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Abréviations

aa : acides aminés
ADNg : ADN génomique

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de ’environnement

et du travail

ARNt: ARN de transfert

ATCC : Collection de souches bactériennes (American Type Culture collection)
attL : site de recombinaison att gauche (Left)

attR : site de recombinaison att droit (Right)

BET : Bromure d’EThidium

BHI : milieu de culture cceur-cerveau (Brain Hearth Infusion)

CAMP : Facteur de virulence (Christie Atkins Munch Peterson)

CIME : élément intégratif mobilisable en cis (Cis Mobilizable Element)

CIP : Phosphatase d’intestin de veau (Calf Intestinal Phosphatase)

CRISPR : ensemble de répétitions palindromiques de petite taille réguliérement

espacées (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
CTn : transposon conjugatif

Com. pers. : communication personnelle

dNTP : DesoxyriboNucléotide TriPhosphate

DNase I : Désoxyribonucléase I

DO : densité optique

EDTA : EthyleneDiamineTetaracetic Acid

GTA : agent de transfert de genes (Gene Transfer Agent)

Hfr : haute fréquence de recombinaison (High Frequency of Recombination)
IHF : Facteur d’intégration de I'hote (Integration Host Factor)

ICE : élément intégratif et conjugatif (Integrative and Conjugative Element)

IME : élément intégratif mobilisable en trans (Integrative Mobilizable Element)



INRA : Institut National de Recherche Agronomique

IS : séquence d’insertion (Inserting Sequence)

kb : kilobases

LMG : Collection de souches bactériennes (Laboratory of Microbiology Gent)
Mb : mégabases

MCD : Milieu Chimiquement Défini

MGI : 1lot génomique mobilisable (Mobilizable Genomic Island)

MMC : MitoMycine C

NBU : Non-replicating Bacteroides Units

oriT : origine de transfert permettant l'initiation de la conjugaison d'un élément

génétique mobile
pb : paire de bases
PCR : réaction de polymérisation en chaine

RDF : facteur modulant le sens de réaction de la recombinaison (Recombination

Direction Factor)

RM : Restriction Modification
TA : Toxine-Antitoxine

Tm : température d’hybridation
U : unité

UFC : Unité Formant Colonie
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INTRODUCTION






1. Transfert horizontal de génes chez les bactéries

L’analyse des génomes bactériens révele une grande diversité entre différentes
souches de la méme espece bien que la reproduction sexuée n’existe pas chez les
bactéries. Les mutations ponctuelles, les réarrangements du génome et les
événements de recombinaison intragénomique concourent a 1'évolution bactérienne,
mais la transmission verticale de ces mutations (cellule mere-cellule fille), qui est une
reproduction clonale, ne permet pas le brassage des génes contrairement a la
reproduction sexuée des eucaryotes. Cependant, un mécanisme majeur de
I’évolution bactérienne est le transfert horizontal de génes (Lawrence 1999; Ochman
et al. 2000). Celui-ci correspond a l’acquisition par un organisme d’ADN provenant
d’un autre organisme sans en étre le descendant direct. Ce mécanisme d’évolution

N N

rapide, joint a la sélection, contribue a l'adaptation des bactéries a leur

environnement, voire peut conduire a un changement de niche écologique d'un

organisme ou une spéciation (Lawrence 1999; Ochman et al. 2000).

Le transfert horizontal peut se produire non seulement entre souches de la
méme espéce ou d’especes proches, mais également entre deux bactéries
extrémement éloignées phylogénétiquement. Des transferts entre bactéries et
eucaryotes ont méme été observés (Keeling and Palmer 2008). Ainsi, le transfert
horizontal de genes des bactéries vers les micro-organismes eucaryotiques joue un
role important dans leur évolution. De méme, les bactéries peuvent acquérir des
genes a partir des eucaryotes. Ainsi, certaines cyanobactéries marines ont acquis de

I’ADN d’organismes eucaryotes (Rogers et al. 2007).

Le transfert horizontal implique trois étapes : le transfert d”ADN d"une cellule
a une autre, le maintien de I’ADN dans la descendance de la cellule et enfin le
maintien de cet ADN dans la population généralement par sélection (Lawrence 1999;
Ochman et al. 2000).

1.1 Mécanismes de transfert de génes

Il existe trois mécanismes bien connus de transfert d’”ADN : la transduction, la
transformation et la conjugaison (Thomas and Nielsen 2005). Un autre mécanisme,
proposé récemment, permettrait également 1'échange d’information génétique par

des prolongements cytoplasmiques ou nanotubes (Dubey and Ben-Yehuda 2011).



Le support de l'information échangée peut étre chromosomique ou extra-
chromosomique. Les fonctions nécessaires au transfert peuvent étre codées par la
cellule donatrice, la cellule réceptrice ou ’ADN transféré (éléments génétiques

mobiles).

1.1.1 Transformation

La transformation correspond a l'acquisition d’ADN exogene provenant du
milieu extracellulaire ainsi qu’a son incorporation dans un réplicon de la cellule
réceptrice (Figure 1). La présence d’ADN libre dans le milieu peut étre due a une
sécrétion active d’ADN ou découler de la lyse cellulaire (Lorenz and Wackernagel
1994; Hamilton and Dillard 2006).

Chez la plupart des bactéries, la transformation est un processus accidentel et
peu efficace. Cependant, chez d’autres bactéries comme Bacillus subtilis ou divers
streptocoques, la transformation est un processus actif et tres efficace permettant le
remplacement d’allele ou de locus par recombinaison homologue (Cvitkovitch 2001;
Hamilton and Dillard 2006; Johnsborg et al. 2007). Dans ce cas, un état physiologique
particulier, la compétence naturelle, permet a la bactérie réceptrice de mettre en place
les systemes nécessaires a la capture de 'ADN et la recombinaison entre cet ADN et
I’ADN cellulaire. Pour la plupart des bactéries transformables naturellement, cet état
de compétence est transitoire et régulé par des signaux environnementaux et

cellulaires.

ADN libre

e € g )

Cellule donatrice Cellule réceptrice

chromosome

Figure 1 : Représentation schématique du mécanisme de la transformation (Furuya
and Lowy 2006)

La transformation correspond a l'internalisation d’ADN présent dans 1’environnement par la bactérie

réceptrice. L’ADN peut ensuite étre intégré dans un réplicon de la cellule.



1.1.2 Transduction

La transduction est un mécanisme ou I’ADN bactérien est transféré via une
capside protéique, généralement, celle d'un phage (Figure 2). La capside permet une
protection de I’ADN et sa transmission. Apres une premiere infection, de I’ADN
chromosomique adjacent (transduction spécialisée) ou non (transduction généralisée)
au site d’'intégration du prophage peut étre encapsidé et transmis en méme temps
que le phage. Les phages sont présents au sein de tous les genres bactériens, ce qui
fait de la transduction un mécanisme important du transfert horizontal (Skippington
and Ragan 2011).

Par ailleurs, bien que cela ne soit pas toujours considéré comme de la
transduction, beaucoup de bactéries portent des prophages qui sont transmis a la
descendance et doivent donc étre considérés comme faisant partie du génome de la
cellule. Ces prophages peuvent étre transmis a d’autres bactéries par encapsidation,
lyse de la donatrice et lysogénisation de la réceptrice, ce qui constitue un transfert

horizontal.

Lyse et libération
des phages

Cellule donatrice infectée par un phage Cellule réceptrice

Figure 2 : Représentation schématique du mécanisme de la transduction (Furuya
and Lowy 2006)

La transduction correspond au transfert d’”ADN d’une cellule donatrice vers une cellule réceptrice via

une capside phagique. Le bactériophage peut étre virulent ou tempéré.

Bien que la majorité des capsides soient codées par de I"’ADN phagique,
certaines peuvent l'étre par le chromosome. Ainsi, chez de nombreuses
protéobactéries, le GTA (Gene Transfer Agent) permet la production d’une capside

similaire a celle des phages. Des fragments aléatoires d’ADN chromosomiques sont
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ensuite encapsidés puis transférés vers d’autres cellules (Lang and Beatty 2001; Lang
and Beatty 2007; Stanton 2007).

1.1.3 Conjugaison

La conjugaison est le seul des trois mécanismes cités a nécessiter un contact
direct entre les bactéries donatrice et réceptrice (Figure 3). Le lien physique est assuré
par un pilus chez les bactéries Gram négatives. Chez les bactéries Gram positives, la
nature du contact n’est pas définie, mais certains génes de conjugaison codent des
protéines d’adhésion. Le transfert implique la formation d"un pore de conjugaison,
apparenté au systéme de sécrétion de type IV, un transfert d’ADN simple brin a
travers ce pore et une réplication simultanée par le mécanisme du cercle roulant
(Llosa et al. 2002; Grohmann et al. 2003; Juhas et al. 2008). Dans la plupart des cas
décrits, 'élément transféré (élément conjugatif) code toutes les fonctions nécessaires a
leur transfert. D’autres éléments, les éléments mobilisables, ne codent qu'une partie
de ces fonctions et utilisent les structures formées par les éléments conjugatifs
(Davison 1999; Smillie et al. 2010). L’analyse de la répartition de ces éléments au sein
des génomes bactériens suggere le role majeur de la conjugaison dans l'adaptation
bactérienne (Guglielmini et al. 2011). L’élément conjugatif peut également s’intégrer
dans le chromosome et mobiliser I’ADN chromosomique adjacent a 1'élément

(transfert de type Hfr).

Plasmide
ch.romosome conjugatif
/ )

Cellule donatrice Cellule réceptrice

ransposon

Figure 3 : Représentation schématique du mécanisme de la conjugaison (Furuya
and Lowy 2006)

La conjugaison implique un contact physique entre cellules donatrice et réceptrice, la formation d'un

pore de conjugaison et le transfert d"un élément conjugatif (ici un plasmide conjugatif).



1.1.4 Nanotubes

Un nouveau systéme de communication bactérien a été mis en évidence
récemment. Des nanotubes intercellulaires permettraient en effet le passage de
protéines et d’ADN (plasmide) et donc l'échange d’information entre bactéries
voisines, appartenant ou non a la méme espece (Figure 4) (Dubey and Ben-Yehuda
2011). Ce nouveau mécanisme ouvre de nouvelles perspectives d’étude sur les
échanges d’information génétique entre les différents organismes d'une communauté

microbienne.

Figure4: Nanotubes inter-espéces connectant Bacillus subtilis et

Staphylococcus aureus (Dubey and Ben-Yehuda 2011)

A. Grossissement 12000X d'une population de B. subtilis et de S. aureus. Les fleches bleues indiquent
les prolongements cytoplasmiques ou nanotubes reliant deux S. aureus. Les fleches vertes montrent les

nanotubes formant une liaison entre S. aureus et B. subilis.
B. Grossissement 50000X d’un nanotube reliant deux S. aureus.

C. Grossissement 50000X d’un nanotube reliant S. aureus et B. subtilis.

1.2 Maintien dans la descendance de l'information génétique transférée

Le transfert horizontal implique non seulement le transfert de I’ADN mais également
son maintien et sa propagation dans la descendance de I'hote. Plusieurs mécanismes
de maintien ont été décrits. L"ADN acquis peut ainsi soit s'intégrer dans un réplicon

de la cellule, soit se répliquer de maniere autonome.



1.2.1 Intégration dans un réplicon de la cellule

L’ADN acquis par transfert horizontal intégré dans un réplicon de la cellule
sera répliqué et transmis aux cellules filles en méme temps que le chromosome.
L’intégration peut étre codée par la cellule réceptrice (recombinaison homologue ou
illégitime) ou par 1'élément génétique mobile acquis (transposition ou recombinaison

site-spécifique).

La recombinaison homologue joue un réle majeur dans la réparation des
lésions sur ’ADN mais également dans le maintien de I’ADN chromosomique acquis
par transformation, transduction et parfois méme conjugaison. La recombinaison
homologue fait intervenir la protéine RecA, qui va catalyser 1'échange de brin, et
nécessite des séquences identiques ou presque identiques entre I’ADN entrant et
celui de la bactérie réceptrice (Brigulla and Wackernagel 2010). Chez les bactéries
naturellement transformables, I'expression du gene recA est induite lors de la mise en
place de la compétence. De plus, I'entrée de 'ADN simple brin dans la cellule
favorise l'action de la protéine RecA et donc lintégration de 1’ADN par
recombinaison homologue (Johnsborg et al. 2007). Toutefois, la nécessité de

séquences identiques ou presque identiques limite la diversité de ’ADN acquis.

Par opposition a la recombinaison homologue, la recombinaison illégitime
sensu stricto correspond a des remaniements entre séquences sans ressemblance
particuliere ou présentant de tres courtes séquences identiques. L'intégration d’ADN
par recombinaison illégitime a été rarement décrite quel que soit le mécanisme de
transfert. Toutefois, dans de rares cas, apres transformation naturelle la
recombinaison illégitime a permis l'intégration d’ADN exogene. La fréquence
d’intégration est alors beaucoup plus faible qu’avec la recombinaison homologue
(Richardson and Park 1997; Hulter and Wackernagel 2008). Il existe cependant un
mécanisme appelé «recombinaison illégitime facilitée par 1’homologie »
(« homology-facilitated illegitimate recombination » ou HFIR). Dans ce cas, une
séquence bordée par un fragment présentant une identité ou quasi-identité avec le
génome de la réceptrice et un autre sans ressemblance particuliere ou avec une
courte séquence identique peut étre intégrée. Un événement de recombinaison
homologue sur le fragment présentant 1’homologie s’accompagne d’une

recombinaison illégitime sur I'autre. Ce phénomene plus fréquent a été observé chez



des bactéries Gram positives et négatives (de Vries and Wackernagel 2002; Harms
and Wackernagel 2008).

La transposition est un mécanisme d’intégration codé par I’ADN acquis,
généralement catalysée par une transposase présentant un motif a DDE. Deux modes
de transposition existent, non réplicative ou réplicative, qui respectivement déplace
ou duplique un élément génétique mobile. Ils impliquent tous les deux une synthese
d’ADN avec la duplication du site cible aux bornes de la séquence intégrée (Polard
and Chandler 1995; Toussaint and Merlin 2002).

La recombinaison site spécifique permet l'intégration de la majorité des
prophages, dont le génome du phage A, et des éléments intégratifs conjugatifs. Elle
implique des échanges de brins entre de courtes séquences identiques via des
clivages et des religations d’ADN sans synthese d’ADN et sans cofacteur
énergétique. Elle est catalysée par des recombinases a tyrosine ou a sérine (Toussaint
and Merlin 2002; Brigulla and Wackernagel 2010).

1.2.2. Réplication et ségrégation

Les plasmides se maintiennent en se répliquant sous forme extra-
chromosomique en utilisant la machinerie de réplication de 1'hote. Plusieurs
mécanismes de réplication nécessitant des séquences et des fonctions codées par
I'élément tels que l'origine de réplication ont été décrits. Certaines fonctions
apportées par 1'élément acquis, telles que le contrdle de l'initiation de la réplication,
peuvent permettre une plus grande indépendance vis-a-vis de I'hote et ainsi faciliter

le maintien et la propagation de I'élément (del Solar et al. 1998).

Apres réplication, afin de ne pas étre perdu lors de la division cellulaire, le
plasmide doit étre ségrégé dans chacune des cellules filles. Le mécanisme de
ségrégation est différent selon le nombre de copies par cellule. Ainsi, les plasmides a
haut nombre de copies ont une ségrégation aléatoire. En revanche, les plasmides a
bas nombre de copies codent un mécanisme de partition active, similaire a celle du
chromosome, permettant une bonne distribution et un maintien du plasmide dans la
population (Ghosh et al. 2006). De plus, lors de la réplication, des multimeres
peuvent étre créés ce qui peut induire la perte du plasmide dans certaines cellules

tilles. Ces co-intégrats sont généralement résolus par une recombinase site spécifique



qui participe ainsi au maintien de I’élément dans la descendance (Figure 5) (Summers
1998).

'
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Figure 5: Systéme de maintien extrachromosomique par réplication et partition
(Pinto et al. 2012)

Le maintien des plasmides dans la descendance nécessite leur réplication impliquant des protéines
plasmidiques et de I'hote. Des multimeéres peuvent étre résolus par l'action de recombinases. Enfin, la
partition des plasmides permet une ségrégation correcte dans I’ensemble des cellules filles. Des échecs

lors de ces différentes étapes induisent la perte du plasmide dans une partie de la descendance.

1.3 Maintien dans la population de I'information génétique transférée

Pour que le transfert soit considéré comme un succes évolutif, I'information
nouvellement acquise doit se répandre au sein de la population. Ceci est
généralement di non seulement au transfert lui-méme mais aussi, a un avantage
sélectif apporté par I’ADN exogéne. Les transferts horizontaux permettent de ce fait
aux bactéries de s’adapter a de nouveaux environnements ou de modifier leur mode
de vie (Ochman et al. 2000; Gogarten and Townsend 2005). De nombreux transferts
impliquent ainsi des genes de résistance (aux antibiotiques, aux métaux lourds, aux
bactériophages), des génes codant de nouvelles capacités métaboliques ou encore des
genes d’interaction avec un hote (symbiose, pathogénicité). Yersinia pestis est une
bactérie pathogene de I'’homme, responsable de la peste. Cette bactérie, transmise a
I’homme par les puces de rat, provoque des septicémies et le plus souvent la mort

(Perry and Fetherston 1997). Y. pestis serait un clone issu, il y a moins de 20 000 ans,
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de Yersinia pseudotuberculosis (Achtman et al. 1999), espéce responsable de gastro-
entérites transmise par voie alimentaire. Cette évolution résulterait principalement
de l'acquisition par transfert horizontal de deux plasmides pFra et pPla et de I'ilot de
pathogénicité HPI. Les 2 plasmides facilitent la transmission par les puces. L'ilot HPI
est nécessaire a la croissance dans le sang et est, de ce fait, nécessaire a la
transmission par les puces et responsable du caractére hautement pathogene de la
bactérie (Schubert et al. 2004b; Williamson and Oyston 2012).

2. Eléments génétiques mobiles et transfert horizontal

2.1 Eléments génétiques mobiles

Les éléments génétiques mobiles sont les acteurs essentiels du transfert
horizontal chez les bactéries. Ces éléments sont capables de se transférer entres
cellules et/ou de se maintenir apres transfert. Traditionnellement, ces éléments
étaient classés en trois catégories : les éléments transposables, les plasmides et les
prophages. Ces catégories non exclusives se définissent par une capacité spécifique a
se maintenir dans les cellules par transposition (éléments transposables), a se
maintenir sous forme extrachromosomique (plasmides) ou a se propager par capside
(prophages). De plus, les éléments génétiques mobiles codent souvent des fonctions

pouvant conférer un avantage sélectif a 'hote dans certaines conditions.

2.1.1 Eléments transposables

Les éléments transposables sont capables de se déplacer vers un ou de
multiples sites d'intégration et de se maintenir de maniére autonome. Ce mouvement
peut avoir lieu au sein d"un méme réplicon ou de deux réplicons différents, dans le
méme génome ou entre génomes différents. Deux types principaux d’éléments
transposables sont traditionnellement distingués chez les bactéries : les séquences

d’insertion (ou IS) et les transposons.

Les IS sont les plus petits éléments génétiques connus capables de transposer
de maniére autonome. Elles ne codent aucune autre fonction que celle impliquée
dans leur mobilité. Pour la majorité des IS, la transposition est codée par une
transposase a DDE qui reconnait les répétitions terminales inversées de 1'IS et
catalyse la réaction (Mahillon and Chandler 1998; Mabhillon et al. 1999; Siguier et al.
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2006). Les IS jouent un role majeur dans la plasticité des génomes procaryotes. Elles

ont été caractérisées dans la plupart des génomes de bactéries ou d’archées.

Les transposons, comme les IS, codent les fonctions nécessaires a leur transfert
mais a la différence des séquences d’insertion, ils codent également d’autres
fonctions qui peuvent apporter un avantage sélectif a I'hote. Les transposons sont
tres répandus au sein des génomes bactériens et tres divers, tant au point de vue de
I'organisation génétique que du mécanisme de transposition ou des génes qu’ils
portent. Les transposons autonomes sont classés en deux catégories : les transposons

composites, flanqués d’IS, et les transposons unitaires (Roberts et al. 2008).

2.1.2 Plasmides

Les plasmides se maintiennent de maniere autonome sous forme extra-
chromosomique par réplication. La quasi-totalité possede une structure circulaire,
mais des plasmides linéaires existent (Mochizuki et al. 2003). Trois mécanismes de
réplication existent pour les plasmides circulaires : la réplication théta, similaire au
mécanisme de réplication du chromosome, la réplication par cercle roulant et la

réplication par échange de brin (del Solar et al. 1998; Lederberg 1998).

Les plasmides sont des acteurs majeurs du transfert horizontal et de
I’évolution bactérienne. Ils peuvent en effet porter en plus des génes de maintien, des
genes apportant un avantage sélectif a 1’"hdte, comme des genes de virulence ou de
résistance a des antibiotiques. Les plasmides peuvent se transférer par transduction
ou par transformation, mais le mécanisme le plus courant semble étre la conjugaison.
Une grande partie des gros plasmides codent toutes les fonctions nécessaires a leur
transfert par conjugaison (plasmides conjugatifs). De nombreux plasmides plus petits
codent une partie seulement de ces fonctions et utilisent alors toutes ou une partie
des protéines codées par un autre élément conjugatif (plasmides mobilisables).
D’autres ne codent que les fonctions impliquées dans la réplication et seront
mobilisables seulement sous forme de co-intégrat avec un autre élément conjugatif
(del Solar et al. 1998; Smillie et al. 2010).

2.1.3 Prophages

Les prophages codent leur propre transfert via une capside. Apres infection

par un phage tempéré, le génome du phage s’intégre généralement dans le
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chromosome de la cellule réceptrice par recombinaison site spécifique. L’élément est
alors répliqué en méme temps que le chromosome et transmis de maniere verticale.
Certains stimuli, comme les dommages a I’ADN, induisent le cycle lytique du phage
avec son excision, sa réplication, son encapsidation puis sa libération de la cellule
hote (Oppenheim et al. 2005). D’autres prophages se maintiennent en se répliquant
sous forme de plasmides. Certains prophages, appelés satellites, ne codant qu'une
partie des fonctions nécessaires a leur transfert, utilisent des fonctions codées par

d’autres phages (Briani et al. 2001).

2.2 Ilots génomiques

Le séquencage des génomes bactériens montre que les genes acquis par
transfert horizontal ne sont pas distribués de maniere homogene dans le génome. En
dehors des plasmides, prophages et éléments transposables, ces séquences sont
regroupées au sein de régions chromosomiques, appelées ilots génomiques (Hacker
and Kaper 2000; Juhas et al. 2009). Les ilots génomiques sont définis comme des
segments d’ADN chromosomiques de plus de 10 kb acquis par transfert horizontal et

codant des fonctions avantageuses pour I'hote.

Le mécanisme d’acquisition est presque toujours inconnu. Cependant, les ilots
sont présents chez certaines souches et absents chez d’autres souches de la méme
espece, ce qui implique une acquisition récente par transfert horizontal. De méme,
ces séquences présentent généralement un pourcentage en GC ou une fréquence
d’usage de codons différents du reste du génome de la bactérie hote. Les ilots
génomiques sont fréquemment intégrés dans l'extrémité 3" d'un gene codant un
ARN de transfert et sont bordés de répétitions directes, ce qui suggeére une
intégration site spécifique. Les ilots portent souvent des genes de mobilité comme
des recombinases site spécifique ou des genes codant des fonctions impliquées dans
le transfert conjugatif (Hacker and Kaper 2000; Hacker and Carniel 2001; Hanssen
and Ericson Sollid 2006; Manson and Gilmore 2006; Juhas et al. 2009).

La présence fréquente de génes de mobilité suggere que les ilots génomiques
pourraient étre des éléments génétiques mobiles ou en dérivant. Certains ilots
génomiques sont d’ailleurs capables de s’exciser par recombinaison site spécifique.
Le transfert par conjugaison ou transduction a été démontré dans quelques cas (Juhas
et al. 2009; Novick et al. 2010).
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Les ilots génomiques portent des genes permettant 1’adaptation de
microorganismes a leur environnement allant parfois jusqu'a la conquéte de
nouvelles niches écologiques. Les ilots sont d’ailleurs généralement classés selon le
type de fonctions qu’ils codent. Ainsi, les ilots de pathogénicité portent des genes de
virulence. Bien d’autres sous-types ont été décrits tels que les ilots de symbiose, les
ilots métaboliques, de résistance, ... (van der Meer and Sentchilo 2003; Dobrindt et al.

2004; Juhas et al. 2009).

2.3 Structure modulaire des éléments

Les éléments génétiques mobiles peuvent étre considérés comme une
combinaison de différents modules. Chaque module correspond a un groupe de
genes ou de séquences impliqués dans la méme fonction biologique telle que la
recombinaison, la réplication, la conjugaison, la pathogénicité. Les IS sont composées
d'un seul module, le module de transposition. Les prophages, la plupart des
plasmides, les transposons et les éléments conjugatifs sont composés d’un ensemble
de modules plus complexe, de mobilité intra et/ou inter-cellulaire, de stabilité, de
régulation et souvent d’adaptation permettant de conférer un avantage sélectif a

I'hote qui les porte (Toussaint and Merlin 2002).

Les éléments génétiques mobiles évoluent par échange, acquisition et délétion
de modules (Toussaint and Merlin 2002). C’est ainsi le cas de phages et de plasmides
(Berg et al. 1998; Dougherty et al. 1998; Lucchini et al. 1999; Blatny et al. 2004). Les
ilots génomiques présentent souvent des caractéristiques traditionnellement
associées a différents types d’éléments mobiles tels que des éléments transposables,
des prophages et des plasmides. Aprés acquisition d'un ilot génomique, la perte des
modules d’adaptation conférant un avantage sélectif a I'hote serait contre-
sélectionnée. En revanche, les modules de mobilité ne posséderaient aucune valeur
adaptative pour 1'hote et les mutations ou délétions ne seraient pas contre-
sélectionnées (Hacker and Kaper 2000; Hacker et al. 2004), ce qui pourrait entrainer la

formation d’un ilot non mobile.

Cette structuration en modules ne présente aucun avantage pour la cellule
hote, mais serait avantageuse pour 1'élément génétique mobile (Lawrence and Roth
1996). En effet, elle favorise I'échange de blocs de genes conférant une fonction
biologique. Le transfert d'un géne unique, sans les autres genes impliqués dans la

méme fonction, n'apporte que rarement une fonction biologique sélectionnable. Le
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transfert d’'un module permet I'acquisition de fonctions impliquées dans le transfert
ou le maintien dans la descendance et peut étre avantageuse pour l'élément et/ou
'organisme. L'organisation modulaire participe donc au maintien de 1'élément dans

la population.

2.4 Nouvelle nomenclature et description des ICE

La nomenclature traditionnelle des éléments mobiles est incohérente car
déterminée par le module de maintien pour les plasmides et les transposons et par le
module de transfert pour les prophages. De plus, elle ne refléte plus la diversité des
éléments caractérisés. Ainsi, certains éléments sont inclus dans deux classes
généralement percues comme distinctes. Par exemple, le génome du phage Mu peut
se transmettre grace a une capside, c’est donc un prophage. Mais il porte également
un gene codant pour une transposase a DDE, cet élément est donc également un
transposon (Harshey 2012). De méme, le génome du phage N15 porte des
caractéristiques de plasmide et de prophage (Ravin 2011). Une classification, basée a
la fois sur le mode de transfert de I’ADN (capside ou conjugaison, autonome ou
passif) et le maintien de 1’ADN dans la descendance (réplication, ou
transposition/intégration) serait plus cohérente. Ainsi, un plasmide conjugatif est un
élément qui se transfere par conjugaison et se maintient dans la descendance par

réplication.

Les éléments capables de se transférer par conjugaison et de s’intégrer étaient
regroupés sous les termes transposons conjugatifs, ilots de symbiose ou de
pathogénicité, plasmides intégratifs ou n’étaient pas classés. Ces éléments sont
aujourd’hui regroupés sous le nom d'ICE pour éléments intégratifs conjugatifs
(« Integrative and Conjugative Element ») (Burrus et al. 2002a; Burrus et al. 2002b).
Les ICE sont définis comme 'ensemble de tous les éléments qui codent leur propre
transfert par conjugaison et leur maintien par intégration dans un réplicon de la
cellule, quels que soient les mécanismes de conjugaison et d’intégration ou la
spécificité d'intégration. Les ICE peuvent se répliquer avant ou apres le transfert, et
ce mécanisme peut étre impliqué dans la stabilité de 1'élément. De plus, les ICE
codent des fonctions qui n’interviennent ni dans le transfert, ni dans le maintien de
I’élément mais peuvent apporter un avantage sélectif a 1'hote. Ces fonctions sont tres
diverses et peuvent entrainer jusqu’a la modification du mode de vie de I'organisme

porteur (Tableau 1).

15



Les ICE, comme les autres éléments génétiques mobiles, sont structurés et
évoluent par échange, acquisition et délétion de modules avec d’autres ICE mais
également avec des plasmides ou des prophages (Burrus et al. 2002a). Ainsi, les ICE
Tn916  (Enterococcus  faecalis), Tnb801  (Staphylococcus —aureus) et ICELml
(Listeria monocytogenes) portent des modules de conjugaison et de régulation
apparentés. En revanche, le module de recombinaison est trés différent entre Tn916
et les deux autres éléments. Tn916 s’integre dans de multiples sites chez E. faecalis
alors que ICELm1 et Tn5801 s’integrent spécifiquement dans 1'extrémité 3" d"un gene
codant la GMP synthase. L’échange du module de recombinaison a conduit au
changement de spécificité d'intégration de I'ICE (Figure 6) (Burrus et al. 2002a). De
méme, Tn916 et Tn5801 portent un module de résistance a la tétracycline tandis

qu'ICELm1 porte un module de résistance auxions Cd**.
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Tableau 1 : Exemples d’éléments intégratifs conjugatifs ou ICE

Elémenta Espéce (division)>  Taille Enzyme Site d'intégrationd Fonctions portées Référence
(kb)  d’intégrationc par I'élémente
PSAM2! Streptomyces 11 Tyr Extrémité 3" d’un gene ND (Pernodet et al. 1984)
ambofaciens codant un ARN{Pro
(actinobactéries)
SLP1 Streptomyces 17 Tyr Extrémité 3" d’un gene ND (Bibb et al. 1981)
coelicolor codant un ARNtTyr
(actinobactéries)
ilot de Streptomyces 660 Tyr Extrémité 3" d’un gene Pathogénicité (Kers et al. 2005)
pathogénicité turgidiscabies codant une lipide kinase
(actinobactéries)
CTInDQOTe Bacteroides sp 65 Tyr Quelques sites TetREmR (Cheng et al. 2000)
(bacteroidetes) (GTTNNTTGG)
CTnBST Bacteroides sp 100 Tyr Un site préférentiel plus EmR (Wesslund et al.
(bacteroidetes) des sites multiples 2007)
Pam100G Protochlamydia 100 Tyr Extrémité 3" d"un gene ND (Greub et al. 2004)
amoebophila codant un ARNtCly
(chlamydiaceae)
ICE_515_tRNALyse Streptococcus 43 Tyr Extrémité 3" d'un gene Facteur CAMP (Brochet et al. 2008a)
agalactiae (firmicutes) codant un ARNthys
Tn916e Enterococcus faecalis 18 Tyr Site riche en A+T TetR (Clewell et al. 1995b)
(firmicutes)
Clostridium difficile Un site préférentiel (Wang et al. 2000)
(firmicutes)
Tn5801¢ Staphylococcus aureus 25 Tyr Extrémité 3" d’un gene TetR (Kuroda et al. 2001)
(firmicutes) codant une GMP synthase
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Tableau 1 (suite)

Elémenta Espece (division)b Taille Enzyme Site d'intégrationd Fonctions portées Référence
(kb)  d’intégrationc par I'élémente
Tn5397¢ Clostridium difficile 21 Ser Site unique TetR (Wang et al. 2000)
(firmicutes)
Bacillus subtilis Plusieurs sites
(firmicutes)
ICESt3e Streptococcus 28 Tyr Extrémité 3" du gene Systeme de (Burrus et al. 2002a)
thermophilus codant une fructose 1,6- restriction
(firmicutes) disphosphate aldolase modification putatif
ICEBs1 Bacillus subtilis 21 Tyr Extrémité 3" d’un gene ND (Burrus et al. 2002a)
(firmicutes) codant un ARNtLeu
ICE_6180-RD.2 Streptococcus pyogenes 37 Tyr Extrémité 3" d'un gene Protéines putatives, (Sitkiewicz et al.
(firmicutes) codant un ARN{Thr sécrétées et 2011)
impliquées dans la
relation hote -
pathogene
TnGBS2e Streptococcus agalactiae 34 DDE Un site préférentiel et des ND (Brochet et al. 2008a)
(firmicutes) sites multiples, localisés
15-16 pb en amont de la
boite -30 de promoteurs
Tn5276 Lactococcus lactis 70 Tyr Plusieurs sites dont un Utilisation du (Rauch and De Vos
(firmicutes) préférentiel saccharose et 1992)
synthése d"une
bactériocine (nisine)
Tn1549¢ Enterococcus sp 34 Tyr Régions riches en A+T VanR (Garnier et al. 2000)

(firmicutes)
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Tableau 1 (suite)

Elémenta Espece (division)b Taille Enzyme Site d'intégrationd Fonctions portées Référence
(kb)  d’intégrationc par I'élémente
Tnb5252¢ Streptococcus 47 Tyr Extrémité 5" du gene rbgA  Résistance aux UV~ (Ayoubi et al. 1991)
pneumoniae (firmicutes) (GTPase impliquée dans la
biogénese du ribosome)
ICESe2 Streptococcus equi 63 Ser ND Prélevement du fer  (Heather et al. 2008)
(firmicutes) par sidérophore
(pathogénicité)
ICELm]1e Listeria monocytogenes 21 Tyr Extrémité 3" d"un gene Résistance aux ions  (Burrus et al. 2002a)
(firmicutes) codant une GMP synthase Cdz
ICESde3396¢ Streptococcus 64 Tyr Extrémité 3" d"un géne Résistance a (Davies et al. 2009)
dysgalactiae subsp. codant la protéine 'arsenic et aux ions
equisimilis (firmicutes) ribosomique L12 Cdz
CTnb5e Clostridium difficile 45 Ser Site unique dans un géne  Transporteur ABC  (Sebaihia et al. 2006)
(firmicutes) codant une protéine de
surface putative
pRS01/ facteur Lactococcus lactis 48 ND Site unique intergénique Résistance au (Gasson et al. 1995)
sexuel f (firmicutes) tellure
ICEF Mycoplasma fermentans 23 ND Plusieurs sites ND (Calcutt et al. 2002)
PG18 (firmicutes)
ICEA Mycoplasma agalactiae 27 ND Plusieurs sites ND (Marenda et al. 2006)
5632 (firmicutes)
ICEMISymR7ae Mesorhizobium loti R7ZA 502 Tyr Extrémité 3" d"un gene Fixation de N> et (Sullivan et al. 2002)

(protéobactérie o)

codant un ARN{tPhe

nodulation
(symbiose)

19



Tableau 1 (suite)

Elémenta Espece (division) Taille Enzyme Site d’intégrationc Fonctions portées Référence
(kb)  d’intégration® par I'élémentd
Tn4371¢ Ralstonia sp. A5 55 Tyr Site principal d’intégration Dégradation du (Springael et al.
(protéobactérie [3) TTTTTCAT biphényl 1993)
SXTe Vibrio cholerae 100 Tyr Extrémité 5" du gene SufR, TrmR, CamR, (Hochhut and
(protéobacterie ) codant la protéine RF3 et Strk Waldor 1999)
(terminaison de la
traduction)
R391e Providencia rettgeri 94 Tyr Extrémité 5" du géne KanR, HgR (Boltner et al. 2002)
(protéobacterie y) codant la protéine RF3
(terminaison de la
traduction)
ICEclce Pseudomonas 103 Tyr Extrémité 3" d"un géne Dégradation du 3- (Ravatn et al. 1998)
knackmussii codant un ARNtCly chlorobenzoate et
(protéobactérie y) du 2-aminophénol
ICEEc1 Escherichia coli 70 Tyr Extrémité 3" d’un gene Prélevement de fer (Schubert et al.
(protéobactérie v) codant un ARN{Asn par sidérophore 2004a)
(pathogénicité)
ICEHin1056¢ Haemophilus influenza 35 ND Extrémité 3" d’un gene AmpR (Dimopoulou et al.
(protéobacterie v) codant un ARNtLeu 1997)
SPI-7¢ Salmonella enterica 134 Tyr Extrémité 3" d"un gene Synthese d'une (Pickard et al. 2003)
(protéobactérie y) codant un ARN{tPhe capsule
(pathogénicité)
pKLC102¢ Pseudomonas earoginosa 104 Tyr Extrémité 3’ de deux génes SulR, BetR, SpcR (Kiewitz et al. 2000)

(protéobactérie )

codant des ARNtLys
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Tableau 1 (suite)

Elément2 :
Taill E e e
ane nzyme Site d’intégrationd

Fonctions portées o
p Référence

. R
Espéce (division) (kb)  d’intégratione par I'élémente

CTnscr94 Salmonella enterica 100 ND Extrémité 3" de deux génes Utilisation du (Hochhut et al. 1997)
(protéobactérie v) codant des ARN{tPhe saccharose

a: L’activité de transfert et/ ou d’'intégration des éléments soulignés n’a pas été démontrée.

b: DDE, transposase a DDE ; ND, non déterminé ; Ser, recombinase a Sérine ; Tyr, recombinase a Tyrosine.

¢: ND, non déterminé.

d: Amp, ampicilline ; Bet, bromure d’éthidium ; Cam, chloramphénicol ; Em, érythromycine ; Kan, kanamycine ; ND, non déterminé ; Str, streptomycine ; Spc,

spectinomycine ; Suf, sulfaméthoxazole ; Sul, sulfonamide ; Tet, tétracycline ; Trm, triméthoprime ; Van, vancomycine.

e : Divers ICE étroitement apparentés ne sont pas indiqués dans ce tableau.

f: Les ICE pRS01 et « le facteur sexuel » sont deux éléments trés probablement identiques isolés de deux souches dérivant de L. lactis NCDO712 par deux

équipes différentes.
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Les échanges de modules entre éléments pourraient étre expliqués notamment
par l'intégration d'un élément dans un autre, puis par recombinaison, délétion,
mutation. Ainsi, Tn5253 est un ICE composite provenant de l'intégration d'un
élément de type Tn916 (Tn5251) dans un élément de type Tn5252 (Ayoubi et al. 1991).

Par ailleurs, des ICE comme SXT peuvent se transférer vers une souche
possédant déja un ICE apparenté et s’intégrer en tandem avec I'ICE résident et/ou se
recombiner avec celui-ci. De plus, SXT et les ICE apparentés codent 3 protéines
homologues aux protéines phagiques Exo-Bet impliquées dans la réparation ou la
recombinaison (Garriss et al. 2009; Chen et al. 2011). Les protéines SXT-Exo et SXT-
Bet participeraient a I'échange de genes, par recombinaison homologue, entre deux
éléments apparentés intégrés en tandem au sein d’'une méme cellule. Ce mécanisme

pourrait étre 'un des moteurs de 1'évolution modulaire des ICE (Garriss et al. 2009).

1 kb

Conjugaison Régulation Recombinaison

GMP synthase

Conjugaison Régulation Recombinaison

Figure 6 : Structure modulaire des éléments génétiques mobiles ICELm1, Tn916 et
Tn5801

Ces trois éléments présentent une structure modulaire. Chaque module comprend un groupe de génes
ou de séquences impliqués dans la méme fonction biologique comme le module de conjugaison (bleu),
le module de régulation (vert), de recombinaison (rouge) et d’adaptation (noir). Les trois éléments
portent des modules de conjugaison et de régulation apparentés mais Tn916 et ICELm1 contiennent
soit un module de recombinaison différent, soit un module d’adaptation différent. Cette différence
explique la différence de spécificité entre les éléments et souligne une évolution par échange de
modules des éléments génétiques mobiles. Les surfaces jaunes représentent les identités

nucléotidiques.

TetR, résistance a la tétracycline ; CdR, résistance aux ions cadmium.
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Des analyses de génomes effectuées sur les grandes divisions bactériennes
avaient suggéré que ces éléments sont extrémement répandus. Des ICE putatifs ont
en effet été caractérisés au sein des firmicutes (Burrus et al. 2002a; Auchtung et al.
2005), des actinobactéries (te Poele et al. 2008), des bacteroidetes (Cheng et al. 2000) et
des protéobactéries (Sullivan et al. 2002; van der Meer and Sentchilo 2003; Schubert et
al. 2004a; Burrus et al. 2006; Roberts and Mullany 2009). Une analyse globale récente
de plus de mille génomes procaryotiques a montré que les modules de conjugaison
chromosomiques sont plus répandus que les modules de conjugaison plasmidiques,
suggérant ainsi que les ICE seraient tres répandus dans la communauté bactérienne
et seraient les éléments conjugatifs les plus abondants dans tous les clades bactériens
(Guglielmini et al. 2011). Ces éléments sont méme isolés au sein de bactéries a petit
génome et/ou intracellulaires obligatoires telles que Mycoplasma fermentans (Calcutt
et al. 2002), Mycoplasma agalactiae (Marenda et al. 2006), Rickettsia massiliae (Blanc et al.
2007) ou encore Protochlamidia amoebophila (Greub et al. 2004) alors qu’il était admis
que ces bactéries n’évoluaient pas par transfert horizontal. Chez la bactérie
intracellulaire obligatoire Orientia tsutsugamushi ikeda 185 copies d'ICE putatifs
partiellement délétées ont été mises en évidence, soit environ 700 kb d’éléments ce

qui représente plus du tiers du génome de cette bactérie (Nakayama et al. 2008).

3. Transfert conjugatif des ICE

Le transfert des ICE se réalise en quatre étapes: 1'excision du chromosome
sous forme circulaire, le transfert par conjugaison puis l'intégration dans un réplicon
de la cellule hote. Ensuite, 1'élément doit se maintenir dans la descendance de la

cellule réceptrice.

3.1 Excision/intégration

L’excision et I'intégration des ICE sont catalysées par une intégrase codée par
'élément. Comme pour les prophages, ces intégrases appartiennent a trois familles,
le plus souvent une recombinase a tyrosine, plus rarement une recombinase a sérine

ou transposase a DDE (Burrus et al. 2002b; Brochet et al. 2009).
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3.1.1 Recombinase a tyrosine

Les intégrases a tyrosine catalysent les réactions d’excision et d’intégration des
éléments génétiques mobiles grace a un résidu tyrosine. Elles réalisent des coupures
décalées des deux brins et des religations successives afin de procéder a 1'échange de
brin. De ce fait, elles catalysent une recombinaison site spécifique entre de courtes
séquences identiques contenues dans le site att] porté par la forme circulaire de I'ICE
(attP pour les phages) et dans le site chromosomique d’insertion attB. Cela aboutit a
I'intégration de 1'élément dans un réplicon de la cellule qui est alors bordé par les
deux copies d"une répétition directe appartenant aux sites attL et attR créés par la
recombinaison (Figure 7) (Smith and Thorpe 2002; Groth and Calos 2004; Grindley et
al. 2006).

A.

intégration attL , attR
- L I

attL attR
m—F— B

attB

Figure 7: Représentation schématique de 1’intégration et de l’excision des ICE

catalysées par les recombinases a tyrosine
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A. Intégration

L’intégrase seule catalyse la recombinaison entre les séquences identiques des sites attl et attB
(rectangles noirs) ce qui aboutit a I'intégration de I'ICE dans le réplicon. L’élément est alors bordé des
sites attL et attR.

B. Excision

Une recombinaison catalysée par 1'intégrase entre les séquences identiques des sites attR et attL portés
par la méme molécule et orientés dans le méme sens conduit a I'excision de I'ICE sous forme circulaire
ainsi qu’a la formation des sites attB et attl. Des cofacteurs codés par 1'élément et par I’hote, participent
a la réaction d’excision, notamment en courbant I’ADN.

Les rectangles blancs et hachurés représentent respectivement les bras des sites atfR et attL et leurs
équivalents dans le site attl.

La structure des sites de recombinaison att est tres bien définie chez les
prophages, notamment A. Ils comportent une région core contenant les séquences
identiques ol a lieu la recombinaison. Les sites attL et attR portent également des
séquences, dénommées bras, contenant des sites de fixation de la recombinase a
tyrosine, ainsi que des cofacteurs protéiques codés par l'élément ou par l'hote,
viennent se fixer. Ces bras sont retrouvés de part et d’autre de la séquence core du
site attP mais sont absents du site attB (Figure 8) (Gottfried et al. 2000; Groth and

Calos 2004). Chez les ICE, la nature exacte des sites attL et attR n’est pas encore

caractérisée.
bras P core bras P'
v VY VvYY v
P1 H1 P2 X1 X2 F H2 COC H P'1 P2 P3
PITI T 77T N OO I —— /P
X
B OB
=] - attB
Intégration Excision
(Int + IHF) (Int + IHF + Xis)
1. Ht P2 X1 X2F H2 C OB
attR
X
BOC H P1 P2 P'3
I —  EEME _ I

Figure 8: Structure des sites de recombinaison site-spécifique du phage A
(Gottfried et al. 2000)

Le site O correspond a la séquence a l'intérieur de laquelle s’opere 1'échange de brins. Les sites B, B’, C
et C’ sont les séquences de fixation a faible affinité reconnues par l'intégrase. Elle se fixe en revanche
avec une forte affinité sur les sites P. Les sites H, X et F symbolisent respectivement les sites de fixation

des protéines accessoires IHF, Xis et Fis.
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L’excision d'un phage ou d'un ICE par une intégrase implique une
recombinaison site-spécifique entre les sites attL et attR (Figure 7). Chez les phages
codant une recombinase a tyrosine, I'excision est dépendante, en plus de I'intégrase,
d'un co-facteur protéique RDF («recombination directionality factor »). Ce co-
facteur, codé par 1'élément, est presque toujours une petite protéine basique appelée
excisionase, qui va déterminer la proportion d’éléments se trouvant sous forme
intégrée et sous forme libre (Lewis and Hatfull 2001). La majorité des ICE codant
une intégrase nécessitent également la présence d'un RDF lors de leur excision
(Raynal et al. 1998; Cheng et al. 2001; Connolly et al. 2002; Mullany et al. 2002; Burrus
and Waldor 2003; Sutanto et al. 2004; Ramsay et al. 2006; Lee et al. 2007).

