres qui profitent & leurs hétes bactériens dans leurs niches écologiques. Si nous
pouvons contrdler les intégrons et la formation des cassettes, nous pourrions utiliser
les intégrons comme plate-forme pour la découverte d’enzymes et pour construire de
nouvelles voies biochimiques dans la résistance aux antimicrobiens (Sabbagh et al.,
2021). Ainsi, la connaissance de la prévalence des intégrons et des cassettes de géne
est utile pour le traitement et I'utilisation correcte des antibiotiques. Donc il faut
approfondir de nombreuses questions en suspens dans ce domaine, y compris les
mécanismes moléculaires qui contribuent a la formation de nouvelles cassettes
(Cheribi et Deghdak, 2023).

Par ailleurs il serait trés fructifiant d’exploiter I'utilisation des ET en biotechnologie
et génie génétique pour la construction d'organismes génétiquement modifiés (OGM)
dans le domaine de l'agronomie et le potentiel des intégrons in vitro pour la
construction de mutants déficient. Leur utilisation entant que porteur de génes en
biotechnologie pour I'amélioration de I'agriculture durable et I'assainissement de

I'environnement.
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Résume

La résistance bactérienne est majoritairement associée a [’acquisition d’acide
désoxyribonucléique (ADN) étranger via des supports génétiques mobiles, plus précisément
les éléments transposables qui sont des séquences d’ADN mobiles, qui ont la capacité de
changer de position dans le génome et de se déplacer d'un locus a un autre. Ces transposons
peuvent porter et assurer la mobilité des intégrons de résistance (IR) qui sont des éléments
génétiques qui contiennent un nombre de cassettes qui codent essentiellement des génes de
résistances aux antibiotiques. De ce fait, les IRs jouent un rdle majeur dans la dissémination
de la résistance aux antibiotiques. Plus récemment, leur role s'est élargi avec la découverte
de structures d'intégrons chromosomiques dans les génomes de centaines d'espéces
bactériennes. L'utilisation abusive et inadéquate d'antibiotiques a permis la sélection des
intégrons particuliers, de sorte que des intégrons porteurs de génes de résistance sont
désormais présents dans la majorité des pathogénes existant en clinique et dans
I’environnement. L’implications des transposons dans la dissémination des geénes de
résistance est redoutable par leur capacité de transférer ces genes de résistance aux
antibiotiques ou aux facteurs environnementaux d'une bactérie a une autre au sein de la méme
famille ou de familles différentes, entre les Gram positifs et les Gram négatifs, comme par
exemple le cas du tn916 qui est transféré de Streptococcus faecalis a Staphylococcus aureus

et d’Enterococcus faecalis DS16 a Escherichia coli.
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