De méme, des facteurs d’hote peuvent intervenir dans la réaction d’excision
ou d’intégration. Ainsi, 'intégration de CTnDOT chez E. coli nécessite le facteur
d’hote IHF (« integrated host factor ») (Cheng et al. 2002). De méme, 1'excision de
Tn916 est stimulée par le facteur d’héte Hu (« heat unstable ») (Connolly et al. 2002).

3.1.2 Recombinase a sérine

N

Les recombinases a sérine constituent la seconde famille des recombinases
sites spécifiques. Elles catalysent une recombinaison entre des sites att] et attB.
Cependant, l'acide aminé catalytique est une sérine et le mécanisme de
recombinaison est différent de celui des recombinases a tyrosine. En effet, les
recombinases a sérine vont réaliser des coupures simples brin décalées sur
I’ensemble des brins avant de procéder a I'échange de brin et a la religation (Grindley
et al. 2006).

Tn5397 de Clostridium difficile est le seul ICE bien caractérisé qui code une
recombinase a sérine. Cette enzyme est nécessaire et suffisante pour réaliser
I'intégration et I'excision de cet ICE (Wang and Mullany 2000; Wang et al. 2000).
D’autres ICE de cette espece bactérienne (CTn5, CIn2 et CIn7), ICESe2 de
Streptococcus equi, ICESp2905 et ICESp1108 de S. pyogenes ainsi que Tn1806 de
S. pneumoniae codent une recombinase a sérine putative (Sebaihia et al. 2006; Camilli
et al. 2008; Heather et al. 2008; Brenciani et al. 2011). Parmi ces éléments, CTn2, CTnb5,
CTn7 et ICESp2905 s’excisent et se transferent (Brouwer et al. 2011; Giovanetti et al.
2012).
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3.1.3 Transposase a DDE

Les transposases a DDE catalysent la transposition de la plupart des IS et
transposons. Les éléments sont bordés de répétitions inversées et les trois acides
aminés catalytiques de la transposase (deux aspartates et un glutamate) vont
permettre les coupures et échanges de brins. L'intégration provoque une duplication
de la séquence cible (Polard and Chandler 1995). Les deux ICE TnGBS1 et TnGBS2 de
S. agalactine codent une transposase a DDE qui est nécessaire et suffisante pour leur
excision et leur intégration (Brochet et al. 2009). ICE6013 de Staphylococcus aureus
code également une transposase a DDE (Smyth and Robinson 2009). Enfin, ICEF de
Mycoplasma fermentans et les éléments apparentés ne codent pas de recombinase a
tyrosine ou a sérine. De plus, la présence de répétitions inverses terminales ainsi que
la duplication de courtes séquences de la cible, différentes selon le lieu d’intégration,
laissent a penser que ces éléments pourraient coder des transposases a DDE (Calcutt
et al. 2002; Marenda et al. 2006).

L’excision des ICE est la premiére étape avant le transfert conjugatif et est
donc indispensable pour que ce dernier se réalise. Chez Tn916 et les ICE apparentés,
I'expression des genes du module de conjugaison est induite par la circularisation,
cette étape d’excision apparait donc comme un pré-requis important au transfert
conjugatif (Celli and Trieu-Cuot 1998).

3.2 Transfert d’ADN par conjugaison

3.2.1 Transfert simple brin
3.2.1.1 Contact entre cellules donatrice et réceptrice

Le transfert conjugatif nécessite un contact entre les cellules donatrice et
réceptrice. Pour les plasmides conjugatifs des bactéries Gram négatives, le contact est
établi par lintermédiaire d'un pilus. Le pilus est un appendice tubulaire
principalement constitué de piline. Deux types de pili existent : ceux produits par le
plasmide F et les plasmides apparentés qui sont longs et souples et ceux produits par
les plasmides de la famille IncP qui sont petits et rigides. Le pilus s’attacherait a la

membrane externe de la cellule réceptrice et permettrait ainsi un contact entre les

27



deux cellules. Le pilus, produit par le plasmide F, se rétracterait apres contact par
dépolymérisation des sous-unités de pilines, fonctionnant ainsi comme un grappin
attirant la cellule réceptrice. Cette rétraction est impossible avec 1'autre type de pilus
qui serait plutot éliminé par cassage. Apres le rapprochement, le pore de conjugaison
peut étre mis en place entre les deux partenaires permettant le transfert de I’ ADN
(Chen et al. 2005; Schroder and Lanka 2005). Deux études démontrent également que
le pilus du plasmide F permettrait déja le transfert d’”ADN simple brin entre deux
bactéries distantes avant rétraction (Babic et al. 2008; Shu et al. 2008).

Les ICE SXT de V. cholerae, PAPI-1 de P. aeroginosa et BTF-37 de Bacteroides
fragilis codent tous les trois un systeme de mise en place de pilus (Beaber et al. 2002;
Vedantam and Hecht 2002; Carter et al. 2010).

Pour la majorité des bactéries Gram positives, les éléments conjugatifs ne
codent pas de pilus et la nature du contact n’est pas établie (Burrus et al. 2002b;
Grohmann et al. 2003). Toutefois, chez les entérocoques, certains plasmides
conjugatifs codent un systéme d’agrégation particulier. Les cellules réceptrices
synthétisent et diffusent des phéromones spécifiques. Les plasmides conjugatifs, en
réponse aux phéromones, synthétisent a la surface cellulaire des adhésines ou
protéines d’agrégation qui facilitent le contact entre cellules donatrice et réceptrice
(Clewell 1993). L'ICE pRS01 de Lactococcus lactis code une protéine d’agrégation

apparentée a celles des plasmides conjugatifs des entérocoques (Godon et al. 1994).

3.2.1.2 Pore de conjugaison

Le transfert de ’ADN est assuré par deux systemes, le pore de conjugaison et
le relaxosome, reliés entre eux par une protéine de couplage. La structure et la mise
en place du pore de conjugaison ont été particuliérement étudiées chez les plasmides
conjugatifs des bactéries Gram négatives, notamment pour le plasmide F d’E. coli. La
structure du pore permettant le transfert d’ADN par Agrobacterium tumefaciens a
également été tres étudiée. Le pore de conjugaison est apparenté au systeme de
sécrétion de type IV ou T4SS. Le pore de conjugaison est un complexe multiprotéique
constitué d’ATPases fournissant une partie de I'énergie au systeme, de protéines
formant le pore et d'une protéine dite de couplage qui fera le lien entre '’ADN a
transférer et le pore, et fournira également de 1l'énergie au systeme (Figure 9)
(Cascales and Christie 2003; Chen et al. 2005; Christie et al. 2005).
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Figure 9 : Transfert conjugatif de I’ADN par le systéme VirB/D4 d’Agrobacterium
tumefaciens (Chen et al. 2005)

La protéine de couplage, VirD4, ainsi que les deux ATPases VirB11 et VirB4 sont localisées sur la face
cytoplasmique de la membrane interne. La protéine de couplage, grace a un peptide signal chargé
positivement, va recruter puis diriger vers le systeme d’export certains composants du pore. La
protéine VirBl est une hydrolase du peptidoglycane qui va faciliter la mise en place de certains
constituants du pore situé dans le périplasme ou la membrane externe. Les protéines VirB6 et VirB10
pourraient servir d’échafaudage pour 1'assemblage du systéme, en particulier le complexe constitué
d’une imbrication des protéines VirB7, VirB9 et VirB10. Les protéines VirBé et VirB8, en contact avec
le substrat a transporter, seraient de bons candidats pour la constitution du pore dans la membrane

interne. La protéine VirB2 est le composant majeur du pilus

Lors du transfert, la relaxase et le brin d’ADN liés covalemment (formant avec d’autres facteurs
protéiques le relaxosome) se fixe sur la protéine de couplage. Le transfert met en jeu des échanges vers
les différents composants du pore, les différentes ATPases fournissant I'énergie nécessaire. La chaine
comprenant les pilines (VirB2) et les protéines apparentées aux sécrétines (VirB9) permet la
translocation de I’ADN.

La nature du pore de conjugaison des ICE a été peu étudiée. Les analyses
bioinformatiques suggerent que, pour les ICE présents chez les bactéries Gram
négatives, elle pourrait étre identique a celle des plasmides conjugatifs (Wozniak and

Waldor 2010). Les ICE coderaient comme les plasmides conjugatifs la totalité des
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protéines du T4SS. ICEEc1 de E. coli code ainsi un systeme de sécrétion de type 4
complet impliqué dans le transfert de I'élément (Schubert et al. 2004a). ICEMISymR7A
de Mesorhizobium loti contient lui aussi un T4SS, apparenté a ceux du plasmide Ti ou
RP4 (Sullivan et al. 2002). Les éléments de la famille SXT code un systeme T4SS
apparenté a ceux des plasmides conjugatifs IncA/C (Wozniak et al. 2009a). Par
ailleurs, les éléments appartenant a la famille d'ICEHin1056, ICEclc ou PAPI-1 code
un T4SS appartenant a une nouvelle classe, qui n’avait jamais été identifié
auparavant chez les plasmides (Mohd-Zain et al. 2004; Juhas et al. 2007; Juhas et al.
2008; Carter et al. 2010).

Les pores de conjugaison des ICE des bactéries Gram positives sont mal
connus. Toutefois, 1 a 4 genes appartenant aux modules de conjugaison des ICE ou
plasmides conjugatifs des firmicutes sont homologues aux genes virB1, virB4, virB11
ou virD4 des T4SS des bactéries Gram négatives (Figure 9) (Burrus et al. 2002a;
Grohmann et al. 2003; Wozniak and Waldor 2010). La protéine VirD4 est la protéine
de couplage du systeme, VirB4 et VirB11 sont deux ATPases, la protéine VirB1 est
une hydrolase du peptidoglycane localisée dans la membrane externe et le
périplasme et qui facilite la mise en place des protéines du pore de conjugaison.
ICEBs1 de B. subtilis porte un gene codant une protéine homologue a la protéine de
couplage VirB4 de I'élément Ti. Cette protéine nécessaire au transfert conjugatif est
localisée aux poles de la cellule (Berkmen et al. 2010). D’autres protéines de
conjugaison de différents plasmides conjugatifs de bactéries Gram positives ou
négatives sont également détectées aux poles suggérant une mise en place localisée
du pore (Judd et al. 2005; Li et al. 2005; Bauer et al. 2011).

3.2.1.3 Transfert d’ADN

Le transfert a été particulierement étudié pour les plasmides conjugatifs. La
relaxase initie le transfert conjugatif de I’ADN en se fixant au niveau de I'origine de
transfert (oriT) de 1'élément (Byrd and Matson 1997; de la Cruz et al. 2010). Des
protéines accessoires codées par 1'hote (telles qu'lHF) et par l'élément vont
également se fixer sur l'oriT, formant ainsi le relaxosome. La fixation de ces protéines
permettra a l'oriT d’étre dans la bonne conformation, de stabiliser le complexe ADN-
relaxase et d’activer ou d’augmenter l'activité ou la spécificité de cette derniere. La
relaxase réalise, au niveau du site nic de 'oriT, une coupure site et brin spécifique qui

permettra d’initier la réplication par cercle roulant de 1’élément, nécessaire au
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transfert (Howard et al. 1995; Karl et al. 2001; Ragonese et al. 2007; Wong et al. 2012).
Cette réaction de trans-estérification est réalisée par une tyrosine catalytique de la
relaxase. Elle aboutit a la formation d'une liaison covalente entre l'extrémité 5’-
phosphate de ’ADN et la protéine. Le monomere de relaxase fixé a I’ADN simple
brin est alors reconnu par la protéine de couplage qui va faire le lien entre le pore de
conjugaison et le relaxosome. Une activité hélicase portée ou non par la relaxase va
dérouler 'ADN et permettre la réplication par cercle roulant de 1'élément chez la
cellule donatrice (Figure 10) (Byrd and Matson 1997; Matson et al. 2001; Llosa et al.
2002; de 1a Cruz et al. 2010; Lucas et al. 2010).

En plus du role d’intermédiaire entre les deux complexes, relaxosome et pore
de conjugaison, la protéine de couplage fournit I'énergie nécessaire au transfert via
son activité ATPasique (Llosa et al. 2002). Cette protéine appartient a la famille des
protéines SpolllE/FtsK impliquées dans de nombreux processus de transfert de
I’ADN entre compartiments cellulaires (Kaimer and Graumann 2011). D’autres
ATPases du pore permettront la translocation de I’ADN et de la relaxase vers les
composants structuraux du pore de conjugaison et donc le transfert vers la cellule
réceptrice (Chen et al. 2005). Apres transfert d’une copie complete de ’ADN sous
forme simple brin vers la cellule réceptrice, un second résidu tyrosine de la relaxase
catalyse la re-circularisation de I'élément transféré (Grandoso et al. 2000). La
réplication de 'ADN a partir de l'extrémité 3" par cercle roulant dans la cellule
donatrice permet a I'élément d’étre présent, apres transfert, a la fois chez les cellules
réceptrice et donatrice. L’”ADN simple brin de la cellule réceptrice est quant a lui
répliqué grace a des primases, codées ou non par l'élément, qui permettent
I'initiation de la synthese d’ADN a partir d’amorces ARN (Wilkins and Thomas 2000;
Parker and Meyer 2005).
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Figure 10 : Représentation schématique du processus de transfert du plasmide F de
E. coli (de la Cruz et al. 2010)

I. Formation du relaxosome. La relaxase et d’autres protéines se fixent au niveau de l'origine de
transfert qui prend une configuration adéquate pour le clivage.

IL. La tyrosine catalytique de la relaxase réalise une coupure simple brin au niveau du site nic.

ITI. La relaxase vient se lier a la protéine de couplage.

IV. Signaux permettant d’induire le transfert du brin d’ADN.

V. Déroulement de I’ADN par le domaine hélicase de la relaxase.

VI. Utilisation de I'ATP pour pomper I’ADN vers le pore de conjugaison.

VII. Passage de I’ADN et de la relaxase a travers le pore de conjugaison vers la cellule réceptrice.

Le mécanisme de transfert des ICE semble similaire a celui des plasmides
conjugatifs. L’origine de transfert d'un petit nombre d'ICE a été décrite (Scott et al.
1994; Jaworski and Clewell 1995; Li et al. 1995a; Srinivas et al. 1997; Mills et al. 1998;
Lee et al. 2007; Ceccarelli et al. 2008; Miyazaki and van der Meer 2011). ICEclc est le
seul ICE connu et I'un des tres rares éléments conjugatifs possédant deux origines de
transfert fonctionnelles. Les deux oriT sont dépendants de la méme relaxase codée
par 1'élément et permettent le transfert de I'ICE avec la méme efficacité. La délétion
de I'un des deux oriT entraine une diminution de la fréquence de transfert de I'ICE

d’un facteur 4. La présence des deux oriT semble donc apporter un avantage sélectif a
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I'élément. Toutefois, le fait que les deux oriT soient fonctionnelles ne signifie pas
qu’elles soient utilisées en méme temps au sein d'un méme élément (Miyazaki and
van der Meer 2011).

Un géne codant une relaxase putative a été identifié chez tous les ICE autres
que ceux des actinobactéries, toutefois les relaxases et les coupures simple brin
qu’elles catalysent n’ont été caractérisées que dans quelques cas (Srinivas et al. 1997;
Rocco and Churchward 2006; Lee et al. 2007; Miyazaki and van der Meer 2011). De
plus, le transfert de I’ADN simple brin n’a été démontré que chez Tn916 (Scott et al.
1994). Les protéines formant le relaxosome des ICE ont également été peu étudiées.
La protéine de I'hote IHF (integrated host factor) de SXT est nécessaire au transfert
conjugatif de cet élément a partir de V. cholerae (McLeod et al. 2006). Une protéine de
couplage putative est toujours identifiée au sein du module de conjugaison des
différents ICE, toutefois leur impact sur le transfert conjugatif n’a jamais été étudié.
La protéine de couplage d'ICEBs1 se trouve concentrée, avec d’autres protéines du
module de conjugaison au pole des cellules (Berkmen et al. 2010). Par ailleurs, des
primases ont été identifiées chez les ICE CTn341 de Bacteroides et ICE-A de
Mycoplasma agalactiae mais leur role dans la réplication de I'élément n’a pas été étudié
(Bacic et al. 2005; Marenda et al. 2006).

3.2.2 Transfert double brin

Le processus de conjugaison est trés différent pour la majorité des plasmides
et des ICE des actinobactéries (Figure 11). L'un des transferts les mieux connus est
celui de I'ICE pSAM?2 de Streptomyces ambofaciens. pPSAM2 s’excise du chromosome
puis se réplique de maniere autonome par cercle roulant (Hagege et al. 1993; Possoz
et al. 2001). Ensuite, cet élément se transfere vers la cellule réceptrice sous forme
double brin (Possoz et al. 2001). Le pore de conjugaison des actinobactéries est tres
différent de celui précédemment décrit. Il ne nécessite qu'une seule protéine Tra
(encore appelée TraB ou TraSA) qui est une translocase a ADN apparentée aux
protéines FtsK ou SpolllE. Ces deux derniéres sont des pompes a ADN impliquées
notamment dans la répartition des chromosomes lors de la sporulation ou de la
division cellulaire (Kaimer and Graumann 2011). La protéine Tra se fixe non
covalemment sur une région non codante clt (cis acting locus of transfer) de 1'élément
conjugatif (Reuther et al. 2006; Vogelmann et al. 2011). Des hexameres de protéines

Tra formeraient un pore et permettraient via son domaine ATPasique la translocation
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de 'ADN de la cellule donatrice vers la cellule réceptrice. Apres transfert, I’élément
se réplique de nouveau avant d’envahir le mycélium et de s’intégrer dans le

chromosome (Possoz et al. 2001).

Si le transfert intermycélien ne nécessite que le gene tra, la dissémination
intramycélienne de I'élément requiert entre trois et sept protéines supplémentaires.
Ces protéines formeraient un complexe multiprotéique avec la protéine Tra et
permettraient la translocation de I’ADN au niveau des septa (Hagege et al. 1993;
Grohmann et al. 2003; Thoma and Muth 2012). L’envahissement du mycélium
permet de mettre en évidence une autre caractéristique du transfert conjugatif des
actinobactéries. L’échange génétique est en effet visible a 1'ceil nu via la formation de
« pocks » qui correspondent au retard de croissance d a la dissémination rapide de
I'élément conjugatif. L’expression des protéines de transfert et particuliérement de
Tra provoque en effet une inhibition de croissance et un retardement de
différenciation (Hagege et al. 1993; Grohmann et al. 2003; Thoma and Muth 2012).

2. Réplication par Réplication par
DONATRICE cercle roulant RECEPTRICE cercle roulant

©© :\t'ransfertd 'ADN

QQ O E Q QQ

4. I.‘ntegratxon
1. EXCiSiOIlI l Intégration Hexamere de i
protéines Tra 0'

chromosome chromosome

Figure 11 : Modele de transfert des plasmides conjugatifs et des ICE chez les
Streptomyces (Bordeleau et al. 2012)

1. L'ICE s’excise du chromosome via une recombinaison site spécifique entre les sites attL et attR.
2. L'ICE se réplique par cercle roulant dans la cellule donatrice.

L’élément se transfere sous forme double brin. La seule protéine nécessaire est Tra, qui sous forme
d’hexamere crée le pore de conjugaison. Elle reconnait 1'élément a transférer via la région non codante
clt. La protéine Tra porte un domaine ATPasique nécessaire a la translocation de ’ADN.

4. Apres transfert, I'ICE se réplique par cercle roulant puis va envahir le mycélium par conjugaison.
Cette étape nécessite, en plus de la protéine Tra, 3 & 7 protéines qui formeront un complexe protéique

avec Tra. Pour se maintenir, I'ICE s’integre dans le chromosome de la cellule réceptrice.
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L’analyse des génomes des actinobactéries révele que les ICE se transférant
sous forme double brin avec une protéine de transfert apparentée a FtsK sont
courants (te Poele et al. 2008; Ghinet et al. 2011; Bordeleau et al. 2012). Une recherche
sur 275 génomes d’actinomycetes a en effet mis en évidence 144 ICE de ce type. La
grande majorité de ces éléments se trouve dans le sous-groupe des actinomycetes.
Cela s’expliquerait par le fait que le mécanisme de transfert des ces ICE est adapté a
la croissance en hyphe des actinomycétes, hyphes composés de cellules présentant
des copies multiples de génomes. Chez les autres actinobactéries, ce type d’élément

conjugatif ne se transfere pas efficacement et ne persiste pas dans la population.

4. Mobilisation d’ADN

Les ICE, comme les plasmides conjugatifs, permettent le transfert d’autres
séquences d’ADN. On dit que ces séquences sont mobilisées. La mobilisation sera
active, si I'élément mobilisé code des fonctions impliquées dans son transfert. Elle
peut aussi étre passive si I"élément mobilisé n’apporte aucune fonction nécessaire au
transfert. On classe les événements de mobilisation en deux catégories: (i)
mobilisation en trans ou la molécule mobilisée n’a pas besoin d’étre co-intégrée avec
I’élément mobilisateur et (ii) mobilisation en cis dans le cas oli une co-intégration est

nécessaire.

4.1 Mobilisation en trans

Certains plasmides ou éléments intégratifs portent des séquences ou/et
codent des fonctions leur permettant d’étre mobilisés a distance par des éléments
conjugatifs (mobilisation en trans). Ces éléments, qualifiés de mobilisables, portent
leur propre origine de transfert (oriT) (Salyers et al. 1995b; Rawlings and Tietze
2001). La grande majorité des éléments mobilisables connus codent une relaxase et
souvent une a quatre protéines impliquées dans la formation du relaxosome
(Rawlings and Tietze 2001). L’analyse de plus de 1000 génomes de procaryotes a
permis de mettre en évidence 402 genes chromosomiques isolés codant une relaxase
et n'appartenant pas a un module de conjugaison, suggérant ainsi que la
mobilisation en trans d’éléments chromosomiques serait trés répandue (Guglielmini
et al. 2011).
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Les éléments intégratifs, mobilisables en trans, ont été regroupés sous le nom
d’éléments intégratifs mobilisables ou IME (Integrative and Mobilizable Elements)
(Burrus et al. 2002a). Les IME s’excisent de maniére autonome sous forme circulaire.
IIs sont ensuite mobilisés en trans par des plasmides conjugatifs ou des ICE. Enfin, ils

s’integrent dans le génome de la réceptrice.

Ainsi, chez Bacteroides, les IME NBU (Non replicating Bacteroides Units)
codent leur propre excision ainsi que leur relaxase qui va aller cliver leur origine de
transfert. Toutefois, ils utilisent le pore de conjugaison d'ICE CTnDOT (Li et al.
1995b; Salyers et al. 1995b) ou de plasmides conjugatifs. Le transfert de divers IME de
Bacteroides et de Clostridium codant leur propre relaxase a été démontré. Leur
intégration est catalysée par une recombinase a tyrosine ou a sérine. Elle peut étre

site spécifique ou non.

Les éléments de type SGI1 de Salmonella enterica serovar Typhimurium sont
mobilisés par les plasmides du groupe d’incompatibilité IncA/C (Mulvey et al. 2006;

Douard et al. 2010). La relaxase n’a pas été identifiée.

Par ailleurs, les ICE de la famille SXT/R391 mobilisent en trans des ilots
intégrés dans le chromosome. Ces éléments portent leur propre origine de transfert
apparentée a celle de SXT, ainsi qu'un module de recombinaison, mais ne codent
aucune protéine de conjugaison. Toutefois, pour s’exciser, ils requiérent une
activation par les régulateurs d'ICE SXT/R391. Ils utilisent ensuite la relaxase et la
machinerie de conjugaison de I'ICE. Le transfert de ces IME est donc induit, comme
SXT ou R391, par les agents endommageant I’ADN comme les UV ou la mitomycine
C (voir la partie 6) (Hochhut et al. 2000; Daccord et al. 2010; Daccord et al. 2012).

Enfin, MTnSagl est I'IME le plus atypique identifié a 1'heure actuelle. Cet
élément de 1,7 kb est le plus petit IME connu. Il ne porte que 2 génes codant une
transposase a DDE et la résistance aux lincosamides. De plus, son origine de transfert
se situe dans ce gene de résistance et n'est pas apparentée a celle de I'élément
mobilisateur, Tn916 (Achard and Leclercq 2007). L’élément tISCpe8 de Clostridium
perfringens apparenté a MTnSagl est mobilisé de fagon similaire par Tn916 (Lyras et
al. 2009)

Les relaxases initient toutes la réplication par cercle roulant de 1'élément cible.
Cependant, certaines, les relaxases réplicatives, sont impliquées dans le maintien par

réplication des plasmides dans la descendance de la cellule (réplication
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intracellulaire) tandis que d’autres, les relaxases conjugatives, sont impliquées dans
le transfert conjugatif (réplication intercellulaire d"un brin dans la cellule donatrice et
de 'autre dans la cellule réceptrice). Jusqu'a des temps tres récents, I'on croyait que
les relaxases réplicatives et conjugatives appartenaient a des types différents de
relaxases et que les fonctions de mobilisation et de réplication étaient toujours
distinctes. Toutefois, la relaxase conjugative d’ICEBs1 est aussi impliquée dans la
réplication intracellulaire de 1'élément (voir par ailleurs partie 5.1.1.2) (Lee et al.
2010). De plus, ICEBsI mobilise en trans trois plasmides qui étaient auparavant
considérés comme non mobilisables. En effet, ces plasmides se répliquent par cercle
roulant mais ne contiennent pas d’origine de transfert distincte de 1'origine de
réplication et ne codent pas de relaxase conjugative distincte de la relaxase
réplicative, (Lee et al. 2012). Leur mobilisation nécessite la protéine de couplage et la
machinerie de conjugaison d'ICEBs1. La relaxase utilisée est la relaxase réplicative
des plasmides. Ainsi, des plasmides a réplication par cercle roulant, considérés
jusque la comme non mobilisables, sont mobilisables en trans par certains ICE.
L'impact des ICE sur la diversité et la plasticité des génomes bactériens serait donc

encore plus important que celui évalué initialement.

4.2 Mobilisation en cis

Contrairement a la mobilisation en trans, la mobilisation en cis résulte de la co-
intégration d’une séquence d’ADN avec un élément conjugatif. Elle ne requiert que
I'expression du systéme de transfert de 1'élément mobilisateur. Les séquences d’ADN

mobilisées ne présentent donc pas nécessairement de caractéristiques particulieres.

Ainsi, le plasmide conjugatif p42a de Rhizobium etli mobilise le plasmide pSym
apres fusion (Brom et al. 2004). De méme, des séquences chromosomiques peuvent
étre mobilisées en cis par un plasmide conjugatif aprés formation d’un co-intégrat.
Ainsi, l'intégration du plasmide F dans le chromosome d’E. coli par recombinaison
homologue ou illégitime aboutit a la mobilisation a haute fréquence des génes
adjacents au plasmide (mobilisation de type Hfr). Dans ce cas, 'origine de transfert
de I'élément sous forme intégré est reconnue par la relaxase puis clivée ce qui va
initier le transfert. Les régions situées en 5 de l'oriT seront ainsi transférées vers la
cellule réceptrice, dont la région chromosomique adjacente a I'élément. Le transfert

est donc unidirectionnel. L'intégration dans la cellule réceptrice de '’ADN transféré
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se fera par recombinaison homologue ou illégitime (Haas et al. 1981; Singer et al.
1989).

Certains ICE peuvent mobiliser des séquences d’ADN chromosomique en cis.
Ainsi, SXT de Vibrio cholerae mobilise jusqu’a 500 kb d’ADN chromosomique de
maniére Hfr (Hochhut et al. 2000). De plus, les ilots mobilisés en trans par SXT
peuvent a leur tour mobiliser en cis des séquences chromosomiques (Daccord et al.
2010). De méme, les échanges de larges fragments chromosomiques via les ilots
génomiques de S. agalactiae jouent un role majeur dans la dynamique des génomes
de cette bactérie (Brochet et al. 2008b).

Certains ICE vont également mobiliser en cis des plasmides dans lesquels ils
se sont intégrés tel que les ICE de Bacteroides ou ICEPdaSpal présent chez un
pathogene de poisson (Salyers et al. 1995a; Osorio et al. 2008). A I'inverse, Tn916 ne
mobilise ni le chromosome, ni les plasmides dans lesquels il s’intégre. Cela s’explique
par le fait que cet ICE doit étre sous forme circulaire pour exprimer les génes de
transfert et de mobilisation. En effet, le promoteur du module de conjugaison n’est

présent que sous forme extra-chromosomique (Celli and Trieu-Cuot 1998).

Enfin, l'analyse de certains ICE démontre qu’il s’agit d’éléments composites
contenant d’autres éléments qu’ils vont donc mobiliser en cis lors de leur transfert.
Ainsi, CTnDOT contient un IME (Whittle et al. 2001) et I'ICE SPI-7 de Salmonella
enterica contient un prophage (Pickard et al. 2003). L'ICE Tn5253, de type Tn5252,
contient Tn5251 apparenté a Tn916 (Ayoubi et al. 1991). De méme, CTn12256 de
Bacteroides contient CTnDOT, les deux ICE étant fonctionnels (Wang et al. 2011). De
plus, de nombreux ICE portent des IS ou des transposons qui sont transférés en

méme temps qu’eux et sont donc mobilisés en cis.

4.3 Modéle d’évolution des ICE par accrétion/mobilisation

L’analyse des éléments intégrés a I'extrémité 3" du gene fda de S. thermophilus
dans diverses souches a révélé la présence d'ICESt1, d'ICESt3 ou d’éléments
dépourvus de module de régulation, de recombinaison ou de conjugaison, mais
bordés de sites att apparentés a ceux des ICE. De plus, ICESt1, intégré dans ce site
chez S. thermophilus CNRZ368, possede un site attL interne (attL’). L'élément compris

entre les sites attR et attL’ (ICESt2) s’excise seul alors que I’élément compris entre attL
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et attL’ ne code aucune fonction nécessaire a la recombinaison ou au transfert et ne
s’excise pas seul. Cependant, ICESt1 s’excise par recombinaison entre attL et attR.
ICESt1 est ainsi un élément composite formé d'ICESt2 et d’un élément mobilisable en
cis. Ce nouveau type d’élément mobilisable a ét¢é nommé CIME (Cis Mobilizable
Element) (Pavlovic et al. 2004).

De plus, ICESt3 se transfere vers des souches de S. thermophilus qu’elles
contiennent ou non des ICE ou CIME apparentés intégrés dans fda (Bellanger et al.
2009) Dans ce dernier cas, ICESt3 s’intégre en tandem avec 1'élément résident. De
plus, a partir de cette structure en tandem, ICESt3 peut mobiliser un CIME en cis et

permettre ainsi le transfert par conjugaison des deux éléments (Bellanger et al. 2011).

Les données ainsi obtenues suggerent que les ICE de S. thermophilus évoluent
selon un modéle d’accrétion-mobilisation (Figure 12) (Pavlovic et al. 2004; Bellanger
et al. 2011). Les CIME apparaissent par délétion totale ou partielle des modules de
régulation, de recombinaison et de conjugaison d'un ICE, mais gardent des sites att
flanquants. Une souche porteuse d'un CIME peut ensuite acquérir un ICE apparenté
par conjugaison. L'ICE s’intégrerait alors par recombinaison site-spécifique dans un
des sites att flanquant le CIME. Cette intégration conduit a 1’accrétion de I'ICE et du
CIME et génere un nouvel élément composite porteur d'un site att interne et de
nouveaux modules. Le nouvel ICE ainsi formé peut ensuite s’exciser et se transférer
par conjugaison. Le CIME est alors mobilisé en cis par 'ICE. Le site att interne pourra
ensuite évoluer par délétion partielle ou totale, les éléments composites ne portent

généralement pas de site de recombinaison interne fonctionnel (Pavlovic et al. 2004).

D’autres ICE putatifs seraient impliqués dans les accrétions sites-spécifiques
avec des CIME. Ainsi, I'analyse génomique des différents ilots de S. agalactiae révele
la présence de nombreux sites att internes ainsi que de nombreux IME ou CIME
putatifs (Brochet et al. 2008a). L'exemple le plus frappant est 1'ilot ISL3-MIT-9312 de
la cyanobactérie marine Prochlorococcus (Coleman et al. 2006). Cet élément contient en
effet 13 répétitions qui pourraient correspondre a des sites att ou a des vestiges de
sites att. Il pourrait ainsi étre composé de 12 éléments intégrés en tandem. Ainsi,

'accrétion et la mobilisation joueraient un role essentiel dans I'évolution des ICE et

plus généralement des ilots génomiques.
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Figure 12 : Modéle d’évolution des ICE et des CIME par délétion, accrétion site-

spécifique et mobilisation en cis (Pavlovic et al. 2004; Bellanger et al. 2011).

La séquence d’ICE1 et les séquences en dérivant sont représentées en gris. La séquence d'ICE2 est
représentée en noir. La séquence identique entre les différents sites att est représentée par un rectangle
noir. Les séquences spécifiques aux sites attL et attR sont représentées par des carrés hachurés

respectivement de maniére oblique et horizontale.

Un CIME apparait par délétion totale ou partielle des modules de régulation, recombinaison et
conjugaison d"un ICE (ICE1). Une cellule porteuse d'un CIME peut acquérir par un nouvel événement
de conjugaison un second ICE (ICE2). Ce dernier s’intégrera par recombinaison site-spécifique dans
un site att flanquant le CIME (ici attR). L'intégration aboutit a la formation d’un site att] interne (ici
attl’) de structure similaire a celle présente sur la forme circulaire d'un ICE. L’ensemble ainsi formé
constitue un nouvel ICE (ICE3) qui peut s’exciser par recombinaison site spécifique entre attR’ et attL
et se transférer par conjugaison. ICE3 résulte de 1'accrétion d'ICE2 et de CIME1. ICE2 mobilise en cis
CIMEL1.

5. Mécanismes de maintien des ICE

Pour que le transfert soit détectable, il faut que 1'élément acquis par
conjugaison se maintienne dans la descendance de la cellule réceptrice en étant

transmis aux cellules filles lors de la division cellulaire. Pour ce faire, I'ICE peut
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utiliser des fonctions qu’il code ou bien des mécanismes codés par la cellule
réceptrice. De méme, afin de se maintenir dans la cellule réceptrice, '’ ADN ne doit

pas étre dégradé.

Enfin, pour que le transfert soit considéré comme un succes évolutif, I'élément

doit se maintenir et se répandre dans la population.

5.1 Maintien des ICE dans la cellule réceptrice et sa descendance

5.1.1 Maintien grace a des fonctions codées par 1'ICE
5.1.1.1 Recombinases

Dans la grande majorité des cas, I'ICE code une recombinase a tyrosine qui,
apres transfert, catalyse l'intégration site spécifique de 1'élément dans un réplicon, ce
qui assure son maintien dans la descendance de la cellule réceptrice (voir paragraphe
3.1) (Wozniak and Waldor 2010).

Dans ce cas, 'intégration ne modifie généralement pas la séquence du gene
cible car la recombinaison se produit entre des séquences identiques portées par le
site attl et le site attB, ce dernier contenant le plus souvent I'extrémité 3" du gene
cible. L'intégration de I'élément reconstitue un gene entier au niveau du site
d’intégration. De nombreux ICE s’intégrent dans un site unique, généralement dans
I'extrémité 3’ de genes treés conservés comme des genes codant un ARNt ou une
protéine ribosomique (Dimopoulou et al. 2002; Williams 2002; Lee et al. 2007; te Poele
et al. 2008; Brochet et al. 2008a; Bellanger et al. 2009). Certains ICE présentent
cependant d’autres spécificités d'insertion. Ainsi 'ICE SXT s’intégre dans 1'extrémité
5 du gene prfC codant une protéine impliquée dans la terminaison de la traduction.
Il modifie la séquence en acides aminés de la protéine codée par prfC, mais cette
derniére reste cependant fonctionnelle (Hochhut and Waldor 1999). L'ICE Tn916,
s'integre de fagon spécifique dans une région intergénique chez Clostridium difficile
(Wang et al. 2000). TnGBS1 et TnGBS2 s’integrent toujours a 15-16 pb en amont de la
boite -35 de promoteurs mais sans influencer significativement la transcription des
genes en aval (Brochet et al. 2009). Globalement, l'intégration de ces ICE ne

diminuerait pas la valeur adaptative de I'hote.

D’autres ICE ont une spécificité moindre et vont s’intégrer dans de multiples
sites. L'ICE CTnBST de Bacteroides s’intégre préférentiellement dans 50% des cas dans

une région intergénique ou il ne modifie ainsi pas la séquence de génes de I'hote. En
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revanche, il possede de nombreux sites secondaires d’intégration dont certains sont
dans des genes. L'intégration de CTnBST ne reconstitue pas les geénes et 1'élément et
I'intégration est donc mutagéne (Wesslund et al. 2007). D’autres éléments, tels que
Tn916 ou Tn1549 s’integrent dans des régions d’ADN riches en A+T, présentant une
courbure naturelle, chez la quasi-totalité de leurs hotes (Lu and Churchward 1995;
Clewell et al. 1995b; Garnier et al. 2000). Contrairement aux ICE a intégration site
spécifique, ces éléments interrompent de nombreux genes. L'ICE Tn916 est d’ailleurs
fréquemment utilisé afin de réaliser des mutagenéses insertionnelles aléatoires
(Hosking et al. 1998; Smidt et al. 1999; Whetzel et al. 2003; Cookson et al. 2011). Ce
type d’intégration peut étre contre-sélectionné par la cellule hote et aboutir a la perte

de I’élément au sein de la population.

5.1.1.2 Réplication

Selon la définition originelle (Burrus et al. 2002a), les ICE se transmettent a la
descendance uniquement sous forme intégrée, la réplication n’intervenant que
pendant le transfert simple brin ou dans les périodes précédant et suivant le transfert
double brin.

Les ICE présents chez les actinomycetes pluricellulaires, s’excisent, se
répliquent dans la cellule donatrice puis se transferent sous forme double brin. IIs se
répliquent également dans la cellule réceptrice apres le transfert, cellule contenant de
nombreuses copies du génome. Ils se transferent ensuite par un autre mécanisme
vers les autres cellules du mycélium avant de s’intégrer dans chacune des copies du
chromosome de chaque cellule. La réplication de I'ICE apres son transfert assure

donc I'invasion de I'organisme par I'élément (Possoz et al. 2001; te Poele et al. 2008).

Toutefois, des études de plus en plus nombreuses tendent a prouver que la
réplication intracellulaire joue également un role notable dans le maintien des ICE se
transférant sous forme simple brin. Divers éléments, ICE ou IME, tels que
ICE_6180_RD.2 de S.pyogenes, pP36 de Legionella pneumophila, ICESt3 de
S. thermophilus ou NBU1 des Bacteroides sont ainsi présents, dans certaines conditions,
en multicopies sous forme extra-chromosomique (Wang et al. 2001; Doleans-
Jordheim et al. 2006; Carraro et al. 2011; Sitkiewicz et al. 2011).

Les ICE de la famille ICEHin1056-pKLC102, tres répandus chez les
protéobactéries y, sont également présents sous forme extra-chromosomique dans

certaines conditions (Dimopoulou et al. 1997; Leaves et al. 2000; Klockgether et al.
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2007). Ainsi, ICEHin1056 est trouvé chez les transconjugants non seulement sous
forme intégrée mais aussi sous forme circulaire (Dimopoulou et al. 1997; Leaves et al.
2000). De méme, jusqu'a trente formes circulaires de pKLC102 ont été observées par
cellule. La réplication intracellulaire et sa participation au maintien de ces éléments
sous forme extra-chromosomique n’ont pas été démontrés. Cependant, ils portent
tous des genes codant des protéines homologues a celles impliquées dans le maintien
de plasmides sous forme extrachromosomique, en particulier des homologues de la
protéine ParA impliquée dans la partition des plasmides ou de I'hélicase DnaB
(Mohd-Zain et al. 2004; Juhas et al. 2007; Klockgether et al. 2007).

Le mécanisme de réplication intracellulaire n’a cependant été étudié que pour
trois ICE. L’flot de symbiose ICEMISymR’A de Mesorhizobium loti pourrait se
maintenir sous forme circulaire via une réplication par cercle roulant impliquant la
relaxase et l'origine de transfert (Ramsay et al. 2006). De méme, ICEBs1 peut se
répliquer sous forme extra-chromosomique par cercle roulant de maniére autonome
(Lee et al. 2010). Cette réplication s’initie au niveau de l'origine de transfert et
implique deux protéines codées par I'élément, la relaxase et un facteur stimulant une
hélicase codée par I'hote. La réplication requiert d’autres protéines codées par 1'hote
telles que la polymérase PolC (Lee et al. 2010; Thomas et al. 2013). Enfin, les ICE de la
famille TnGBS1 et TnGBS2 se réplique sous forme extra-chromosomique chez les
cellules donatrice et réceptrice. Toutefois, contrairement a ICEBs1, la réplication
utilise un mécanisme similaire a la réplication théta des plasmides des firmicutes
(Guerillot et al. 2013). De plus, ces deux éléments, contrairement a tous les autres ICE
connus se transférant sous forme simple brin, possédent un module de réplication

distinct du module de transfert.

La réplication d'un ICE permettrait son maintien dans la cellule donatrice et
participe donc a la stabilité de 1'élément. En effet, la cinétique de ré-intégration d"un
ICE apres une étape d’excision n’est pas instantanée et peut étre lente. La réplication
permet aux éléments de se maintenir sous forme circulaire dans une population en
croissance (Lee et al. 2010). Par ailleurs, lorsqu’un ICE se transfere vers une nouvelle
cellule hote, il est fort probable que, dans la population ou biofilm, de tres
nombreuses cellules soient dépourvues de cet élément. La réplication et la présence
d’un nombre élevé de copies circulaires pourrait favoriser son transfert et ainsi
I'envahissement de la population par I'élément, de fagon similaire a I'invasion d'un

mycélium par les ICE a transfert double brin.
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5.1.2. Maintien grace a des fonctions codées par la cellule réceptrice

Les ICE par définition codent leur propre maintien principalement par
intégration et potentiellement par réplication. Aucun cas ne fait clairement référence

a un ICE s’intégrant par recombinaison illégitime.

L’intégration des ICE par recombinaison homologue est rare. Elle n'a été
observée que pour ICEBsl, dans des conditions de laboratoire. En effet, lorsque
I'intégrase d'ICEBs1 est remplacée par un gene de résistance au chloramphénicol,
I'élément peut s’exciser si un plasmide exprime 'intégrase dans la cellule donatrice.
Si l'intégrase n'est pas exprimée chez la cellule réceptrice, la fréquence de
conjugaison est tres faible. L’ICE s’integre alors par un mécanisme recA dépendant
dans une séquence homologue a 1'élément (Lee et al. 2007). De méme, le tranposon
conjugatif CTn4-bt des Bacteroides, dont le transfert nécessite 1'induction par les génes
régulateurs de CInDOT, s’'integre dans un réplicon de la cellule réceptrice par
recombinaison homologue. Tn5385, élément composite d’Enterococcus faecalis, s’excise
par recombinaison entre les 2 copies d’IS1216 flanquantes, se transfere par
conjugaison et s'intégre dans un réplicon de la cellule réceptrice par recombinaison

homologue (Rice and Carias 1998).

5.1.3 Barrieéres au maintien et au transfert d’ADN
5.1.3.1 Systéme d’exclusion

Les interactions entre cellules donatrice et réceptrice n’aboutissent pas
toujours a un transfert d’ADN. En effet, des protéines codées par des éléments
résidents peuvent neutraliser ce processus. Ainsi, la plupart des plasmides
conjugatifs code au moins un systéme d’exclusion qui réduit la fréquence
d’acquisition de plasmides apparentés. Deux types d’exclusion sont décrits : une
exclusion de surface et une exclusion d’entrée. Ces mécanismes ont été tres étudiés

pour les plasmides mais restent mal connus pour les ICE.

Le plasmide F code les 2 types d’exclusion, qui agissent indépendamment et
inhibent la capacité d'une cellule a acquérir un nouvel élément apparenté a celui
qu’elle porte déja. La protéine TraT est responsable d'une exclusion de surface. Elle
est localisée dans la membrane externe et inhibe la stabilisation du pore de

conjugaison (Achtman et al. 1977). La protéine TraS est quand a elle impliquée dans
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une exclusion d’entrée. Elle est localisée dans la membrane interne et interagit avec la
protéine TraG de la cellule donatrice pour inhiber le transfert d’ADN dans les
cellules déja porteuses du plasmide F (Achtman et al. 1977; Anthony et al. 1999;
Audette et al. 2007).

Bien que peu d’'ICE aient été étudiés dans cette perspective, plusieurs d’entre
eux présentent une immunité de surconjugaison. Ainsi, les ICE de la famille
SXT/R391 codent un systeme d’exclusion d’entrée dépendant de l'interaction des
protéines Eex («entry exclusion ») et TraG codées respectivement par les cellules
réceptrice et donatrice. Les analyses des couples d’alléles Eex/TraG ont montré
I'existence de 2 groupes d’exclusion différents: S (SXT) et R (R391) (Marrero and
Waldor 2007). Ce systeme réduit spécifiquement la fréquence d’acquisition d’un
élément de méme groupe mais non celle d’un élément de I'autre groupe (Hochhut et
al. 2001; Marrero and Waldor 2005).

De méme, I'ICE pSAM2 porte un gene codant une protéine impliquée dans
I'immunité de surconjugaison (Possoz et al. 2003). Il s’agit de la protéine Pif (pour
« pPSAM2 immunity factor ») qui réduit la fréquence d’acquisition d'une nouvelle
copie de I'élément d’'un facteur 2000 lorsqu’elle est présente chez la cellule réceptrice.

Le mode d’action de cette protéine est cependant inconnu.

Bien que les ICE soient souvent intégrés en tandem avec des éléments non
apparentés ou des éléments apparentés dépourvus de modules de conjugaison ou de
régulation, la quasi-totalité des ICE n’est présente qu’en copie unique dans les
génomes, suggérant 1'existence de mécanismes d’exclusion. Cependant, certains ICE
présentant une faible spécificté d’insertion peuvent étre retrouvés en copies multiples
dans le méme génome, intégrées dans des sites différents. Ainsi, 'ICE le mieux
connu Tn916 s’integre de facon peu spécifique, ne possede pas de systeme
d’exclusion et est parfois trouvé en copies multiples (Clewell et al. 1995a). L'ICE
TnGBS1 code une transposase a DDE, a une spécificité d’intégration faible et est
souvent observés en trois copies dans S. agalactine Nem316, suggérant ’absence de
tels systémes (Brochet et al. 2009). De méme, ICEF de Mycoplasma fermentans est
observé en copies multiples intégrées dans des sites différents (régions intergéniques,
gene codant une sous-unité ATPase d'un transporteur ABC, géne codant la
transposase d'une IS) (Calcutt et al. 2002).

5.1.3.2 Dégradation de I’ADN entrant
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5.1.3.2.1 Systeme de restriction modification

Les systemes de restriction-modification ou systemes RM sont tres répandus
chez les bactéries et les archées. Ils sont généralement codés par des modules de 2 a 3
genes adjacents. Plusieurs types de systéme RM existent. Les systemes RM de type I
sont constitués de protéines multimériques composées de trois polypeptides un
assurant la spécificité, un autre la modification (méthylation) et le dernier possédant
une activité endonucléasique. La méthylation va rendre I"ADN résistant a
I'endonucléase (Wilson and Murray 1991; Chen et al. 2005; Ishikawa et al. 2005). Les
systemes RM constituent un mécanisme de défense cellulaire clivant '’ADN étranger
double brin non modifié. La majorité des éléments conjugatifs se transfere sous
forme simple brin, '’ADN entrant est donc protégé de la restriction. Par la suite,
I’ADN est ensuite répliqué et peut alors devenir la cible d"un systéme RM. Toutefois,
les ADN exogenes peuvent occasionnellement étre méthylés apres leur entrée dans la
cellule, les protégeant ainsi de la restriction (Korona et al. 1993; Murray 2000;
Kobayashi 2001).

Les phages, les plasmides conjugatifs et les ICE ont développé de nombreuses
stratégies pour échapper aux systemes RM. Ainsi, certains ICE comme Tn5252 de
S. pneumoniae codent une méthyltransférase a large spectre. Cette enzyme, méthylant
de nombreux sites, pourrait protéger l'élément contre diverses endonucléases
(Ayoubi et al. 1991; Sampath and Vijayakumar 1998).

Beaucoup de plasmides conjugatifs ou d’ICE codent une protéine d’anti-
restriction ou Ard («alleviation of restriction of DNA »). Ainsi, Tn916 code une
protéine ArdA (Serfiotis-Mitsa et al. 2008). De méme, de nombreux ICE apparentés a
Tn916 et plusieurs ICE de S. agalactiae, intégrés dans I'extrémité 3" du gene codant un
ARNLtLys, codent une protéine ArdA putative (Rice et al. 2007; Brochet et al. 2008a;
Roberts and Mullany 2009). Les genes ardA sont tres souvent situés a proximité de
I'origine de transfert de I'élément et font de ce fait partie des genes transférés en
premier chez la cellule réceptrice lors de la conjugaison (Chilley and Wilkins 1995).
De plus, ils sont controlés par un promoteur créé dans une structure secondaire qui
ne se forme que lorsque I’ADN est sous forme simple brin. L'expression de la
protéine ArdA est ainsi rapide et transitoire et a lieu lors du transfert conjugatif
(Althorpe et al. 1999; Bates et al. 1999). Les protéines ArdA inhibent spécifiquement
les systemes RM de type 1. Elles se fixent sur I'enzyme, en mimant une molécule

d’ADN. Cette fixation perturbe l'intégrité du complexe protéique et inhibe son
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activité de restriction (Wilkins 2002; Nekrasov et al. 2007; Serfiotis-Mitsa et al. 2008;
McMahon et al. 2009).

Les protéines d’anti-restriction ArdC constituent un autre systéme
d’échappement aux systemes RM de type I. La protéine ArdC du plasmide pSa
présente une homologie avec le domaine N-terminal de la primase TraCl du
plasmide RP4. Ce domaine permet la liaison de la protéine sur I’ADN simple brin.
Ainsi, les protéines ArdC sont probablement produites chez la cellule donatrice, puis
transportées par le pore de conjugaison chez la cellule réceptrice. Ces protéines
protegent I’ADN simple brin (mais non double brin) contre les systémes RM de type
I (Belogurov et al. 2000; Wilkins 2002). Des protéines ArdC putatives sont codées par
de nombreux ICE tel que ICEEcl (E. coli), ICEKpnl (Klebsiella pneumoniae),
ICEMISymR7A (Mesorizobium loti) ou ICEA (Mycoplasma agalactine) (Achtman et al.
1977; Sullivan et al. 2002; Schubert et al. 2004a; Marenda et al. 2006; Lin et al. 2008).

5.1.3.2.2 Loci CRISPR

Au moins 90% des génomes d’archées et prés de 40% des génomes bactériens
contiennent des loci CRISPR (« Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats »). Ces loci, groupés avec des genes codant les protéines Cas (« crispr
associated »), conférent une résistance aux éléments génétiques mobiles exogenes
(Deveau et al. 2010; Marraffini and Sontheimer 2010; Dyall-Smith 2011).

Les loci CRISPR sont composés de répétitions directes (de 21 a 48 nucléotides
suivant le locus) séparées par une région variable de longueur constante appelée
espaceur (entre 26 et 72 nucléotides suivant le locus étudié). Ils contiennent
également, en amont du cluster, une région leader, riche en A-T. qui inclut le

promoteur responsable de la transcription du locus (Deveau et al. 2010).

Les loci CRISPR agissent en 3 grandes étapes (Figure 13). Lors de la premiére
étape (immunisation ou adaptation), la cellule acquiert de nouveaux espaceurs
dérivant d’ADN étranger. L’ADN étranger, venant de pénétrer dans la cellule, est
reconnu puis une nouvelle unité répétition-espaceur est produite et intégrée dans le
locus CRISPR. L'intégration a lieu dans la premiere position du locus, juste en aval
de la séquence leader. Ainsi, les espaceurs les plus récents seront transcrits en
premiers. Des pertes d’espaceurs sont également observées, ce qui permet une
adaptabilité du locus sans croissance infinie. Le mécanisme d’intégration des

nouveaux espaceurs est tres mal connu. Il implique toutefois des protéines Cas
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(Deveau et al. 2010; Marraffini and Sontheimer 2010; Bhaya et al. 2011; Wiedenheft et
al. 2012).

Lors de la seconde étape, le locus est transcrit a partir du promoteur de la
séquence leader sous forme d'un grand ARNm ou pré-ARNcr. Généralement, un
niveau basal de protéine Cas et de pré-ARNcr est observé, permettant une défense
constitutive. Toutefois, ces niveaux sont régulés, notamment en cas d’infection
phagique, ce qui permet une défense accrue lorsqu’elle est nécessaire (Bhaya et al.
2011). Ensuite, le pré-ARNcr est maturé en petits fragments appelés ARNcr. La
maturation est effectuée soit par certaines protéines Cas qui sont des
endoribonucléases, soit par la RNaselll et un petit ARN (tracrRNA) divergent du

locus et partiellement complémentaire aux répétitions (Deltcheva et al. 2011).

Lors de la derniére étape (interférence), les ARNcr associés a des protéines Cas
forment un complexe ribonucléoprotéique. Les ARNcr s’apparient avec des
séquences homologues présentes sur de I’ADN étranger (proto-espaceurs) ce qui

entraine la dégradation de I’ADN étranger par les protéines Cas (Bhaya et al. 2011).

De petites séquences flanquant le proto-espaceur, les séquences PAM (« proto-
spacer associated motif ») servent de guides pour 1'acquisition des espaceurs lors de
I'étape d'immunisation. Toutefois, elles ne sont pas intégrées dans le locus CRISPR.
De ce fait, en plus de leur implication dans l'acquisition des espaceurs, elles
permettent de prévenir toute auto-immunité. En effet, les protéines Cas ne clivent

pas sans présence de cette séquence (Bhaya et al. 2011; Lopez-Sanchez et al. 2012).

La majorité des séquences cibles des systemes CRISPR semble étre de 1"’ ADN.
Toutefois, certains systemes CRISPR cibleraient des ARN, notamment chez I'archée
Pyrococcus furiosus (Bhaya et al. 2011). La dégradation des ARNm de la cible
empécherait 1'expression des fonctions nécessaires au maintien de I'élément et donc

entrainerait sa perte.

Le systeme CRISPR et le systeme des ARNpi des eucaryotes possédent des
similitudes mécanistiques. Tous les deux reconnaissent et détruisent le non soi avec
une évolution rapide. Toutefois, il existe des différences entre les deux systemes. Les
acteurs protéiques ne sont pas homologues et la construction de la bibliothéque des
ARNpi est passive chez les eucaryotes. Contrairement au systeme CRISPR, les
ARNpi développent une boucle d’amplification. Ainsi, lorsque les protéines piwi
dégrade I’ARN cible, elles créent des ARNpi dit secondaires qui pourront a leur tour

se fixer '’ARN cible. Enfin, le systéme eucaryote contrdle les éléments déja présents
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dans la cellule alors que le systeme CRISPR protége la cellule contre l'arrivée de

nouveaux éléments (Karginov and Hannon 2010; Marraffini and Sontheimer 2010).

A. Immunisation e Gt
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Figure 13 : Mécanisme d’action du systeme CRISPR/Cas (Horvath and Barrangou
2010)

A. Immunisation Lors de l'entrée dans la cellule d’ADN étranger, un complexe formé par des
protéines Cas crée et introduit un nouvel espaceur dans le locus CRISPR.

B. Transcription Le locus CRISPR est transcrit en un grand ARNm (pré-crARN), puis traité par un
complexe constitué de protéines Cas et clivé au niveau des répétitions pour former de petites unités
(ARNCcr).

C. Interférence Les ARNcr, liés a des protéines Cas dans un complexe nucléoprotéique, servent de
guides. La complémentarité entre un espaceur et un fragment d’ADN entrant aboutira a la
dégradation de ce dernier par les protéines Cas. Des séquences particulieres PAM (« protospacer
associated motif ») préviennent toute auto-immunité.

L :leader; T : terminateur ; les losanges correspondent aux répétitions et les rectangles de couleur aux

espaceurs.
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Les systemes CRISPR conferent une immunité contre les phages et les
plasmides. En effet, de nombreux espaceurs ciblent ces éléments. De plus, on observe
que les plasmides ou les phages ne se transmettent plus vers des souches portant des

espaceurs les ciblant (Mojica et al. 2005; Marraffini and Sontheimer 2010).

L’analyse de souches de S. agalactiae a permis de mettre en évidence 2 loci
CRISPR chez cette espéce. Le locus CRISPR1 est ubiquitaire et trés dynamique.
Beaucoup de ces espaceurs ciblent des ICE ou des phages rencontrés chez
Streptococcus agalactiae. La diversité des espaceurs semble d’ailleurs représentative de
la diversité des éléments génétiques mobiles présents chez cette espece. Certains ilots
semblent toutefois plus ciblés que d’autres. Ainsi, sur les quarante quatre espaceurs
ciblant des ilots de la souche Nem316 identifié dans le locus CRISPR1, vingt-cinq
ciblent TnGBS1 ou TnGBS2. Enfin, un espaceur de TnGBS2 présent chez les souches
A909 et 2603V /R provoque une diminution drastique de la fréquence de conjugaison
de cet élément vers ces deux souches (Lopez-Sanchez et al. 2012), ce qui est la

premiere démonstration que les loci CRISPR constituent une barriere au transfert des
ICE.

5.1.3.3 Répression de I'activité de 1'élément

Un autre type d’immunité est lié¢ a la répression des genes de 1'élément
entrant. En effet, de nombreuses études ont montré que les répresseurs centraux de
prophages qui peuvent appartenir a deux familles non apparentées, les types cl et cl-
like, rendent la souche immune envers des phages proches par des mécanismes
similaires (Madsen et al. 1999; Oppenheim et al. 2005). Ainsi, le répresseur cl du
prophage A résident se fixe sur les promoteurs du phage entrant et du prophage
résident ce qui inhibe leur expression. L’expression de l'intégrase est faible, cela
limite la capacité d’'intégration du nouveau phage et donc la formation d'un double

lysogeéne.

De nombreux ICE sont également régulés par des répresseurs de type cl ou cl-
like. Ainsi, l'activité de I'ICE SXT est controlée par un régulateur de type cl
Toutefois, aucune immunité liée a ce régulateur n’a pu étre mise en évidence (Beaber
et al. 2002, Marrero and Waldor 2005). En revanche, ICEBsI de Bacillus subtilis
possede un systeme d'immunité comparable a celui des bactériophages. En effet, le
régulateur ImmR de type cl-like codé par cet élément est responsable d'une

immunité de surconjugaison, en plus de son role de régulateur central. La présence
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d’une copie d'ICEBs1 ou simplement du gene immR chez la cellule réceptrice induit
une diminution de la fréquence de l'acquisition de I'ICE car ImmR prévient
I'expression de l'intégrase et donc le maintien de 1'élément entrant (Auchtung et al.
2007).

5.1.3.4 Immunité de cible

L’'immunité pouvant étre liée a I'occupation du site attB a rarement été décrite
pour les ICE. Ceci est probablement da au fait que les transferts ont été testés vers
des souches ne possédant pas d’élément résident ou vers des souches possédant un
ICE complet. L'immunité observée est alors attribuée entierement aux phénomenes
décrits précédemment. Deux exemples sont cependant connus a ce jour. Chez
S. thermophilus, 1'occupation du site attB par un ilot flanqué de sites att mais ne
codant qu'une résistance inhibe partiellement le transfert d'ICESt3 (Bellanger et al.
2011). De méme, ICEclc peut étre présent en plusieurs copies au sein d’'une méme
cellule. Toutefois, il a été démontré que l'intégration au niveau d’un site attR est plus
efficace lorsque celui-ci est en partie tronqué (Sentchilo et al. 2009). Ces données
suggerent 1'existence d’un mécanisme d’immunité de cible chez les ICE. Bien que le
mécanisme de ce systeme d'immunité soit inconnu, ces données suggerent que la
tixation d’intégrase, d’excisionase ou de co-facteurs sur des séquences portées par les

sites attR ou attL interférerait avec 'intégration de 1'élément entrant.

5.2 Maintien des ICE dans la population

Un ICE, comme toute autre molécule d’ADN, est soumis a la sélection. Les
modules de conjugaison, de régulation, et de maintien déja évoqués ne sont
cependant utiles qu’a I'ICE et non a la cellule hote, et peuvent en conséquence étre
qualifiés « d’égoistes ». En I'absence de contre-sélection, ces genes et donc I'ICE lui-
méme peuvent étre éliminés sous l'action conjointe des mutations et de la dérive
génétique.

La fonctionnalité méme de I'ICE, sa fréquence d’excision et de transfert
peuvent avoir un role sur le maintien ou la dissémination de l'élément dans la
population. De plus, en dehors des modules de conjugaison, recombinaison et

régulation intervenant dans ce transfert, d’autres modules de I'ICE peuvent
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contribuer au maintien de celui-ci dans la population bien qu’ils n"augmentent pas,

voire diminuent, le nombre de descendants des cellules hotes.

Par ailleurs, si I'ICE code des fonctions avantageuses pour I'hote, les souches
portant 1'élément pourront se multiplier de fagon plus efficace contribuant ainsi a
I'invasion de la population et/ou au maintien de I'ICE dans celle-ci. Ainsi, en plus
des fonctions impliquées dans le transfert conjugatif et le maintien a court terme, les

ICE portent des modules pouvant conférer un avantage adaptatif a 'hote.

5.2.1 Impact de la fonctionnalité des ICE

Si la cellule se divise alors que 1'élément est excisé, 'ICE peut étre perdu. En
effet, s’il ne s’est pas répliqué et/ou des probléemes de partition sont survenus, il peut
n’étre présent que dans une des deux cellules filles. Ainsi, Tn916 se transfere vers
E. coli mais sa trop haute fréquence d’excision chez cet organisme entraine sa perte
(Scott et al. 1988). Cependant, une régulation fonctionnelle réduisant I'excision chez

les autres organismes permet le maintien de I'élément.

Par ailleurs, chez divers plasmides conjugatifs, comme pKJK5 de la famille
IncP1, une haute fréquence de transfert a partir des tranconjugants a été observée
(Bahl et al. 2007; Bahl et al. 2007). De plus, a partir de la cellule venant d’acquérir
I'élément, ICEBs1 envahit rapidement la totalité de la chainette de cellules (Babic et
al. 2011). Globalement, la dérépression dans le transconjugant venant d’acquérir
I'ICE ou le plasmide pourrait permettre l'invasion d'une chainette, d'un biofilm ou
d’une nouvelle population dépourvue de I'élément avec une trés haute efficacité,
I'élément passant de cellule en cellule jusqu'a ce que toutes les cellules sensibles

soient envahies.

5.2.2 Modules poison-antipoison

De nombreux plasmides conjugatifs portent des modules, appelés systemes
poison-antipoison, systémes toxine-antitoxine ou systemes d’addiction, qui codent
une mort programmée. Ces systemes sont composés de deux éléments : une toxine
qui reconnait une cible cellulaire spécifique et une antitoxine, protéine ou ARN, qui
abolit l'action de la toxine. Le mécanisme moléculaire peut varier suivant les
systemes considérés mais repose toujours sur une différence de stabilité entre la

toxine et 'antitoxine. La toxine est en effet trés stable alors que I'antitoxine est labile
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(Van Melderen and Saavedra De Bast 2009). Si une cellule fille perd 1'élément, et
donc le module, I'antitoxine va étre progressivement perdue. En revanche, la toxine,
plus stable et dont l’action n’est plus abolie pourra provoquer la mort cellulaire
(Makarova et al. 2009; Van Melderen and Saavedra De Bast 2009; Bukowski et al.
2011). La perte de I'élément et du module égoiste aboutit a la mort de la quasi-totalité
des cellules I'ayant perdu. Ceci contribuerait au maintien de 1'élément dans la
population en réduisant le nombre des cellules ayant perdu spontanément le
plasmide et/ou en empéchant la perte d'un plasmide par une souche en raison de
I'invasion de celle-ci par un plasmide conjugatif incompatible. L’analyse de séquence
suggere que ces modules sont présents chez divers ICE ou ils ont cependant
rarement étudiés. Ainsi, I'ICE SXT posséderait deux systemes toxine-antitoxine. Le
premier, de type Tad-Ata, est homologue a ceux du plasmide pAMI2 de Paracoccus
aminophilus et du bactériophage N15. L’expression de ce systeme chez E. coli a permis
de démontrer qu’il était capable de promouvoir la stabilité d'un plasmide a faible
nombre de copies sans pression de sélection (Dziewit et al. 2007). Toutefois, la
délétion de ce systeme n'augmente pas la fréquence de perte de 1'élément SXT,
relativisant ainsi son réle dans la stabilité de I'élément (Wozniak and Waldor 2009b).
En revanche, une étude plus récente démontre que le systéme codé par les genes
mosT et mosA promeut la stabilité de 'ICE SXT. Ce systéme toxine antitoxine est
exprimé lorsque I'élément est sous forme circulaire, c’est a dire lorsque I'ICE est le
plus vulnérable a la perte (Wozniak and Waldor 2009b).

Divers ICE, comme ICESt1 ou des éléments apparentés, codent des systémes
RM de type II (Burrus et al. 2002a; Pavlovic et al. 2004). Ainsi, ICESt]1 code un
systeme RM de type II qui lui confére une résistance au bactériophage ST84 (Burrus
et al. 2001). Les systemes RM de type II sont composés de deux protéines distinctes,
une méthyltranférase et une endonucléase, qui reconnaissent les mémes sites. En
plus de la résistance aux phages, les systemes RM de type II sont des systemes
toxine-antitoxine (Kobayashi 2001). En effet, tous les sites reconnus par le systeme
doivent étre méthylés sur au moins un brin pour assurer une protection de I’ADN
face a 'enzyme de restriction. En revanche, la coupure de seulement quelques sites
non méthylés provoque la destruction d’'une molécule d’ADN par I'endonucléase. Si
un élément portant un systeme RM de type II est perdu, la méthyltransférase et
I'endonucléase seront diluées au cours des divisions cellulaires. Cela conduira a une

déméthylation progressive des sites chromosomiques. L’'endonucléase pourra alors
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reconnaitre et cliver ces sites, aboutissant a la destruction du chromosome et a la
mort cellulaire (Kobayashi 2001).

5.2.3 Fonctions avantageuses

Les ICE portent tous un ou plusieurs modules non impliqués dans le transfert
et le maintien de I'élément dans la descendance a court et a long terme. Ces modules
conferent des phénotypes tres variés a ’'hote qui sont susceptibles d’augmenter leur
valeur adaptative et donc de contribuer au maintien de 1'hote et en conséquence de
I"élément dans la population (Tableau 1) (Wozniak and Waldor 2010).

Ainsi, de trés nombreux ICE portent des génes de résistance aux agressions
chimiques, physiques ou biologiques. Les ICE de la famille SXT/R391 de Vibrio
cholerae portent de nombreux génes de résistance aux antibiotiques ou aux métaux
lourds. L'ICE SXT code par exemple des résistances au sulfamethoxazole, au
triméthoprime, au chloramphénicol et a la streptomycine (Beaber et al. 2002; Beaber
et al. 2002). ICESde3396 de Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis porte quant a
lui des genes de résistance aux ions cadmium et a I'arsenic (Davies et al. 2009). Les
ICE R391 et Tn5252 de S. pneumoniae possedent des génes qui conferent a leur hote
une résistance accrue aux UV (Kulaeva et al. 1995; Munoz-Najar and Vijayakumar
1999). Enfin, ICESt1 de S. thermophilus code un systéme RM protégeant la bactérie
hote contre des bactériophages (Burrus et al. 2001).

Les ICE peuvent également coder des fonctions métaboliques. Ainsi, I'ICE
CTnscr94 permet a 1'hote qui le porte dutiliser le saccharose comme unique source
de carbone (Hochhut et al. 1997). Certains éléments vont, de la méme maniere, coder
des fonctions impliquées dans la dégradation des polluants organiques chlorés.
Ainsi, ICEclc de Pseudomonas knackmussii sp. B13 permet la dégradation du 3-
chlorobenzoate via I'oxydation du chlorochatécol (Ravatn et al. 1998). Cet élément se
transfere vers de nombreuses especes. Son transfert a notamment été démontré vers
des especes évoluant dans des réacteurs de traitement des eaux polluées (Springael et
al. 2002; Muller et al. 2003). L’avantage sélectif apporté par ces éléments permettrait
ainsi un maintien de I'ICE dans la population ainsi que sa dissémination. Dans ce cas,
la structure modulaire des éléments génétiques mobiles apporte encore un nouvel
avantage. En effet, les échanges de modules pourront permettre la création de

nouvelles voies cataboliques, dégradant de nouvelles molécules. Ces nouvelles voies
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peuvent méme étre utilisées pour la dépollution des sols ou des eaux contaminées
(Top et al. 2002).

Du fait de la présence de ces modules d’adaptation, 1'acquisition d'un ICE
peut conduire a des évolutions majeures du mode de vie de I'hote. Certains éléments
seront ainsi totalement ou partiellement responsables du caractere symbiotique de
leur hote. L’acquisition de l'ilot de symbiose de la souche Mesorhizobium loti R7A
rend des souches qui ne l'étaient pas symbiotiques envers différentes espéces de
Lotus incluant Lotus corniculautus (Sullivan and Ronson 1998; Kaneko et al. 2000;
Sullivan et al. 2001; Sullivan et al. 2002). De méme, de nombreux éléments codent des
facteurs de virulence conférant parfois intégralement les propriétés pathogenes d'une
souche. Ainsi, l'acquisition d'un ICE de Streptomyces turgidiscadies (ilot de
pathogénicité) permet en un seul événement de conjugaison un changement de niche
écologique en transformant Streptomyces diastatochromogenes (non pathogene) en
pathogene de plante (Kers et al. 2005). L'acquisition du fer est particulierement
importante pour les microorganismes pathogenes. Les mammifeéres séquestrent le fer
et de nombreux sidérophores, permettant I’acquisition de fer, sont portés par des ICE
ou des éléments en dérivant. Ainsi, les ICE ICEEc1 d’E. coli, ICEKpl de
Klebsiella pneumoniae, ICESp23FST81 de Streptococcus pneumoniae ou ICESe2 de S. equi
codent des sidérophores (Schubert et al. 2004a; Heather et al. 2008; Lin et al. 2008;
Croucher et al. 2009; Holden et al. 2009). De plus, l'ilot de pathogénicité HPI de
Yersinia pestis, responsable de la peste, dérive trés probablement d’'ICEEcI. L'ilot HPI
code un sidérophore qui permet la croissance de cette bactérie dans le sang et

directement responsable de I'extréme pathogénicité de cette bactérie.

6. Régulation des ICE

Les ICE codent des systemes de maintien trés efficaces. Toutefois, excision et
de transfert doivent étre bien régulés. En effet, les éléments dérégulés présentent une
grande instabilité ce qui amene souvent a la perte de I'ICE dans la population. Tn916
s’excise a forte fréquence chez E. coli, ce qui entraine sa perte dans la population par
dilution lors des divisions cellulaires successives (Scott et al. 1988). De méme,
I'expression constitutive de 1'excisionase RdfS d’ICEMISymR7A ou de I'excisionase et
I'intégrase d’ICESt1 conduit a la perte de 1'élément (Ramsay et al. 2006; Bellanger et

al. 2011). La régulation des ICE est donc déterminante dans leur maintien et leur
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propagation. La régulation de I'excision et du transfert a été étudiée chez trés peu
d’ICE mais présente des mécanismes variés et une tres grande complexité (Wozniak
and Waldor 2010).

6.1 Régulation par bistabilité et stochasticité

Les systémes de régulation bactériens sont trés divers mais reposent souvent
sur un mécanisme bistable. La cellule oscille entre deux états stables, en passant par
des états transitoires et instables. Une population bactérienne, génétiquement
identique, pourra étre décomposée en 2 sous-populations présentant des états
différents. En effet, I'expression d’'un méme gene ou d’un groupe de genes varie en
raison de fluctuations aléatoires ce qui conduit a des états d’expression différents au
sein de la population (Dubnau and Losick 2006; Losick and Desplan 2008). Un
systeme de régulation peut modifier la probabilité des deux états (Losick and
Desplan 2008). Le systéeme bistable le plus connu correspond au systeme de
régulation phagique qui permet de passer de l'état lysogene a l'état lytique. Un
systeme bistable est également impliqué dans l'entrée en état de compétence de

Bacillus subtilis (Dubnau and Losick 2006).

ICEclc est actuellement le seul ICE pour lequel une régulation bistable a été
mise en évidence. L’excision et le transfert de cet élément de Pseudomonas knackmussii
sont la conséquence d'un changement d’état stochastique réalisé dans 3% de la
population en phase stationnaire (Figure 14A) (Minoia et al. 2008). RpoS, un facteur
sigma de ’ARN polymérase impliqué dans la régulation de genes, présente un
niveau élevé en phase stationnaire de croissance, mais pouvant varier entre cellules.
Dans les cellules présentant la plus grande concentration de protéine RpoS, le
promoteur du gene inrR sera utilisé par I’ARN polymérase. La protéine régulatrice
InrR (INtegRase Regulator) va a son tour activer le promoteur de l'intégrase et des
genes impliqués dans le transfert d'ICEclc. RpoS agit également directement sur le
promoteur de l'intégrase. IntR s’autorégule positivement ce qui permet la mise en
place d’une boucle de rétroaction positive. Globalement, les cellules présenteront une
concentration en RpoS supérieure ou inférieure a une valeur seuil, ce qui entrainera,

ou non, le transfert conjugatif de I'ICE (Figure 14B) (Miyazaki et al. 2012).
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Figure 14 : Régulation bistable chez ICEclc
A. Expression stochastique chez ICEclc (Minoia et al. 2008)

Le gene codant la protéine fluorescente Gfp (Green Fluorescent Protein) est sous le contrdle du
promoteur de 'activateur transcriptionnel InrR. Des observations en microscopie a contraste de phase
et a fluorescence de cellules de P. knackmussii B13 montrent I'expression du gene gfp en phase
exponentielle et stationnaire de croissance. Une expression est également observée dans certaines

cellules en phase stationnaire.

B. Représentation schématique de la régulation bistable d'ICEclc en phase stationnaire (Miyazaki et
al. 2012)

Lors de l'entrée en phase stationnaire, la protéine régulatrice RpoS est produite. Dans certaines
cellules de la population, sa concentration est plus importante et dépasse un seuil. Elle va alors
permettre la transcription a partir du promoteur P;,z. La protéine produite va elle-méme activer
positivement le promoteur de l'intégrase et des genes de transfert d'ICEclc. La protéine InrR
s’autorégule et permet d’amplifier et de stabiliser le phénomene. RpoS agit également directement sur
le promoteur de l'intégrase. Dans le reste de la population, la protéine RpoS n’atteint pas le seuil
critique. La transcription des genes de I'ICE n’est pas activée et 'élément ne se transfere pas. Il s’agit

d’une régulation bistable, la cellule pouvant se trouver de maniére aléatoire dans deux états.
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Ce mode de régulation n’a pas été étudié chez d’autres éléments. Toutefois, de
nombreux ICE code des régulateurs de types phagiques de types cI ou cl-like (voir
par ailleurs chapitre 6.2). En effet, on trouve un répresseur de type cl chez les ICE
appartenant a la famille SXT (Burrus et al. 2006) et un répresseur de type cl-like
controle le transfert d'ICEBs1 (Auchtung et al. 2007). Les ICE ICESt1 et ICESt3 de
S. thermophilus coderaient ces deux types de répresseurs (Bellanger et al. 2007;
Carraro et al. 2011). Ces deux types de régulation constituent la base des systemes
bistables chez les phages. Les régulateurs des ICE semblent donc adaptés a ce type de

réponse et ce mode de régulation est probablement répandu.

6.2 Régulation par des agents endommageant I’ADN

De nombreux prophages et au moins certains ICE sont déréprimés lorsque la
protéine RecA est activée. Cette activation a lieu lorsque I’ADN d’une cellule subit
des dommages, par exemple a la suite d"une irradiation aux UV, d"un traitement par
certains antibiotiques (quinolones, béta-lactamines ou triméthoprime) ou par des
agents endommageant I’ADN tel que la mitomycine C (Goerke et al. 2006; Kelley
2006; Maiques et al. 2006; Wozniak and Waldor 2010). Le phage lambda possede le
systeme de régulation le mieux caractérisé. Le passage d'un état lysogene a un état
lytique de cet élément est sous le controle du systeme cI/Cro. A 1'état lysogeéne, la
protéine cl réprime la transcription des genes lytiques, incluant le gene cro, et active
sa propre transcription. Si '’ADN de la cellule hote subit des dommages, RecA
s’associe a I’ADN simple brin produit du fait de ceux-ci, est activé (complexe RecA*)
et stimule l'autoprotéolyse de cl. Lorsque suffisamment de protéines cI sont
inactivées, la répression est levée. L'activateur Cro est alors exprimée et va permettre

'expression des genes du développement lytique (Dodd et al. 2005).

La fréquence de transfert de I'ICE SXT de Vibrio cholerae augmente 300 fois en
présence de mitomycine C, un agent endommageant ’ADN (Beaber et al. 2004a). De
méme, la fréquence d’excision de I'ICE R391 de Providencia rettgeri augmente 4500
fois lors d’un traitement aux UV (McGrath et al. 2005). Ces deux éléments apparentés
codent un répresseur de type cl, SetR. La protéine SetR porte un domaine hélice-tour-
hélice ainsi qu’'un domaine protéasique. Elle réprime la transcription de genes
impliqués dans I'excision et le transfert de I'élément et active sa propre transcription
(Beaber et al. 2004a). La répression se ferait via une fixation sur la région promotrice

de ces genes conduisant a une inhibition de la fixation de I’ARN polymérase (Beaber
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and Waldor 2004b). Les agents endommageant ’ADN provoquent la formation de
RecA* ce qui entraine "autoprotéolyse de SetR, et la dérépression des genes setC et
setD. Ces deux genes codent des activateurs transcriptionnels qui régulent
positivement la transcription des génes impliqués dans le transfert et 'excision de
I’élément, notamment 'intégrase (Beaber et al. 2002; Burrus and Waldor 2003; Beaber
et al. 2004a) (Figure 15).

=3

<=

Figure 15 : Représentation schématique de la régulation de SXT de Vibrio cholerae
(Wozniak and Waldor 2010)

Hodule de conjugaison.

Le répresseur SetR inhibe la transcription des genes impliqués dans l'excision et le transfert de
I'élément. Les agents endommageant I’ADN, par l'intermédiaire de RecA*, induisent I'autoprotéolyse
de ce répresseur. La levée de la répression va permettre, notamment, 1'expression des activateurs
transcriptionnels SetC et SetD. Ces activateurs vont stimuler 1'expression des genes de l'intégrase et de

I'excisionase ainsi que les génes du module de conjugaison.

Les fleches indiquent une activation et les barres perpendiculaires une répression.

Par ailleurs, de nombreux prophages, comme TP901-1 ou ®105, ainsi que
divers ICE putatifs ne codent pas de régulateurs cI mais un régulateur dit de type cl-
like non apparenté a cI (Madsen et al. 1999; Bose et al. 2008; Brochet et al. 2008a).
Comme les protéines cl, les protéines cl-like jouent un role de répresseur dont
'action est levée par les agents endommageant I’ADN, mais contrairement a cI, les
cl-like sont dépourvus d’activité autopeptidase. Un seul répresseur de type cl-like est
bien caractérisé. Il s’agit de la protéine ImmR codée par ICEBs1 de Bacillus subtilis
(Auchtung et al. 2007; Bose et al. 2008). La protéine ImmR est la seule protéine codée
par ICEBsI nécessaire et suffisante pour réprimer la transcription du gene codant
'excisionase. Du fait de la faible transcription du gene xis, I'ICE se maintient sous
forme intégrée (Auchtung et al. 2007). L’anti-répresseur ImmA codé par ICEBs1, en
présence de RecA*, clive de maniere site-spécifique ImmR conduisant a sa

dégradation et a la dérépression de I'ICE (Bose et al. 2008) (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de la régulation d’ICEBs1 de Bacillus
subtilis (Wozniak and Waldor 2010)

ImmR est le répresseur d'ICEBs1. Sa fixation inhibe I’expression du gene de I'excisionase et de ceux du
module de conjugaison. La protéase ImmA clive de maniére site spécifique ImmR et ainsi permet la
dérépression de 1'élément. InmA est activée par les dommages a I’ADN ou par la protéine Rapl. Le
gene rapl est exprimé lorsque la concentration en protéine Phrl ou AbrB est faible.

Les fleches indiquent une induction, les barres perpendiculaires une répression.

Enfin, ICESt1 et ICESt3 de S. thermophilus, codent des homologues des régulateurs
cl et cl-like. Il a été démontré que ces éléments sont induits par les dommages a
I’ADN (Bellanger et al. 2007; Carraro et al. 2011). Des analyses in silico ont également
montré que tous les ICE proches de ces éléments rencontrés chez les streptocoques,
tel qu' ICESpn8140 de S. pneumoniae, posseédent une organisation similaire au niveau
du module de régulation. Dans ces éléments, le gene codant la protéase est adjacent

N

au gene codant le régulateur cl et non a celui codant le régulateur cl-like. Cela
suggere que la régulation impliquant ces deux systémes est différente de ce que I'on

observe chez ICEBs1 ou SXT (Carraro et al. 2011).

6.3 Régulation par quorum sensing

Le quorum sensing est un systéme permettant de coordonner I'expression des
genes en fonction de la densité cellulaire. Il permet a la bactérie de capter des
informations provenant d’autres cellules et de communiquer avec elles grace a des
molécules signal (Deep et al. 2011). De nombreux plasmides conjugatifs sont régulés

par des mécanismes de quorum sensing (Tun-Garrido et al. 2003; Dunny 2007).

Parmi les ICE prouvés ou putatifs, certains codent un mécanisme de quorum
sensing. ICEBsI code un systéme de quorum sensing de type Rap-Phr, qui peut
conduire a la levée de la répression de l'excision et du transfert de cet élément. Les

facteurs de transcription Rap sont impliqués dans de nombreux mécanismes tels que
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la sporulation ou la compétence (Solomon et al. 1996). Dans le cas d'ICEBs1, le
peptide Phrl est exporté par un transporteur inconnu sous forme maturée. Lorsque
sa concentration extracellulaire est suffisamment élevée, il est réimporté par le
transporteur d’oligopeptide Opp. Une fois dans la cellule, il va inhiber I'activité du
facteur de transcription Rapl (Auchtung et al. 2005). Rapl stimule l'excision et le
transfert d'ICEBs1 en activant la protéine ImmA. Cela permet de lever la répression
de I'ICE en induisant la dégradation du répresseur InmR (Auchtung et al. 2005; Bose
et al. 2008); (Bose and Grossman 2011). Ainsi, lorsque la majorité des cellules d'une
population est dépourvue d’ICEBs1, la quantité de Phrl est faible dans le milieu
extracellulaire. Rapl est actif et permet le transfert de 1'élément qui se propage dans
la population. En revanche, lorsque la majorité des cellules possede ICEBs1, la
concentration en Phrl augmente et va alors réprimer l'action de Rapl. L'ICE ne se
transfere plus. Ce systeme est donc étre sensible a la densité d’ICE présent dans la
population et 1'élément réprime sa mobilité dans un contexte ot son transfert est
inutile (Auchtung et al. 2005) (Figure 17).

Phrl Phrl Phrl
Phrl
Transporteur Phrl Phrl
d’oligopeptides (B) ?
(Orp) ]

(A)/V Pré:PhrI \\
[rapl Sphrl )
V
(‘;A)/ Facteursde

Phrl ——| Rapl ——| transcription == Réponse

\ /

Figure 17 : Représentation schématique de la régulation d'ICEBs1 par le systéme

(©)

de quorum sensing RapI-Phrl (Auchtung et al. 2005)

(A) Transcription des genes rapl et phrl

(B) Le peptide Phrl maturé est exporté

(C) Lorsque la concentration extracellulaire est suffisamment élevée, Phrl est réimporté dans la
cellule via le transporteur d’oligopeptide Opp.

(D) Phrl inhibe le régulateur Rapl

(E) Rapl inhibe l'activité du régulateur ImmR en activant le clivage de cette derniére par la
protéine ImmA

(F) Linactivation de la protéine ImmR va induire une excision et un transfert d'ICEBs1

Les fleches indiquent une activation et les barres perpendiculaires une répression.
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Par ailleurs, ICEMISymR7A de Mesorhizobium loti est régulé par un mécanisme de
quorum sensing appartenant a la famille LuxRI qui induit I'excision et le transfert de
I'ICE a haute densité cellulaire (Sullivan et al. 2002; Ramsay et al. 2006; Ramsay et al.
2009; Bellanger et al. 2011). Ce systeme de quorum sensing est lui-méme régulé par

un systeme a deux composants qui limite son activation au sein de la population
(Ramsay et al. 2012).

6.4 Régulation en phase stationnaire

Les systemes complexes de régulation des ICE peuvent également impliquer une

régulation dépendante de la phase de croissance.

Comme nous 'avons vu précédemment (paragraphe 6.1), ICEclc est activé en
phase stationnaire. Cette activation fait intervenir la protéine RpoS, facteur sigma
impliqué dans la phase stationnaire. Elle va permettre I'expression du géne codant le
régulateur positif InrR. Ce dernier va agir sur le promoteur de l'intégrase et

permettre I’excision de I'élément (Minoia et al. 2008; Miyazaki et al. 2012) (Figure 18).
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Figure 18 : Représentation schématique de la régulation d'ICEclc par les facteurs

environnementaux et la phase de croissance (Wozniak and Waldor 2010)

Le régulateur InrR d’ICEclc régule positivement l'expression du géne codant l'intégrase. Lors de la
phase stationnaire, le facteur sigma RpoS initie la transcription du géne inrR. La production du
régulateur positif contrélant la transcription du geéne de l'intégrase permet I'excision de I'ICE. De
méme, I"expression du gene inrR et du geéne codant l'intégrase augmente lors d'une croissance de la
bactérie hote sur du chlorobenzoate en comparaison avec une croissance sur du fructose ou du

glucose.

Lorsque I'élément est intégré, le promoteur faible Pint contrdle I'expression du gene de I'intégrase. La
circularisation de 1'élément va permettre au promoteur fort Pcirc de se trouver proche du géne de

l'intégrase. Il conduira a la réintégration d’ICEc/c dans la cellule hote ou dans la cellule réceptrice.
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De méme, la protéine Rapl, codée par ICEBsI et responsable de l'activation de
'excision et du transfert de I'ICE, est réprimée par la protéine AbrB (Auchtung et al.
2005; Bose et al. 2008) (Figure 17). AbrB réprime de nombreux géenes lors de la phase
exponentielle de croissance mais est inactive en phase stationnaire (Phillips and
Strauch 2002). Ainsi, lorsque les cellules entrent en phase stationnaire de croissance,
le gene rapl est déréprimé ce qui entraine l'excision et le transfert d’ICEBsI
(Auchtung et al. 2005).

Par ailleurs, chez S. thermophilus, les niveaux d’excision et de transcription des
modules de conjugaison et de recombinaison d'ICESt1 et d'ICESt3 sont plus élevés

en phase stationnaire qu'en phase exponentielle (Carraro et al. 2011).

6.5 Autres mécanismes de régulation

En plus des mécanismes de régulation induits par les dommages a ’ADN, liés a
un systeme de quorum sensing ou contrdlés par la phase de croissance, certains
éléments sont activés par des conditions environnementales ot la possession de I'ICE

confére un avantage sélectif a 1'hote.

Ainsi, ICEclc permet a la cellule hote de dégrader le chlorobenzoate et d"utiliser ce
dernier comme unique source de carbone (Ravatn et al. 1998). L’expression des
genes, l'excision et le transfert d'ICEclc sont trés fortement augmentés lors d’'une
croissance sur chlorobenzoate (Sentchilo et al. 2003a; Sentchilo et al. 2003b; Gaillard
et al. 2010). Cette augmentation est dépendante de la source de carbone et est
moindre en présence de glucose, de fructose ou de succinate (Gaillard et al. 2010). La
régulation par le chlorobenzoate n’est pas controlée directement par le composé lui-
méme mais par un intermédiaire. L’augmentation de la transcription du régulateur
InrR et de l'intégrase indique qu’il fait intervenir les mémes acteurs que lors de la

régulation par la phase stationnaire de croissance (Gaillard et al. 2008) (Figure 18).

Les ICE Tn916 et CTnDOT, ICE codant une résistance a la tétracycline, sont quant
a eux régulés par la tétracycline (Wozniak and Waldor 2010). Chez Tn916, I'induction
du transfert est basée sur un mécanisme d’atténuation transcriptionnelle (Su et al.
1992). Le systeme de régulation de cet ICE par la tétracycline est présenté en

tigure 19. Le gene orfl2 est situé en amont du gene tetM codant la résistance a la

63



tétracycline. Ce gene code un petit peptide composé d’acides aminés rares
ralentissant la traduction. En absence de tétracycline, la traduction et la transcription
sont découplées. La transcription va alors s’arréter au niveau d"un terminateur situé
en amont de fetM. Ce dernier sera exprimé a un niveau basal faible. En présence de
’antibiotique, la majorité des ribosomes est inactivée. Les ARN de transfert vont
s‘accumuler dans la cellule, y compris ceux portant des acides aminés rares. Le
peptide Orfl2 sera alors traduit plus rapidement par les quelques ribosomes restés
actifs grace au produit du gene tetM. Cela prévient ou détruit la structure terminale
et permet la transcription d'un plus long transcrit. Ce dernier comprend le géne tetM
mais aussi les genes orf/ et orf§ codant des régulateurs transcriptionnels (Su et al.
1992; Celli and Trieu-Cuot 1998). Ces derniers permettront d’augmenter la
transcription a partir du promoteur Porf;. Cela entraine l'expression des genes de
recombinaison mais également des genes de transfert lorsque Tn916 est excisé (Celli
and Trieu-Cuot 1998; Roberts and Mullany 2009). Lorsque TetM protege une majorité
des ribosomes, orfl2 est de nouveau traduit plus lentement, tetM, orf7 et orf§ sont
moins transcrits et la fréquence de transfert diminue. Cela permet une réponse
rapide et efficace en fonction de la concentration en tétracycline (Roberts and
Mullany 2009). Enfin, le gene orf9 coderait un répresseur du systeme. En absence de
tétracycline, il réprimerait la transcription a partir du promoteur P,y. En présence de
tétracycline, I'activation transcriptionnelle en amont de tetM permettrait la synthese
d'un ARN antisens qui réduirait 1'expression d’orf9 (Celli and Trieu-Cuot 1998;
Roberts and Mullany 2009).
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Figure 19: Représentation schématique de la régulation de Tn916 par la
tétracycline (Mullany et al. 2002)

En absence de tétracycline, la transcription a partir de Py est stoppée en aval d’orf12. Orf9 réprime la
transcription d’orf7 et d’orf8. L’élément est inactif. En présence de tétracycline, le terminateur situé en
aval d’orfl2 est inactif ou détruit et permet ainsi la transcription d"un plus long transcrit a partir du
promoteur P Les protéines Orf7 et Orf8 sont produites a un plus haut niveau. Ces deux régulateurs
vont permettre 1'expression des genes adjacents via Py et donc des genes du module de conjugaison

apres excision de Tn916.

Les triangles noirs représentent des promoteurs et les carrés blancs des terminateurs. Les fleches

noires indiquent une transcription des génes schématisés par les fleches blanches. Enfin, les fleches

N

bombées indiquent que la protéine a une action positive (+) ou négative (-) sur le promoteur

considéré.

L'ICE CInDOT de Bacteroides est également régulé par un mécanisme
d’atténuation transcriptionnelle induit par la tétracycline mais structurellement et
mécanistiquement tres différent de celui observé chez Tn916. Dans le cas d'ICE
CTnDOT, la tétracycline induit la transcription du gene de résistance a la tétracycline
et d'un systeme a deux composants. Ce dernier va stimuler un régulateur qui pourra

induire directement les genes impliqués dans I'excision de I'élément et indirectement
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ceux impliqués dans le transfert (Whittle et al. 2002; Wang et al. 2004; Moon et al.
2005; Wang et al. 2005; Jeters et al. 2009; Park and Salyers 2011; Keeton et al. 2012).

7. Interactions avec I’hote

7.1 Impact de I’hote sur la régulation des éléments

Bien que les ICE codent I'’ensemble des fonctions nécessaires a leur maintien et a
leur propagation, différentes études ont montré que l'activité de certains ICE peut
étre modulée par la cellule hote. Ainsi, les taux d’excision et de réplication d'ICESt3
sont différents en fonction de la souche de S. thermophilus (Carraro et al. 2011). Cela
indique que certains facteurs d’hote peuvent jouer un role dans la fonctionnalité des
ICE.

Certaines protéines associées au nucléoide comme IHF («Integrated Host
Factor »), Fis (« Factor for inversion stimulation ») ou HU (« heat unstable » ou
encore « histone-like protein ») (Swinger and Rice 2004), modulent la structure du
chromosome et peuvent influencer I'activité de divers plasmides et bactériophages.
Ainsi, la protéine IHF est requise pour l'intégration et I'excision du phage A tandis
que Fis stimule son excision (Freundlich et al. 1992; Esposito and Gerard 2003; Ortega
and Catalano 2006; Papagiannis et al. 2007). De méme, IHF stimule la coupure au
niveau d’oriT par la relaxase et participe a la régulation du module de conjugaison
chez le plasmide F (Nelson et al. 1995).

SXT se transfere a plus haute fréquence entre deux souches d’E. coli qu’entre deux
souches de V. cholerae. De plus, la protéine IHF est requise pour le transfert de SXT
entre deux souches de V. cholerae, mais non pour un transfert entre souches d’E. coli
(McLeod et al. 2006). La protéine IHF pourrait ainsi faciliter le transfert de nombreux
ICE.

De méme, Tn916 se transfere vers Lactococcus lactis mais est incapable de s’exciser
ou de se transférer a partir de cet hote. Cela suggere que chez cette bactérie, des
facteurs d’hote importants manquent (Marra et al. 1999). L'excision de Tn916 chez

E. coli est stimulée par la protéine HU (Connolly et al. 2002).
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La majorité des séquences d’ADN acquises par transfert horizontal présente un
taux en A+T supérieur au reste du génome. Certaines bactéries produisent des
protéines qui vont cibler spécifiquement ces régions et réprimer leur expression. Les
protéines de la famille H-NS des protéobactéries ou de la famille Lsr2 des
actinobactéries régulent ainsi les éléments nouvellement acquis (Will and Frost 2006;
Ali et al. 2012).

Chez B. subtilis, la protéine Rok, analogue fonctionnel des protéines H-NS, est un
répresseur de la mise en place de la compétence et de diverses fonctions
extracellulaires (Hoa et al. 2002; Albano et al. 2005). Rok se fixe sur les régions riches
en A+T en particulier sur ICEBs1, ce qui réprime son excision. La délétion du gene
rok induit une augmentation d'un facteur 4 de l'excision d'ICEBsl (Smits and
Grossman 2010). Ainsi, Rok maintient ICEBs1 quiescent dans le génome contribuant

ainsi a sa stabilité.

Le complexe protéasique ClpPX, tres conservé chez les bactéries, joue un role
dans de nombreux processus cellulaires tels que la dégradation de protéines
endommaggées ou le controle de la stabilité et de l'activité de certains régulateurs
transcriptionnels (Frees et al. 2007). Elle joue de fait un role dans la régulation de
divers prophages. (Laachouch et al. 1996; Frees et al. 2007). De méme, de nombreux
ICE possedent des régulateurs de type cl ou cl-like dont la régulation pourrait étre
modulée par le complexe ClpXP. Une étude globale du génome de S. mutans a
montré une modulation de l'activité trancriptionnelle de I'ICE putatif TnSmul dans
un contexte mutant ClpPX (Chattoraj et al. 2010). De plus, des travaux préliminaires
chez B. subtilis, ont montré que, dans un contexte mutant clpP, la quantité de protéase
ImmA augmente (Bose and Grossman 2011). L’augmentation de la quantité de cette

protéine cause la dérépression de I'expression des genes d'ICEBs1.

7.2 Impact de I'ICE sur la régulation de la cellule

ICEclc ne possede pas de régulation croisée avec les réseaux de régulation de
son hote P. aeroginosa (Gaillard et al. 2008). Toutefois, d’autres ICE vont, par leur
présence ou en codant des fonctions spécifiques, influencer la régulation de la cellule

qui les porte.
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Ainsi, les ICE de la famille de Tn916 peuvent augmenter les zones
hémolytiques des cellules lorsqu’ils sont intégrés dans le plasmide pADI1. Ce
plasmide code en effet une propriété hémolytique basée sur un systeme a deux
composants (Clewell et al. 1988; lke et al. 1992). Une étude menée sur la souche
Bacteroides thetaiotaomicron 5482 montre que I'ICE CTnDOT régule de nombreux
genes chromosomiques via les protéines régulatrices RteA et RteB codées par
I'élément (Moon et al. 2007).

Par ailleurs, chez E. coli et V. cholerae, le transfert simple brin de trois
plasmides conjugatifs et d'ICE SXT provoque l'activation de la protéine RecA qui
clive alors LexA et induit la réponse SOS (Wozniak and Waldor 2010). La réponse
SOS va avoir un impact non seulement sur 1'élément lui-méme en permettant
notamment de créer des éléments hybrides via 1'échange de modules mais aura
également un impact sur les intégrons (Cambray et al. 2011). Le clivage de LexA
déréprime l'intégrase des intégrons ce qui amene a la capture de nouvelles cassettes
et a la modification de I'ordre des cassettes présentes et donc modifie le profil de
résistance de la cellule. Enfin, la réponse SOS a un impact direct sur la cellule en

induisant de larges réarrangements chromosomiques ou des mutagéneses.

Enfin, certains ICE vont produire des messagers intracellulaires qui vont
induire un changement de style de vie de la bactérie. Chez de nombreuses bactéries,
dont V. cholerae, la transition entre un mode de vie libre ot la bactérie est mobile et
une vie en biofilm est contr6lé par un second messager ubiquitaire, le dimere
cyclique de guanosine monophosphate (di-c-GMP). Le niveau de di-c-GMP est
régulé par un réseau complexe impliquant des diguanylate cyclases (DGC) qui
produisent le composé et par des phosphodiestérases qui le dégradent (Jenal and
Malone 2006). Trois ICE de V. cholerae ou V. fluvialis, appartenant a la famille
SXT/R391, codent deux DGC chacun, DgcK et DgcL. La délétion de ces genes
augmente la mobilité de I'hote. Au contraire, la surexpression des deux protéines
réduit la mobilité cellulaire et favorise la formation de biofilm. Cette régulation aurait
un impact sur la survie de 'hdte en augmentant sa capacité a former des biofilms
lorsque nécessaire. De méme elle confere un avantage a 1'élément, car la croissance
en biofilm favorise le contact entre cellules et la propagation de I'ICE (Bordeleau et
al. 2010).
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8. Streptococcus agalactiae

Le nom Streptococcus provient du grec strepto (tressé) et du latin coccus
(sphérique). 11 a été donné a des bactéries dont les cellules sont positives pour la
coloration de Gram et qui poussent en chainettes d"un minimum de deux cellules. Ce
genre regroupe plus de cent especes. Presque toutes les souches et espéces vivent en
association avec I’homme ou les animaux en tant que commensales, pathogénes
opportunistes ou pathogenes strictes. Historiquement, les streptocoques étaient
classés selon le titrage de Lancefield, qui les regroupait selon la composition en
antigénes de leur paroi. Les différents groupes étaient nommés avec des lettres
capitales allant de A a W. Aujourd’hui, les streptocoques sont regroupés en six
groupes taxonomiques suivant la séquence de leur ARN 165 (pyogénique, mutans,

salivarius, bovis, mitis, anginosus) (Lancefield 1933; Nobbs et al. 2009).

8.1 Streptococcus agalactiae, bactérie commensale ou pathogéne

Streptococcus agalactine (streptocoque sans lait) correspond au groupe B du
titrage de Lancefield et appartient au groupe des streptocoques pyogéniques suivant
la séquence de son ARN 16S. S. agalactiae a tout d’abord été reconnue comme la cause
principale des mammites chez les bovins, d’ot son nom. Elle provoque ainsi
d’importantes pertes économiques, du fait de la diminution de la qualité et la
quantité du lait. Toutefois, la contamination se fait principalement d’animal a animal
et une hygiene renforcée permet de diminuer grandement les risques. D’autres
bactéries peuvent contaminer et infecter le pis, provoquant des mammites telles que
S. uberis ou S. dysgalactiae (Keefe 1997; Zadoks et al. 2011).

Dans les années 60, S. agalactiae a été identifiée comme un pathogene humain
(Anthony and Okada 1977). Elle est aujourd’hui reconnue comme la cause majeure
des infections néonatales chez 'homme, méme si les traitements des personnes a
risques ont diminué son incidence. Cependant, dans la plupart des cas, c’est une
bactérie commensale qui colonise le tractus intestinal et les voies vaginales d’environ
30% de la population. Lors de I'accouchement, 50 a 70% des femmes porteuses vont
transmettre la bactérie a I'enfant, ce qui n’aboutira a des infections graves que dans 1
ou 2% des cas. Il existe deux types d’infection : (i) une infection précoce se déclarant
dans les premiers jours de vie de I'enfant et caractérisée principalement par une
pneumonie ou une septicémie et (ii) une infection dite tardive plutot caractérisée par

une méningite (Doran and Nizet 2004). S. agalactiae est également un pathogene
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opportuniste pour les personnes agées et les personnes immunodéprimées (Tazi et al.
2011).

Occasionnellement, S. agalactiae colonise également d’autres vertébrés comme
les crocodiles, des poissons, les grenouilles ou divers mammiferes (dauphins,
chameaux, chiens, chats, souris...) (Elliott et al. 1990; Evans et al. 2006; Bishop et al.
2007; Mian et al. 2009).

Le caractere pathogene de S.agalactiae est lié a de nombreux facteurs de
virulence (Figure 20). Certains, comme les protéines riches en résidus sérine ou
encore les protéines se liant au fibrinogene ou a la laminine, vont lui permettre de se
lier aux cellules épithéliales vaginales, pulmonaires ou encore aux cellules de la
barriére endothéliale du cerveau (Doran and Nizet 2004; Rajagopal 2009). S. agalactiae
possede également des pili qui lui conferent une meilleure adhérence aux cellules
épithéliales (Konto-Ghiorghi et al. 2009). Lors des infections, S. agalactiae doit passer
différentes barrieres : placentaire, pulmonaire ou cérébrale. Pour cela, elle possede
des toxines qui forment des pores dans les cellules et provoquent la lyse cellulaire
comme la B-hémolysine/cytolysine ou le facteur CAMP. De méme, la hyaluronate
lyase dégrade l'acide hyaluronique, composant majeur des tissus humains (Doran
and Nizet 2004; Rajagopal 2009).

S. agalactine posséde également des caracteres qui lui permettent de se
protéger des défenses de I'hote. S.agalactine est entourée d'une capsule
polysaccharidique. Un des composants de la capsule est 'acide sialique qui est
également tres présent, dans la méme configuration, sur la surface des cellules de
mammiferes. La présence de ce sucre rend difficile la reconnaissance de la bactérie
par le systéeme immunitaire. La capsule inhibe la fixation du facteur C3 du
complément et donc la phagocytose. Elle va également, entre autres coder une C5a
peptidase qui clive le facteur de complément C5a impliqué dans le recrutement des
neutrophiles. D’autres protéines vont se lier aux anticorps et inhiber leur action
(Doran and Nizet 2004; Rajagopal 2009). De plus, S.agalactiae peut survivre a
I'intérieur des macrophages et peut y persister entre 24 et 48 h (Cornacchione et al.
1998). Pour ce faire, la superoxyde dismutase est une défense efficace contre le stress
oxydant. De méme, S. agalactiae produit un pigment caroténoide orange qui

neutralise le peroxyde d’hydrogene. Curieusement, la synthese de ce pigment est

70



associée a celle de la B-hémolysine/cytolysine (Doran and Nizet 2004; Rajagopal
2009).

Des réponses transcriptionnelles rapides ont été observées a la suite de
modifications de température ou lorsque S. agalactiae doit survivre dans le sang
(Mereghetti et al. 2008; Mereghetti et al. 2008). Ainsi, S. agalactiae met en place des
régulations lui permettant de s’adapter a 'environnement dans lequel elle se trouve

tout en exprimant de fagon adéquate ses facteurs de virulence.

Toxines, dégradation des

Adhérence sur les cellules hétes composants du tissu humain

l Protéines se Plif’tem\ei se Pr.otéines \ l \
liant au llanf ala , .rlche en Facteur
fibrinogene aminine  résidus sérine CAMP  B-hémolysine/

Pili cytolysine

Hyaluronate

lyase
Pigment
Capsule caroténoide
polysaccharidique Superoxyde
dismutase

Protéines se liant
aux anticorps

Cba peptidase

Résistance au systéme immunitaire et au stress oxydant

Figure 20 : Facteurs impliqués dans la virulence de Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae, pathogéne de 'homme et des animaux, possédent de nombreux facteurs de
virulence. Parmi eux, certains vont permettre I'adhésion et I'envahissement des cellules de 1'hote.
D’autres permettront de détruire des cellules de 1'hote. Enfin, certains facteurs codés par la bactérie

permettent d’échapper au systéeme immunitaire, notamment via la résistance au stress oxydant.

8.2 Transfert et polymorphisme chez S.ag¢alactiae

S. agalactine colonise de nombreux hotes et s'adapte a différents

environnements. Les premiéres analyses comparatives réalisées sur des souches
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humaines et bovines révelent que les deux populations sont clairement distinctes. En
effet, les protéines de surface produites par les souches humaines et bovines sont tres
différentes et souvent spécifiques (Wanger and Dunny 1987; Wibawan and Lammler
1990). Des analyses moléculaires et phylogénétiques basées notamment sur des
ribotypages et sur des MLST (« multi locus sequence typing ») ont confirmé cette
différence entre populations (Bisharat et al. 2004; Dogan et al. 2005; Sukhnanand et
al. 2005).

Les analyses comparatives des huit génomes totalement ou partiellement
séquencés de S. agalactiae d’origine humaine ont permis de mettre en évidence que
cette derniere possede un pan-génome ouvert. Ce pangénome inclut un génome
stable composé de génes présents chez toutes les souches et d'un génome variable
contenant des génes présents seulement chez certaines souches. Chaque nouvelle
souche séquencée apporte son lot de nouveaux genes. Le pool de genes flexibles
inclut en particulier des genes codant des protéines de surface, des protéines
sécrétées ou de la capsule et la majorité des genes de virulence connus, donc des

genes ayant des roles dans l'interaction avec 1'hote (Tettelin et al. 2005a).

Les 11 a 14 régions variables décrites chez huit souches séquencées sont en fait
des ilots génomiques et/ou des éléments génétiques mobiles. Parmi ces régions, 48
correspondent a des ICE, IME ou des éléments en dérivant (Brochet et al. 2008a). Ces
ilots peuvent étre présents chez plusieurs souches, dans une seule souche ou encore
en plusieurs copies au sein du méme génome. Ils représentent les deux tiers de la
diversité observée lors de la génomique comparative. Au total, 35 éléments
différents, ICE, IME ou dérivés, ont été identifiés, répartis dans 15 sites d’intégration
différents. La grande majorité de ces sites correspond a 1l'extrémité 3’ d’un gene
codant un ARN de transfert (Leucine, Thréonine ou Lysine) ou d'une protéine
ribosomique (genes rpsl, rplL ou rpmG). La majorité des éléments est intégrée dans un
site spécifique, seuls Tn916, TnGBS1 et TnGBS2 s’integrent dans différents sites
(Figure 21) (Brochet et al. 2008a). Le séquencage récent d'une souche d’origine bovine
a confirmé que le transfert horizontal est un facteur majeur de la diversité et de la
plasticité observé sur le génome de S. agalactiae. Ainsi, les 183 génes spécifiques a la
souche d’origine bovine sont concentrés dans huit ilots génomiques (Richards et al.
2011). La diversité observée entre les souches humaines et bovines proviendrait donc

en grande partie des éléments génétiques mobiles.

Des analyses in silico et in vitro ont permis de mettre en évidence des échanges

de larges fragments chromosomiques de 21 a 334 kb. IlIs proviendraient, notamment,
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de la mobilisation en cis ou en trans de fragments chromosomiques via des éléments
conjugatifs et seraient en partie responsables de la diversité observé chez S. agalactiae.
Cela augmente encore l'importance des ICE dans la dynamique des génomes
bactériens (Brochet et al. 2006; Brochet et al. 2008b; Sorensen et al. 2010).

Avant ce travail, le transfert de 2 ICE de S. agalactiae avait déja été démontré.
Ainsi, TnGBS2 se transfére de maniére intraspécifique par conjugaison. Avec
I'élément TnGBS1, il s’agit a l'heure actuelle des seuls éléments conjugatifs
caractérisés portant une transposase a DDE catalysant la transposition. Cette
nouvelle classe d’éléments génétiques mobiles semble tres répandue chez S. agalactiae
(Brochet et al. 2009; Guerillot et al. 2013). De méme, 1'élément Tn916 se transfere par
conjugaison non seulement vers d’autres souches de S. agalactiae mais aussi vers des
souches de S. dysgalactine et S. uberis (Haenni et al. 2010). A l'inverse, un transfert
d'ICESde3397 de S. dysgalactiae subsp. equisimilis vers des souches de S. agalactiae avait
déja été observé (Davies et al. 2009).

S. agalactine présente deux loci CRISPR au sein de son génome. L'un d’entre
eux, le locus CRISPR1, trés dynamique possede des espaceurs contre des ilots
génomiques de S. agalactinze. 11 permettrait en fait de moduler la diversité des

éléments génétiques mobiles au sein de la population (Lopez-Sanchez et al. 2012).
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Figure 21: ICE, IME et ilots génomiques en dérivant de S. agalactiae (Brochet et al.
2008a)

L’analyse bioinformatique de huit génomes séquencés de S. agalactize d’origine humaine a permis de
mettre en évidence 35 éléments différents dont 12 ICE putatifs, 6 IME putatifs et 13 CIME putatifs. Ces
éléments sont insérés dans 15 sites d’insertions différents, principalement a l'extrémité d’ARN de
transfert ou de génes codant des protéines ribosomales.

Le symbole indique le type d’élément (rond ICE, triangle IME, carré CIME, croix autre), la couleur
indique la souche qui porte I'élément (jaune Nem316, bleu 2603 V/R...). Les éléments identiques dans
plusieurs souches apparaissent sur la méme ligne.

S. agalactiae n’a jamais été démontrée comme étant une bactérie compétente.
Toutefois, elle possede dans son génome tous les génes orthologues de S. pneumoniae
nécessaires pour la mise en place de la compétence, a l'exception des genes

régulateurs de I'induction (Glaser et al. 2002).

De méme, les phages sont des véhicules importants du transfert horizontal

chez les streptocoques (Canchaya et al. 2004; Brenciani et al. 2010). Bien que leur role
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semble mineur chez S. agalactiae en comparaison aux éléments conjugatifs, ils ont un

role dans la plasticité de son génome.

8.3 Ilots de S. agalactiae intégrés dans l'extrémité 3 du géne codant un

ARN/Lys CTT

Les éléments intégrés dans l'extrémité 3" du gene codant un ARNyys CTT
illustrent particulierement la plasticité et la diversité des éléments génétiques
mobiles de S. agalactiae. En effet, les huit souches humaines étudiées portent toutes
un élément intégré a ce locus, différent pour chaque souche (Brochet et al. 2008a).
Une analyse a également démontré que ces éléments étaient répandus chez les
souches bovines de S. agalactiae (Haenni et al. 2010). Ainsi, I'extrémité 3’ du gene
codant un ARN{ys serait un point chaud d’intégration pour les éléments génétiques

mobiles chez S. agalactiae.

Des éléments tres proches intégrés dans le méme locus sont également
présents chez certaines souches de S. uberis, S. dysgalactiae, de S. bovis et S. equisimilis
(Haenni et al. 2010; Chuzeville et al. 2012). Par ailleurs, les modules de conjugaison
d'ICESt1 et d'ICESt3 de S. thermophilus sont apparentés a ceux des ICE putatifs de
S. agalactiae intégrés a l'extrémité 3" du gene codant un ARN{ys (35 a 67% d’identité
protéique) (Burrus et al. 2002a; Pavlovic et al. 2004). De méme, ces quatre ICE sont
apparentés a ICE_6180-RD.2 de S. pyogenes et de I'ICE putatif TnSmul de S. mutans
(Burrus et al. 2002a; Sitkiewicz et al. 2011). Cette famille d’éléments serait donc

répandue chez l'ensemble des streptocoques.

Les éléments intégrés au locus considéré chez les 8 souches de S. agalactiae
analysées ont une taille comprise entre 8 et 43 kb. Ils sont flanqués de répétitions
directes de 11 pb. Si I'on prend en compte chaque ilot, on retrouve quatre ICE
putatifs (souches 515, COH1, 18RS21 et 2603V /R), trois IME putatifs (souches A909,
ainsi que deux IME putatifs en accrétion avec un ICE dans les souches 2603V /R et
18RS21), deux CIME (souches Nem316 et H36B) et un ilot génomique dépourvu du
site attL (souche CJB111) (Figure 22) (Brochet et al. 2008a).

L’élément présent chez la souche A909 (IME_A909_tRNAL¥) porte deux génes
codant une intégrase putative dont un semble tronqué ainsi que deux sites att]

internes. Il présente par ailleurs de nombreuses duplications de séquence. C'est un
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élément composite qui a da subir de nombreux réarrangements.
CIME_H36B_tRNALys, présent chez la souche H36B, correspond a la partie gauche
d'IME_A909_tRNA!¥s. 1l s’agit également d'un élément composite présentant un site
attl interne. La souche Nem316 porte quant a elle CIME_Nem_tRNALs. Ce CIME
comprend quatorze ORF homologues a celles d'IME_A909_tRNAL¥s. Cet élément
porte également un site att] interne et semble donc avoir subi un événement

d’accrétion (Figure 22).

Parmi les quatre ICE putatifs, ICE_515_tRNAL¥s et ICE_COH1_tRNALv, ne
different que par huit ORF. ICE_515_tRNA®¥s contient cinq genes homologues a des
régulateurs suggérant une régulation de 1'excision et du transfert de cet élément tres
complexe. ICE_2603_tRNALys et ICE_18RS21_tRNALs portent deux modules de
recombinaison et deux génes codant une relaxase putative. ICE_2603_tRNAL¥s porte
un site attl interne et résulterait de l’accrétion en tandem par intégration site-
spécifique d'un IME et d"un ICE putatifs (Figure 22). ICE_18RS21_tRNAL¥s ne porte
pas de site att interne ; sa structure résulterait de l'intégration d'un IME dans
I'origine de transfert d'un ICE (données non publiées). ICE_515_tRNALY* semble
cependant étre le seul des quatre ICE a porter un module de conjugaison complet.
Chez les trois autres souches, au moins une protéine serait inactive. Ainsi, orfD de
COH1 présente un décalage de cadre de lecture conduisant a I’apparition d"un codon
stop précoce. De plus, orfD d'ICE_2603_tRNALys et ICE_18RS21_tRNAL¥s ainsi qu’orfL
d'ICE_18RS21_tRNAMs sont tronqués.

En plus des génes nécessaires aux fonctions de recombinaison, de conjugaison
ou de régulation, les éléments considérés portent des génes pouvant conférer un
avantage sélectif. Ainsi, les quatre ICE putatifs portent un opéron mer codant une
réductase et un systéme de transport des ions mercure, ce qui constitue le principal
mécanisme de défense des bactéries contre les ions mercure (Barkay et al. 2003). Chez
les souches COH1 et 515, les ICE putatifs codent également un facteur CAMP, facteur
de virulence, qui est fonctionnel chez la souche 515 (Chuzeville et al. 2012). Ces
quatre ICE putatifs codent également un systeme toxine-antitoxine putatif, des
protéines de surface a motif LPxTG pouvant jouer un role dans les interactions avec
I'hote (Ton-That et al. 2004) ou encore des facteurs pouvant conférer une résistance
au stress notamment au stress oxydant (protéine de la famille NRAMP et
glutaredoxine) ce qui pourrait jouer un role dans la survie dans les macrophages
(Cellier et al. 2007; Stroher and Millar 2012). Enfin, les quatre ICE putatifs portent un
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opéron homologue a yydFGHI] de B. subtilis codant une bactériocine putative
(Butcher et al. 2007). Chez B. subtilis, cet opéron est composé de cinq genes. Le
premier code un petit peptide, les deux suivant codent deux protéines de
modification et les derniers les deux sous-unités d'un transporteur ABC. Seule la
souche COH1 porte 1'opéron en entier. Pour les trois autres souches, les deux génes
codant les protéines modificatrices manquent. Cet opéron ne serait donc plus

fonctionnel chez ces trois éléments.

77



! .*

KKK

J«o vo vo /

i = :.

ot

PN WaN HINTD

_;ﬁ_

Q

VN 606V AN

- N
£09C 401

VN
TITHOD DI

, VN
_ (YEgRC ]

sV N oY
12881 ADI
111

|

LUy

78



Figure 22 : Organisation et comparaison des éléments intégrés a I’extrémité 3" du
gene codant un ARN¢'ys de S. agalactiae (Brochet et al. 2008a)

Les fleches représentent les ORF. Les génes tronqués sont soulignés et leur nom est précédé d'un
delta. Le nom du géne ou l'élément est intégré apparait en rouge. Les genes du module de
conjugaison apparaissent en bleu, ceux du module de recombinaison en rouge et ceux probablement
impliqués dans la régulation de I'ICE en vert. Les noms des génes proviennent soit d'un domaine
putatif trouvé sur ce dernier ou d’une fonction putative associée au produit du gene. Les termes int,
xis, rel, CP ou ATPase représentent respectivement l'intégrase, 1'excisionase, la relaxase, la protéine de
couplage et 'ATPase putative. Lorsque 1'élément présente plusieurs genes impliqués dans une méme
fonction, un numéro permet de les différencier. D’autres genes ont été nommés en fonction de leur
homologie avec ICESt1 et ICESt3 de S. thermophilus. Le systéme toxine/antitoxine est représenté par
des ORF jaunes (SAL2044/SAL2045 chez la souche 515 et homologues chez les autres éléments). L'oriT
putative des éléments est représentée par une étoile. Les sites de recombinaison sont schématisés par
des rectangles, en noir séquences de recombinaison, en jaune bras du site atfR et apparenté au niveau
des sites attl, en rouge bras du site attL et apparenté au niveau des sites attl. Les surfaces grisées
indiquent les séquences présentant une identité protéique supérieure a 80%. La position du gene
SAG2026 dans lequel a été introduit un gene de résistance a I'érythromycine est indiqué par un
triangle noir. Enfin, les doubles barres obliques indiquent les trous dans les séquences du génome dus
a des contigs manquants. Pour plus de lisibilité seules les souches utilisées lors de ces travaux sont

représentées.
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Le transfert horizontal de génes est un mécanisme clé de I'évolution
bactérienne (Lawrence et Ochman). Il est notamment responsable de la grande
diversité génétique observée au sein des especes bactériennes et contribue a
I'adaptation des bactéries a différents environnements grace a 1’acquisition de génes
codant de nouvelles fonctions tels que des genes de pathogénicité, de symbiose, de
résistance ou de nouvelles capacités métaboliques. Cette acquisition de génes serait
principalement due a des éléments génétiques mobiles qui codent tout ou partie des
fonctions impliquées dans leur propre transfert. Parmi eux, les études les plus
récentes suggerent que les ilots génomiques conjugatifs (ICE), mobilisables en trans
(IME) ou en cis (CIME), bien que rarement identifiés et méconnus, seraient
extrémement répandus au sein des génomes bactériens (Burrus et al. 2002a;

Guglielmini et al. 2011).

S. agalactiae est une bactérie pathogene opportuniste de I'homme et des
animaux. Elle est ainsi adaptée a de nombreux hoétes et environnements. Les analyses
génomiques révelent que le pan-génome de S. agalactine, composé d'un génome
stable présent chez toutes les souches et d'un génome variable, est ouvert (Tettelin et
al. 2005a). Les ICE, IME et éléments apparentés (CIME) pourraient étre en grande
partie responsables de la diversité observée au sein des génomes de S. agalactiae.
Ainsi, chez les huit souches humaines séquencées, 35 ICE, IME ou CIME ont été

identifiés, répartis dans 15 sites d’intégration différents (Brochet et al. 2008a).

L’extrémité 3" du gene codant un ARNtLys semble en particulier étre un point
chaud d’intégration d’ilot transmissible par conjugaison chez S. agalactiae a la fois
pour les souches d’origine humaine et bovine (Brochet et al. 2008a; Haenni et al.
2010). De plus, des éléments étroitement apparentés semblent également représentés
chez d’autres espeéces de streptocoques tels que S. dysgalactiae, S. uberis, S. bovis et
S. equisimilis (Haenni et Sarah). Des éléments plus éloignés sont également décrits
chez de nombreuses espéces de streptocoques (Burrus et al. 2002a; Pavlovic et al.
2004; Carraro et al. 2011; Sitkiewicz et al. 2011).

L’analyse de séquence des ilots génomiques intégrés dans 1'extrémité 3’ du

gene codant un ARNtLs chez les 8 génomes séquencés de S. agalactine suggere que
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ces éléments présentent une évolution complexe impliquant conjugaison autonome
et mobilisation en trans ou en cis, ce qui un ferait un outil idéal pour analyser
I'impact du transfert par conjugaison des ilots génomiques au moins dans cette
espéce. En plus des geénes impliqués dans la mobilité, ils portent des fonctions
pouvant contribuer a l'adaptation de I'hdte a son environnement notamment la
présence d’'un facteur de virulence (facteur CAMP) (Chuzeville et al. 2012) et de

protéines de surface (Chuzeville com. pers.).

De nombreux génomes de S. agalactize sont aujourd’hui disponibles dans les
banques. Un objectif de ces travaux de thése a été d’exploiter cette opportunité pour
évaluer la prévalence et la diversité des éléments intégrés dans ce locus chez S.

agalactiae et de déterminer leur nature.

Le transfert d’aucun de ces éléments n’avait été démontré, bien que les
données suggéraient que certains de ces éléments pouvaient étre des ICE
fonctionnels. Dans un premier temps, l'excision a été testée. Puis, le transfert
autonome de ces éléments a été testé non seulement entre souches de S. agalactiae
mais également vers d’autres especes de streptocoques, puisque la présence
d’éléments apparentés chez ces derniers suggérait que ces ICE pourraient se

transférer vers d’autres especes.

Enfin, de nombreux ICE mobilisent d’autres éléments génétiques mobiles en
trans ou en cis (Bellanger et al. 2011). Ainsi, ICESt3 de S. thermophilus, ICE
appartenant a la méme famille mais de spécificité d'intégration différente (extrémité
3" du geéne fda), s'integre au niveau du site att d'un autre élément (accrétion) et le
mobilise en cis. Ce type d’évolution d’ilot génomique et de mobilisation n’avait été
recherché et démontré que pour cet ICE, bien que diverses données suggerent que
cette accrétion et mobilisation pourrait jouer un réle important voir essentiel dans
I'évolution des ilots génomiques, en particulier dans les ilots intégrés dans le gene
d’ARNtlys de S. aagalactine. L'un des objectifs de ce travail était de démontrer ce
mécanisme d’évolution et de mobilisation chez ces éléments de S. agalactiae, qui

présentent une spécificité d’intégration totalement différente de celle d'ICES?3.
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1. Souches bactériennes et conditions de culture

Les différentes souches de S. agalactiae utilisées au cours de ce travail ainsi que
leurs caractéristiques sont exposées dans le tableau 2. Les précultures et cultures ont
été effectuées a 37°C en aérobiose, excepté les expériences de conjugaison qui ont été
réalisées en anaérobiose. Les conditions d'anaérobiose ont été obtenues par
incubation des cultures grace au systéme Genbox (BioMérieux). Les précultures et
cultures ont été réalisées dans du milieu d’infusion cceur-cervelle (BHI pour « brain
heart infusion»), du milieu Todd Hewitt pour la préparation de cellules
électrocompétentes ou sur du milieu gélosé trypticase soja composé de cceur de
bovin, de digestion tryptique de tissus animaux et de 5% de sang de cheval défibriné
(AES chemunex). Les souches transformées par des plasmides recombinants
présentant une origine de réplication thermosensible ont été cultivées en milieu
trypticase soja ou BHI a 30°C. Les souches possédant un plasmide recombinant
intégré dans leur chromosome ont été cultivées a 37°C dans les mémes milieux. La
souche FSL S3-026 de S. agalactine provient de la collection bactérienne
BCCM™/LMG et est accessible sous le numéro LMG26500 (Universiteit Gent,
Belgium).

Les souches d’autres streptocoques ou d’entérocoques utilisées comme cellules
réceptrices lors des tests de conjugaison interspécifiques sont présentées dans le
tableau 2. Streptococcus uberis et Streptococcus dysgalactiae ont été cultivés en milieu
BHI a 37°C en conditions aérobies (avec une agitation de 150 rpm). Streptococcus
pyogenes et Enterococcus faecalis ont été cultivés dans les mémes conditions mais en
anaérobiose. L’ensemble de ces especes a été cultivé sur gélose trypticase soja
supplémentée avec du sang de cheval défibriné (5%). Les précultures de Streptococcus
thermophilus ont été réalisées dans du lait écrémé reconstitué a 10% (p/vol), tandis
que les cultures ont été effectuées dans du milieu M17 supplémenté avec 0,5% de
lactose (LM17). Les précultures et cultures de S. thermophilus ont été réalisées a 42°C
sans agitation ou en anaérobiose dans des jarres grace au systeme GasPak
(bioMérieux). Streptococcus salivarius a été cultivé dans du milieu M17 supplémenté
avec 0,5% de glucose (GM17) a 37°C en anaérobiose. Les cultures de Streptococcus
mutans ont été effectuées en milieu Todd Hewitt supplémenté avec 0,1% d’extrait de

levure (THY) a 37°C en anaérobiose.

Toutes les cultures de streptocoques ou d’entérocoques ont été supplémentées

avec les antibiotiques suivants lorsque ceux-ci étaient requis : chloramphénicol
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(16 pg/mL), érythromycine (50 pg/mL), rifampicine (75 pg/mL), spectinomycine
(500 pg/mL) ou streptomycine (250 pg/mL).

Les souches d’E. coli EC101 (Stratagene) ou DH5a ont été employées comme
hote pour les plasmides recombinants. Elles présentent respectivement les génotypes
suivants : supE, hsd-5, thi-1, (lac-proAB), (F traD36, proAB, laclqZ M15), repA* et supE44
lact169 (P8O lacZ M15) hdsR17 endAl gyrA96 thi-1 relAl. Les souches portant les
plasmides recombinants ont été cultivées sous agitation, a 37°C en milieu LB (Luria-
Bertani) en présence d'érythromycine (150 ng/mL), de spectinomycine (50 pg/mL),
de chloramphénicol (16 png/mL) ou d’ampicilline (150 pg/mL).

88



Tableau 2 : Listes et caractéristiques des souches utilisées dans ce travail

Souches Caractéristiques génotypiques ou phénotypiques 2 Source ou référence
S. agalactiae

515 Souche sauvage portant un ICE putatif (ICE_515_tRNALv) (Tettelin et al. 2005a)

2603V/R Souche sauvage portant un élément composite ICE-IME putatif (Tettelin et al. 2002b)
(ICE_2603_tRNALv) codant une protéine de transfert putative OrfD
tronquée (homologue a 1’ATPase VirB4)

COH1 Souche sauvage portant un ICE putatif ICE_COHI1_tRNAL¥) codant (Tettelin et al. 2005a)
une protéine de transfert putative OrfD tronquée (homologue a
I’ATPase VirB4)

18RS21 Souche sauvage portant un ICE putatif (ICE_18RS21_tRNAL¥) (Tettelin et al. 2005a)
codant trois protéines de transfert putatives tronquées (OrfC, OrfD
et OrfL)

FSL S3-026 Souche sauvage portant un ICE putatif (Richards et al. 2011)
(ICE_ FSL S3-026_tRNALvs)

Nem316 Souche sauvage portant un CIME putatif (CIME_Nem_tRNALys) (Glaser et al. 2002)

A909 Souche sauvage portant un IME putatif (IME_A909_tRNALv) (Tettelin et al. 2005a)

515 (ICE_515_tRNALvsery)

515 (ICE_515_tRNALvscat)

2603V /R (ICE_2603_tRNALysery)
COH1 (ICE_COHI1_tRNALvsery)

18RS21 (ICE_18RS21_tRNALvery)

FSL S3-026
(ICE_FSL §3-026_tRNA" ery)

Nem316 (CIME_Nem_tRNALvscat)

Souche portant ICE_515_tRNALys marqué par une cassette de
résistance a I'érythromycine, Eryr

Souche portant ICE_515_tRNALys marqué par une cassette de
résistance au chloramphénicol, Cmr

Souche portant ICE_2603_tRNALys marqué par une cassette de
résistance a I'érythromycine, Eryr

Souche portant ICE_COHI_tRNAL¥ marqué par une cassette de
résistance a I'érythromycine, Eryr

Souche portant ICE_18RS21_tRNALys marqué par une cassette de
résistance a I'érythromycine, Eryr

Souche portant ICE_FSL S3-026_tRNA"*ery marqué par une cassette
de résistance a I'érythromycine, Ery*
Souche portant CIME_Nem_tRNALys marqué par une cassette de

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail

Ce travail
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COH1 Rifr Strr
Nem316 Rifr Strr
A909 Rifr Strr

S. mutans
UA159

UA159 Rifr Strr
S. salivarius
CIPP102503

JIM8777

CIP102503 Rifr Strr

JIM8777 Rifr Str
S. thermophilus

LMG18311

LMG18311 Rifr Strr

S. uberis
20388
21458
20388 Rifr Strr
21458 Rifr Strr
S. dysgalactiae
14998
16192
14998 Rifr Strr
16192 Rifr Strr
S. pyogenes

résistance au chloramphénicol, Catr

Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine

Souche sauvage, pas d’élément intégré a I'extrémité du gene
ARN/tLysCUU

Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine

Souche sauvage

Souche sauvage portant un IME putatif intégré a I’extrémité du gene

ARN/tLysCUU
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine

Souche sauvage portant un élément composite CIME-IME putatif

intégré a l'extrémité du géne ARNtLysCUU
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine

Souche sauvage
Souche sauvage
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine

Souche sauvage
Souche sauvage
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine
Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine

Ce travail
Ce travail
Ce travail

(Ajdic et al. 2002)

Ce travail

Collection Institut
Pasteur
(Guedon et al. 2011)

Ce travail
Ce travail

(Bolotin et al. 2004)

Ce travail

(Haenni et al. 2010)
(Haenni et al. 2010)
Ce travail
Ce travail

(Haenni et al. 2010)
(Haenni et al. 2010)
Ce travail
Ce travail
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ATCC 12202 Souche sauvage ATCC

ATCC 12202 Rifr Mutant spontané résistant a la rifampicine (Bellanger et al. 2009)
E. faecalis
JH2-2 Rifr, Fusr (Jacob and Hobbs
1974)
JH2-2 Rifr Strr Mutant spontané résistant a la rifampicine et a la streptomycine Ce travail
E. coli
EC101 supE hsd-5 thi (lac-proAB) F (traD6 proAB lacli lacZ M15) repA, (Law et al. 1995)
dérivant de la souche TG1
DH5a supE44 lacU169 (¢80 lacZ M15) hsdR17 endA1 gyrA96 thi-1 relAl (Sambrook and Russell
2001)

a Abbreviations: Cmy, résistance au chloramphénicol; Ery”, résistance a I'érythromycine; Fus?, résistance a 1'acide fusidique; Rif", résistance a la
rifampicine; Str?, résistance a la streptomycine
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2. Plasmides et vecteurs utilisés

Les caractéristiques des différents plasmides sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Listes et caractéristiques des plasmides utilisés au cours de ce travail

Plasmide Caractéristiques? Source ou référence

pG+host9 Origine de réplication thermosensible de type (Maguin et al. 1992)
pWVO01 provenant de pVE6002, Ery*

pG+host9spc Plasmide dérivant de pG+host9, spcr Bellanger (com.

pers.)

pSL1180 Origine de réplication pMB1, site multiple de (Brosius 1989)
clonage, Ampr

pSET4s Origine de réplication thermosensible de type (Takamatsu et al.
pWVO01 provenant de pVE6002, Spcr 2001)

PSET5s Origine de réplication thermosensible de type (Takamatsu et al.
pWVO01 provenant de pVE6002, Cmr 2001)

pIB184 Plasmide d’expression, porteur du promoteur (Biswas et al. 2008)
P23, Ery*

pIB185 Plasmide d’expression, porteur du promoteur (Biswas et al. 2008)
Pveg, Ery*

pORI23 Plasmide d’expression, origine de réplication (Que et al. 2000)
ColE1, porteur du promoteur P23, Ery*

pG+host9- Plasmide dérivant de pG+host9spc, porteur Ce travail

SAG2026 ::ery d’insert homologue au gene SAG2026, Ery*

pG+host9- Plasmide dérivant de pG+host9spc, porteur Ce travail

SAG2026 ::cat d’insert homologue au géne SAG2026, Cm

pIB184-int-xis-attR ~ Plasmide dérivant de pIB184, porteur du site Ce travail
attR et des genes xis et int
d’ICE_515_tRNALys, Eryr

pIB185-int-xis-attR Ce travail

Plasmide dérivant de pIB185, porteur du site
attR et des genes xis et int
d'ICE_515_tRNALys, Ery*

a Abréviations: Ampr, résistance a I'ampicilline; Cm, résistance au chloramphénicol; Ery?, résistance a
I"érythromycine; Spcr, résistance a la spectinomycine

Le plasmide pG+host9, ou ses dérivés (Tableau 3), a été employé en tant que
vecteur de clonage (Maguin et al. 1992). Il porte le geéne ermB conférant une résistance
a l'érythromycine chez E. coli (150 pg/mL) et chez S. agalactiae (10 pg/mL). Il possede
une origine de réplication qui dérive de celle du plasmide pWVO1 de Lactococcus
lactis (Leenhouts et al. 1991) et permet la réplication du plasmide par un mécanisme
de cercle roulant chez E. coli et les bactéries lactiques. Ce plasmide, en raison d"une
mutation dans le gene repA, ne peut pas se répliquer a 37°C (température restrictive)

mais se réplique a 30°C (température permissive). Toutefois, la réplication reste
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possible a 37°C chez E. coli EC101 car cette souche possede le gene repA non muté
provenant du plasmide pWVO1, permettant une complémentation en trans. Le
principe de l'utilisation du plasmide pG+host9 pour construire des souches
modifiées est exposé figure 23. Apres avoir obtenu le plasmide recombinant
contenant deux régions homologues du gene a remplacer bordant un gene de
résistance, celui-ci a été électroporé chez Streptococcus agalactiae. Les transformants
ont ensuite été incubés en présence des antibiotiques appropriés a 30°C (température
permissive permettant la réplication et le maintien du plasmide sous forme libre),
puis a 37°C (température restrictive a laquelle le plasmide ne peut pas se répliquer).
Cette étape permet de sélectionner I'intégration par recombinaison homologue entre
un des inserts (droit ou gauche) et la région chromosomique correspondante. Le
plasmide peut s’intégrer en copie unique ou en tandem (Figure 23A). Finalement,
afin d’obtenir des bactéries ayant perdu les séquences plasmidiques par
recombinaison homologue avec remplacement du gene cible, trois passages
successifs a 30°C puis a 37°C ont été réalisés. A 30°C, le plasmide intégré se réplique
par cercle roulant provoquant la formation d’ADN simple brin fortement
recombinogene. Ceci va favoriser la recombinaison entre séquences répétées
entrainant l'excision du plasmide a haute fréquence. Dans un premier cas, la
recombinaison se produira dans la méme région que la premiere et aboutira a un
retour a la souche d’origine. Dans un second cas, la recombinaison aura lieu dans
I'autre région clonée et aboutira au remplacement du geéne cible par un géne de
résistance. Les passages a 37°C en présence de I'antibiotique approprié éliminent les
cellules qui possedent un plasmide porteur du gene de résistance sous forme libre
(Figure 23B).

Pour toutes les étapes de construction, un sous-clonage dans le plasmide
pSL1180 a été réalisé chez E. coli (Brosius 1989). Ce plasmide est en effet plus
facilement manipulable que le plasmide pG+host9. Il posséde contrairement a ce

dernier un nombre élevé de copies et une origine de réplication non thermosensible.
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Figure 23: Principe de construction des souches mutantes par le plasmide
pG+host9 et ses dérivés

A. Intégration par recombinaison homologue du plasmide pG+host9-SAG2026 ::ery dans le
chromosome de S. agalactiae. L’'intégration du plasmide en simple copie, soit dans la région droite (I)

soit dans la région gauche (II), aboutit a deux conformations chromosomiques distinctes. Le plasmide

peut également s’intégrer en multiple copie, ou tandem (III).

B. Structures observées aprés recombinaison et excision du plasmide pG+host9-SAG2026 ::ery. Le
second événement de recombinaison dans le second insert provoque le remplacement du gene cible
par le géne de résistance a I'antibiotique (I). Cet événement peut également avoir lieu dans I'insert du

premier événement provoquant un retour a la souche sauvage (II).
Le principe est similaire pour tous les plasmides dérivés de pG+host9.

Ery, erythromycine.

Les plasmides pIB184 et pIB185 ont été utilisés pour surproduire l'intégrase et
'excisionase (Biswas et al. 2008). IIs portent le promoteur constitutif P23 (pIB184) ou

Pveg (pIB185) et permettent la surexpression de génes chez les streptocoques.

3. Extraction, dosage, restriction enzymatique, électrophorése et
ligation de ’ADN

3.1 Extraction d’ADN

Les extractions d'ADN plasmidique d’E. coli ont été réalisées par lyse alcaline,
soit selon le protocole décrit par Sambrook et al. (Sambrook and Russell 2001), soit a
l'aide du kit Gen Elute™ Plasmid Miniprep (SIGMA) lorsque les conditions
nécessitaient une pureté plus importante. L'ADN génomique total de S. agalactiae a
été extrait par lyse enzymatique selon la méthode de Colmin et al. (Colmin et al.
1991).

Les solutions d”ADN chromosomique et plasmidique ainsi que les produits de
PCR ont été dosés par mesure de la DO a 260 nm a l'aide de 1'appareil Nanodrop

(Labtech) selon les recommandations du fournisseur.

3.2 Restriction enzymatique de I’ADN et électrophorése

L'ADN génomique ou plasmidique a été digéré pendant au moins 1 h 30 par

des enzymes de restriction a raison de 5 UE d'enzyme/pg d'ADN. Les enzymes ont
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été utilisées dans les conditions de température et de tampon recommandées par le

fournisseur (New England Biolabs).

Les fragments ont été séparés par électrophorese en gel d'agarose dans du
tampon Tris-Acétate-EDTA (TAE) 1X (Tris/ Acétate 40 mM - EDTA 1 mM - pH 8) ou
Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X (Tris/Borate 40 mM - EDTA 1 mM - pH 8) (Sambrook
and Russell 2001). La concentration en agarose du gel, le voltage et la durée de
migration ont été ajustés en fonction de la taille des fragments a discriminer. Apres
immersion du gel dans une solution de bromure d'éthidium (BET, 0,5 pg/mL) durant
20 minutes, les profils de restriction ont été visualisés grace au Gel Doc 1000 (Biorad)
sous UV.

3.3 Ligation des fragments d’ADN

Le kit High Pure PCR Product Purification (Roche Applied Science) a été
utilisé pour extraire du gel et purifier les fragments d’ADN séparés par
électrophorese ainsi que les fragments amplifiés par PCR. Les différents vecteurs,
digérés par la ou les enzymes de restrictions appropriées, ont été déphosphorylés
grace a 'action de la phosphatase alcaline d’intestin de veau (New England Biolabs)
permettant ainsi d’éviter la religation du plasmide sur lui-méme. Enfin, la ligation a
été réalisée entre le plasmide digéré et les fragments a insérer a 'aide de la DNA
ligase du phage T4 (1 UE d’enzyme/ug d’ADN) selon les conditions préconisées par
le fournisseur (New England Biolabs) a 16°C pendant une nuit. Apres un controle de
la ligation par électrophorese, les cellules appropriées ont été électroporées par le

mélange de ligation.

4. Amplification par PCR, PCR haute fidélité, PCR nichée et PCR long-

range

Les PCR classiques ont été réalisées avec I’ADN polymérase dérivant de celle
de Thermus aquaticus YT-1 et clonée chez E. coli et (Biolabs). Cette enzyme ne possede
aucune activité exonucléasique 3’-5" ce qui permet d’augmenter le rendement de la
réaction.  Elle  présente de ce fait un  taux  d'erreur de
3.10 substitutions.positionl.réplication!. Ceci permet d'amplifier des fragments
allant jusqu'a une taille d'environ 2 kb. En effet, les erreurs provoquées par 1'enzyme

induisent des arréts fréquents de la synthése ce qui empéche 1'amplification efficace
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de plus grands fragments. Le mélange réactionnel (volume final de 25 pL)
comprenait 'ADN matrice (100 ng), les ANTP (250 uM), les oligonucléotides servant
d'amorces (0,8 uM pour chacun), le tampon 1X et 0,25 unité d’ADN polymeérase.

Les PCR nichées ont été réalisées en deux étapes. La premiére correspond a
une PCR classique, excepté pour le nombre de cycles qui est réduit a 25. Ensuite, une
seconde PCR est réalisée utilisant comme matrice le produit de la premiére ; les
amorces utilisées sont internes au premier fragment. Cette technique permet
d’amplifier des fragments d’ADN a partir de quantités d’ADN beaucoup plus petites
qu'une PCR classique tout en évitant la présence d’amplicons indésirables liée au
nombre de cycle trop important apres une PCR classique. Tous les fragments obtenus

par PCR nichée ont été vérifiés par séquencage.

Les conditions de PCR utilisées au cours de ce travail ont été les suivantes.
Apres une dénaturation initiale de 4 min de I'ADN a 95°C, 30 cycles ont été réalisés.
Chacun de ces cycles comprenait une dénaturation de I’ADN pendant 30 s a 95°C,
une fixation de amorces sur I'ADN matrice pendant 30 s a une température
dépendant du couple d’oligonucléotides (5°C en dessous du Tm ou température de
fusion des amorces). Chaque cycle se terminait par une extension a 72°C dont la
durée dépendait de la taille du fragment a amplifier et de la processivité de la
polymérase (1 kb/min). A la suite des 30 cycles, une extension finale de 7 min a 72°C

a été effectuée, permettant 1'élongation des brins partiellement synthétisés.

Enfin, I’ADN polymérase Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Scientific) enzyme de Pyrococcus sur laquelle a été ajouté un domaine de processivité
amélioré, a été utilisée pour les amplifications a haute fidélité. Elle possede une
activité exonucléasique de 3' vers 5' ce qui diminue son taux d'erreur (4,4.107). Ceci
augmente la fidélité de la réplication et permet I'amplification de fragments plus
longs. Le mélange réactionnel (volume final de 50 pL) comprenait I'ADN matrice
(200 ng), les dANTP (200 uM pour chaque), les amorces (0,5 uM pour chacune),
Phusion HF Buffer 1X (tampon haute fidélité) et 1 U d’enzyme.

Les conditions de PCR utilisées avec la Phusion DNA Polymerase étaient les
suivantes : aprés une dénaturation initiale de 30 s de ' ADN a 98°C, 30 cycles ont été
réalisés. Chacun de ces cycles comprenait une dénaturation de ’ADN de 10 s a 98°C,
une fixation de amorces sur I'ADN matrice pendant 30 s a une température
dépendant du couple d’oligonucléotides (3°C au dessus du Tm ou température de

fusion des amorces). Chaque cycle se terminait par une extension a 72°C dont la
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durée dépendait de la taille du fragment a amplifier et de la processivité de la
polymérase (30 s/kb). A la suite des 30 cycles, une extension finale de 10 min a 72°C

a été effectuée, permettant 1'élongation des brins partiellement synthétisés.

Les séquences des différentes amorces de synthése, choisies pour avoir des
températures de fusion proches, sont présentées dans le tableau 4. Toutes les amorces
ont été dessinées grace au logiciel Vector NTI version 10. Les températures de fusion,
I'auto-complémentarité et la formation des dimeéres d’amorces lors des PCR ont été

estimées via le méme logiciel.
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Tableau 4 : Caractéristiques des oligonucléotides utilisés au cours de ce travail

AmorceP Séquence? (5'-3") Utilisation
ICE2603Lys1 (A) CAACTCTCTTAGTCATCGGT Détection du site att] d'ICE_2603_tRNALys (PCR nichée)
ICE2603Lys2 (B) GAGTAATACCTGAACCAACAA Détection du site att] d'ICE_2603_tRNALys (PCR nichée)
ICE2603Lys3 (C) AGGAATATGAAACGGTCAG Détection du site att] pour les 5 ICE putatifs et pour le tandem

ICE2603Lys4 (D)
ICE2603Lys5 (E)
ICE2603Lys6 (F)
ICE2603Lys7 (G)
ICE2603Lys8 (H)
attRtRNALys515 (

attL LMG1 (H')

attL LMG2 (D)

SAG2026-1-HindIII (])

SAG2026-2-Avrll

SAG2026-3-Avrll (T)

I

GCTCATATCATTTAGAATTGGT
GAAAGCCAAATCCTAAGTG
CACTAGTTCTTGTCCTCATCT

CITCTAGAACAAATCTGCTGA

CAGACAGCAACCTATCCA
GAACAAATCTGCTGAAAC

CAATTGATGACACTACTTAAC

CCCTCTTAAACACCTAATCAC

AAAAAAAGCTTCATTCCATTTAATAACC
ATC

AAAAACCTAGGTCACTCGTTGTTCTACA
GTA

AAAAACCTAGGAAATAGTGAATATCCCC
A

CIME-ICE (PCR nichée)

Détection du site att] pour 4 ICE putatifs (PCR nichée)
Détection du site att] d'ICE_2603_tRNALys (PCR nichée)
Détection du site att] d'ICE_2603_tRNALys (PCR nichée)
Détection du site att] d'ICE_2603_tRNALys (PCR nichée)

Détection du site att] pour les 5 ICE putatifs (PCR nichée)

Détection du site att] des ICE intégrés a I'extrémité 3’ de
I’ ARNtLys des souches 515, COH1 et 18RS21 ainsi que pour le
tandem CIME-ICE (PCR nichée)

Détection du site att] d'ICE_2603FSL S3-026_tRNALys (PCR
nichée)

Détection du site att] d'ICE_2603FSL S3-026_tRNALys (PCR
nichée)

Amplification d"un fragment du gene SAG2026 de
S. agalactiae, détection du site d'intégration d'ICE_515_tRNALys
et test des transconjugants putatifs

Amplification d'un fragment du gene SAG2026 de S. agalactiae

Amplification d'un fragment du gene SAG2026 de S. agalactiae

99



SAG2026-4-EcoRI

AAAAAGAATTCTGTTAGGATTGGAGTTT

Amplification d'un fragment du gene SAG2026 de S. agalactiae

AG et test des transconjugants putatifs
intICESa03 Fwd (K) AAGCGTGAAGCTATGAATGA Détection du site d'intégration d'ICE_515_tRNALys
SAG1986 Fwd (L) TCTCAAATCAGACCTAGTGA Détection du site d'intégration d'ICE_515_tRNALys
SAG1986 Rev (M) CCTTATCAGCAATAGCCA Détection du site d"intégration d'ICE_515_tRNALys
SAK1967Rev (N) GGAAAGCTCGACAAGGATATCT Détection du site attB chez S. agalactiae (PCR nichée)
attBRev (O) CCAATACAGCTTCCTAGCC Détection du site attB chez S. agalactiae (PCR nichée)
Gbs1987Fwd (P) CAAGGAGAATACCAATCAGC Détection du site attB chez S. agalactiae (PCR nichée)
tRNALys (Q) TCTTAATCTATGGGTCACAG Détection du site attB chez S. agalactiae (PCR nichée)
attICIMENem (R) ATTACAATTGTTCTTGGGCT Détection du site att] des tandems CIME-ICE (PCR nichée)
attl2CIMENem (S) TCTTCATTCCATCTCCACT Détection du site att] des tandems CIME-ICE (PCR nichée)
gbst014-064 Fwd CAGTTGGTAGAGCAATTGACTT Détection du site d'intégration d'ICE_515_tRNALs
tRNAMet Rev GTATGAACCGGACGCTCT Détection du site d'intégration d'ICE_515_tRNALvs
tRNA16S Rev TCAGCGTTCTACTTGCATG Détection du site d'intégration d'ICE_515_tRNALys
Sod-d1 CCITAYICITAYGAYGCIYTIGARCC Amplification du géne sodA
Sod-d2 ARRTARTAIGCRTGYTCCCAIACRTC Amplification du géne sodA
Ery Fwd TCAGGATCCTCTAGAGTCGC Amplification du géne ery
Ery Rev Ter GCGACTCTAGAAAAAACAAGATCCITTCT Amplification du gene ery, le terminateur est en italique

GGATCTTGTTTTTGCTAGGGACCTCTITAG
CTC

a Les sites de restriction introduits dans les oligonucléotides sont soulignés

b Les lettres indiquent la position des oligonucléotides dans les figures 27, 33, 34 et 35.
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5. Electroporation chez E. coli et S. agalactiae

Les cellules d’E. coli EC101, DH5a et C41(DE3) électrocompétentes ont été
préparées selon le protocole proposé par Dower et al. (Dower et al. 1988).
L'électroporation a été effectuée sur des échantillons de 50 pL de cellules
compétentes avec 250 ng de mélange de ligation, a 'aide de l'appareil Electroporator
2510 (Eppendorf) sous un voltage de 2,5 kV, une résistance de 600 Q et une capacité
de 10 pF. Apres transformation, les cellules ont été reprises dans 1 mL de SOC et
incubées 1 h a 37°C afin de permettre la régénération cellulaire. Les cellules ont été
ensuite cultivées sur milieu LB gélosé additionné de l’antibiotique adapté afin de

sélectionner celles ayant acquis le plasmide.

Les cellules électrocompétentes de S. agalactiaze ont été préparées selon la
méthode proposée par Framson et al. (Framson et al. 1997). Des précultures de
S. agalactiae ont été incubées une nuit a 37°C en milieu BHI. A partir de la préculture,
100 mL de milieu Todd-Hewitt ont été ensemencés au centiéme. Lorsque la culture a
atteint la phase exponentielle (DOsoonm comprise entre 0,4 et 0,5), 100 mL de solution
I (glycine 5%, saccharose 1M) ont été rajoutés et les cellules ont été incubées 1 h a
37°C. Les cellules ont été centrifugées puis reprises par 100 mL de tampon
d’électroporation (NaH.PO4 7 mM, MgCl> 1 mM, saccharose 500 mM pH 7,4). Aprés
un second lavage dans 50 mL de tampon d’électroporation additionné d’une solution
de glycérol 15% (mélange volume a volume), le culot de cellules compétentes a été
repris dans 500 pL de tampon d’électroporation additionné de glycérol 15% (mélange
volume a volume). Des aliquotes de 80 pL de cellules compétentes ont été
électroporées en présence d’ADN plasmidique (250 ng d’ADN) a l'aide de I'appareil
Electroporator 2510 (Eppendorf) sous un voltage de 2,4 kV, une résistance de 600 Q
et une capacité de 10 uF. Les cellules électroporées ont été reprises dans 1 mL de
milieu Todd-Hewitt et incubées durant 3 h a température adaptée afin de permettre
leur régénération. Elles ont ensuite été étalées sur gélose trypticase soja additionnée
de sang en présence de l'antibiotique adapté puis incubées en anaérobiose a
température adéquate pendant 18 h environ. Les transformants ont ensuite été repris
dans du BHI contenant les antibiotiques appropriés puis incubés une nuit a la

température requise.
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6. Séquencage

Tous les séquencages ont été effectués par un prestataire externe (société
Beckman Coulter Genomics). Les plasmides préalablement purifiés ont été envoyés a
une concentration comprise entre 75 et 125 ng/uL, les produits de PCR ne
nécessitaient pas de purification (effectuée par Beckman Coulter Genomics) et la
quantité minimale d’ADN était de 200 ng. Les amorces de synthese étaient
concentrées a 0,2 pmol/pL par réaction. Enfin, les séquences ont été analysées par les

logiciels Sequencher 4.1.4 et BioEdit (version 7.0.5.2).

7. Marquage des éléments

Les différents éléments ont été marqués a 'extrémité gauche de I'élément par
un gene de résistance a I'érythromycine ou au chloramphénicol. Le gene cible choisi
est le gene SAG_2026 présent chez tous les ICE ou éléments apparentés étudiés au
cours de cette étude. Ce géne code une sous-unité ATPasique d"un transporteur ABC.
Il appartient a un opéron homologue a yydFGHIJ de Bacillus subtilis codant pour une

bactériocine putative (Butcher et al. 2007).

Le plasmide utilisé pour faire ces clonages est pG+host9spc un dérivé de
pG+host9 porteur d'une cassette de résistance a la spectinomycine (Bellanger, comm.
pers.). La digestion du plasmide pSET4s par Spel a permis d’isoler le géne de
résistance a la spectinomycine. En paralléle, le plasmide pG+host9 a été digéré par

Xbal. Le géne de résistance et la cassette ont ensuite été ligués (Bellanger, comm.
pers.).

Dans un premier temps, les extrémités 5 et 3' du géne SAG_2026 ont été
amplifiées par PCR a haute fidélité. L'extrémité 3’ a été amplifiée en utilisant les
oligonucléotides SAG2026-1-HindIIl et SAG2026-2-Avrll contenant respectivement
les sites de restriction HindlIIl et Avrll. L'extrémité 5" a quant a elle été amplifiée en
utilisant les oligonucléotides SAG2026-3-Avrll et SAG2026-4-EcoRI contenant
respectivement les sites de restriction Avrll et EcoRI. Ces deux produits de PCR ont
été digérés par les enzymes appropriées et ligués au plasmide de sous-clonage
pSL1180 préalablement digéré par HindIll et EcoRI. Le plasmide obtenu, pSL1180-
SAG2026, a ensuite été digéré par Avrll et ligué avec le produit de PCR ery, contenant
le gene ery et digéré par Xbal. Ce plasmide, pSL1180-SAG2026 ::ery contient les deux
extrémités du gene SAG2026 séparées par un gene de résistance a I'érythromycine.

Ce fragment a été extrait du plasmide pSL1180-SAG2026 ::ery et cloné dans le
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plasmide pG+host9, auparavant digéré par ces mémes enzymes. Cette construction,
pG+host9-SAG2026 ::ery, a finalement été utilisée pour transformer S. agalactiae par
électroporation (Framson et al. 1997). Les étapes de remplacement du gene cible par
le gene de résistance ont été décrites précédemment lors de la description du

plasmide pG+host9 et de ses dérivés.

Le principe du marquage des éléments par le géne de résistance au
chloramphénicol est identique. La cassette de résistance a été isolée a partir du
plasmide pSTES5s digéré par 1'enzyme Spel. Le clonage a été réalisé avec le plasmide
pG+host9.

8. Sélection des cellules réceptrices résistantes a la rifampicine et a la

streptomycine

Lors d'une premiere étape, des mutants résistants spontanés a la rifampicine
ont été sélectionnés en étalant, a forte concentration, les souches parentales sur un
milieu approprié contenant cet antibiotique (75 ng.mL-). Lors d'une seconde étape,
des mutants résistants spontanés a la rifampicine et la streptomycine ont été
sélectionnés en étalant les mutants obtenus lors de la premiére étape sur un milieu

adapté contenant de la streptomycine (250 pg.mL1).

9. Conjugaison

Les expériences de conjugaison ont été réalisées selon le protocole de
Bellanger et al. (Bellanger et al. 2009). Brievement, des précultures des cellules
donatrices et réceptrices ont été incubées une nuit, a 37°C, dans du milieu BHI en
présence des antibiotiques adéquats. Des cultures de 15 mL en milieu BHI ont
ensuite été inoculées au centieme a partir des précultures puis incubées a
température adéquate jusqu'a atteindre la DO souhaitée. Les cellules ont alors été
centrifugées 15 minutes a 37°C et 4500 rpm et reprises dans un milieu préchauffé. Les
cellules donatrices et réceptrices (10 mL de chaque culture) ont ensuite été mélangées
dans un méme tube afin de permettre la conjugaison puis centrifugées 15 minutes a
37°C et 4500 rpm. Les culots cellulaires ont alors été repris dans 1 mL de milieu
préchauffé sans antibiotique avec ou sans DNase (50 pg.mL-1) (Christie et al. 1987).
Enfin, 150 pL ont été étalés sur un filtre de nitrocellulose (0,45 um, Sartorius) sur une
boite épaisse de milieu adapté. Les filtres ont été incubés a 37°C en anaérobiose entre

12 et 14 h puis les cellules ont été reprises dans 10 mL de milieu BHI en mélangeant
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durant 30 secondes. Des dilutions variées ont ensuite été étalées sur boites
supplémentées avec les antibiotiques appropriés et les boites ont été incubées 24 h
afin de pouvoir dénombrer les UFC des cellules donatrices, des cellules réceptrices et

des transconjugants.

Les fréquences de conjugaison ont été calculées en divisant le nombre de
transconjugants par le nombre de cellules donatrices. Les fréquences de conjugaison
ont été calculées a partir de la moyenne d'un minimum de trois répétitions

indépendantes.

10. Electrophorése en champ pulsé (PFGE)

Les souches d’intéréts ont été mises en culture a partir d"une pré-culture dans
le milieu approprié. Aprés avoir atteint une DOesoonm d’environ 0,6, 20 mL de cellules
ont été centrifugées (5000 rpm, 4°C, 10 min), lavées dans une solution de TE-
saccharose froid (25mM TrisHCL, 25mM EDTA (pH 8,0), 10%(p/v) saccharose) puis
reprises dans la méme solution dans un volume permettant d’atteindre une DOsoonm
de 2. Un volume équivalent de cellule et de LMPA (Seakem agarose) ont été
mélangés dans un puits, sur glace, afin de former une lamelle. Une fois solidifiées, les
lamelles ont été incubées 6h a 37°C dans une solution de lyse (solution de lysozyme a
2 mg/mL de TE-sucrose), puis la nuit a 50°C dans une solution de déprotéinisation
(0,5M EDTA (pH 8,0), 1% (p/v) SDS, 2,5mg/mL de protéase de Streptomyces griseus
(Sigma)). Les lamelles ont ensuite été lavées 4 fois dans une solution de TE 1X (1 mM
EDTA (pH 8,0), 10 mM TrisHCI) 1 h a 50°C, puis stockées a 4°C dans ce tampon.

Les lamelles ont alors été incubées 3 h a 25°C avec 60 unités d’enzyme de
restriction Smal dans 300uL de volume réactionnel, suivant les recommandations du
fournisseur (New England Biolabs). La séparation des fragments d’ADN a ensuite eu
lieu par électrophorese en champ pulsé dans un gel PFGE 1% (Seakem agarose). Les
réglages de 1'électrophoreése étaient 6 V/cm a 14°C avec un temps de pulse initial
d’une seconde et un temps de pulse final de 20 s selon un angle de 120°C pendant
20 h. Enfin, les profils de restriction ont été visualisés apres immersion du gel dans
une solution de bromure d'éthidium (BET, 0,5 pg/mL) durant 20 minutes, grace au
Gel Doc 1000 (Biorad) sous UV.
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11. Analyse/comparaison de séquences

Au cours de ce travail, les génomes de 246 souches ont été analysés. Les noms,
numéros d’accession, profils MLST (quand ils sont disponibles) ainsi que les types

d’élément putatif portés par les souches sont indiqués dans le tableau en annexe 2.

Les séquences nucléotidiques et protéiques disponibles ont été collectées a
dans les bases de données GenBank et GenPept. Une analyse systématique par
comparaison de séquences nucléotidiques a été réalisée sur ces 246 génomes. Pour les
138 génomes dont les séquences étaient disponibles a la fois sous formes
nucléotidique et protéique, les analyses ont également été réalisées par comparaison
de séquences protéiques. Les résultats se sont montrés cohérents avec ceux obtenus
lors des comparaisons nucléotidiques. Les comparaisons nucléotidiques ont été
effectuées avec le logiciel BLASTN tandis que les comparaisons des séquences
protéiques  ont  été  réalisées a laide du logiciel @ BLASTP
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Dix genes caractéristiques des ICE ou IME intégrés dans I'extrémité 3" du gene
codant un ARNtLys de S. agalactiae, ainsi que les protéines correspondantes, ont été
choisis pour ces analyses de séquences: 3 génes codant des intégrases putatives
SAL_2029, SAG1986 et SA]_1914, 3 genes codant des relaxases putatives SAL_2052,
SAG1988 et SA]_1916, un géne codant une protéine de couplage de la famille FtsK,
SAL_2053, un gene codant une protéine de conjugaison putative SAL_2040, ainsi que
deux genes codant les deux sous-unités d’un transporteur ABC SAL_2079-SAL_2080.
Un gene était considéré comme présent lorsque le pourcentage d’identité entre la
requéte et le gene détecté était supérieur a 90%. Lors des comparaisons protéiques le

pourcentage d'identité devait étre supérieur a 80%.

Les sites de recombinaison des différents éléments ont également été
recherchés (attR ICE, attR A909, attR” A909, attR Nem, attR’ Nem, attR IME2603V /R,
attL ICE, attL FSL S3-026, attL” A909 et attL” A909). La séquence a été considérée
comme présente lorsque la séquence détectée contenait la fin du gene d’ARNt lysine
ou une répétition directe de celle-ci et qu’elle présentait au moins 90% d’identité (sur
une longueur minimale de 60 pb) avec la requéte. Les alignements présentaient une
valeur E toujours inférieure ou égale a 10-1! pour les sites attL et a 10-2¢ pour les sites
attR.

Enfin, les éléments intégrés a 1'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys de 12

souches de S. agalactiae ont été caractérisés en détail par comparaison des séquences
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protéiques (BLASTP) codées par tous les genes se trouvant entre les sites attL et attR

selon les procédures identiques a celles décrites précédemment.
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RESULTATS
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1. Recherche et prévalence des éléments intégrés a l'extrémité 3 du

géne codant un ARNtLys €IT chez Streptococcus agalactiae

Préalablement a ce travail, les génomes séquencés de 8 souches invasives
humaines de S. agalactine avaient été analysées (Brochet et al. 2008a). Ils contiennent
tous des ICE, IME ou CIME en dérivant, intégrés dans 1'extrémité 3" du gene codant
un ARNtlys (anticodon CTT) (Figure 24). Certains de ces éléments sont composites et
résultent d’accrétions en tandem. Ainsi, celui de la souche 2603V/R est composé
d’un ICE et d"un IME séparé par un site attl. Par ailleurs, I'ICE de la souche 18RS21
résulterait d'un événement d’accrétion interne (intégration site-spécifique dun IME

dans I'origine de transfert d’un ICE) (données non publiées).

Des éléments apparentés aux ICE de S. agalactiae intégrés a I'extrémité 3" du
gene codant un ARNtLys ont été décrits chez d’autres especes de streptocoques. En
effet, des ICE tres proches ou de la méme famille sont retrouvés chez de nombreuses
especes de streptocoques : S. uberis, S. dysgalactine (Haenni et al. 2010; Chuzeville et
al. 2012), S.bovis, S.equisimilis (Chuzeville et al. 2012), S.mutans, S. thermophilus
(Burrus et al. 2002a; Brochet et al. 2008a), S. pyogenes (Brochet et al. 2008a; Sitkiewicz
et al. 2011), S. parasanguinis, S. pneumoniae, S. infantis, S.australis, S. gallolyticus,
S. downei (Carraro et al. 2011). Les éléments apparentés aux ICE intégrés a I'extrémité

3" du gene codant un ARNtLys semblent donc répandus chez les streptocoques.
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Figure 24 : Organisation et comparaison des éléments intégrés a I'extrémité 3" du
gene codant un ARNtLys de S. agalactiae (Brochet et al. 2008a)

Les traits rouges indiquent la position des éléments composant les ilots composites ; leur nature ou
leur nom sont indiqués au dessus. Les fleches représentent les ORF. Les noms des différents génes
utilisés lors des analyses de séquences sont indiqués en gris. Le nom des genes tronqués est précédé
d’un delta. Les génes du module de conjugaison apparaissent en bleu, ceux du module de
recombinaison en rouge et ceux probablement impliqués dans la régulation de I'ICE en vert. Les génes
codant un systeme toxine-antitoxine putatif apparaissent en jaune, celui codant une protéine
d’antirestriction putative ArdA en saumon, le gene codant le facteur CAMP en violet et les genes en
rose appartiennent a I'opéron homologue a I'opéron yydFGHIJ de B. subtilis. Les termes int, xis, rel, CP,
T et A représentent respectivement les genes codant I'intégrase, I'excisionase, la relaxase, la protéine
de couplage, la toxine et I'antitoxine. L'oriT putative des éléments est représentée par une étoile. Les
sites de recombinaison sont schématisés par des rectangles, en noir séquences de recombinaison, en
jaune bras du site attR et apparenté au niveau des sites attl, en rouge bras du site attL et apparenté au
niveau des sites attl. Les surfaces grisées indiquent les séquences présentant une identité protéique
supérieure a 80%. Les doubles barres obliques indiquent les trous dans les séquences du génome dus a

des contigs manquants.

Le génome d’autres souches de S. agalactine, provenant d’origines diverses
(Homme, bovin, poisson, grenouille, chien, phoque gris et dauphin) a été depuis
totalement ou partiellement séquencé et leur analyse devrait permettre de
déterminer la prévalence et la diversité de cette famille d’éléments au sein de cette

espece.

1.1 Analyses des souches totalement ou partiellement séquencées

Douze nouvelles souches de S. agalactiae, dont le génome a été séquencé, ont
été analysées par comparaison de séquences au cours de ce travail. Trois d’entres
elles (GD20 1008-001, SA20-06 et 2.22), isolées a partir de poisson, présentent un
génome totalement séquencé et assemblé. Pour les 9 autres souches analysées, les
séquences sont sous forme de contigs (entre 8 et 131 suivant les souches), mais ils
sont annotés. L'une d’entre elles est la souche FSL S3-026, isolée a partir d"un bovin
et utilisée par Richard et al (Richards et al. 2011) lors d"une analyse comparative entre
les souches d’origine humaine et bovine. Enfin, 6 autres souches ont été isolées a
partir de poisson et 2 autres chez 'Homme. L’analyse a révélé que toutes portent un

élément intégré a I'extrémité 3° du gene codant un ARN{Ys dénommé suivant la
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nomenclature de Brochet et al. (Brochet et al. 2008a) : type d’élément souche_site

d’intégration (Tableau 5).
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Tableau 5 : Récapitulatif des souches de S. agalactiae analysées lors de ce travail, de leur origine et du type d’élément putatif

détecté.
Composition en génes
Composition en sites att
ICE IME_2603V/R_ARN{Lys
. . Elément | Taille de
Souche Origine ) S SAG1988 SAG1986
putatif | 1'élément (2eme (2eme
SAL _2053 | SAL_2052 | SAL_2040 | SAL_2029 s
(FtsK) (relaxase) (OrfD) (intégrase) relaxase intégrase attL attR attl
& 2603V/R) | 2603V/R)
attR”’ attl
S51014 P CIME ND - - - - - - attL ICE A909 A909
SA20-06 p CIME | 37kb wrice | R
) ! ) ) ) ) ) ) a A909 )
STIR CD-17 P CIME 3,7 kb tL ICE attR”
) ! ) ) ) ) ) ) a A909 )
551219 p CIME | 37kb wrice | R
' - - - - - - a A909 -
LADL-90-503 | P CIME | 37kb wrice | R
e ! ) ) ) ) ) ) a A909 )
attR’
222 P CIME 1,6 kb - - - - - - attL ICE Nem316 -
Pas de attR
GB00112 H ACIME 4,3 kb - - - - - - site attl. | Nem316 -
Elément
ATCC 13813 H dg,i‘l’le ND - - - + - - ND | attRICE | -
ICE
attl
GD20 1008- attR et
001 P IME 19,3 kb - - - - + + attL ICE A909 attl’
A909
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ZQ 0910 attl
attR et
IME 18,4 kb attLICE | \909 | anr
A909
attl
attR et
CFO01173 IME ND attLICE | 2900 | anr
A909
attL
FSL S3-026 ICE 428 kb FSLS3- | attRICE | -
026

Les sites att présentent une identité d’au moins 90% avec les sites att indiqués. Le site attR” d'IME A909 correspond a la moitié attR du attl de cet élément. Le site

attL est commun a tous les éléments (ICE-CIME et IME) excepté celui d'ICE_FSLS3-026_tRNAL¥ (seulement 45% d’identité avec les autres).

ND, non déterminé ; H, humain, B, bovin ; P, poisson. Les signes + dans les cases grisées signifient que 1'élément considéré code la protéine avec une identité

entre la requéte et le gene cible de plus de 80%
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1.1.1 Souches portant un CIME putatif ou un CIME tronqué

Les CIME sont des ilots génomiques dérivant d'ICE ou d'IME par perte des
modules de recombinaison, régulation et conjugaison (Pavlovic et al. 2004). IIs
doivent étre flanqués de sites att et étre apparentés a un ICE ou un IME qui pourra

s'intégrer en tandem avec le CIME et le mobiliser en cis.

Les souches SS51014, SA20-06, SS1219, LADL-90-503, STIR CD-17, 2.22 et
GBO00112 portent toutes un élément intégré a l'extrémité 3’ du gene codant un
ARNtLys, Ces 7 éléments ne portent aucun géne codant une protéine impliquée dans
I'intégration/excision ou le transfert de I'élément. En revanche, ils possedent tous
des sites attR et attL les bordant, excepté GB00112 qui semble dépourvu de site attL
(Figure 25). Les six premiers pourraient donc étre des éléments mobilisables en cis ou

CIME tandis que le dernier pourrait dériver d"un CIME par délétion du site attL.

Parmi eux, seul le CIME porté par la souche SS51014 présente un site attl
interne apparenté au site attl d'IME_A909_tRNAL¥s. Son site attL est apparenté au site
attL des autres éléments. Le site attR du CIME de la souche S51014 est quant a lui
identique a la moitié attR du site attl” d'IME_A909_tRNALys (Figure 25). Cet élément
composite, tres proche de CIME_H36B_tRNAls, a  été  dénommé
CIME_SS114_tRNAMs, La séquence de 1'élément recouvre 10 contigs non

chevauchants, ce qui rend sa reconstitution compléete impossible.

Les 4 souches SA20-06, SS1219, LADL-90-503 et STIR CD-17 isolées de
poissons, présentent de petits éléments quasiment identiques (CIME_SA20-
06_tRNALys, CIME_SS1219 tRNALys, CIME_LADL_tRNALs et CIME_STIR_tRNAL).
Le site attL de ces éléments est apparenté au site attL porté par les autres éléments
caractérisés au locus considéré. Les sites attR de ces éléments, tous identiques entre
eux, présentent plus de 99% d’identité avec la moitié attR du site att]
d’'IME_A909_tRNALys (attR’) (Figure 25). Aucun de ces 4 éléments ne présente de site

att] et ne semble composite.

Ces 4 souches possedent des genes homologues aux genes gbs1984 (partiel
chez les souches 551219 et LADL-90-503), gbs1977 (sauf SA20-06) et gbs1978 présents

chez CIME_Nem_tRNALys codant des protéines putatives de fonction inconnue (plus
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de 90% d’identité protéique pour les protéines correspondantes) (Figure 24). De
méme, toutes portent des genes quasiment identiques a SAL_2079 et SAL_2080, qui
codent un transporteur ABC putatif. Les souches STIR-CD-17 et SA20-26 portent en
plus un gene codant un petit peptide (100% d’identité protéique avec SAL_2081). Ces
genes font partie d'un opéron homologue a I'opéron yydFGHIJ porté par ICEBs1 de
B. subtilis qui permettrait la synthese et 'export d'un peptide antimicrobien ou de
signalisation (Butcher et al. 2007). Il est composé de 5 genes codant le peptide, le
systeme d’export (transporteur ABC) et deux protéines de maturation. Chez les 8
souches de S. agalactinze dont le génome avait été analysé préalablement a ce travail,
seul ICE_COHI_tRNAL¥s posséde 1'opéron complet. Les éléments intégrés au méme
site dans les 11 autres souches analysées au cours de ces travaux ne présentent que

les genes codant le transporteur ABC associé ou non au gene codant peptide.

La souche 2.22 également isolée d'un poisson possede un petit élément,
CIME_2.22_tRNALys bordé de sites attL et attR présentant respectivement 98%
d’identité nucléotidique avec les sites attL et attR” de CIME_Nem_tRNALys (Figure 25).
Cet élément est composé de deux genes, présentant 99% d’identité nucléotidique

avec gbs1977 et gbs1978 codant deux protéines de fonction inconnue.

La seconde souche humaine, GB00112, possede CIME tronqué dépourvu de
site attL ou de site att interne. Son site attR est identique a celui de
CIME_Nem_tRNALys (Figure 25). Il porte des genes presque identiques aux genes
gbs1965 et gbs1966 de CIME_Nem_tRNALys ainsi qu’a ceux se trouvant entre les sites
attl et attl’ de IME_A909_tRNALYs, excepté celui codant une intégrase putative
tronquée (SAK_1950b). Enfin, ce CIME posséde un géne apparemment tronqué de
séquence tres proche du gene SAK_1964. Tous ces genes codent des protéines de
fonction inconnue, a I'exception de deux d’entre eux qui permettraient la synthese de

lipases putatives.
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_FSL S3-026 attl | GGATAAAACI
S$S1014 attl'

GD20 attL'
ZQ0910 attL'
CF01173 attl'
A909 attl'
GD20 attL"
ZQ0910 attL"
CF01173 attL"
2603 V/R attL'
A909 attL"

) 7 20 30 40 90 100

18RS21 attl AA--GTAACTATATGTATTTAAAGTTA ATEC! ATCACTTT A
2603 V/t attl GTAACTATATGTATTTARAGTTA ATC ATCACTTT A
COH1 attL GTAACTATATGTATTTARAGTTA ATC ATCACTTT A
515 attL GTAACTATATGTATTTAAAGTTA ATC ATCACTTT A
$a20-26 attlL GTAACTATATGTATTTAAAGTTA Ac ATCACTTT A
STIR CD-17 attlL GTAACTATATGTATTTAAAGTTA amc ATCACTTT A
$51219 attlL GTAACTATATGTATTTARAGTTA ATC ATCACTTT A
|LADL-90-503 attL GTAACTATATGTATTTARAGTTA ATC ATCACTTT A
$S1014 attlL AAA-GTAACTATATGTATTTAAAGTTA aTC ATCACTTT A
GD20 attlL AAA-GTAACTATATGTATTTAAAGTTA ac ATCACTTT A
ZQ0910 attL AAA-GTAACTATATGTATTTAAAGTTA amc ATCACTTT A
CF01173 attlL AAA-GTAACTATATGTATTTAAAGTTA ATC ATCACTTT A
2.22 attlL A---GTAACTATATGTATTTAAAGTTA ATC ATCACTTT A
A909 attL AAA-GTAACTATATGTATTTAAAGTTA Ac ATCACTTT A
Nem316 attL AA--GTAACTATATGTATTTAAAGTTA Amc ATCACTTT A
2 TR, T

T

T

T

T

T

Q Q Q Q
S

GATATACCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTACATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAARATTAAAAAAATCTCCARAAA
2603 V/t attL GATATACCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTACATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA

COH1 attLl GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGTACAAAAGATGAATACATTAA-TTTTTGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
515 attl( GATATACCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTACATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
Sa20-26 attl GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCACAAAAGATGAATACATTAA-TTTTTGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA

STIR CD-17 attl( GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCACAAAAGATGAATACATTAA-TTTTTGTTGATTTT--CAARATTAAAAAAATCTCCARAAA

$S1219 attLl GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCACAAAAGATGAATACATTAA-TTTTTGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
JLADL-90-503 attlL( GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCACAAAAGATGAATACATTAA-TTTTTGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
SS1014 attL GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA

GD20 attL( GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTTT-CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
ZQ0910 attL GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
CF01173 attL( GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCARAAA

2.22 attly GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCACAAAAGATGAATACATTAA-TTTTTGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA
GATATGCCTTTTTTAGAGT-AC-TCAA-ATGTATTTGAATATTGCATAAAAGATGAATATATTAA-TCTTAGTTGATTTT--CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA

TCGAAACTTCATGCAAAT- -TATA-ATGTTGAGAAGAATCAGTATAAAAATACGAATTTCAC-TACTAGTAAGAAATA-AAAAGAAAGCGTTATCTTTGAATT
TCGAAACTTCATCCAAAT —— — —— TATA-_ATGTTGCGAGAAGCGAATCACTATAAAAATACGAATCTCAC_TACCAGTAACAALATA _ARAAACAAAGCCTTATCTTTCAATT
TAGTGGCGATTAATATTAGAATTCTTAATTATGCAAATGGAT-TACC-ATATTTTTGAAGATAGTTATAAAAAC-CGTTTCTTTG-TAGAAAAATTGTTTT-TTTTATATCAGTTGTATCTGCATA
ZQ0910 attL"(1L32) TAGTGGCGATTAATATTAGAATTCTTAA-
CF01173 attL"(L32) TAGTGGCGATTAATATTAGAATTCTTAATTATGCAAATGGAT-TACC-ATATTTTTGAAGATAGTTATAAAAAC-CGTTTCTTTG-TAGAAAAATTGTTTT-TTTTATATCAGTTGTATCTGCATA
2603 V/R attL'(l33) AATTA-------TAT--------— TGGTTTAATAATAAAAATTAAT-AAA--ATGGTATCCAAGAT-GTTATAATAA---GATTAACAG-TTGAACAAGCTAATA-ATTAATAAAAGATGAGGACAAGAA
ATTCTTAATTATGCAAATGGAT - TACC-ATATTTTTGAAGATAGTTATAAAAAC-CGTTTCTTTG-TAGAAAAATTGTTTT -TTTTATATCAGTTGTATCTGCATA
Consensus(147) ARAAA TAAGTTATTGA AGAAATACAAGATAT CCTTTTTTAGAGT AC TCAA ATGTATTTGAATATTGCA AAAAGATGAATATATTAA T TTAGTTGATTTT CAAAATTAAAAAAATCTCCAAAAA

118



(287) 287 .

300 330

310 320 340 350 360 370 380

§51014 attl'
GD20 attL"
ZQ0910 attL'
CF01173 attL'
A909 attL'
11

FSL S3-026 attl(276) CCTAGTCTGCGTTAACAAATTTTTGATGCTATTGGTCTAAATCTAATCTGATGTACAAGTTTTATAATTGTATTTTGTAGATGATTCCGTCCATTATAATCGTATATTATCGATGTATCTGCTTCTATTTTTATTTTAAG

50) TTTATTATAATAGAATGAGGTAATTCAACTAATTTAAAAGAAGTTATCTATATTITGAATGGTATAGAAAAAACAGAGGTTTATTTGCTTATGAAAAAACGTATATGGTAT ——————————————————————————————
55) TTTATTATAATAGAATGAGGTAATTCAACTAATTTAAAAGAAGTTATCTATATTITGAATGGTATAGAAAAAACAGAGGTTTATTTGCTTATGAAAAAACGTATATGGTATTTGATAATAATAATCACAGTAATTTTAGGA
49) TTTATTATAATAGAATGAGGTAATTCAACTAATTTAAAAGAAGTTATCTATATTTGAATGGTATAGAAAAAACAGAGGTTTATTTGCTTATGAAAAAACGTATATGGTATTTGATAATAATAATCACAGTAATTTTAGGA
50) TTTATTATAATAGAATGAGGTAATTCAACTAATTTAARAAGAAGTTATCTATATTTGAATGGTATAGAAARAACAGAGGTTTATTTGCTTATGAARAAACGTATATGGTATTTGATAATAAT —————————=—==—=————
52) TTTATTATAATAGAATGAGGTAATTCAACTAATTTARAAGAAGTTATCTATATITGAATGGTATAGAAAAAACAGAGGTTTATTTGCTTATGAAAAAACGTATATGGTATTTGATAATAATAATCACAGTAATTITTAGGA
51) TTTATTATAATAGAATGAGGTAATTTAATTAATTTAAAAGAAGTTATCTATATTTGAATGGTATAGAAAAAACAGAGGTTTATTTGCT T - - ———— = == == =~ — - —— - — — — — — — — — — — — — —————————————————

GD20 attL"
ZQ0910 attL"
CF01173 attL"
2603 V/R attL'

260) GTTG--ATGCTTTCAAGAATTAACTGTTCGAATTCAATTGGTGCAGTACCATTTIGCAGTGATA---AGATTCTTGTCTTTTACTGCTTGTTCAAATTTAAAGTCATTTTTATTTGAATATAATTCAAAATTATTCCATAA
67)
260) GTTG--ATGCTTTCAAGAATTAACTGTTCGAATTCAATTGGTGCAGTACCATTTGCAGTGATA---AGATTCTTGTCTTTTACTGCTTGTTCAAATTITAAAGTCATTTTTATTTGAATATAATTCAAAATTATTCCATAA
DAQ) CTA = == = = = = = = = m

AQOQaHL"EGO)GTTG——ATGCTTTF AGAATTAACTGTTCGAATTCAATTGGTGCAGTACCATTTGCAGTGATA---AGATTCTTGTCTTTTACTGCTTGTTCAAATTTAAAGTCATTTTTATTTGAATATAATTCAAAATTATTCCATAA
Consensus(287) TTTATTTTTAAATATATTTTTAGTTGTTATATAAAGTAATTTGACTATTGARATAAAA ATATT AGAGA AGT

AACT TT TA ATGATA G T G A T A A AATAT A
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328) 328

340 350 360
Il

370 380 390

400 410

420

430

440

450 467

ATCC 13813 attR
FSL $3-026 attR}
18RS21 attR}
2603 V/R attR)
COH1 attR)

515 attR

GD20 attR'
CF01173 attR'

A909 attR'
GD20 attR"

A909 attR"

$51014 attR|315)
(65) TATGAAAAAATA
ZQ0910 attR"[315)
CF01173 attR"[276)

126) AGATATGGTGTT!

Sa20-26 attR(290) ATGAAATGTTTT
STIR-CD-17 attR{290) ATGAAATGTTTT
$S1219 attR[290) ATGAAATGTTTT
LADL-90-503 attR{290) ATGAAATGTTTT
$S1014 attR'(290) ATGAAATGTTTT

ZQ0910 attR'[290) ATGAAATGTTTT

2.22 attR[290) ATGAAATGTTTT

116)

CGACAAATAGTGCGA

CGACAAATAGTGCGA
CGACAAATAGTGCGA
CGACAAATAGTGCGA
CGACAAATAGTGCGA

TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG
TTTTGTAAATTTAATTTTACATATACACTATTATG

TTTTGT

TTTAATTTTACATATACACTATTATG

—--TAATTCAAAAATGAC-TGCAACAGGTGCA

—--TAATTCAAAAATGAC-TGCAACAGGTGCA
—--TAATTCAAAAATGAC-TGCAACAGGTGCA
—-TAATTCAAAAATGAC-TGCAACAGGTGCA
—--TAATTCAAAAATGAC-TGCAACAGGTGCA

GATAAGACTGGAAATATTTTTAARATCTTCTG
GATAAGACTGGAAATATTTTTAARATCTTCTG
GATAAGACTGGAAATATTTTTAARATCTTCTG

ATATTTTTAAATCTTCTG

GGCATACTTATGGAAGTTACTTATTAGCAAAAGG

AAACATTGGTGGAC-ATTCATTAGGAGGTATGGA—
AAACATTGGTGGAC-ATTCATTAGGAGGTATGGA—
AAACATTGGTGGAC-ATTCATTAGGAGGTATGGA—
AAACATTGGTGGAC-ATTCATTAGGAGGTATGGA—
AAACATTGGTGGAC-ATTCATTAGGAGGTATGGA

GD20 attR|
ZQ0910 attR|
CF01173 attR

A900Q_attPl

CAGCATALMGAGTAC

TAGCCTACTGAATTATCAD

GCTGTTGTAGATATTAC-AGCTTACGGAGCA

GCTGTTGTAGATATTAC-AGCTTACGGAGCA

AACAAAATCATTTATTTATCCTGGAATTGAA
AACAAAATCATTTATTTATCCTGGAATTGAA
AACAARAATCATTTATTTATCCTGGAATTGAA

GB00112 attR|
COH1 attR'

Nem316 attR]

2603 V/R attR(129) CCATTGTAGCCT)
Consensus(328) A G AA GT TTTCGTCT ATTTTAC AT A TATAAGT TA

143) ACGTAGAAGTAT
130) ACGTAGAAGTAT

68) 468

480 490

TTTCATCTCTGGCTT)

GCAGAGATAACGACTACTGCAACAAACGCAAAAGC]
GCAGAGATAACGACTACTGCAACAAACGCAARAAGC]
GCAGAGATAACGACTACTGCAACAAACGCAAAAGC

500 510

——-CAAGGAATGGAATCCCATG
TTACATATG A TAT A

520 530 540

CAGAAACAAAGCCAAAT--CCTAAGTGGTCA
TGGT AATATGATAA ACAGGAAATAT T CAAA

550 560

CACAATCTAMMGTTTTACTCCA

GTCCAAGAAGG
GTCCAAGAAGG
AATGAATATAA
AATGAATATAA
AATGAATATAA

570

TAAAGGGACAGTTTAGAACTAAAGTTGAAACTGT

580

TTGCAA GCAT CTCATGGAATAA AAAA TG A ATAA

607

$S1014 attRy
GD20 attR"
ZQ0910 attR"|
CF01173 attR"|
A909 attR"

1450) AGTACC
200) AGTACC!
1450) AGTACC
1411) AGTACC
251) AGTACC

258) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCA

TTAGAAGTATTAGCAAAA
TTAGAAGTATTAGCAAA
TTAGAAGTATTAGCAAA
TTAGAAGTATTAGCAAA
TTAGAAGTATTAGCAAAA

GD20 att
2Q0910 att
CF01173 att

Consensus(468) AT AGAT ATT AT

'AATTATCAACATAACTTG
'AATTATCAACATAACTTG

'AATTATCAACATAACTTG
TCAACDTAACTTC

CGTCT-ATGTTAAGAAGTATATA-TATAT
CGTCT-ATGTTAAGAAGTATATA-TATAT
AGTGTATAATTAATCAAATAGAA-TTATT;
AGTGTATAATTAATCAAATAGAA-TTATT
AGTGTATAATTAATCAAATAGAA-TTATT;

TA-ATTATC--TTAATGA

AT ATTATT T

GATGAAATT-TAAAAGAC
GATGAAATT-TAAAAGAC
GATGAAATT-TAAAAGAC
TTGATATCTGCTAAAGTC

AAAGT AT AG

TGGGC-TAAATAATTTAGCTCTT-TTTTT
TGGGC-TAAATAATTTAGCTCTT-TTTTT
TGGGC-TAAATAATTTAGCTCTT-TTTTT
TTTTTGAGAAAAGTGAAGTTTAAATTAGT

AATTA TTAA AAG A TATT ATA

TA-CTCAAAAATAAGAGAA
TA-CTCAAAAATAAGAGAA
TA-CTCAAAAATAAGAGAA
CAAAGTGATATTTATATGT]
TTATC

=1 EENE]

TTAA GAAATAGATTA GAATATA

CTATTGAGT
CTATTGAGT
CTATTGAGT

—~AGAAT;
—~AGAAT;
—~AGAAT;

ER=RE] NN NN =R =N =N =R =N RN RN =]

ATCC 13813 attR§257) TGTAGABATTTGGGTAGTTGCAAGARTAATGGGTC-ATAAGGATATTACA-CAGTTACTTGAAACTTA-TGGTCACGTCTTGAC---AGAAGTAATAAATAAGGAATATGAAAC-GGTCAGAAGTTTAG---TATCTTAA
FSL $3-026 attR§257) TGTAGATATTTGGGTAGT TGCAAGATNTAATGGGTC-ATAAGGATAT TACA-CAGTTACTTGAAACTTA-TGGTCACGTCTTGAC--~-AGAAGTAAT, GTTTAG---TATCTTAA
18RS21 attR§257) TGTAGATATTTGGGTAGTTGCAAGARTAATGGGTC-ATAAGGATATTACA-CAGTTACTTGAAACTTA-TGGTCACGTCTTGAC---AGAAGTAAT GTTTAG---TATCTTAA
2603 V/R attR'§257) TGTAGATATTTGGGTAGTTGCAAGARTAATGGGTC-ATAAGGATAT TACA-CAGTTACTTGARACTTA-TGGTCACGTCTTGAC---AGAAGTAAT! GTTTAG---TATCTTAA
COH1 attR§257) TGTAGARATTTGGGTAGT TGCAAGATTAATGGGTC-ATAAGGATATTACA-CAGTTACTTGAAACTTA-TGGTCACGTCTTGAC---AGAAGTAATAAATAAGGAATATGAAAC-GGTCAGAAGT TTAG--~-TATCTTAA
515 attR{257) TGTTG TITGGGTAGTTGCAAGARTAATGGGTC - ATAAGGATATTACA - CAGTTACTTGAAACTTA_TGCTCACGTCTTGAC. — —AGAAGTA, AATAAGGAATATG C-GGTCAG TTTAG___TATCTT
Sa20-26 attR(428) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCATTATTCCAAT-CAAGATTAACCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC-~-TTAATGARAT,
STIR-CD-17 attR(428) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCARTATTCCAAT-CAAGATTAACCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGAAAT,
$S1219 attR(428) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCATTATTCCAAT-CAAGATTAACCAG--~-AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGARAT
LADL-90-503 attR(428) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCARTATTCCAAT-CAAGATTAACCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGAAAT!
S$S1014 attR'(428) ATCAGAECATTCCTGATGCCTATCABTATTCCAAT-CAAGGTTAATCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGAAAT,
GD20 attR'(258) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCAERTATTCCAAT-CAAGGTTAATCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGAAAT,
ZQ0910 attR'(428) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCARTATTCCAAT-CAAGGTTAATCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGAAAT
CF01173 attR'(168) ATCAGABCATTCCTGATGCCTATCARTATTCCAAT-CAAGGTTAATCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGARAT
2.22 attR(428) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCARTATTCCAAT-CAAGATTAACCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGARAT
A909 attR'(259) ATCAGATCATTCCTGATGCCTATCARTATTCCAAT-CAAGGTTAATCAG---AAGTTGTTAACAAGCT-GATTAATA-ATTATC--TTAATGAAAT!
T
Ci
Ci
Ci
Ci
Ci
IT|
IT|
IT|

A TTAGAAGTA G GT AA ATAT
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640 650 660 670 680 700 710 722
ATTTAGAA-CAAATCTGCTGA--ARCAAAGA A T2 TGACAABATTATTA-ATG
ATTTAGAA-CAAATCTGCTGA--ANCAAAGA TA TGACAAJATTATTA-ATG
18RS21 attRf387) AGCTAATTTTTAAAGAATATCTTCTAGAACAAATTTAGAA-CAAATCTGCTGA--AACAAAGA TA TGACAATATTATTA-ATG
2603 V/R attR[387) AGCTAATTTTTAAAGAATATCTTCTAGAACAAA--T--——-——--— CTGCTGA--A] TA TGACAATATTATTA-ATG
COHL1 attR{387) AGCTAATTTTTAAAGAATATCTTCTAGAACAAATTTAGAA-CAAATCTGCTGA--A TA ATTATTA-ATG!
515 387) AGCTAATTTTTAAAGAATATCTTCTAGAACAAATTTAGAA-CAAATCTGCTGA-—A] TA ATTATTA-GIG
Sa20-26 attR557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCGGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
STIR-CD-17 attR[557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCGGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG)
$S1219 attR(557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCGGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
LADL-90-503 attR(557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCGGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
$S1014 attR{557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCAGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
GD20 attR'|387) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCAGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG!
ZQ0910 attR|557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCAGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG!
CF01173 attR|297) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCAGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
2.22 attR/557) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCGGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
A909 attR'[388) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCAGGGACAAATGATGGGACAAATCCTCTTT-AG
1387) TAAAAAATAGGAATTTATTTTTTCGGGGACAAATGATGGGACAAATCCTATTT-AG]
$S1014 attR{560) AG -AAAAACTATCTGGTGGG-CAAACTGA--——————— TTTTTG-——-
GD20 attR"[310) AG---------AAAAACTATCTGGTGGG-C TTITTG-———
ZQ0910 attR"[560) AG---------AAAAACTATCTGGTGGG-C TTITTG-——-
CF01173 attR"|521) AG -AAAAACTATCTIGGTGGG-C
A909 attR"f361) AG--------- AAAAACTATCTGGTGGG-C
GD20 attR{459) TAAACATTTTTACAGAATTATTTAGGGGAC
ZQ0910 attRf468) TAAACATTTTTACAGAATTATTTAGGGGACAAATGGTGGGACAAATCCCCTTTCAG
CF01173 attR{390) TAAACATTTTTACAGAATTATTTAGGGGACAAATGGTGGGACAAATCCCCTTTCAG
AS09.aLiRI368) TAAACATTTTTACAGAATTATTTAGGGGACAAATGGTGGGACAAATCCCCTTTCAG
GB00112 attR{407) AAAAAAATCACCATTTTATCTGTCAAAAAARATTGGTGGG-CAAGTG-TAAGA-AGAGCGTCA;
COH1 attR'(394) AAAAAAATCACCATTTTATCTGTCAAAAAARATTGGTGGG- CAAGTG-TAAAA-AGAGCGTCA
Nem3l16.atiRi394) AAAAAAATCACCATTTTATCTGTCAAAAAAANTTGGTGGG-CAAGTG-TAAAA-A A A A
2603 V/R attR(390) TTTTCATCCT--AAAAAATTTTTCGGGGACAAAAGATGGGACARATCCACTTT-AGACAAGCA) ATCAAAGGCETTTTTATGIATAGTTTAATG
Consensus(608) TAAAAA T ~ AAA AATTTTTTC GGGACAAATG TGGGACAAATCCTCTTT AGACAAGCAAAAAAGCC TTTAAATAAAGGCTTTTTT TGTATAGTA ATGCCCCCTACA

(608) 608 620 630
ATCC 13813 attR{387) AGCTAATTTTTAAAGAATATCTTCTAGAAC
FSL $3-026 attRI387) AGCTAATTTTTAAAGAATATCTTCTAGAAC

S

s

--------- TTITTG----
ATGGTGGGACAAATCCCCTTTCAG

GGTATA GTTTTA
GGTATA GTTTTA

ATATA A

QQP P rPronnnnnnnngnnnnnnore
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Figure 25 : Alignement des sites de recombinaison des éléments intégrés dans 1’extrémité 3’ du gene codant un ARNtLys,

A. Représentation schématique des éléments et de leurs sites de recombinaison
La combinaison de sites att retrouvés dans les différents types d’éléments est représentée sur le schéma. Les rectangles noirs correspondent aux séquences de
recombinaison, les rectangles jaunes et rouges représentent respectivement aux bras des sites attR et attL. Les sites att] sont composés d'un site de
recombinaison et de deux bras attL et attR. Les noms des sites internes sont incrémentés par des apostrophes. Des sites homologues portent le méme nom et
sont représentés de maniere identique.
Les fleches représentent les ORF. int ; geéne codant I'intégrase

B. Alignement des différents sites attL
L’alignement des différents sites atfL de tous les éléments caractérisés permet d’observer la présence de 4 types de sites attL différents : attL porté par les ICE
(sauf celui de FSL 53-026), les CIME et les IME, attL' d'IME_A909_tRNALs, attL" d'IME_A909_tRNALys et 1 site attL caractéristique de I'ICE porté par la souche
FSL S3-026

C. Alignement des différents sites attR
L’alignement des différents sites attR de tous les éléments caractérisés permet d’observer la présence de 6 sites types d’attR différents : attR porté par tous les
ICE, attR d'IME_A909_tRNALw, attR"" d'IME_A909_tRNALs, attR d'IME_2603_tRNAL¥, attR de CIME_Nem_tRNAL¥ et attR' de CIME_Nem_tRNALvs.
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1.1.2 Souche portant un élément dérivant d"un ICE

La souche humaine ATCC 13813, d’origine humaine, possede également un
élément intégré dans le locus considéré. Un site attR et un géne codant une intégrase
putative tous deux presque identiques a ceux d'ICE_515_tRNAL¥s ont été détectés a
I'extrémité 3" du géne codant un ARNtMs (100% d’identité protéique pour le gene de
I'intégrase et 93% d’identité nucléique pour le site attR). Toutefois, ’analyse n’a pas
permis de détecter de site attL et donc de déterminer la position précise de
I'extrémité gauche de I'élément et donc sa taille. En effet, le dernier gene identifié
comme appartenant a I'élément se trouve a I'extrémité d'un contig et ainsi le site attL
n’est pas détectable a ce niveau. Toutefois, le site attL des 8 éléments préalablement
décrits se trouve a proximité d'un gene codant une aminoglycoside-6-
adényltransférase. Chez la souche ATCC 13813, deux génes codant une transposase,
deux génes codant un transporteur ABC, et deux autres genes codant une protéine
qui pourrait se fixer a la laminine ainsi qu'une protéine présentant une triade
histidine se trouvent a proximité de ce locus. Dans ce contig, aucun site attL n’a pu
étre identifié.

Cet élément coderait également 3 protéines pouvant étre impliquées dans le
transfert conjugatif : OrfH, OrfG et OrfL. OrfH et OrfG présentent 99% d’identité
protéique avec les protéines identifiées chez ICE_515_tRNALys. Cependant, la taille
d’OrfL n’est que de 40 acides aminés chez la souche ATCC 13813 alors qu’elle est de
153 chez ICE_515_tRNAL¥s (identité de 100% sur cette faible couverture). L'élément
de la souche ATCC 13813 ne porte par ailleurs aucun homologue des autres génes du
module de conjugaison d'ICE_515_tRNALys.

Ainsi, 1'élément intégré au locus considéré chez la souche ATCC 13813
dériverait d"un ICE et aurait subi de larges délétions internes, notamment au niveau
du module de conjugaison. Il pourrait correspondre a un CIME si le site attL est situé
dans une région non séquencée. Le site attL pourrait également avoir été délété

conduisant a un ilot génomique non mobilisable.

Enfin, cet élément porte des homologues d’autres génes codant des systemes
de maintien tel qu'un systeme toxine-antitoxine putatif et une protéine d’anti-
restriction ArdA putative présents chez ICE_515_tRNALYs (respectivement 100% et
98% d’identité protéique) (Figure 24). Il code également 3 protéines identiques a
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SAL_2079 et SAL2080, qui coderaient un transporteur ABC et a SAL_2081 codant le

petit peptide associé a cet opéron.

1.1.3 Souches portant un IME putatif

Les trois souches provenant de poisson, GD20 1008-001, ZQ 0910 et CF01173
portent toutes des éléments tres proches d'IME_A909_tRNALys, distincts les uns des

autres et intégrés dans I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys.

Ces trois éléments sont bordés par des sites att et codent une intégrase et une
excisionase identiques a celles d'IME_A909_tRNALys (codées respectivement par les
genes SAK_1943, et SAK_1944, Figure 24). IIs codent une relaxase putative présentant
100 ou 99% d’identité avec celle d'IME_A909_tRNAL¥s (codée par le géne SAK_1945)
mais ne semblent pas coder d’autre protéine de conjugaison. IIs possedent donc les
fonctions et séquences leur permettant de s’exciser et de s'intégrer de maniere
autonome ainsi qu'une relaxase qui pourrait étre impliquée dans une mobilisation en

trans. Ces trois éléments sont donc des IME putatifs.

Comme IME_A909_tRNALys, ces 3 IME sont composites et portent deux sites
att] internes apparentés a ceux portés par IME_A909_tRNALs (Figure 25). Ceux
portés par 1'élément de la souche GD20 1008-001 sont parfaitement identiques a ceux
d'IME_A909_tRNALys, IME_ZQO0910_tRNALys et IME_A909_tRNALys ont une taille
équivalente d’environ 18,4 kb, 1'élément porté par la souche GD20 1008-001 est
légerement plus grand ce qui s’explique par la présence de deux genes

supplémentaires (Tableau 6).

L’IME putatif de la souche GD20 1008-001 ne différe d'IME_A909_tRNAL¥s que
par la présence de deux genes supplémentaires codant des protéines de fonction

inconnue et d"une IS de type IS1381 comprenant deux ORF.

Les protéines codées par 1'élément porté par la souche ZQ 0910 présentent
toutes plus de 96% d’identité avec celles codées par IME_A909_tRNALys. Cependant,
deux protéines semblent tronquées (homologues de SAK_1963 et SAK_1964).

L'IME_CF01173_tRNA!¥s chevauche 8 contigs. Le génome de la souche n’étant
pas assemblé, la taille de 1'élément n’a donc pas pu étre calculée. Cet IME semble

posséder tous les genes de I'élément de la souche A909 (excepté 1'homologue du
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gene SAK_1954) mais certains ne sont que partiels en raison du séquencage

incomplet du génome.

1.1.4 Souche portant un ICE putatif

La souche FSL S3-026 est la premiére souche de S. agalactiae, isolée a partir
d’une vache ayant contracté un cas de mammite, dont le génome est entiérement
séquencé. Une étude comparative de ce génome avec celui des souches humaines
réalisée par Richards et al (Richards et al. 2011) avait révélé, comme pour les souches
humaines, la présence de nombreux ilots génomiques dont 2 ilots apparentés a
TnGBS1 des souches humaines et un ICE putatif intégré dans 1'extrémité 3" du gene
rplL. Aucun élément intégré dans I'extrémité 3" du géne codant un ARNtLYs n’avait

été précisément décrit dans cette étude.

Les analyses de séquences révelent qu'un élément est intégré dans I'extrémité
3" du gene codant un ARNtlys de cette souche. Il possede un module de
recombinaison complet codant une intégrase et une excisionase putatives présentant
respectivement un pourcentage d’identité de 97 et 100% avec celles
d'ICE_515_tRNAL¥s et est bordé par des sites attL et attR. Le site attR de 1'élément
porté par la souche FSL S3-026 et identique a 93% a celui d'ICE_515_tRNAL¥ et a
100% a ceux d'ICE_COH1_tRNALyset d'ICE_18RS21_tRNALys. En revanche, le site attL

ne présente que 45% avec ceux des autres ICE intégrés au locus considéré (Figure 25).

Cet élément possede un module de conjugaison quasiment identique a celui
des 4 ICE putatifs précédemment décrits. Ces genes codent ainsi des protéines
présentant une identité de 99 ou 100% par rapport a ceux d'ICE_515_tRNALvs,
excepté la protéine de couplage putative qui ne présente que de 94% d’identité.
Comme pour les 4 ICE putatifs déja caractérisés, une origine de transfert putative est
détectée entre les geénes codant la relaxase et la protéine de couplage putatives. La
région contenant le site de coupure nic posséde une identité nucléotidique de 100%
avec celle d'ICE_515_tRNA!s et d'ICESt]1 de S. thermophilus et de 96% avec celle
d'ICE_6180_RD.2 (Figure 26). Cette région semble donc conservée chez les ICE de

streptocoques.
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site nic

d’ICEBs1
1 10
oriT ICEBs1 (B. subtilis) | A C C C ACG C
oriT ICE_6180_RD.2 (S. pyogenes) | A C G AT TITT T
oriT ICESt1 (S. thermophilus) = A C G T TTIT T
oriT Tn916 2603V/R A C C G T AT C
oriT ilot famille Tn916 GB00984 T A T A T I T C
oriT ICE_18RS21_tRNAY T A TATTIT T
oriTICE_515_tRNAY [ A C G TTTITI T
oriT ICE_COH1_tRNAY A C G TTTITT T
oriT ICE_2603_tRNAY = A C G TTTITI T
oriT élément de FSL S3-026 ' A C G T T TITT T
Consensus A C C C C C G T TTTTZ CTAATAGG GGG GG GGT

Figure 26 : Alignement de la région conservée de l'origine de transfert d'ICEBs1
avec les oriT putatives d'ICE et de 1'élément de la souche FSL S3-026, de
S. agalactiae ou d’autres streptocoques

La région conservée de l'origine de transfert d'ICE_FSL S$3-026_tRNA' est identique a celle
d'ICE_515_tRNALys et d'ICESt1 de S. thermophilus. Un seul nucléotide est différent entre ces régions
d'ICE_FSLS3-026_tRNAYs et d'ICE_6180_RD.2. Cette région de l'origine de transfert est donc
conservée entre les éléments des différents streptocoques.

L'origine de transfert de Tn916 est également représentée. La répétition directe du site de
recombinaison des éléments de type IME_18RS21_oriT est soulignée et en gras. Elle se situe au niveau
du site nic de I'origine de transfert.

L’origine de transfert d'ICEBs1, ICE apparenté de facon tres éloignée, sert de référence car il s’agit de
la seule bien caractérisée (Lee et al. 2007).

L’ilot intégré dans l'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys, possede donc un
module de recombinaison et de conjugaison complets. Cet élément pourrait donc étre
un ICE et a été dénommé ICE_FSL S3-026_tRNALys. Sa taille (42,8 kb) est similaire a
celle des 4 autres ICE putatifs déja décrits. Il contient 48 genes dont un seul semble
spécifique de cette souche ce qui explique que cet ICE n’ait pas été décrit lors de
I'analyse comparative effectué par Richard et al (Richards et al. 2011) visant a
comparer les souches d’origines humaines et bovines (Figure 27). ICE_FSL S3-

026_tRNALvs ne porte pas de site att interne.
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Figure 27 : Organisation et comparaison d'ICE_FSL S3-026_tRNALvs et de deux autres éléments intégrés a 1’extrémité 3" du gene
codant un ARNtLys

Les fleches représentent les ORF. Les genes tronqués présentent un delta. Les génes du module de conjugaison apparaissent en bleu, ceux du module de
recombinaison en rouge et ceux probablement impliqués dans la régulation de I'ICE en vert. Les noms des génes proviennent soit d'un domaine putatif
trouvé sur ce dernier ou d’'une fonction putative associée au produit du gene. L'oriT putative des éléments est représentée par une étoile. Les sites de
recombinaisons sont schématisés par des rectangles, en noir séquences de recombinaison, en jaune bras du site atfR et bras apparenté du site aftl, en rouge
bras du site attL et bras apparenté au niveau du site attl. Les surfaces grisées indiquent les séquences présentant une identité protéique supérieure a 80%. La

position du gene SAG2026 dans lequel a été introduit un géne de résistance a I’érythromycine est indiqué par un triangle noir.
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En plus des génes impliqués dans l'excision et le transfert de 1'élément,
ICE_FSL S3-026_tRNALs code, comme I'ICE de la souche COHI1, 3 régulateurs
putatifs, soit un de moins que I'ICE de la souche 515 mais un de plus que celui de
I'élément composite de la souche 2603V /R. Les régulateurs sont caractérisés par la
présence d’un domaine hélice-tour-hélice caractéristique de protéines liant I’ADN, de
type HTH_CRO-cI (PS50943) retrouvé chez les répresseurs de phages. L'un des
régulateurs d’'ICE_FSL S3-026_tRNALys présenterait un décalage du cadre de lecture

précoce (apres 12 acides aminés seulement).

Comme les autres ICE putatifs précédemment décrits, ICE_FSL
53-026_tRNAMys contient également des génes qui pourraient étre impliqués dans le
maintien de I'élément dans la souche ou la population, tels que des genes codant un

facteur CAMP, un systéme toxine-antitoxine ou des protéines de surface.

Enfin, ICE_FSL S3-026_tRNALs code 4 transposases a DDE dont trois
appartiennent a la famille d'IS256 et une a la famille d’IS3. Ainsi, cet élément
porterait deux fois plus d’'IS que I'ICE de la souche 2603V /R et quatre fois plus que
celui de la souche 515. Cette donnée corrobore I'enrichissement en IS observé dans le

génome de la souche bovine comparé a celui des souches humaines (Richards et al.
2011).

Les 12 souches analysées au cours de cette étude portent donc, comme les 8
précédemment analysées, un élément intégré a 1'extrémité 3’ du gene codant un
ARN Lys,

1.2 Analyses de 234 autres génomes disponibles de S. ag¢alactiae

1.2.1 Méthodologie employée

De nombreux autres génomes de S. agalactine sont disponibles : 236 au total.
Toutefois, deux génomes, présentant des données de séquences trop partielles, n’ont
pas pu étre analysés et ont été retirés de I'étude (LDS 610 et LMG14747). Une analyse
systématique par comparaison de séquences en réalisant des BlastP ou des BlastN, a
été effectuée les 234 souches restantes. Pour 126 génomes, les séquences disponibles

sont a la fois nucléotidiques et protéiques. Dans ce cas, les comparaisons de
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séquences ont été réalisées par des BlastP. La protéine recherchée était considérée
comme présente lorsqu’elle présentait un pourcentage d’identité supérieur a 80%
entre la requéte et la protéine détectée. Pour les génomes restants, seules les
séquences nucléotidiques étaient disponibles. Les analyses ont alors été réalisées par
des BlastN. Le gene recherché était considéré comme présent lorsque le pourcentage

d’identité entre la requéte et le gene détecté était supérieur a 90%.

Les souches étudiées ont été isolées chez 'homme (165), le boeuf (45), des
poissons (14), une grenouille (1), le chien (3), le phoque gris (5) ou chez un dauphin
(1) (Tableau 6).

Dix genes, ainsi que les protéines correspondantes, ont été choisis pour ces

analyses de séquences (Figure 24).

Les 4 ICE putatifs intégrés a l'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys
précédemment décrits possedent tous des genes codant une intégrase (SAL_2029),
une relaxase (SAL_2052), une protéine de couplage de famille FtsK (SAL_2053) ainsi
qu'une protéine du pore de conjugaison OrfD de famille VirB4 (SAL_2040). Ces
quatre protéines sont probablement impliquées dans la mobilité de 1'élément, soit
dans son excision pour l'intégrase, soit dans le transfert conjugatif pour les 3 autres.
La protéine OrfD possede un domaine ATPase et pourrait fournir I'énergie
nécessaire lors de la translocation de I’ADN vers la cellule réceptrice. Ces quatre
genes ou les protéines correspondantes ont été recherchés. La présence de ces 4 genes
ou protéines pourrait révéler la présence d"un ICE ou d'un dérivé d'ICE apparentés a

ceux déja caractérisés.

ICE_2603_tRNAL¥s est un élément composite. Il est issu d'un événement
d’accrétion en tandem d'un ICE et d'un IME. Cet IME (appelé dans ces travaux
IME_2603_tRNAL¥) est intégré dans I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLYs chez la
souche 2603V /R (Figure 24), a droite de I'ICE. IME_2603_tRNA¥* code une seconde
relaxase et une seconde intégrase (respectivement SAG1988 et SAG1986). Ces
protéines ont été également été recherchées dans cette étude afin de mettre en

évidence les éléments apparentés a cet IME.

ICE_18RS21_tRNALys est également un élément composite. I est issu d'un
événement d’accrétion interne entre un ICE et un IME. Cet IME (appelé dans ces
travaux IME_18RS21_oriT) est intégré dans I'origine de transfert de I'ICE. La relaxase
et l'intégrase de cet élément (respectivement SAJ 1916 et SAJ_1914) ont été
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recherchées dans cette étude afin de mettre en évidence les éléments apparentés a cet
IME.

Enfin, les geénes SAL_2079-SAL_2080, portés par tous les ilots génomiques
intégrés dans le locus considéré précédemment décrits chez S. agalactiae, excepté celui
de la souche CJB111, ont également été recherchés. Ils codent deux protéines
constituant les deux sous-unités d'un transporteur ABC et appartiennent a un opéron
homologue a l'opéron yydFGHIJ], qui permettrait la modification et l'export d’un

peptide signal ou antimicrobien chez B. subtilis (Butcher et al. 2007).

Tous les génomes analysés présentent des données de séquences sous forme
de contigs. Il est donc possible que 1'absence de certains geénes soit en fait due a une

absence de séquences dans la base de données.

Les différents types de sites de recombinaison (attR ICE, attR A909, attR”
A909, attR Nem, attR’ Nem, attR IME2603V /R, attL ICE, attL FSL S3-026, attL” A909 et
attL” A909) ont également été recherchés par BlastN pour 1’ensemble des souches
testées. Un site a été considéré comme présent lorsque 'on retrouvait la répétition
directe de la fin du gene d’ARNt lysine et que la séquence présentait au moins 90%
d’identité (sur une longueur minimale de 60 pb).Toutefois on ne peut pas exclure que
I'absence de détection de certains sites de recombinaison ne soit due au séquencage

incomplet de certains génomes.

1.2.2 Analyses des génomes par BlastN et BlastP
1.2.2.1 Souches portant les genes caractéristiques des ICE

Quatre-vingt dix neuf génomes (soit 42%) des génomes analysés possedent au
moins un des genes ou protéines caractéristiques des ICE intégrés dans ce site
(Tableau 6A). Toutefois, seulement 84 souches (36%) portent les 4 genes associés
(Tableau 6) et pourraient donc correspondre a des ICE qui s’excisent et se transferent
de facon autonome, s’ils codent les autres protéines nécessaires a l'excision et au
transfert conjugatif et sont flanqués de sites attL et attR. Toutes ces souches, excepté
3, portent les sites attR et attL bordant les autres ICE intégrés au locus considéré déja
caractérisés (Figure 25). De plus, 35 d’entres elles portent 1 a 3 sites de recombinaison

supplémentaires.
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Parmi les 84 souches portant les 4 genes de mobilité caractéristiques des ICE,
seulement 3 ne portent pas la paire de génes SAL_2080-SAL_2079. La majorité de ces
souches sont d’origine humaine (58) mais 22 sont d’origine bovine, 2 ont été isolées

de phoques gris et les deux derniéeres de chiens (Tableau 6).

Quinze souches possedent, en plus des 4 génes caractéristiques des ICE, deux
genes caractéristiques d'IME_2603_tRNA™vs (Tableau 6), indiquant la présence d'un
élement composite ICE-IME. Des analyses complémentaires ont été réalisées afin de
déterminer la structure de ces éléments composites putatifs. Cinq de ces souches
(toutes d’origine humaine) possede la méme organisation qu'ICE_2603_tRNALvs,
c'est-a-dire un IME intégré au niveau du site attR de I'ICE qui le jouxte (Figure 24).
En effet, elles portent toutes un site atfR quasi identique a celui de 'IME en amont du
gene codant un ARNtLys €TT, Pour les 10 autres souches, le géne codant l'intégrase de
I'ICE est a proximité directe du gene codant un ARNtLys CTT, suggérant un tandem
IME-ICE et non ICE-IME. Chez quatre souches d’origine bovine, I'IME semble
intégré a proximité du géne SAL_2080 soit a I'extrémité gauche de I'ICE (tandem
IME-ICE) et non a l'extrémité droite (tandem ICE-IME). Toutefois, chez la souche
BSU188, I'IME ne semble pas intégré a proximité de I'ICE. En effet, les génes
caractéristiques de I'ICE ainsi que ceux qui bordent habituellement les éléments
(genes codant un ARNtMs et une aminoglycoside-6-adényltransférase) sont sur un
contig différent des geénes d'IME-ARNtlys. Pour cette souche, le site attR
d’'IME_2603_tRNAMs n’a pas été retrouvé. Pour les cinqg souches restantes, la
structuration en contig des séquences empéche une détermination précise du site
d’intégration de 'IME.

Enfin, 3 souches, d’origine humaine, portent, en plus des 4 génes
caractéristiques des ICE, les genes SAJ 1914 (intégrase) et SAJ 1916 (relaxase)
caractéristiques d'IME_18RS21_oriT (Tableau 6 et Figure 24). Dans les 3 cas, le gene
codant I'intégrase de I'ICE (homologue de SAL_2029) est localisé a proximité directe
du gene codant un ARNtMs. Chez la souche 18RS21, un IME porteur des génes
SAJ_1914 et SAJ_1916 est intégré dans l'origine de transfert de I'ICE qui est intégré
dans I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys. Deux des trois souches présentent la
méme organisation. Il s’agirait donc d’éléments composites de structure similaire a
celle d'ICE_18RS21_tRNALs. Toutefois, chez la souche GB00984, 1'élément est intégré
dans l'origine de transfert d'un élément de type Tn916. Le géne situé en aval de
I'élément présente 99% d’identité avec le géne de la relaxase de Tn916 de la souche

2603V/R. Le gene situé en amont de 1'élément présente 100% d’identité avec le gene
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de la protéine de couplage de Tn916 de la souche 2603V /R. La répétition directe des
sites de recombinaison de cet élément est TCTAA, séquence localisée dans la région

conservée de I'origine de transfert a proximité du site nic (Figure 26).

Dans les 66 cas ou I'ICE ne semble pas associé a un IME, le géne codant

'intégrase se trouve a proximité directe du gene codant un ARNtLys codon CTT.

1.22.2 Souches portant uniquement les genes caractéristiques
d'IME_2603_tRNALys

Quarante-quatre souches, soit 19% des souches testées, possedent les 2 genes
caractéristiques d'IME_2603_tRNALvs (SAG1986 et SAG1988) mais non ceux des ICE.
Chez 36 de ces souches, ils sont associés avec la paire SAL_2079-SAL2080. Trente de
ces souches sont d’origine humaine, 2 d’origine bovine, 9 ont été isolées de poisson, 1
de grenouille, 1 de chien et 1 de dauphin (Tableau 6). Trente-cinq présentent une
organisation similaire a IME_A909_tRNAL¥s (présence de la paire de génes SAL2080-
SAL2079 et du gene SAK_2040). Ces éléments sont intégrés dans I'extrémité 3" du
gene codant un ARNtLYs, ce dernier et le gene de 'intégrase (de type SAG1986) étant

séparés d’environ 2 kb.

Ces éléments codant une intégrase et une relaxase portent I'ensemble des sites
att d'IME_A909_tRNALs (présence de deux sites internes attl et attl’, Figure 24), a
I'exception de 2 souches pour lesquels 1 ou 2 sites att ne sont pas détectés. Il semble

donc que ces éléments soient des IME composites.

1.2.2.3 Souches portant des dérivés d'ICE ou IME

Quinze souches d’origine humaine ou bovine ou isolées de poisson semblent
porter des éléments dérivés d'ICE. En effet, ils ne portent pas les 4 genes
caractéristiques de I'ICE mais 1 (8 souches), 2 (6 souches), ou 3 génes (1 souche).
Toutes portent, au minimum, le gene codant I'intégrase et toutes sauf une possédent
le couple de génes SAL_2079-SAL_2080. Parmi ces 15 souches, 9 portent les sites de
recombinaison attL et attR présents chez les ICE caractérisés du locus considéré dont
3 avec 1 a 7 sites de recombinaison supplémentaire. En revanche 6 souches ne portent
qu’un site identique au site attR des ICE, ces éléments sont donc potentiellement non

mobiles.
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Dix-neuf souches ne présentent que les génes SAL_2079 ou SAL_2080 (10
souches d’origine humaine, 5 bovines et 4 de poissons). Les analyses révelent que
toutes portent les sites attL et attR présents chez les ICE caractérisés du locus
considéré et au moins 2, voir 3 sites attR homologues a un de ceux retrouvés chez
IME_A909_tRNAMs ou CIME_Nem_tRNAs confirmant ainsi que ces éléments
pourraient étre des CIME intégrés a proximité du géne codant un ARNtLys codon
CIT (Tableau 6).

De plus, 39 autres souches ne portant aucun des 10 génes testés contiennent au
moins un site attL et un site attR. Des analyses complémentaires ont révélé que 37
d’entre elles portent au moins un homologue du gene gbs1965 (gene situé a
I'extrémité droite de CIME_Nem_tRNALs, Figure 24), 1 un homologue du géne
gbs1968 (Figure 24) et 1 autre un homologue de gbs1977 a proximité du géne codant
un ARNtLys. Ces 39 souches pourraient donc également porter des CIME.

Pour les 33 souches restantes, les régions situées en aval du gene de I’ARNtLys
(codon CTT) ont été analysées. Quinze d’entre elles, d’origine humaine, portent un
homologue du géne gbs1965. Une souche bovine code une protéine de type SAL_2053
(protéine de couplage d’'ICE_515_tRNAL¥) tronquée et une autre un gene codant une
protéine FtsK partiel. Cinq autres souches d’origine humaine portent a proximité un
homologue du gene gbs1968 de CIME_Nem_tRNALs. Une souche humaine porte le
gene SAK_ 1952 tronqué. Deux autres souches humaines possedent les génes
SAK_1950b et SAK_1952, tronqués pour l'un d’entre eux, d'IME_A909 tRNALvs.
Toutes ces souches portent au moins un site attR mais pas de site attL. Elles semblent
contenir un résidu d’élément, probablement non mobile, intégré dans le locus

considéré (Tableau 6).

Quatre souches, une d’origine humaine et 3 isolées de phoque gris ne portent
aucun gene d’élément génétique mobile intégré a I'extrémité 3" du gene codant un
ARNtLys. Toutefois, elles portent deux répétitions directes imparfaites (1 C manque)
bordant une partie du site de recombinaison attR d'ICE_515_tRNAs (100%
d’identité). Ces souches ne contiennent donc pas de site attB vide mais portent les

vestiges minimaux d'un élément, un mini-CIME intégré au locus considéré.
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En revanche, 3 souches d’origine humaine et 1 souche d’origine bovine
portent un site attB apparemment vide a 'extrémité 3" du gene codant I’ARNtLys CTT
(Tableau 6).
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Tableau 6 : Analyse par comparaison de séquences de 234 souches de S. agalactiae

A. Composition en genes des différentes souches
B. Associations de genes observées chez les différentes souches

A.
ICE IME_2603V/R_ARNtLys IME_18RS21_oriT
éme éme éme éme
B SAL 2052 SAL 2040 SAL 2070 || SAGLOB8(27  SAG1986 (2 ||SA)_1916 (2" SAJ_1914(2
Origine SAL_2053 (FtsK) o relaxase intégrase relaxase intégrase SAL_2080 SAL_2079
(relaxase) (OrfD) (intégrase)
2603V/R) 2603V/R) 18RS21) 18RS21)
Humain (165) 59 61 59* 65 36+ 36+ il Ehi 101 101
Bovin (45) 23% 23 25* 31 1 11% 0 0 36 36*
Poisson (14) 0 0 0 0 9 Ch 0 0 13 13*
Autres (10) 4 4 4 4 3 3 0 0 6 6*
TOTAL (234) 86 88 88 100 59 59 3 3 156 156
% 36,8 37,6 37,6 42,7 25,2 25,2 13 13 66,7 66,7
B.
ICE IME_2603V/R_ARNt bys IME_18RS21_oriT
SAL_2053 SAL_2052 SAL_2040 SAL 2029 |[SAGL988(27" SAGLI86 (27| SA)_1916 (27 SA)_1914(2 SAL_2079- e o " qp  Humain Bovin Poisson o o
(FtsK) (relaxase) (0rfD) (intégrase) relaxase intégrase relaxase intégrase SAL 2080 ~ -dtreeened a (165)  (45) (14 "uTres ota °
2603V/R) 2603V/R) 18R521) 18R521)
ICE - + + + +(63) ND + + 49 13 / 4 66 28,2%
ICE + IME_2603V/R_ARNtLys + + + + + + + ND + + 6 9 / / 15 6,4%
ICE + IME_18RS21_oriT + + + + b SEE LR + ND + + 3 / / / 3 1,3%
IME_2603V/R_ARNtLys + + +(36) ND B B 30 2 9 3 44 18,8%
Dérivés d'ICE + + + + + + + 1 / / / 1 0,4%
+ + + + + + 3 / / / 3 1,3%
+ + +(2) +(2) +(2) . 1 2 / / 3 13%
o + + +(3) + 2 6 / / 8 3,4%
CIME +(19) +(39) + + 43 10 5 / 58 24,8%
Résidus d'élément +(25) FREE 24 2 / 3 29 12,4%
sans élément 3 1 / / 4 1,7%
*, dans certaines souches le géne est présent sur deux contigs; **, dans certains cas le gene tronqué (couverture de 99%); ***, pourcentage d’identité
nucléotidique de seulement 89% pour une des souches, pour 3 de ces éléments, 2 sont intégrés dans 1'origine de transfert d’un élément intégré dans 1'extrémité
3’ du gene codant un ANRtLys et le dernier dans 1'origine de transfert de Tn916 ; ****, 4 de ces éléments portent un site atfR partiel.
Case +, géne présentant plus de 90% d’identité nucléotidique ou plus de 80% d’identité protéique ; ND, non déterminé
Le chiffre entre parenthése représente le nombre de souche possédant 1'élément lorsqu’elle ne le porte pas toutes. 134
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2. Transfert conjugatif des ICE putatifs intégrés a l'extrémité 3’ du

géne codant un ARN¢tLys

La plupart des résultats présentés dans ce chapitre (mobilité des ICE d’origine
humaine) et ceux présentés dans la partie suivante sur la mobilisation par ces

éléments ont fait I’'objet d'une publication dans « Journal of Bacteriology » (Annexe).

2.1 Excision des ICE putatifs

Les analyses précédentes montrent que 5 souches de S. agalactine portent un
ICE putatif intégré a I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys. Ces 5 ICE portent un
module de recombinaison complet composé de sites att bordant les éléments ainsi

que des genes codant une intégrase et une excisionase.

L’excision des ICE, (ICE_515_tRNALys, ICE_COH1_tRNALys,
ICE_18RS21_tRNALys et ICE_FSLS3-026_tRNALvs) devrait aboutir a la formation d'un
site attl porté par l'élément et d'un site attB chromosomique (Figure 28A). En
revanche, ICE_2603_tRNA™s est un élément composite composé d'un IME et d'un
ICE et porteur d'un site att] interne. De ce fait, la recombinaison pourrait aboutir a
trois formes excisées différentes, 'ICE ou 'IME pouvant s’exciser seul ou en tandem
(Figure 28C). Les trois formes pourraient co-exister dans la méme population

cellulaire si ces recombinaisons ont lieu.

Des PCR nichées, permettant d’augmenter la spécificité et la quantité de
produit de PCR, nous ont permis de détecter une forme circulaire pour les ICE des
souches 515, 18RS21 et FSL S3-026 mais non pour celui de la souche COH1 (Figure
28B). Toutefois, un site attB vide a été détecté pour toutes ces souches. De méme, les
sites attl et attB issus de l'excision d’ICE_2603_tRNALys ont été recherchés. Toutefois,
seules les recombinaisons entre les sites attL et attR et entre les sites attR et attl ont
abouti a une forme circulaire de 1'élément. Ainsi, I'IME intégré au coté de I'ICE

s’excise seul ou en tandem avec ce dernier (Figure 28D).
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Figure 28 : Excision site-spécifique des ICE intégrés a I’extrémité 3" du géne codant
un ARNtLs chez S. agalactiae
(A) Modele d’excision des ICE portés par les souches 515, COH1, 18RS21 et FSL S3-026

(B) Electrophorese des produits de PCR nichée portant attl obtenus pour les souches 515, COH1,
18RS21 et FSL S3-026

(C) Modele d’excision d'ICE_2603_tRNAL¥s. Cet élément posséde un site attl interne. Trois événements
de recombinaison sont possibles aboutissant a la formation de trois formes circulaires qui pourraient

cohabiter au sein de la méme population.
(D) Electrophorese des produits de PCR nichée obtenus avec la souche 2603V/R

Les oligonucléotides utilisés afin de détecter les sites de recombinaison attl, attl” et att]" résultant de

I'excision sont indiqués par des lettres.
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2.2 Test de transfert conjugatif intra-espéce

2.2.1 Sélection de cellules réceptrices

Les expériences de conjugaison nécessitent en principe des cellules donatrices
porteuses d’élément et de souches réceptrices dépourvues d’élément. Lors de la
réalisation de ce travail, les génomes analysés dans la premiére partie de ces résultats
n’étaient pas disponibles. Aucune souche sans élément intégré a l'extrémité 3’ du

gene codant un ARNtLys n’était donc disponible.

Dans le cadre d'un projet réalisé avec ' ANSES (Agence nationale de sécurité
sanitaire de l’alimentation, de l'environnement et du travail), une recherche
systématique des ICE intégrés dans le locus considéré avait été effectuée chez une
collection de souches de S. agalactiae isolées de bovins. Quarante-deux souches
avaient été décrites comme ne portant pas le gene de lintégrase recherché
(SAL_2029). Des analyses complémentaires ont été réalisées sur ces souches grace a
des PCR permettant d’amplifier le géne SAL 2029, le gene codant lintégrase
SAG1986 d'IME_2603_ ARNtL¥s, et le gene SAL_2079. Ces expériences ont révélé que
toutes les souches analysées portent au moins un des trois genes et donc possédent

vraisemblablement un élément intégré dans le locus considéré.

Une stratégie de curage de souche a donc été mise en place dans un premier
temps. Les génes codant I'intégrase et 1'excisionase d'ICE_515_tRNALys ont donc été
clonés dans les plasmides pIB184 et pIB185 contenant respectivement les promoteurs
P23 et Pveg permettant la surexpression de génes chez les streptocoques. Les souches
515 et Nem316 ont été électroporés en présence de ces plasmides afin d’augmenter la
fréquence d’excision des éléments portés par ces souches et d’entrainer ainsi leur

perte. Apres 100 générations, aucune souche sans élément n’a pu étre isolée.

Une seconde stratégie a alors été mise en place, basée sur 1'exposition des
cellules a la mitomycine C. Pour des ICE apparentés tels que ICEStI-ICESt3 de
S. thermophilus et ICE_6180_RD.2 de S. pyogenes I'ajout de mitomycine C augmente la
fréquence d’excision de I'ICE ce qui favorise la perte de 1'élément (Bellanger et al.
2011; Sitkiewicz et al. 2011). Apres exposition de la souche 515 a la mitomycine C, en
phase exponentielle, aucune souche dépourvue d'ICE_515_tRNA™s n’a pu étre isolée

malgré le test de plus de 1000 clones.
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ICE_515_tRNAL¥s porte un systeme toxine-antitoxine putatif (SAL_2044-
SAL_2045) qui pourrait défavoriser la perte de I'ICE. Le gene codant la toxine
putative avait été délété (Chuzeville, com. pers.). La souche mutante a été exposée
comme précédemment a la mitomycine C. Cependant, malgré le test de plus de 5000

clones, aucune souche curée n’a pu étre isolée.

Trois souches réceptrices ont alors été construites. Nem316, COH1 et A909
portent toutes un élément intégré dans l'extrémité 3° du gene codant un ARNtLys:
Nem316 possede un CIME (CIME_Nem_tRNALv), la souche COH1 un ICE,
(ICE_COHI1_tRNAL¥) et la souche A909 un IME (IME_A909_tRNA™v). Des mutants
spontanés résistants a la rifampicine et a la streptomycine ont été sélectionnés pour

ces trois souches afin qu’elles puissent servir de cellules réceptrices.

2.2.2 Test de transfert d'ICE_515_tRNALys

Afin de tester la capacité de transfert d'ICE_515 tRNALys, cet élément a été
marqué par le remplacement du gene SAL_2079 par un gene de résistance a
I'érythromycine. Ce gene, situé a I'extrémité gauche de I'élément, code la sous-unité

ATPase d"un transporteur ABC putatif.

Cette souche marquée a ensuite été utilisée comme cellule donatrice dans des
expériences de conjugaison. Les souches dérivant de Nem316, COH1 et A909 décrites

précédemment ont servi de souches réceptrices.

Les expériences ont montré qu'ICE_515_tRNALs se transfére vers les souches
Nem316 et COH1, respectivement avec des fréquences de conjugaison de 4,0x10-7 +
0,8x107 et 0,7x107 % 0,1x107 transconjugants par cellule donatrice. Aucun
transconjugant n’a pu étre isolé lorsque la souche A909 a été utilisée comme cellule

réceptrice.

Les transconjugants putatifs ont été analysés par PCR. La souche Nem316
porte le géne SAL 2079 au niveau de CIME_Nem_tRNALs. ICE_515_tRNAL¥s porte
également le gene SAL_2079 mais celui-ci est interrompu par un gene de résistance a
I'érythromycine et est donc plus grand que celui présent chez la souche réceptrice.
Deux fragments ont été obtenus lors de 'amplification du géne SAL 2079 chez les

transconjugants putatifs, démontrant ainsi que ceux-ci dérivent bien de la cellule
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réceptrice et portent I'ICE (Figure?29). Les transconjugants issus du transfert

d'ICE_515_tRNA"!¥s vers la souche COH1 ont été confirmés selon le méme principe.

A. B. MT1 2 345 67 8 910111213141516 17181920 D R Bl

11,5kb

» 4 SAL_2079 interrompu par
1750pb Un geéne de résistance a 5kb
I'érythromycine 4,5kb

=)

(&)
Pe  SAL_2079 25 Kkb
750 pb 21kb

1,7 kb 1750 pb

1,1kb

805 pb
750 pb

Figure 29 : Analyse des transconjugants d'ICE_515_tRNALvs vers la souche Nem316
A. Principe de la PCR de vérification des transconjugants

ICE_515_tRNA!: porte le gene SAL_2079 (homologue du gene SAG2026 chez la souche 2603V/R),
interrompu par un gene de résistance a I’érythromycine. La souche Nem316 porte également ce géne
sur CIME_Nem_tRNAs. Une PCR réalisée avec des oligonucléotides bordant ce gene aboutit a un
fragment de 750 pb chez la souche réceptrice, de 1750 pb environ chez la souche donatrice. Les
transconjugants, qui sont des cellules dérivées des souches réceptrices mais portant en plus I'ICE, sont

caractérisés par 'amplification des deux fragments.
B. Analyse par électrophorése des transconjugants putatifs

Les tranconjugants putatifs issus de la conjugaison entre les souches 515 et Nem316 présentent tous le

profil attendu.

MT, marqueur de taille ; chiffres de 1 a 20, transconjugant ; D, donatrice ; R, réceptrice ; Bl, blanc
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2.2.3 Transfert conjugatif d’un ICE ou autre mécanisme possible ?
2.2.3.1 Test a la désoxyribonucléase I

Bien que Streptococcus agalactine n’ait jamais été démontré décrite comme étant
une bactérie compétente, elle possede des genes orthologues a tous les genes de
S. pneumoniae nécessaires a la mise en place de la compétence, excepté les régulateurs
de I'induction (Glaser et al. 2002). Il ne pouvait donc pas étre totalement exclu que le
transfert de gene observé au cours de ce travail soit dii a une transformation. Lors
d’un événement de transformation, contrairement a la conjugaison, ’ADN transféré
passe dans le milieu extracellulaire et devient donc sensible a la désoxyribonucléase I
(DNase I) ajoutée dans le milieu. Des expériences de conjugaison ont été réalisées
avec et sans DNase I (50 ng/mL) afin de comparer les fréquences de transfert. La
souche 515 portant ICE_515_tRNA¥s a été utilisée comme souche donatrice et la
souche Nem316 comme souche réceptrice. La fréquence de transfert avec ajout de
DNase I a été comparée a une fréquence sans enzyme mais avec les tampons CaCl,
(0,5 mM) et MgCl> (2,5 mM) afin d’éviter tout interférence de ces derniers. Aucune
différence de transfert n’a été observée apres ajout de la DNase I dans le milieu

(Figure 30). Ainsi, 'hypothese de transformation naturelle est réfutée.

Le transfert observé au cours de ce travail ne semble pas di a un mécanisme

de transformation.

3,00E-07

2,50E-07

2,00E-07

M Dnase +

1,50E-07
O Dnase -
1,00E-07 -

5,00E-08 -

0,00E+00 -

Figure 30 : Fréquence de transfert d'ICE_515_tRNALvs vers la souche Nem316 avec

et sans DNasel

La fréquence de transfert est identique avec et sans enzyme réfutant I'hypothese de transformation

naturelle.

2.2.3.2 Blocage entre cellules donatrice et réceptrice
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Contrairement aux deux autres mécanismes de transfert, la conjugaison
nécessite un contact physique entre la bactérie donatrice et la bactérie réceptrice. Des
expériences de conjugaison entre les souches 515 (donatrice) et Nem316 (réceptrice)
ont été réalisées en bloquant le contact entre les deux types cellulaires par
I'intermédiaire d'un filtre lors des expériences de conjugaison. Les pores (0,45 pM)
du filtre utilisé ne permettent pas le passage des cellules mais autorisent celui des
nutriments, de certaines molécules et des phages. Aucun transconjugant n’a été

observé lors de ces expériences de conjugaison.

Le contact entre cellule donatrice et cellule réceptrice est donc nécessaire au

transfert, ce qui conforte ’hypothése d’un transfert par conjugaison.

2.2.3.3 Test de re-transfert

ICE_515_tRNAL¥s se transfere vers des souches de S. agalactiae. Toutefois, la
souche 515 porte Tn916 qui pourrait mobiliser ICE_515_tRNAL¥s. La souche Nem316
ne porte pas Tn916 et un transfert d'ICE_515_tRNAL¥s a partir de cette souche

permettrait de démontrer que cet élément se transfere de maniere autonome.

CIME_Nem_tRNAMvs a été marqué par intégration d’un gene de résistance au
chloramphénicol au niveau du géne gbs1985, homologue de SAL_2079, codant la

sous-unité ATPase d'un transporteur ABC.

Des tests de transfert conjugatif ont ensuite été réalisés en utilisant la souche
515 (porteuse d’ICE_515_tRNA™s) comme cellule donatrice et la souche dérivée de
Nem316 portant le CIME marqué par le gene de résistance au chloramphénicol en
tant que cellule réceptrice. Comme précédemment, des transconjugants Nem316
(ICE_515_tRNAL¥) ont été obtenus.

Ces transconjugants résistants a 1'érythromycine et au chloramphénicol ont
ensuite été utilisés en tant que cellules donatrices afin de tester le re-transfert de I'ICE
vers une souche Nem316 résistante a la rifampicine et a la streptomycine. Des
transconjugants putatifs ont été obtenus. Des transconjugants résistants a la
rifampicine, a la streptomycine (dérivant de la souche réceptrice) et a
I'érythromycine (donc porteurs d’ICE_515_tRNA¥) ont été obtenus. De plus, des
PCR amplifiant le gene SAL 2079 présentent le profil attendu (Figure 31). Deux

fragments sont observés chez les transconjugants : celui de faible poids moléculaire
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confirme qu’ils dérivent de la réceptrice, celui de haut poids moléculaire qu’ils
portent I'ICE et/ou le CIME issu de la souche donatrice. L’amplification par PCR
chez les transconjugants du gene SAL_ 2029 confirme que ces derniers portent 'ICE

car ce gene n’est pas présent sur le CIME de la souche Nem316.

MT 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11D R BI

Figure 31 : Analyse par électrophorése des transconjugants issus des expériences
de re-transfert

Electrophorese suite a une PCR amplifiant le géne SAL_2079. Le principe de la PCR est expliqué dans

la figure 29. Les transconjugants portent les deux fragments attendus.

MT, marqueur de taille ; Chiffres de 1 a 11, transconjugant ; D, donatrice ; R, réceptrice ; Bl, blanc.

Ainsi, ICE_515_tRNALys s’est re-transféré a partir d’'une souche Nem316. La
fréquence de conjugaison est alors de 2,2x10-5 £ 0,9x10-> transconjugants par cellule
donatrice. La fréquence de transfert est beaucoup plus importante que celle obtenue

lors des conjugaisons utilisant la souche 515 comme cellule donatrice.

Toutes ces expérimentations démontrent qu'ICE_515_tRNALys est un ICE
fonctionnel, c’est-a-dire capable de se transférer par conjugaison de maniére

autonome.

2.2.3.4 Test de caractérisation de certaines fonctions codées par I'ICE

Au cours de ces travaux, plusieurs tentatives de construction de mutants
interrompus dans les genes de lintégrase, l'excisionase et de la relaxase

d'ICE_515_tRNA™vs ont échoué. La délétion de ces genes aurait permis d’étudier leur
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role dans la recombinaison ou la conjugaison de I'ICE. Le principe de la délétion était
le méme que celui du marquage des ICE. Les constructions permettant le
remplacement des génes par un gene de résistance a un antibiotique ont été
construites et électroporées chez S. agalactiae 515. Toutefois, le second événement de
recombinaison, permettant le remplacement du gene et la perte du plasmide, n'a
jamais pu étre isolé malgré 1’analyse d’au moins 2500 clones pour chaque type de
délétion.

L'interruption d'un géne est souvent plus simple a réaliser que le
remplacement. Cette stratégie a également été tentée pour interrompre le géne de
I'intégrase mais n’a également pas abouti a I'isolement d’une souche mutante. Lors
de la construction de cet interruptant, une population mixte (contenant a la fois des

cellules avec le géne interrompu et d’autres avec le gene sauvage) a été obtenue.

La mutation d’autres genes d'ICE_515_tRNAMs (SAL_2078 et SAL_2059,
pouvant étre impliqués dans la réponse au stress oxydant et non le transfert

conjugatif) n’a également pas abouti (Chuzeville, com. pers.).

2.2.4 Tests de transfert des autres ICE putatifs intégrés dans 1’extrémité 3’ du
géne codant un ARNtLys

Quatre autres souches de S. agalactiae portent un ICE putatif. L'un d’entre elles
est d’origine bovine et les 3 autres d’origine humaine. Comme ICE_515_tRNAL¥s, ces
quatre ICE ont été marqués par un gene de résistance a I'érythromycine intégré dans
un geéne codant la sous-unité ATPase d'un transporteur ABC putatif
(SAL_2079/SAG2026).

Les tests de transfert ont été réalisés en utilisant les souches possédant un ICE
marqué comme cellule donatrice et la souche dérivant de Nem316 résistante a la

rifampicine et a la streptomycine comme cellule réceptrice.

Aucun transconjugant n’a été obtenu lorsque les trois souches humaines
COH1, 18RS21 et 2603V /R ont été utilisées comme cellule donatrice. Il est possible
que ces trois ICE ne se transferent pas entre ces souches ou que la fréquence de

transfert soit trop faible pour étre détectée dans les conditions testées.
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En revanche, des transconjugants putatifs ont été obtenus lors des tests de
transfert d'ICE_FSLS3-026_tRNALy»s vers la souche Nem316. L’analyse des
transconjugants a été réalisée suivant le méme principe que précédemment
(Figure 29). La PCR permettant d’amplifier le gene SAL_2079 aboutit bien a
I'apparition de deux fragments pour les transconjugants (un gene provenant de
"élément résident de la réceptrice et I’autre provenant de I'ICE) (Figure 32A). Afin de
s’assurer que les transconjugants dérivent de la cellule réceptrice, une PCR multiplex
a été réalisée. Cette PCR met en jeu 5 couples d’oligonucléotides, amplifiant
différents locus et permet de discriminer différents souches de S. agalactiae. Les
profils des transconjugants sont identiques a celui de la réceptrice Nem316
(Figure 32B).

Ainsi, ICE_FSL S3-026_tRNALvs s’est transféré par conjugaison vers la
souche Nem316. La fréquence de transfert de cet élément vers cette souche est de

4,3x10-8 (+ 2,3x10-8) transconjugant par cellule donatrice.

Des tests de transfert d’'ICE_FSL S3-026_tRNALys ont ensuite été réalisés vers
deux autres cellules réceptrices, A909 (portant IME_A909_tRNAL¥) et COH1 (portant
ICE_COHI1_tRNAMs). Aucun transconjugant n’a pu étre isolé lors de ces

expérimentations.

144
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Figure 32: Analyse par électrophorése des transconjugants putatifs d’ICE_FSL
§3-026_tRNALys

A. PCR permettant de vérifier que les transconjugants portent bien I'ICE marqué et le CIME résident
de la cellule réceptrice. Le principe est indiqué figure 29.

B. PCR multiplexe permettant de vérifier que les transconjugants dérivent bien de la cellule réceptrice.

MT, marqueur de taille ; chiffres de 1 a 17, transconjugants putatifs ; D, donatrice ; R, réceptrice, Bl,
blanc.

2.3 Test de transfert conjugatif inter-espéces

Les ICE des souches 515 et FSL 53-026, respectivement d’origine humaine et
bovine, se transferent par conjugaison vers d’autres souches de S. agalactiae. De plus,
des ICE tres proches ou de la méme famille sont retrouvés chez de nombreuses
especes de streptocoques (S. uberis, S. dysgalactiae (Haenni et al. 2010; Chuzeville et al.
2012), S. bovis, S. equisimilis (Chuzeville et al. 2012), S. thermophilus, S. mutans (Burrus
et al. 2002a; Brochet et al. 2008a), S. pyogenes (Brochet et al. 2008a; Sitkiewicz et al.

2011), S. parasanguinis, S. pneumoniae, S. infantis, S. australis, S. gallolyticus, S. downei
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(Carraro et al. 2011)). II était donc possible que ces deux éléments se transferent vers
d’autres especes bactériennes. Des tests de transfert conjugatif ont été réalisés en
utilisant 6 autres especes de streptocoques en tant que souches réceptrices: S.
salivarius (CIP102503 et JIM8777), S. thermophilus (LMG18311), S. pyogenes (ATCC
12202), S. uberis (20388 et 21458), S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (14998 et 16192) et
S. mutans (UA159). Une autre espece de Firmicutes, E. faecalis (JH2-2), a également été

testée en tant que cellule réceptrice.

Les sites de recombinaison chromosomiques attB potentiels de ces différentes
especes ont été analysés. Pour les espéces S. themophilus, S.uberis, S.dysgalactiae
subsp. dysgalactiae et S. salivarius le site attB potentiel est identique a celui observé
chez S. agalactiae. En revanche, les sites attB potentiels de S. pyogenes, S. mutans et
d’E. faecalis divergent de 1 a 3 nucléotides par rapport a celui observé chez
S. agalactine (Tableau 7). De plus, au moins deux de ces souches présentent un
élément intégrés dans I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLYsCTT (un IME chez S.
salivarius JIM8777 et un élément composite CIME-IME chez S. thermophilus
LMG18311) (Guédon, com. pers.)

Tableau 7: Comparaison des sites attB potentiels de différentes espéces de
Firmicutes a I'extrémité 3’ du gene codant un ARNtLys

Divergence par Extrémité 3" du gene
Espéce rapport a codant un ARNttys
S. agalactiae (anticodon CTT)

Streptococcus uberis (1 souche)

Streptococcus salivarius (7 souches) ACATCCCCCTG

Streptococcus thermophilus (9 souches) 0 divergence

Streptococcus dysgalactiae subsp.
dysgalactiae (1 souche)

Streptococcus pyogenes (24 souches) 1 divergence ACATCCCCCAT

Streptococcus mutans (1 souche) 3 divergences AGTACGGGTCA

Enterococcus faecalis (1 souche - * 2 )
) 3 divergences TGTACGGCTCA
copies)

Le nombre de génomes disponibles et analysés des différentes especes est indiqué entre parentheéses.
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Des mutants spontanés résistants a la rifampicine et a la streptomycine ont
tout d’abord été sélectionnés afin de pouvoir utiliser ces souches en tant que cellules
réceptrices. Puis, pour chaque cas, au moins 3 expériences de conjugaison ont été
réalisées. Des expériences témoins de transfert intra-spécifique ont toujours été
réalisées en parallele afin de vérifier que les conditions permettaient le transfert

conjugatif.

Aucun transfert d'ICE_FSL S3-026_tRNALvs, vers ces especes n'a été observé.
L’ICE de la souche 515 se transfere, mais uniquement vers S. pyogenes. Toutefois,
apres 9 expériences de conjugaison réalisées, seulement 3 d’entre elles ont permis
I'isolement de 20 transconjugants. Ainsi, le nombre de transconjugants est trop faible

pour déterminer de maniere fiable une fréquence de transfert.

Les transconjugants putatifs ont été analysés. Tout d’abord, une PCR, utilisant
un oligonucléotide s’hybridant sur le géne de l'intégrase d'ICE_515_tRNAL¥ et un
second s’hybridant dans le gene codant I"ARNtlys €TT, a montré que les
transconjugants putatifs portent bien I'ICE, intégré dans le locus considéré
(Figure 33A). De plus, une expérience de PFGE a permis de démontrer que les
transconjugants putatifs présentent le méme profil que la souche réceptrice
(Figure 33B). Les transconjugants sont donc bien des souches de S. pyogenes ATCC
12202 portant ICE_515_tRNALys intégré dans l'extrémité 3" du gene codant un
ARNthys CTT,

ICE_515_tRNALlys se transfere vers la souche ATCC 12202 de S. pyogenes.
Dans les conditions testées, cet ICE ne se transfére pas vers d’autres espéces.
ICE_FSL S3-026_tRNAlys ne se transfére pas vers d’autres especes dans les

conditions testées.
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Figure 33: Analyse de 8 transconjugants obtenus apres des expériences de
conjugaison entre les souches S. agalactiae 515 (portant ICE_515 tRNALv) et
S. pyogenes ATCC 12202

A. Electrophorése des produits de PCR permettant de vérifier que les transconjugants putatifs portent
I'ICE, intégré dans l'extrémité 3° du gene codant un ARNtLys. Les oligonucléotides s’hybrident au
niveau du gene codant l'intégrase d'ICE_515_tRNALv et du gene de I’ARNtLys. Une PCR sur ’ADN de
S. pyogenes ATCC 12202 (souche réceptrice) a été utilisée comme témoin négatif (colonne R). Le

controle positif a été réalisé sur I'’ADN de la souche donatrice S. agalactiae 515 (colonne D).

B. Electrophorese en champ pulsé (PFGE) permettant I'analyse des transconjugants en paralléle des

souches donatrice et de la souche réceptrice.

Chiffres de 1 a 8, transconjugants ; D, donatrice ; R, réceptrice ; M, marqueur de taille

3. Accrétion et mobilisation

3.1 Accrétion site-spécifique entre ICE 515 tRNALvs et des éléments
apparentés

La souche Nem316 utilisée lors des expériences de conjugaison intra-espece,
possede un CIME intégré dans I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys. Cet élément
porte, en plus des deux sites att qui le bordent, un site attl interne. De ce fait,

I'intégration d'ICE_515_tRNAL¥s dans le génome de cette souche pouvait avoir lieu
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dans ces trois sites att aboutissant a la formation d’éléments composites présentant
différentes structures (Figure 34). Chacune de ces intégrations correspondrait a un

événement d’accrétion.

Des PCR ont été réalisées sur 100 transconjugants afin de déterminer le site
d’intégration préférentiel d'ICE_515_tRNAL¥s dans le génome de la souche Nem316.
Dans 96% des cas, ICE_515_tRNAL¥s s’est intégré au niveau du site attR de 1'élément
résident et dans 4% des cas au niveau du site atfL, mais jamais dans le site interne
(Figure 34).

S. agalactiae possede deux autres génes codant un ARNtLys. Des PCR ont été
réalisées afin de définir si ICE_515_tRNALys s’intégrait aussi dans ces sites. Un
premier couple d’oligonucléotides borde le site potentiel d’intégration. Dans le
second couple, un oligonucléotide s’hybride au niveau de I'ICE et le second au
niveau de ’ARNtLys. Les résultats obtenus montrent que I'ICE ne s’integre pas dans
les autres genes codant un ARNtLys. L'intégration est spécifique au géne codant un
ARNtLys anticodon CTT.
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Figure 34 : Représentation schématique de Il'intégration site-spécifique
d’ICE_515_tRNALys dans le génome de la souche Nem316.

CIME_Nem_tRNALys possede trois sites att : les sites attR et attL le bordant ainsi qu'un site attl interne.
L’intégration d'ICE_515_tRNA'¥ par recombinaison site-spécifique pouvait a priori avoir lieu dans ces
trois sites att et aboutir aux trois configurations présentées dans la figure. Les oligonucléotides utilisés

afin de déterminer le site d'intégration sont indiqués par des fleches. ICE_515_tRNAL¥ est représenté

en noir et CIME_Nem_tRNA™v en gris.

Le transfert d'ICE_515_tRNA™v a également été obtenu vers la souche COH1.
Cette derniere porte un ICE, dont les modules de recombinaison et de transfert sont
tres proches de ceux d'ICE_515_tRNALys. L'intégration d'ICE_515_tRNAL¥s dans le
génome de cette souche pouvait a priori avoir lieu dans les sites attR ou attL
d'ICE_COHI_tRNAYs. L’analyse, par PCR, de 12 transconjugants révele une
intégration dans 100% des cas au niveau du site aftR de I'élément résident

(Figure 35). Cette intégration aboutit a la formation d"un tandem ICE-ICE.
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Figure 35: Représentation schématique de I'intégration site-spécifique
d'ICE_515_tRNAL¥s dans le génome de la souche COH1.

L’intégration d’'ICE_515_tRNAL¥ par recombinaison site-spécifique peut avoir lieu dans les deux sites
att bordant ICE_COHI1_tRNAL¥» et aboutir aux deux configurations présentées dans la figure. Les
oligonucléotides utilisés afin de déterminer le site d’intégration sont indiqués par des fleches.
ICE_515_tRNAL¥s est représenté en noir et ICE_COH1_tRNA™¥ en gris.

ICE_515_tRNALvs s’intégre en tandem avec un ICE ou un CIME conduisant a
leur accrétion. De plus, lorsque la cellule réceptrice porte déja un élément, il
semblerait qu'ICE_515_tRNALvs s’integre préférentiellement au niveau de son site
attR.

3.2 Mobilisation en cis de CIME Nem tRNALvs par ICE 515 tRNALys

Des expériences de conjugaison avec une souche portant ICE_515_tRNALYs
marqué par un gene de résistance a I'érythromycine ont été réalisées en utilisant la
souche Nem316, portant le CIME marqué par le gene de résistance au
chloramphénicol, comme cellule réceptrice. Des transconjugants portant le tandem
CIMEcat-ICEery et donc la double résistance ont été obtenus (voir partie 2.2.3.3).
Dans cette configuration, il était possible qu'ICE_515_tRNA¥s provoque le transfert
de CIME_Nem_tRNALys par mobilisation en cis.
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Des PCR ont permis de mettre en évidence les sites attB et attl issus de

I'excision du tandem lors de I’analyse de 10 souches portant le tandem (Figure 36).

Ainsi, ICE_515_tRNALys permet la mobilisation intracellulaire en cis de
CIME_Nem_tRNALs,

A cat ery ARNtLys
.V Il o
O M e \ f B -
attL attR’ *~-
CIME ICE

attB ARNtYs

Ni<jo + att] L
> P g«

> € C‘* ’S
278 pb I\\\__///

1993 pb

B 1234567 8 910- C12345678910-

INL S sssss0s ll cevssnnce PR

Figure 36 : Analyse de la mobilité intra-cellulaire du tandem CIMEcat-ICEery issu
du transfert d'ICE_515_tRNA'¥s vers la souche Nem316

A. Représentation schématique de I'excision site-spécifique du tandem. Les oligonucléotides

permettant la détection des sites de recombinaison sont indiqués par des lettres.

B. Electrophorese des produits d’amplification du site attB sur 10 transconjugants de S. agalactiae
Nem316.

C. Electrophorese des produits d’amplification du site att] sur les mémes clones.
Chiffre de 1 a 10, 10 transconjugants testés ; -, témoins négatifs

ICE_515_tRNAL¥ est représenté en noir et CIME_Nem_tRNA en gris.
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Le transfert de I'élément composite par conjugaison a ensuite été analysé. La
souche dérivant de Nem316 et porteuse du tandem CIMEcat-ICEery a été utilisée en
tant que cellule donatrice. Une souche dérivant de Nem316 résistante a la rifampicine
et a la streptomycine a été utilisée en tant que cellule réceptrice. Les transconjugants
putatifs ont été sélectionnés sur des milieux supplémentés avec 3
antibiotiques (rifampicine, streptomycine et érythromycine ou chloramphénicol) afin
de sélectionner des souches ayant acquis au moins I'ICE ou le CIME seul. Des
milieux contenant 4 antibiotiques n’ont pas permis pas l'isolement de clones (voir
partie 2.2.3.3).

Neuf cents transconjugants putatifs résistants a 1'érythromycine ont été
répliqués sur un milieu sélectif contenant du chloramphénicol. Un seul d’entre eux a
pu croitre sur ce milieu. Un seul clone semble donc porter le tandem IME-ICE (M1).
Pour tous les autres, seul I'ICE s’est transféré par conjugaison. Un seul
transconjugant putatif (M2) a été isolé sur un milieu contenant de la rifampicine, de
la streptomycine et du chloramphénicol. L’analyse de ce transconjugant putatif
démontre que le CIME et I'ICE sont présents en tandem dans la cellule réceptrice.
Ces deux clones M1 et M2 sont résistants a la rifampicine et a la streptomycine et

dérivent donc bien de la cellule réceptrice.

Ces deux transconjugants M1 et M2 putatifs ont été analysés par PFGE
(Figure 37) pour vérifier le co-transfert des deux éléments. Les cellules réceptrices
dérivant de Nem 316 utilisées lors de cette expérience de conjugaison présentent un
fragment de 105 kb caractéristique de la présence du CIME (Figure 37, pistes R). Les
cellules donatrices, dérivant de la souche Nem316 mais porteuses du tandem
CIMEcat-ICEery, présentent un fragment différent, de plus haut poids moléculaire
(148 kb =105+43) caractéristique de la présence de ce tandem (Figure 37, pistes D).
Chez le transconjugant putatif M2, ces deux fragments disparaissent, tandis qu'un
fragment de 165 kb apparait. Celui-ci correspond a la présence dans ce clone d'un
tandem CIME-CIMEcat-ICEery (165 kb = 105+43+17, Figure 37, piste M2). Dans ce
cas, ICE_515_tRNALys a permis la mobilisation de CIME_Nem_tRNAL.

Chez le transconjugant M1, on observe bien la disparition des fragments
caractéristiques de la cellule donatrice et réceptrice. Un nouveau fragment de 225 kb
apparait (la bande de 223 kb est doublée). Il correspond a la présence du CIME
résident et de deux tandems CIMEcat-ICEery (225 kb = 105+2x(43+17), Figure 37,
piste M1). ICE_515_tRNAL¥s a mobilisé CIME_Nem_tRNALys,
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Figure 37 : Analyse par électrophorese en champ pulsé de 2 transconjugants

obtenus aprés la mobilisation en cis de CIMEcat par ICEery
M1 et M2, transconjugants obtenus aprés la mobilisation en cis de CIMEcat par ICEery

D, souche dérivant de Nem316 portant le tandem CIMEcat-ICEery et utilisée comme souche donatrice

lors des expériences de mobilisation

R, souche dérivant de Nem316 et utilisée comme souche réceptrice lors des expériences de

mobilisation

CIME_Nem_tRNALys a été transféré grace a une mobilisation conjugative en
cis par ICE_515_tRNALys,
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1. Ubiquité et diversité des éléments intégrés dans l'extrémité 3° du

géne codant I’ ARNtLys €T chez S. agalactiae

1.1 Prévalence des éléments

S. agalactine est une bactérie commensale ou pathogéne opportuniste
colonisant de nombreux hotes animaux tels que '’homme, les bovins, les poissons, le

chien, la grenouille, le phoque ou le dauphin.

Les analyses précédentes avaient montré que les génomes séquencés de huit
souches d’origine humaine de S. agalactize portent tous un ilot génomique intégré
dans l'extrémité 3’ du gene codant un ARNtLs, différent pour chaque souche et
correspondant, soit a un élément unique, soit a une accrétion de plusieurs éléments
(Brochet et al. 2008a). De méme, des analyses chez des souches d’origine bovine de
S. agalactine avaient révélé chez la moitié des 76 souches testées un élément intégré
dans ce locus (Haenni et al. 2010). Ainsi, ces premieres analyses levaient le voile sur
la plasticité et la diversité des ilots génomiques chez cette bactérie et suggéraient que
I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys €TT est un point chaud d’intégration. Les
analyses in silico effectuées au cours de ces travaux confirment I’omniprésence et la
grande diversité des éléments intégrés dans ce site chez S. agalactiae. En effet, 98%
des 254 souches analysées portent un élément intégré dans le locus considéré quelle

que soit I'origine de la souche.

1.2 Nature des éléments

Trois familles d’éléments sont intégrées dans 1'extrémité 3" du géne codant un
ARNtlys CTT chez S. agalactiae : les éléments apparentés a ICE_515_tRNALY, ceux
apparentés a 'IME de la souche 2603V /R (IME_2603_tRNAL¥) et ceux apparentés a
I'IME de la souche 18RS21 (IME_18RS21_oriT). Ces deux IME font chacun partie d'un
élément composite constitué d’un ICE apparenté a ICE_515_tRNA™s et d'un IME. Les
analyses in silico de 246 nouveaux génomes de S. agalactiae ont permis de mettre en
évidence des ICE putatifs, des IME putatifs, des éléments dérivés d'ICE dont des

CIME putatifs ainsi que des éléments composites apparentés a ces trois familles.
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De plus, certains de ces éléments portent des séquences d’insertion. Ces IS, de
nature variée, pourraient elles aussi avoir un role sur la diversité et la plasticité des

éléments observés au locus considéré.

1.2.1 Une famille d'ICE tres répandue

Au moins un ICE supplémentaire, apparenté a ICE_515_tRNALv, a été
caractérisé chez une souche d’origine bovine (FSL S3-026). De plus, 84 souches
supplémentaires portent les 4 genes de mobilité testés codant 1'intégrase, la relaxase,
la protéine de couplage (VirD4) et la protéine de conjugaison OrfD (VirB4)
d’ICE_515_tRNALys. Toutes ces souches portent au moins un site attR et un site attL
apparentés a ceux trouvés sur les éléments déja caractérisés. Ces données suggerent
que ces souches portent des ICE apparentés et intégrés dans le méme site. Ces 84
souches ont été isolées majoritairement d’humains (69%), plus rarement de bovins

(26%) et dans seulement 4 cas de phoque gris (2) ou de chien (2).

De plus, des éléments étroitement apparentés a ICE_515_tRNA™Ys sont présents
chez d’autres streptocoques tels que S. uberis, S. dysgalactiae, S. bovis et S. equisimilis
(Haenni et al. 2010; Chuzeville et al. 2012). Ces éléments codent une intégrase de type
SAL_2029, comme les 5 ICE intégrés dans le locus considéré précédemment décrits,
et portent un site attR présentant entre 78 et 86% d’identité avec celui
d’ICE_515_tRNALys. De méme, S. urinalis 2285-97 porte un ICE quasiment identique a
ICE_515_tRNAmvs (Payot, com. pers.). De plus, le module de conjugaison
d'ICE_515_tRNAL¥s est apparenté a celui d'ICE_6180_RD.2 de S. pyogenes et dans une
moindre mesure a celui d'ICESt1 et d'ICESt3 de S. thermophilus (respectivement 47 a
9% et 28 a 59% d’identité protéique) (Burrus et al. 2002a; Pavlovic et al. 2004;
Brochet et al. 2008a). Cette famille d'ICE serait donc répandue et jouerait un role
important dans le transfert de genes non seulement chez S. agalactine mais également

chez d’autres streptocoques.

1.2.2 Une famille d'IME trés répandue

Les IME sont des éléments intégratifs mobilisables en trans. Tres peu d'IME
ont été caractérisés, principalement chez Bacteroides et Salmonella enterica (Salyers et
al. 1995a; Mulvey et al. 2006). Une analyse systématique des génomes procaryotiques

a cependant révélé que de tres nombreuses relaxases sont codées par des genes
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chromosomiques non associés a des modules de conjugaison, suggérant que les IME
sont tres répandus (Guglielmini et al. 2011). De plus, I'unique recherche d'IME dans
des génomes a révélé 6 IME différents chez 8 génomes séquencés de S. agalactiae,

dont 1 intégré dans I'extrémité 3" du géne codant un ARNtMs (Brochet et al. 2008a).

Un IME est intégré dans 'extrémité 3’ du gene codant un ARNtLys de la souche
A909 (Brochet et al. 2008a). De plus, I'ilot génomique intégré dans ce site chez la
souche 2603V /R est un élément composite constitué d'un ICE et d'un IME portant
tous deux un gene codant une relaxase et une intégrase. Les relaxases et intégrases de
I'IME et de I'ICE de 2603V/R ne sont apparentées que de facon lointaine (22%
d’identité protéique entre les deux relaxases et 41% entre les intégrases). Les deux
relaxases portent un domaine de la méme famille (PF02486) et les deux recombinases
sont des intégrases a tyrosine. L'intégrase et la relaxase de cet IME sont quasiment
identiques (99% d’identité protéique) a celles codées par IME_A909_tRNALvs.

Trois IME quasiment identiques a IME_A909_tRNALys ont été caractérisés
parmi les 12 souches analysées en détail. De plus, I'analyse systématique des 234
autres génomes de S. agalactine a mis en évidence 59 souches portant un IME
apparenté a IME_2603_tRNALys dont 15 sont associés a un ICE putatif. Contrairement
aux ICE qui sont majoritairement présents chez des souches humaines, les IME ont
été retrouvés quelle que soit 1'origine de la souche y compris dans 52% des souches
isolées de poisson. L'analyse de 246 nouveaux génomes de S. agalactiae corrobore

donc la fréquence de cette famille d'IME.

2 .

1.2.3 Une famille d'IME présentant une spécificité d’intégration originale :
I'origine de transfert de différents ICE ?

ICE_18RS21_tRNAL¥s est un élément composite constitué d'un ICE et d'un
IME. La comparaison de cet ICE avec les ICE apparentés indiquait que cet élément
est intégré dans l'origine de transfert de I'ICE, d’ot le nom donné a cet IME:
IME_18RS21_oriT.

Trois autres IME apparentés a IME_18RS21_oriT ont été caractérisés au sein
des 246 génomes de S. agalactiae étudiés. De plus, une analyse par BlastP en utilisant
la séquence de l'intégrase et de la relaxase de cet élément a révélé des IME
étroitement apparentés chez une autre souche de S. agalactiae (souche UCN70, 98%
d’identité protéique) et chez 3 souches de S. mutans (souches C150, 3SN1 et 11VS1,

98% d’identité protéique également). De plus, les sites de recombinaison
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d’'IME_18RS21_oriT et des IME apparentés des autres souches sont trés conservés

(Figure 38). Tous ces éléments appartiennent donc a une nouvelle famille d'IME.

Pour la souche UCN70, les genes codant l'intégrase et la relaxase
appartiennent a un élément d’environ 5,2 kb porteur du gene Isa(C), responsable de
la résistance de la souche aux lincosamides et aux streptogramines A (Malbruny et al.
2011), élément qui constitue un IME putatif. Par manque d’information, il est
impossible de définir les sites d’intégration des IME putatifs des souches UCN70,
C150 et 3SN1. L’élément porté par la souche 11VS1 n’est quant a lui pas intégré dans
une origine de transfert. Cet élément est bordé par un gene codant une protéine de
fonction inconnue portant un domaine histone acétyltransférase et par un géne
codant une béta-lactamase. En revanche, dans les 3 autres cas, comme
IME_18RS21_oriT, ces IME sont intégrés dans 'origine de transfert d'un ICE putatif,
entre les génes codant la protéine de couplage et la relaxase. Dans deux des cas, cet
ICE est étroitement apparenté a ICE_515 tRNAL»s et dans l'autre a Tn91lé.
L’intégration de I'élément dans l'origine de transfert modifie la séquence de l'oriT
(Figure 26, oriT de la souche 18RS21). La conservation des séquences et de la
structure de l'origine de transfert sont importantes pour sa fonctionnalité. La seule
intégration possible publiée d'un élément conjugatif dans une origine de transfer est
un événement d’intégration de I'ICE BTF-37 de Bacteroides fragilis LV23 dans un
fragment de 3,5 kb contenant l'origine de transfert d'un plasmide mobilisable.
Toutefois, le site précis d’intégration d’ICE BTF-37 n’a pas été déterminé dans ce cas
(Vedantam and Hecht 2002).

La présence de ce type d'IME dans I'oriT d’'ICE dans 4 cas sur 5 analysables
suggere qu’ils pourraient cibler ce type de séquence. Cependant, la répétition directe
de ces sites est petite (7 a 8 pb selon les souches) et présentent un motif commun a
tous les éléments encore plus court (T)TCTAA Ce motif est présent dans l'oriT des
ICE de famille ICESt3 (par exemple les ICE de S. agalactiae, ICESt3 et ICE_6180_RD.2,
Figure 26) et ne présente qu'une seule différence avec la séquence correspondante de
I'oriT des ICE de type Tn916. Cependant, ce motif est également assez fréquent chez
les bactéries possédant un faible pourcentage en G+C, dont les streptocoques. Ces
données suggerent donc que l'intégration de ces éléments pourrait étre de spécificité
limitée, ce qui expliquerait une intégration dans I'oriT d’ICE de 2 familles différentes

d’'ICE et dans un site sans rapport apparent avec les ICE.
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attL ilot S. mutans 11VS1(101) TTA. AG| G CT! Z—\C ca--—-Al--—--——-—-—-—-—-—-——-——----———————————

Consensus(101) CTGTATTTTTTTATGAAGATATTAACTTTTGTCTGTTTAGCTACCARAAGGCTACCAATAAATTTG AATTATTTTTAATATGATTTTTAGTAATATAC

) 2 40

Q-3 QQQ

2 1o 20 30 40 50 0 J0 S0 %0 107
attR IME_18RS21_orT (2) 7] TACAC TCAT.
attR element Sag UCN70 (2) TA GTAT TGAAT
attR ilot famille Tn916 GB00984 (2) TACAC 'TCAT.
attR ilot S. mutans 3SN1  (2) G, TA ACTAC: ICCTT.
attRilot S. mutans 11VS1 (2) GATA( GTACAC] TCTT.

Figure 38: Alignement des sites de recombinaison des IME de type
IME_18RS21_oriT : (A) attL et (B) attR.

Dans les deux cas, les sites de recombinaison sont conservés entre les différents éléments.

Les alignements ont été réalisés avec le logiciel Vector NTI.

La répétition directe est soulignée. Elle se situe au voisinage du site nic probable de coupure de
I'origine de transfert (Figure 26).

1.2.4 Vestiges d’éléments: témoins de la richesse des remaniements

génétiques liés aux éléments génétiques mobiles

Au cours de cette étude, 9 éléments, porteurs du gene de l'intégrase et de sites
de recombinaison attL et attR et qui pourraient dériver d'un ICE, ont été identifiés.
Selon la définition originelle (Pavlovic et al. 2004), les IME sont définis comme des
éléments s’intégrant et s’excisant de facon autonome et sont par conséquent porteurs
d’un module de recombinaison complet (incluant donc deux sites att et un gene
d’intégrase), mais ne codant qu'une partie seulement des protéines impliquées dans
la conjugaison dont une relaxase. Toutefois, certains IME identifiés plus récemment
ne codent pas de relaxase. Ainsi, MTnSagl ne code qu’une transposase a DDE et une
résistance aux lincosamides. Il contient une origine de transfert non apparentée a
celle de Tn916 qui pourtant le mobilise en trans (Achard and Leclercq 2007). De
méme, les ICE de la famille SXT mobilisent en trans des ilots qui possedent leur
propre oriT mais requiérent la relaxase de I'ICE (Daccord et al. 2010). Les 9 éléments
isolés lors de cette étude pourraient étre mobilisables en trans et seraient donc des
IME s’ils contiennent une origine de transfert fonctionnelle. De nombreux éléments
portant un module de recombinaison complet mais ne codant aucune protéine de

conjugaison ont été caractérisés au sein des génomes bactériens et généralement
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annotés en tant qu'ilots génomiques (Hacker and Kaper 2000; Bourhy et al. 2007;
Murphy and Boyd 2008). Ces éléments pourraient correspondre a des IME.

Les CIME dérivent d'ICE ou d’'IME par perte des modules de recombinaison,
régulation et conjugaison mais restent flanqués de sites att. Un ICE ou un IME
apparenté pourra s’intégrer en tandem avec le CIME et le mobiliser en cis. Ces
éléments, de par leur nature, sont difficiles a détecter au sein des génomes bactériens
et sont généralement annotés en tant qu'ilots génomiques et non pas comme des
CIME. Les seuls éléments putatifs décrits comme CIME sont intégrés dans 1'extrémité
3’ du gene fda de S. thermophilus (Bellanger et al. 2011) et dans I'extrémité 3" du géne
rpmG ou du gene codant un ARNt™ ou un ARNtLys de S. agalactine (Brochet et al.
2008a). Au cours de ces travaux, au moins 11 CIME intégrés aux locus considérés
avaient été caractérisés. De plus, 58 souches portant un ou des génes non impliqués
dans la mobilité ainsi que des sites attL et attR posséderaient des CIME intégrés dans
I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys CTT. Les premiéres analyses réalisées sur le
génome de la souche STIR-CD-17 concluaient sur une absence d’élément génétique
mobile (Delannoy et al. 2012). Au contraire, les analyses réalisées au cours de ce
travail révelent que cette souche porte un CIME putatif intégré dans le locus
considéré. De plus, 8 souches ne portent aucun des genes testés, parmi elles 4
souches possedent un CIME minuscule constitué uniquement, de droite a gauche, de
la fin du gene d’ARNtlys, de pb du site de recombinaison attR d'ICE_515_tRNALys
(100% d’identité) et d'une répétition de la fin du géne d’ARNthys. Ces données
démontrent, une nouvelle fois, que les CIME sont difficilement détectables. Il est

donc fort probable que ces éléments soient beaucoup plus répandus que décrits.

Sur les 5 CIME caractérisés plus en détail lors de ce travail, celui porté par la
souche S51014 correspond, comme CIME_H36B_tRNALs, a la partie gauche de
I'élément composite d'IME_A909_tRNALys (situé entre les sites attL et attl’, cf Figure
24). Les 4 autres correspondent en partie a la partie gauche de I'élément composite
CIME_Nem_tRNALys (entre les sites attL et attl, Figure 24). De méme, 27 souches
portent un CIME tronqué car ne présentant pas de site attL. L’élément dérivé d'un
ICE porté par la souche ATCC 13813 a quant a lui perdu au moins deux génes du
module de conjugaison ainsi que le site attL. D’autres souches semblent également

dériver d'un ICE par délétion de certains genes (Tableau 6). Ces données suggerent,
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comme attendu, que les éléments intégrés dans l'extrémité 3’ du gene codant un

ARNItLys évoluent par acquisition et délétion de séquence.

2. Mobilité des éléments

2.1 Excision des éléments

Les analyses réalisées au cours de ces travaux ont permis de mettre en
évidence la présence de forme circulaire pour quatre des cinq ICE caractérisés au
locus considéré. Les ICE portés par les souches d’origine humaine 515, 18RS21 et
2603V /R ainsi que celui porté par la souche bovine FSL S3-026 s’excisent du

chromosome.

ICE_2603_tRNAL¥s est un élément composite constitué d’un ICE et d'un IME
séparés par un site att] interne, chaque élément codant une intégrase putative.
Théoriquement, les trois formes d’excision pourraient exister. Toutefois seulement
deux formes circulaires ont été détectées au cours de ces travaux, l'une
correspondant a I'IME seul et 'autre a 'ensemble ICE+IME. L'ICE seul (extrémité

gauche de I'élément) ne s’excise pas.

Différentes hypotheses pourraient permettre d’expliquer ce phénomene. Les
intégrases a tyrosine reconnaissent et se fixent sur des séquences spécifiques (sites
att). Chaque site att est complexe et porte en plus des séquences de recombinaisons
des séquences permettant la fixation de l'intégrase et d’autres protéines qui vont
faciliter 1'excision, tels que 1'excisionase ou des facteurs d’hoéte (Groth and Calos
2004). De ce fait, les sites attL, attR et att] d'un méme élément ont généralement des
propriétés différentes. Ainsi, chez Tn916, I'excisionase se fixe préférentiellement a

'extrémité gauche de I'élément afin de faciliter son excision (Mullany et al. 2002).

Par ailleurs, les différents sites att portés par I'ICE et I'IME, qui codent des
intégrases éloignées ou non apparentées, sont tres différents (pourcentage d’identité
nucléotidique de 51% entre les sites attL et de 52% entre les sites attR) et il est donc
probable que les sites attR et att] de 1'élément composite se lient de facon différente
aux deux intégrases, aux deux excisionases et/ou aux cofacteurs de 1'hote. Enfin,
lI'intégrase pourrait avoir besoin des séquences se trouvant au niveau de I'extrémité

du gene de I'ARNtlys pour catalyser l'excision. Ces séquences ne seraient pas
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présentes au niveau du site attl interne, ce qui empécherait 1"utilisation de ce site en

tant qu’attR.

Si l'excision de I'élément composite est réalisée par I'intégrase et ’excisionase
de I'IME, ces dernieres doivent reconnaitre non seulement le site attR, ce qui est
attendu mais aussi le site attL de I'ICE. De méme, si I’événement d’excision est réalisé
par l'intégrase de I'ICE, elle devra se fixer sur le site attR de I'IME, différent de son
site cible attR habituel.

Toutes ces données suggerent qu'IME_2603_tRNALys est fonctionnel et qu’il
pourrait étre mobilisé en cis ou en trans par un ICE, nécessitant la présence d'un
élément synthétisant les composants du pore de conjugaison et permettant son

transfert. Il s’agit donc d’un nouvel exemple d'IME.

L’existence de formes circulaires multiples a déja été observée pour d’autres
éléments composites issus d’accrétion. ICESt] est un élément constitué d'un ICE
(ICESt2) et d'un CIME (CIME368). Une excision de ICES#2 seul ou de I'ICE
composite ICESt] ont été observées, aboutissant a deux formes circulaires différentes
(Pavlovic et al. 2004). De méme, ICESt3 s’integre en tandem avec différents CIME
(CIMEL3car3 ou CIME19258cat ou CIME9, Bellanger com. pers.). Dans ces trois cas,
I'ICE seul, le CIME seul ou I'élément composite peuvent s’exciser. ICE GI3 de Bordella
petrii est intégré en tandem avec deux autres ilots génomiques et cinq formes
circulaires différentes ont été observées (Lechner et al. 2009). Ainsi, apres un
événement d’accrétion, l'apparition de formes circulaires multiples, dues a I'excision

de la totalité de 1'élément composite ou d"un seul de ses membres, semble courante.

Aucune forme circulaire n’a pu étre détectée pour ICE_COHI1_tRNALs dans les
conditions testées. Toutefois, un site chromosomique vide a pu étre amplifié. Il est
donc possible que cet élément s’excise mais que la forme circulaire n’ait pas été
isolée. Cette derniére pourrait avoir été perdue lors de I'extraction. Elle pourrait en
effet étre présente en plus faible quantité ou étre dégradée lors des manipulations.
ICE_COH1_tRNAMys portant deux genes supplémentaires a 'extrémité gauche de
I'élément, le fragment a amplifier pour la détection de la forme circulaire est donc
plus grand que pour les autres éléments. La taille du fragment pourrait donc avoir
diminué I'efficacité de I'amplification. Par ailleurs, une analyse de la séquence située
a gauche d’ «attL» d'ICE_COHI_tRNAMs montre que celle-ci est quasiment
identique a celle du bras du site attR de CIME_Nem_tRNAMs (qui présente 50 %
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d’identité avec le site attR d'ICE_515_tRNALY) et est en fait un site attl. Comme
précédemment avec le site att] d'ICE_2603_tRNAL¥, la présence d'un site att] pourrait
limiter la fixation de l'intégrase, de 1l'excisionase ou des facteurs d’hote et ainsi

réduire les événements d’excision.

Enfin, les différents éléments portent plusieurs genes codant des régulateurs
putatifs, présentant un domaine hélice tour hélice caractéristique des répresseurs des
prophages et de divers ICE. L'ICE porté par la souche 515 code cinq régulateurs
putatifs, ceux des souches COH1 et FSL 53-026 quatre, 2603V /R trois et 18RS21 deux.
L’un d’entre eux présente un décalage du cadre de lecture chez ICE_FSL_tRNALvs. La
présence de ces différentes combinaisons, jamais décrite chez d’autres éléments,
pourrait aussi expliquer les différences d’excision observées avec les différentes

souches.

2.2 Transfert conjugatif intra-spécifique des ICE putatifs

2.2.1. ICE_515 tRNALys et ICE_FSL S3-026_tRNALys : deux ICE fonctionnels

chez S. agalactiae

Lors de ces travaux, la fonctionnalité d'ICE_515_ tRNALys a été démontrée. En
effet, cet élément issu d’une souche de S. agalactine d’origine humaine se transfere de
maniéere autonome et par conjugaison vers d’autres souches de la méme espeéece. De
méme, I'ICE porté par la souche FSL 53-026, isolé d"une souche bovine, semble se

transférer par conjugaison au moins vers une autre souche de S. agalactiae.

Aucun transconjugant n’a été observé lors des conjugaisons impliquant
ICE_18RS12_tRNALw, ICE_COHI_tRNALys et ICE_2603_tRNALys. Chez ces trois
éléments, le géne orfD est tronqué (18RS21 et COH1) ou interrompu par une IS
(2603V/R). Le géne orfD code une ATPase putative appartenant a la super-famille
FtsK et portant des domaines caractéristiques Walker A et Walker B (respectivement
impliqués dans la fixation des acides nucléiques et contenant un résidu aspartate
responsable de I'hydrolyse de I’ATP). La protéine codée par le géne orfD est
homologue des protéines VirB4 codées par 1'élément pTi d’Agrobacterium tumefaciens,
ConE (YddE) d'ICEBs1 ou Orfl6 de Tn916 qui sont toutes des ATPases. Chez les

bactéries a coloration de Gram négative, les composants ATPasiques fournissent
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I"énergie nécessaire permettant la translocation de I’ADN vers le pore de conjugaison
(Cascales and Christie 2003; Chen et al. 2005; Christie et al. 2005; Lopez-Sanchez et al.
2012). Bien que moins connue chez les bactéries a coloration de Gram positive, cette
ATPase semble indispensable au transfert conjugatif des ICE considérés. Pour
I'élément ICE_18RS12_tRNAL¥, les geénes de conjugaison orfL et orfC sont également

tronqués.

D’autres ICE fonctionnels ont été décrits au sein de cette espece, TnGBS2 et
TnGBS1. Toutefois, TnGBS1 et TnGBS2 possedent des modules de conjugaison non
apparentés aux ICE étudiés lors de ce travail. De plus, ils codent une transposase a
DDE responsable de leur intégration, contrairement aux ICE intégrés dans
I'extrémité 3" du gene codant un ARNtYYs qui codent une recombinase a tyrosine
putative (Brochet et al. 2008a; Brochet et al. 2009). Le transfert de deux autres ICE de
streptocoques apparentés a ICE_515_tRNAs a été démontré, (ICE_6180_RD.2 de
S. pyogenes et ICESt3 de S. thermophilus (avec respectivement 47 a 96% et 28 a 59%
d’identité protéique au niveau du module de conjugaison). Toutefois, leurs modules
de recombinaison sont tres éloignés, ces éléments s’intégrant respectivement dans
I'extrémité 3" d'un gene codant un ARNt™r (Sitkiewicz et al. 2011) et du géne fda
(Bellanger et al. 2009). Le transfert d’autres ICE de streptocoques, appartenant a
d’autres familles, présentant des spécificités d'insertion variées et portant une grande
variété de geénes d’adaptation, a été observé, notamment ICESp2905 de S. pyogenes
(famille de Tn1549) (Brenciani et al. 2011), ICESe2 de S. equi (Heather et al. 2008),
divers ICE de famille Tn916 (Tn1545 et Tn5251 de S. pneumoniae) (Poyart-Salmeron et
al. 1989; Clewell et al. 1995a) et divers ICE de famille Tn5252 (Tn5252, et Tn5253 de
S. pneumoniae, Tn1207.3, de S. pyogenes, ICESsu32457 de S. suis et ICESde3396 de
S. dysgalactiae subsp. equisimilis) (Poyart-Salmeron et al. 1989; Ayoubi et al. 1991;
Vijayakumar and Ayalew 1993; Clewell et al. 1995a; Santagati et al. 2003; Heather et
al. 2008; Davies et al. 2009; Brenciani et al. 2011; Palmieri et al. 2012). Combinées a
l'existence de nombreux ICE putatifs identifiés par séquencage (Brochet et al. 2008a;
Carraro et al. 2011), ces données suggerent que les ICE jouent un role essentiel dans

le transfert horizontal chez les streptocoques.
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2.2.2. Impact de la souche réceptrice utilisée: barriéres s’opposant au

transfert

La nature de la souche réceptrice pourrait avoir un impact sur le transfert de
I'élément. En effet, la fréquence de conjugaison d'ICE_515_tRNAL¥s est 100 fois plus
importante lorsque 1'élément est retransféré d’une souche Nem316 vers une souche

Nem316 que lorsqu’il se transfere de la souche 515 vers la souche Nem316.

2.2.2.1 Systémes de restriction-modification

L’hypothése la plus probable a la différence de fréquence de transfert observé
lors des expériences de re-transfert et la présence de systeme(s) de restriction
modification chez la bactérie réceptrice. Les systémes RM sont trés courants et tres
nombreux au sein des génomes bactériens. Ils constituent une barriere importante au
transfert horizontal puisqu’ils vont cliver I’ADN entrant non modifié et ainsi inhiber
le transfert d'un élément. Ces systemes pourraient étre présents chez les cellules
réceptrices et étre ainsi responsables de la faible fréquence de conjugaison observée
lors de ces travaux. Toutefois, il est intéressant de noter que de nombreux ICE, dont
ceux de S. agalactiae intégrés au locus considéré, possedent des stratégies leur
permettant d’échapper aux systémes RM. Ces éléments portent en effet un gene
codant une protéine d’anti-restriction ArdA putative (« alleviation of restriction of
DNA »). Les protéines ArdA inhibent les systétmes RM en mimant une molécule
d’ADN. Elles préviennent l'activité de restriction en déstabilisant le complexe
protéique du systeme RM via une fixation sur la méthyltransférase (Wilkins 2002;
McMahon et al. 2009).

2.2.2.2 Systéeme CRISPR

La présence de loci CRISPR chez les souches réceptrices pourrait également inhiber le
transfert conjugatif d’'ICE_515_tRNALys et d'ICE_FSL S3-026_tRNAL¥s. Les systemes
CRISPR/Cas sont en effet considérés comme une barriere importante a la
dissémination des éléments génétiques mobiles. L'analyse de génomes de souches
d’origine humaine ou animale de S. agalactiae révelent qu’il contient 2 loci CRISPR,
CRISPR1 ubiquitaire et tres dynamique et CRISPR2 moins conservé et présent
seulement chez quelques souches. Sur les 351 loci analysés, le locus CRISPR1 contient

949 espaceurs différents (Lopez-Sanchez et al. 2012). La majorité cible des phages ou
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des ICE rencontrés chez S. agalactine, notamment TnGBS1 et TnGBS2, mais aussi les
ICE considérés lors de cette étude. La diversité des espaceurs parait coincider avec
celle observée au sein des éléments génétiques mobiles de S. agalactiae (Lopez-
Sanchez et al. 2012). Cependant, d’autres espaceurs vont cibler des séquences
d’éléments mobiles identifiés chez d’autres especes de streptocoques, notamment
S. pyogenes. Aucun transfert conjugatif d’ICE_515_tRNAMYs ou dICE_FSL S3-
026_tRNALs n’a pu étre observé vers la souche A909. L'analyse des espaceurs de
cette souche révele que trois d’entre eux ciblent ICE_515_tRNALy¥s. L'un d’entre eux
cible le gene de la protéine de couplage (SAL_2053), un autre la région intergénique
entre les genes codant la protéine de couplage et la relaxase (dans l'origine de
transfert mais pas dans la région conservée) et enfin le dernier un géne codant une
ADN adénine méthylase putative (SAL_2035). Ces données pourraient expliquer
I"absence de transconjugant avec cette souche réceptrice. La souche A909 porterait un
locus CRISPR/Cas fonctionnel, ciblant ' ADN étranger dont les ICE de la famille

d'ICE_515_tRNALys, protégeant ces cellules de la dissémination de ces éléments.

2.2.2.3 Mise en place du pore de conjugaison

Une différence de spectre d’hote pourrait également expliquer la différence de
transfert entre ICE_515 tRNALys et ICE_FSL S3-026_tRNALys. En effet, ces deux
éléments ont été caractérisés respectivement chez une souche d’origine humaine et
bovine. Or tous les tests de transfert ont été réalisés vers des cellules réceptrices
d’origine humaine. Des différences sont observées entre les souches adaptées a
différents hotes et notamment au niveau de la paroi. Il est donc possible que le
contact entre des cellules adaptées aux humains et d’autres aux bovins ne soit pas
optimal, expliquant ainsi la différence de fréquence de transfert. Des tests de transfert
conjugatifs utilisant des cellules réceptrices isolées de bovins ou d’autres animaux

permettrait de confirmer ou d’infirmer cette hypothese.

Les expériences de conjugaison ont été réalisées vers des souches possédant
déja un élément intégré dans le locus considéré. Aucun de ces ilots ne porte de genes

codant un systeme d’exclusion connu, tels qu'une exclusion de surface ou d’entrée.
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2.3 Transfert conjugatif inter-spécifique des ICE

S. agalactiae est une bactérie pathogene de 'homme et des animaux. Son mode
de vie fait qu’elle entre en interaction avec de nombreuses bactéries et notamment
d’autres streptocoques. Elle est notamment associée a S. dysgalactiae et S. uberis dans
les mammites bovines. Des échanges ont été observés au sein de ces espéces. Ainsi,
ICESde3396 de S. dysgalactiae subsp. equisimilis apparenté aux ICE intégrés dans le
gene rplL de S. agalactiae se transfere vers d’autres espéces de streptocoques dont S.

agalactiae, S. pyogenes et d’autres streptocoques B-hémolytiques (Davies et al. 2009).

Lors de ce travail, des tests de transfert conjugatif ont été réalisés vers 6
especes différentes de streptocoques et 1 espece d’entérocoque. Le transfert inter-
spécifique d'ICE_515_tRNA™s (souche d’origine humaine) n’a été observé que vers
S. pyogenes. Aucun transfert d'ICE_FSL 53-026_tRNAL¥s (souche d’origine bovine) n’a
pu étre observé. Ces éléments semblent donc posséder un spectre de transfert étroit.
Cependant, en raison du faible nombre de souches testées (au maximum 2 par
espece), 'absence de transfert pourrait étre liée aux souches utilisées et non a I'espéce

considérée.

Le transfert conjugatif d'un ICE repose sur plusieurs étapes: I'excision de
I'élément, son transfert par conjugaison, son intégration puis son maintien dans la
cellule réceptrice. Dans le cas du transfert inter-spécifique, il semble peu probable
que 1'excision soit I'étape limitante du transfert. En revanche, le transfert peut en étre
une. Peu de données existent sur la nature du contact entre les cellules donatrices et
réceptrices lors de la conjugaison, il est possible que ce contact puisse étre plus
difficile et moins stable entre deux cellules d’espece différente et ne permettent pas la
mise en place du transfert. De méme, la mise en place du pore de conjugaison
nécessite le transport de certaines protéines dans la paroi de la cellule réceptrice.
Certaines de ces protéines, telles que les hydrolases, pourraient ne pas étre actives
sur la paroi de la cellule réceptrice ce qui empécherait la formation du pore. Des
données récentes indiquent qu’apres le transfert d'un ICE, celui-ci se transfere a
haute fréquence a partir de la cellule réceptrice, assurant ainsi I’envahissement de la
population. Chez ICEBs1, ce processus repose sur les protéines du module de

conjugaison (Babic et al. 2011).
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Enfin, la cellule réceptrice elle méme pourrait coder des fonctions inhibant le
transfert de 1'élément tels que des systémes RM, des systemes CRISPR ou des

systemes d’exclusion (voir partie 2.2.2).

3. Maintien des éléments

3.1 Maintien dans la cellule réceptrice

Le maintien d"un ICE repose dans la majorité des cas sur son intégration dans
un réplicon de la cellule réceptrice par recombinaison site-spécifique apres

réplication ou non de I’élément.

3.1.1 Intégration par recombinaison site-spécifique

L’intégration de I’élément est une des étapes limitantes du transfert. Lors d'un
événement d’intégration, I'intégrase catalyse une recombinaison site-spécifique entre
le site attB porté par le chromosome de la cellule réceptrice et le site attl de I'ICE. Une
variation au niveau de la séquence de recombinaison pourrait entrainer une baisse
d’efficacité de l'intégration de I'ICE et sa perte. Le site attB putatif correspondant a
I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys €T d’E. faecalis diverge de 36% comparé a
celui trouvé chez S. agalactiae, ce qui pourrait expliquer 1'absence de transfert vers
cette espéce. Tous les autres sites attB des souches réceptrices utilisées lors de ces
expériences ne differe pas de plus d'un nucléotide (sur les 11 identiques entre les
sites). Cette divergence explique difficilement I'absence de conjugaison. En effet,
ICE_515_tRNAv se transfere vers S. pyogenes dont le site attB potentiel differe d'un
nucléotide comparé a celui présent chez S. agalactiae. Ainsi, les divergences observées
au niveau du site attB peuvent expliquer une diminution de la fréquence de transfert

mais ne semblent pas étre la cause unique de son absence.

De plus, bien que les promoteurs et RBS des firmicutes soient tres similaires,
les protéines de la cellule réceptrice pourraient ne pas se fixer de maniere optimale
sur ces derniers et entrainer une plus faible expression des génes impliqués ou

I'intégration de I'élément.

Au moins 2 mécanismes peuvent constituer des barriéres a l'intégration des

éléments : 'immunité de cible et I'immunité de sur-conjugaison.
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Immunité de cible

Lors de la réalisation de ces expériences de conjugaison, aucune souche de
S. agalactize sans élément n’a pu étre isolée. Les transferts conjugatifs ont donc été
réalisés vers des souches de S. agalactiaze déja porteuses d'un élément intégré dans
I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys €T, Ainsi, la souche Nem316 porte un
CIME, la souche COH1 un ICE et la souche A909 un IME. ICE_515 tRNALvs se
transfére vers deux de ces souches : Nem316 et COH1, mais non vers la souche A909.
La fréquence de transfert est environ 4 fois plus élevée vers la souche Nem316 que
vers la souche COH1. ICE_FSL S3-026_tRNALY¥s ne se transfére que vers la souche
Nem316 avec une fréquence de conjugaison 5 fois plus faible que celle
d'ICE_515_tRNALs. De méme, deux souches utilisées lors des expériences de
transfert inter-spécifique réalisées lors de ces travaux portent un élément intégré
dans l'extrémité 3’ du locus considéré. En effet, S. salivarius JIM8777 porte un IME et
S. thermophilus LMG18311 un élément composite CIME-IME (Guédon com. pers.).

La fréquence de transfert d'ICE_515_tRNA™vs est 10 fois plus faible que celle
d’ICESt3 et d'ICE_6180_RD.2. Celle d'ICE_FSL S3-026_tRNA s est environ 50 fois
plus faible. Toutefois, les fréquences de conjugaison d'ICESt3 et de d'ICE_6180_RD.2
ont été calculées lors de transfert vers une souche réceptrice sans élément. Or la
fréquence de transfert d'ICESt3 vers une souche portant un élément résident
(CIMELsatr3) est 8 fois plus faible que celle ou le site attB est vide (Bellanger et al.
2011). De méme, ICEclc s’integre avec une plus grande efficacité dans un site attR
tronqué d’une majeure partie de son bras que dans un site attR complet (Sentchilo et
al. 2009). Ce mécanisme d’immunité de cible reposerait sur le fait que les sites attR et
attL bordant 1'élément résident porteraient des sites de liaison de l'intégrase, de
I"excisionase et/ou de co-facteurs de 1'hote, absents du site attB, qui interféreraient
avec l'intégration de 1'élément entrant. De méme, la fréquence de transfert est
différente suivant la cellule réceptrice utilisée. Les sites att portés par
CIME_Nem_tRNALys et IME_A909_tRNALys sont différents de ceux portés par
ICE_515_tRNALys, ICE_FSL S3-026_tRNALys et ICE_COHI_tRNAL¥s. Cette divergence

pourrait entrainer une immunité de cible plus ou moins importante suivant les sites
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d’intégration aboutissant a des fréquences d’intégration et donc de transfert

différentes.

L’'immunité de cible pourrait donc expliquer les faibles fréquences de transfert
d'ICE_515_tRNALys et d'ICE_FSL S3-026_tRNAL¥s ainsi que les différences observées
entre les différentes cellules réceptrices utilisées, lors des transferts intra- ou inter-

spécifique.

Immunité de surconjugaison

Un autre mécanisme d’immunité de surconjugaison par répression de
I'élément entrant a été caractérisé chez les prophages, plus particulierement chez les
phages A et TP901-1 (Madsen et al. 1999; Oppenheim et al. 2005). Ces phages, via leur
régulateur central de type cl ou cl-like, répriment les phages étroitement apparentés
et leur intégration dans le chromosome. Ce phénomene est également décrit pour
ICEBs1 de B. subtilis. Dans ce cas, le régulateur central de I'ICE, ImmR, prévient
I'acquisition d'un nouvel ICE lorsqu’'une copie est déja présente dans la cellule
réceptrice. Ce régulateur réprime l'expression de l'intégrase du nouvel élément
entrant, et donc le maintien de I'ICE par intégration (Auchtung et al. 2007). Les
éléments intégrés dans 1'extrémité 3" du géne codant un ARNtLys utilisés lors de cette
étude portent tous des genes codant des régulateurs cl-like putatifs, homologues au
gene immR de B.subtilis. Ces régulateurs pourraient donc jouer un role dans

I'immunité de surconjugaison.

3.1.2 Réplication

Des études récentes montrent que la réplication peut étre impliquée dans la
stabilité et le maintien des ICE (Lee et al. 2010; Guerillot et al. 2013). Ainsi, sous
certaines conditions, telle qu'une exposition a un agent endommageant ’ADN, les
ICE sous forme circulaire se répliqueraient ce qui limiterait leur perte lors des
divisions cellulaires. La réplication permettrait également d’augmenter le succes du
transfert d'un ICE, celui-ci se répliquant dans la cellule réceptrice, permettant
'apparition de nouvelles copies de I'élément et une dissémination plus efficace dans
la population (Lee et al. 2010). Les deux ICE, ICE_515_tRNAMs et
ICE_FSL S3-026_tRNAL¥s, se transferent par conjugaison. Ils se maintiendraient

ensuite dans la cellule réceptrice par intégration site spécifique. Toutefois, les
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nombreuses tentatives de curages de souches, par surexpression de l'intégrase ou
exposition des souches a un agent endommageant I’ADN, ont échoué. De méme, les
nombreux essais de remplacement de genes n’ont jamais abouti. Il est donc possible
que, comme d’autres ICE, les ICE de type ICE_515_tRNA™v se répliquent de maniere
intracellulaire dans certaines conditions, ce qui pourrait provoquer l'existence de
plusieurs copies dans la cellule et faciliter un retour au phénotype sauvage lors de la

construction de mutants.

Pour TnGBS1 et TnGBS2, I'ICE se répliquerait chez la cellule réceptrice,
permettant la présence d’un nombre élevé de copies de 1'élément et sa dissémination
(Guerillot et al. 2013). Ces éléments, comme ICE_515_tRNALys, possedent cependant
un spectre de transfert trés restreint en conditions de laboratoire bien que des
éléments apparentés a TnGBS1 et TnGBS2 aient été identifiés dans de nombreux
génomes de streptocoques (Guerillot et al. 2013). Ce spectre étroit reposerait non sur
le transfert lui-méme mais sur la spécificité d’hote de la protéine responsable de la
réplication de 1'élément et donc le maintien aprés transfert. Toutefois, cette donnée
semble difficilement transposable aux éléments de type ICE_515_tRNALv. En effet,
TnGBS1 et TnGBS2 contrairement a tous les autres ICE simple brin connus,
possedent un module de réplication théta distinct du module de conjugaison
(Guerillot et al. 2013).

3.2 Maintien dans la population

3.2.1 Systeme toxine-antitoxine

Les ICE de type ICE_515_tRNA¥s porteraient également d’autres systemes
leur permettant de se maintenir dans la population. ICE_515_tRNAL¥s code ainsi un
systeme toxine-antoxine putatif (SAL_2044-SAL_2045). D’autres ICE, tels que SXT de
V. cholerae, codent un systeme toxine-antitoxine impliqué dans le maintien de ces
éléments (Kobayashi 2001; Burrus et al. 2002a; Wozniak and Waldor 2009b). Ces
systemes d’addiction contribuent au maintien de I'élément, leur perte entrainant la
mort cellulaire. Toutefois, le systeme toxine-antitoxine putatif codé par
ICE_515_tRNA™¥s ne semble pas étre le seul systéeme de maintien porté par 1'élément.
En effet, lors des tentatives de curage de souche, le géne codant la toxine de ce
systeme d’addiction a été délété, mais cela n’a pas permis d’obtenir une souche sans
ICE.

173



3.2.2 Fonctions avantageuses

Enfin, les ICE de type ICE_515_tRNA!s portent des fonctions pouvant
contribuer a I'adaptation de 1'hote les portant et donc a long terme au maintien de
I'ICE dans la population. ICE_515_tRNA™vs code ainsi un facteur CAMP fonctionnel.
Le facteur CAMP est un facteur de virulence qui provoque la lyse cellulaire des
érythrocytes (Chuzeville 2012). ICE_515_tRNAs possede également deux genes
codant une glutarédoxine et une protéine NRAMP putatives (SAL_2054 et SAL_2078)
pouvant étre impliquées dans la réponse au stress oxydant. Enfin, ICE_515_tRNALys
porte des protéines de surface possédant des motifs LPxTG (SAL_2036, SAL_2056 et
SAL_2057). SAL_2056 contribue a la formation de biofilm et confere a la cellule des
propriétés de liaison au fibrinogéne et a la fibronectine (Chuzeville, com. pers.). Ces
derniers sont des composants de la matrice extracellulaire des cellules humaines. La
présence de la protéine SAL_2056 pourrait ainsi favoriser 'invasion cellulaire lors
d’une infection par S. agalactiae. De plus, le maintien des éléments dans des souches
isolées d'hotes variés suggere que ces éléments codent des fonctions conférant des

avantages sélectifs a tous les types de population.

4. Accrétion et mobilisation

L’accrétion correspond a l'intégration d'un élément dans un des sites att d'un
autre élément (accrétion en tandem) ou a l'intérieur de celui-ci (accrétion interne),
aboutissant a la formation d"un élément composite. Ces accrétions engendrent des
structures présentant une grande plasticité. Elle peut conduire a la mobilisation en cis

d’un élément par un autre.

4.1 Accrétion en tandem

L’accrétion en tandem a été proposée initialement pour expliquer la structure
des éléments intégrés dans l'extrémité 3" du locus fda de S. thermophilus, en particulier
ICESt1 de S. thermophilus, qui est constitué d'un ICE et d'un CIME intégrés en
tandem (Pavlovic et al. 2004). L’accrétion semble répandue au sein des éléments
génétiques mobiles chez les procaryotes (Boccard et al. 1989; Immonen et al. 1998;
Pavlovic et al. 2004; Coleman et al. 2006; te Poele et al. 2008; Brochet et al. 2008a;

Lechner et al. 2009; Bellanger et al. 2011), méme si ce phénomene est peu caractérisé.
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Ainsi, 'ICE pSAM2 de Streptomyces ambofaciens ATCC 23873 est flanqué d'un autre
ilot. Ces 2 éléments sont séparés par un site de recombinaison et I’ensemble est bordé
de deux sites att (Boccard et al. 1989). L'ICE Tn5481 de Lactococcus lactis est quant a
lui un élément composite (Immonen et al. 1998) qui serait constitué d"un ICE et d'un
CIME. Dans la souche DSM12804 de Bordetella petrii, 'lCE GI3 est intégré en tandem
avec deux autres ilots génomiques (Lechner et al. 2009). La cyanobactérie marine
Prochlorococcus porte un ilot composé de 12 éléments intégrés en tandem séparés par
13 répétitions qui pourraient correspondre a des sites att ou a des vestiges de sites att
(Coleman et al. 2006). Certains événements d’accrétion impliquent deux éléments
possédant des intégrases différentes. Ainsi, chez Streptomyces avermitilis, les deux ICE
putatifs Sav3708 et Sav3728 sont intégrés en tandem alors que leur deux intégrases ne

présentent que 24 % d’identité protéique (te Poele et al. 2008).

Les analyses in silico effectuées sur les 8 premiers génomes séquencés de
souches humaines de S. agalactiae ainsi que celles réalisées au cours de ces travaux
montrent 'importance de ce phénomeéne chez cette espece (Brochet et al. 2008a).
Chez les 8 premieres souches humaines analysées, tous sites d'intégration confondus,
douze éléments, soit un tiers des éléments décrits, portent des sites de recombinaison
internes ou sont des éléments composites, dont 5 intégrés dans I'extrémité 3" du gene
codant un ARNtLs. De plus, la souche COHI ne porte pas de site de recombinaison
attL mais un site att] qui serait la marque d'un précédent événement d’accrétion. La
caractérisation des éléments intégrés a ce locus dans 12 autres souches a permis de
mettre en évidence 4 nouveaux éléments composites. L’analyse systématique de plus
de 200 souches révele la présence d’au moins 18 cointégrats. Enfin, la recherche des
sites de recombinaison a permis de mettre en évidence de nombreux éléments
portant plus de deux sites att et qui pourraient ainsi étre des éléments composites.
Ainsi, 37 ICE potentiels (dont les 18 cointégrats), 44 IME putatifs de type
IME_2603_tRNALys, c'est-a-dire la totalité de ceux observés, 3 dérivés d'ICE et 50
CIME putatifs portent au moins 3 sites de recombinaison. Cela représente 134

éléments soit 57% de la population.

Au cours de ces travaux, des expériences de conjugaison ont été effectuées.
Aucune souche sans élément intégré dans l'extrémité 3" du géne codant un ARNtLys

n’avait alors pu étre caractérisée. Les tests de transfert d'ICE_515_tRNALvs ont alors

175



été réalisés vers des souches possédant un élément intégré a ce locus, ICE ou CIME.
Ces transferts ont abouti a la formation d’éléments composites avec un ICE intégré
en tandem a proximit¢é d'un CIME ou d'un ICE. Il s’agit donc d’événements

d’accrétion.

ICE PAPI1 de Pseudomonas aeroginosa peut s’intégrer soit dans le second géne
codant un ARNtLs, soit a l'extrémité d'un autre élément PAPI2 (Qiu et al. 2006).
Contrairement a cet élément, ICE_515_tRNALys s’integre préférentiellement au niveau
du site attR de I'élément résident et jamais dans un des deux autres genes codant un
ARNthys. Cette intégration préférentielle au niveau du site attR a déja été observée
lors des événements d’accrétion entre ICESt3 et des CIME de S. thermophilus. Comme
précédemment lors du mécanisme d'immunité de cible, une différence d’affinité de
fixation par l'intégrase entre les sites attL et attR est possible. Si le site attR de
I'élément résident confére une immunité de cible inférieure a celle du site attL, alors
I'ICE s’intégrera majoritairement au niveau du site attR. De plus, les facteurs d’hote
peuvent également se fixer avec une plus grande affinité sur I'un ou l'autre des deux
sites de recombinaison et intervenir dans le choix du site d’intégration. Enfin, les
séquences présentes dans le gene codant I’ARNtLYs peuvent étre nécessaires pour la
fixation de I'intégrase ou de co-facteur. Ces séquences ne sont présentes qu’au niveau
du site attR et jamais au niveau du site attL ou de site interne. Cela favoriserait

lI'intégration au niveau du site attR de I'élément résident.

4.2 Accrétion interne

Les ICE portent fréquemment d’autres éléments mobiles, généralement des
séquences d’insertion, mais parfois des éléments plus complexes. Ainsi, ICEEc2 d’E.
coli contient un élément de la famille Tn7 (Roche et al. 2010) tandis que I'ICE SPI-7 de
Salmonella enterica serovar Typhi CT18 contient un prophage sopE bordé de
répétitions directes et intégré dans le gene samA appartenant a 1'opéron samAB
codant des enzyme de réparation de 'ADN (Pickard et al. 2003). De méme, de
nombreux éléments composites étroitement apparentés a Tn5252 et portant divers
éléments de la famille Tn916 en diverses positions ont été identifiés chez les

streptocoques (Mingoia et al. 2011).

ICE_18RS21_tRNAMs est un élément composite constitué d’un ICE et d'un IME de
type IME_18RS21_tRNALys, intégré dans l'origine de transfert de I'ICE. Les analyses

in silico effectuées au cours de ce travail ont permis de mettre en évidence 3 autres
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intégrations d'IME dans une oriT, ce qui n’avait jamais été décrit. Cette structure

pourrait résulter d"une insertion spécifique dans oriT.

Quelques ICE composites contenant un IME intégré dans un ICE avaient déja été
décrits. Ainsi, I'ICE CTnDOT de Bacteroides porte un IME de 13 kb conférant une
résistance a la résistance a l'érythromycine. Cet IME ne s’excise plus, mais son
module de mobilisation est toujours fonctionnel (Whittle et al. 2001). L'ICE Tn6103
de Clostridium difficile porte trois IME. L'un d’entre eux, ainsi que I'élément
composite en entier, sont capables de s’exciser (Brouwer et al. 2011). De méme,
ICESp2905 de S. pyogenes porte deux éléments apportant 'un une résistance a
I'érythromycine (élément Erm(TR)) et l'autre une résistance a la tétracycline
(Brenciani et al. 2011). L’élément Erm(TR) avait été interprété comme un ICE
(ICESp2907) car il peut se transférer seul a partir de la structure composite. La
réanalyse du contenu en genes suggere cependant que les deux éléments intégrés
dans ICESp2905 sont des IME car chacun de ces deux éléments code une intégrase a
sérine et une relaxase mais ne code pas de protéines de couplage ou de protéines du
pore de conjugaison. L'élément élément Erm(TR) est intégré dans l'extrémité 3 *
d’orf8 du module de conjugaison de I'ICE et est flanqué de répétitions directes de 21
pb. De plus, son transfert sans transfert de I'ICE n’est observé que si la réceptrice
possede un ICE apparenté a ICESp2905 (ICESp1108) et les transconjugants présentent
I'élément Erm(TR) intégré dans l'extrémité 3° de 1'homologue d’orfS§ porté par
ICESp1108. Ceci implique donc que l'élément Erm(TR) cible le module de
conjugaison  des  éléments de type  ICESp2905/ICESp1108  comme
IME_18RS21_tRNATs cible les éléments de type ICE_515_tRNAT.

De méme, les transposons de famille Tn7 résidant dans la cellule réceptrice ciblent
la structure ADN simple brin en cours de réplication par cercle roulant des éléments
conjugatifs lors de leur arrivée dans la cellule. Cet événement de transposition
conduit donc a I'intégration du transposon dans I'élément conjugatif (Wolkow et al.
1996). Certaines IS, se transposant grace a une réplicase a cercle roulant, c’est-a-dire
une transposase apparentée a une relaxase, ciblent également I’ADN simple brin.
Elles vont donc principalement transposer dans les éléments génétiques mobiles en
cours de transfert ou entrant dans la cellule réceptrice (Guynet et al. 2008). Ce type
d’IS est notamment intégré dans I'IME SGI1 (Kiss et al. 2012).
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4.3 Mobilisation en cis des CIME

Le transfert conjugatif d'ICE_515_tRNAL¥ vers la souche Nem316 porteuse de
CIME_Nem_tRNALys aboutit a la formation d’un élément composite qui s’excise et se
transfére, méme si la fréquence de co-transfert ne dépasse pas 0,1% des événements
totaux de transfert. L’excision d'un élément composite apres conjugaison et accrétion
site-spécifique en tandem d'un ICE et d'un IME ainsi que son transfert conjugatif
n’avait juste la été démontrée que pour ICESt3 (Bellanger et al. 2011). Toutefois, il
s’agit de la premiere mobilisation en cis d'un CIME naturel. En effet, I'élément utilisé
lors de la démonstration du modele chez S. thermophilus était totalement artificiel,
constitué des sites att d'ICESt3 et d'un geéne de résistance au chloramphénicol.
L’élément mobilisé au cours de cette étude est un élément composite complexe qui
est flanqué d'un site attR non apparenté a celui de I'ICE qui le mobilise. Les géenes
portés par CIME_Nem_tRNAL¥ ne sont pas impliqués dans le transfert mais
potentiellement dans la régulation. Ces travaux confirment que ce modéle s “applique
a d’autres streptocoques que S. thermophilus et qu’il pourrait jouer un réle majeur
dans l'évolution des génomes bactériens, d’autant plus que Ilintégrase
d’'ICE_515_tRNALys et celle d'ICESt3 sont différentes. ICE_FSLS3-026 tRNALys
s'integre également en tandem avec CIME_Nem_tRNALys et pourrait donc également
mobiliser ce CIME en cis.

Lors de ces travaux, 64 CIME putatifs intégrés dans 'extrémité 3’ du gene
codant un ARNtLys ont été caractérisés, portant des sites att homologues a ceux
trouvé chez les autres éléments. Si un ICE s’integre en tandem avec ces éléments
comme le font ICE_515 tRNALys et ICE_FSLS3-026_tRNALys avec CIME_Nem_tRNALys

alors tous ces éléments sont susceptibles d’étre mobilisés en cis.

Les 3 autres ICE caractérisés a I'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys chez
S. agalactine ne se transferent pas dans les conditions testées. Il serait toutefois
possible qu’ils se transferent par mobilisation en cis apres accrétion avec un autre
ICE. De méme, au moins deux de ces ICE s’excisent et il serait donc possible qu’ils
soient mobilisés en trans en utilisant leur oriT et tout ou partie des protéines codées

par le module de conjugaison d'un élément apparenté.

Enfin, certains ilots génomiques de S. agalactiae provoquent le transfert de
larges fragments d’ADN chromosomique par un mécanisme de mobilisation en cis
de type Hfr (Brochet et al. 2008b; Sorensen et al. 2010).

178



La mobilisation en cis serait donc un mécanisme majeur générant de la

diversité dans les génomes de S. agalactiae et pourrait ainsi contribuer a I'évolution

des génomes bactériens d’autres especes.

4.4. Plasticité des tandems ICE-IME

L'ilot génomique intégré dans le gene d’ARNtlys de la souche 26023V/R
(ICE_2603_tRNA™v) est un élément composite présentant une structure de type ICE-
IME-gene d’ARNtLys. Pour les 15 autres éléments ayant une structure en tandem
décrits dans cette étude, 5 possédent une organisation similaire et au moins 5 autres
une organisation de type IME-ICE-gene d’ARNtlys. Ces différentes structures
peuvent s’expliquer par une intégration différentielle de I'élément entrant dans le site
attL ou attR de l'élément résident. Les tests réalisés au cours de ces travaux
démontrent une intégration préférentielle de I'ICE dans le site attR, ce qui entraine
une structure de type IME-ICE-tRNALs si lors d'un transfert de I'ICE, la réceptrice
possede un IME résident. La structure ICE-IME-tRNALys pourrait s’expliquer par
I'intégration d'un IME dans le site attR d'un ICE résident. Les préférences de cette
intégrase, qui n’est apparentée que de fagon lointaine a celle des ICE, sont cependant
inconnues. L’analyse des transconjugants obtenus lors du transfert d'ICESt3 de S.
thermophilus vers une souche résidente possédant un CIME a montré que I'ICE
s'intégrait préférentiellement dans le site attR ce qui conduit a une structure CIME-
ICE-fda. Cependant, des hybridations spécifiques ont montré que tous les clones
obtenus possédaient en plus de la structure attendue, la structure alternative ICE-
CIME-fda, généralement en quantité trés nettement plus faible (Bellanger et al. 2011).
Par ailleurs, 'analyse des transconjugants suggere, a partir de ces structures, une
excision des deux éléments seuls et de 1'élément composite. La présence des deux
formes, une minoritaire et ’autre majoritaire dans le méme clone, s’expliquerait par
la dynamique des différentes excisions et insertions possibles, qui conduirait a la
présence de formes différentes dans différentes cellules du méme clone. Il serait donc
également possible que les structures observées chez S. agalactiae soient dues a des

remaniements intracellulaires et a la dynamique des tandems.
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4.5. Accrétion IME-ICE : mobilisation en cis ou en trans des IME ?

D’apres la définition originale, les IME s’excisent de maniere autonome puis
utilisent la machinerie de conjugaison d'un autre élément pour se transférer
(Pavlovic et al. 2004). Cependant, apres accrétion en tandem entre un ICE et un IME,
les deux éléments pourraient a priori se transférer ensemble (co-transfert) ou
séparément. Un IME catalysant sa propre excision pourrait étre mobilisé en trans par
I'ICE du tandem ou bien par un autre élément conjugatif de la cellule. De plus, I'ICE

pourrait mobiliser en cis I'IME.

Les éléments de type IME_18RS21_oriT semblent cibler 1'origine de transfert
d‘un ICE. L’intégration de 1'élément dans l'origine de transfert modifie la séquence
de l'oriT (Figure 26, oriT de la souche 18RS21). L’intégration des IME de type
IME_18RS21_oriT dans 1'origine de transfert pourrait donc avoir pour conséquence
d‘inhiber la reconnaissance d’oriT et/ou la coupure du site nic par la relaxase. Le
transfert de I'ICE composite pourrait donc étre compromis. Cependant, la
modification ne touche que 4 nucléotides d’oriT et l'origine de transfert pourrait
rester au moins en partie fonctionnelle. Dans ce cas, les deux éléments pourraient a
priori se transférer ensemble (co-transfert et mobilisation en cis) ou 'IME pourrait se
transférer seul par mobilisation en trans. Ceci serait similaire a ce qui est observé
pour ICESp2905 ou I'ICE reste mobile malgré l'intégration d’Erm(TR) dans son
module de conjugaison et les deux types de transfert sont observés (co-transfert et
transfert de 'IME seul) (Brenciani et al. 2011).

Enfin, L'IME pourrait également mobiliser 'ICE en cis. En effet, I'intégrase
codée par I'IME pourrait catalyser 1'excision de I'ICE composite (IME + ICE), et la
relaxase de 'IME pourrait recruter la machinerie conjugative d"un troisieme élément

ou de I'ICE afin de mobiliser I'ICE composite.

5. Conclusion et perspectives

En conclusion, ces travaux ont permis de mettre en évidence la présence chez
S. agalactine de 3 familles d’éléments intégrés dans I'extrémité 3" du géne codant un
ARNtlys (ICE_515_ARNTtLys et éléments apparentés, IME_2603_ARN{tvs et éléments
apparentés et IME_oriT_ARNtlys et éléments apparentés). Ces éléments sont
omniprésents dans la population de cette bactérie puisque seulement 4 souches ne
portent pas d’élément intégré dans le locus considéré (pour 254 souches analysées

soit 2% des souches). L’extrémité 3" du géne codant un ARNtLYs serait un point chaud
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d’intégration. Les ilots intégrés dans ce locus participent a la diversité et a la
plasticité du génome de S. agalactiae. 52% souches isolées de poisson possédent un
IME de type IME_2603_tRNAL¥ et aucune ne posséde d'ICE. En revanche, 35% des
souches d’origine humaine portent un ICE putatif intégré au locus considéré et
seulement 20% possedent un IME de type IME_2603_tRNAL¥s. Ainsi, méme si les
éléments intégrés dans l'extrémité 3" du gene codant un ARNtLys sont présents dans
les génomes de souches quelle que soit leur origine, la répartition semble tout de

méme dépendante du type d’élément considéré.

Les analyses comparatives des génomes des souches d’origine humaine et
bovine avaient révélé que les deux populations sont distinctes et que leur diversité
résulte essentiellement de la présence d‘ilots génomiques (Bisharat et al. 2004; Dogan
et al. 2005; Sukhnanand et al. 2005). Pourtant, des souches de différentes origines
(humaine, bovine, souches isolées de poisson, de grenouille, de chien ou de phoque
gris) portent des éléments étroitement apparentés intégrés dans le locus considéré.
Ceci suggere donc que, ces souches de toutes origines de S. agalactiae échangent du
matériel génétique par transfert horizontal, malgré leurs divergences et leurs niches

écologiques différentes.

Ces éléments semblent donc se transférer et se maintenir dans la population.
IIs permettent également de répandre des génes impliqués dans la virulence a la fois
dans S. agalactine mais également vers d’autres especes de streptocoques et
constituent un exemple supplémentaire de contribution des ICE au pouvoir
pathogene des souches. La fonction de certains génes ayant un role dans 1’adaptation
a été étudiée mais il serait pertinent d’observer si les fonctions codées par ces
éléments sont en relation avec l'origine des souches, leur caractere pathogene ou
commensale ou leur sérotype. Une comparaison des éléments, intégrés dans le locus
considéré, des 8 souches humaines ainsi que des 12 souches étudiées au cours de ces
travaux suggere cependant que ces fonctions d’adaptation ne seraient pas

dépendantes de I'origine de la souche.

Au cours de ces travaux le transfert par conjugaison d’'ICE_515_ARNt¥s et
d’'ICE_FSLS3-026_ARNtlys a été démontré. Ces deux éléments sont issus
respectivement d’une souche d’origine humaine et d’une souche d’origine bovine.

Toutefois, les tests de transferts n’ont été réalisés que vers des souches réceptrices
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portant un élément intégré dans le locus considéré et d’origine humaine. Des tests de
transfert vers des souches ne portant pas d’élément ou d’autres origines pourraient

étre intéressants a réaliser.

Les analyses in silico démontrent que les éléments mobilisables sont répandus
au sein des génomes de S. agalactize. Ces éléments seraient impliqués dans la

diversité et la plasticité du génome de cette bactérie.

Ce travail a démontré l'accrétion d'un ICE et d'un CIME. L'étude de la
stabilité des tandems obtenus pourrait étre envisagée et permettrait d’apporter des
informations sur les facteurs pouvant influencer 1'évolution des tandems et la
formation d’éléments chimériques. De plus la mobilisation en cis d"'un CIME par
ICE_515_ARNtvs a été démontrée au cours de ce travail. Il serait intéressant de
déterminer si cet élément mobilise d’autres ilots en cis ou en trans, notamment
ICE_COHI1_tRNAMs a coté duquel il s’intéegre en tandem. Cela permettrait
d’appréhender I'apport de cette famille d’éléments et de la mobilisation en cis dans la

diversité et la plasticité des génomes de S. agalactiae.

Lors d"un événement d’accrétion entre un IME et un ICE ou impliquant deux
ICE, T'élément composite code deux intégrases. Cette situation est notamment
observée avec ICE_2603_tRNA™vs. Dans ce cas, 1'élément composite ICE+IME et 'IME
seul s’excise. Les deux intégrases pourraient provoquer 1'excision de ces éléments, la
délétion de I'une d’entre elles permettrait d’étudier son implication dans le processus
d’excision. Il serait également intéressant de tester le transfert de ces IME par
mobilisation en trans, par des ICE de type ICE_515_ARNt¥s ou par des éléments
différents, intégrés a d’autres loci, comme Tn916. Pour ce faire, 1'élément
mobilisateur devra fournir une machinerie de conjugaison a 1'élément mobilisé. Cela
permettrait d’appréhender 1'apport de cette famille d’éléments et de la mobilisation

dans la diversité et plasticité des génomes de S. agalactiae.

Au cours de ce travail, une famille d'IME ciblant I'origine de transfert d’autres
éléments conjugatifs a été caractérisée. Toutefois, ces éléments ne semblent pas
s'intégrer exclusivement dans les oriT et il serait intéressant d’étudier leur spécificité
d’intégration et d’observer si ces éléments s’integrent dans d’autres origines de
transfert ou seulement celle de la famille d'ICE_515 tRNALys et de Tn916. La
mobilisation de ces éléments par des ICE pourra également étre testée. L'intégration

de ces éléments dans une origine de transfert modifie la séquence de cette derniere.
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ICE_18RS21_tRNALys, contenant un IME de la famille IME_18RS21_oriT, ne se
transfere pas mais trois genes du module de conjugaison de cet ICE semblent
tronqués. Afin d’observer l'impact de lintégration d'un élément de type
IME_18RS21_oriT, cet élément pourrait étre mobilisé vers ICE_515_ARNtL¥s. Des tests

de conjugaison de cet ICE élément composite pourraient alors étre entrepris.

Enfin, les relaxases codées par les 5 ICE intégrés dans l'extrémité 3° du gene
codant un ARNtLys possédent un domaine HTH homologue a celui porté par les
régulateurs des éléments. Il serait donc possible que la relaxase joue un role dans la
régulation et 'expression des genes de I'ICE. Ce domaine HTH est également présent
chez la relaxase de tous les ICE de la famille d'ICESt3 mais son role n’a jamais été
étudié. La délétion du gene codant la relaxase a été entreprise au cours de ces travaux
mais n'a pas abouti. Afin d’étudier le role de la relaxase dans la régulation des
éléments, cette protéine pourrait étre surexprimée chez S. agalactiae et 'impact de la
surexpression sur l'excision et le transfert de I'élément pourrait étre analysé. De
méme, des fusions transcriptionnelles des promoteurs responsables de la
transcription des geénes impliqués dans le transfert de 1'élément pourraient étre
réalisées avec le géne codant une protéine fluorescente (Gfp) afin d’étudier
’expression de ces promoteurs lors de la surexpression de la relaxase. En parallele, la
protéine pourrait étre surproduite et purifiée afin d’étudier sa fixation sur les

promoteurs de I'ICE.
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Conjugative Transfer and cis-Mobilization of a Genomic Island by an
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Putative integrative and conjugative elements (ICEs), i.e., genomic islands which could excise, self-transfer by conjugation, and
integrate into the chromosome of the bacterial host strain, were previously identified by in silico analysis in the sequenced ge-
nomes of Streptococcus agalactiae (M. Brochet et al., J. Bacteriol. 190:6913-6917, 2008). We investigated here the mobility of the
elements integrated into the 3’ end of a tRNA™* gene. Three of the four putative ICEs tested were found to excise but only one
(ICE_515_tRNA"") was found to transfer by conjugation not only to S. agalactiae strains but also to a Streptococcus pyogenes
strain. Transfer was observed even if recipient cell already carries a related resident ICE or a genomic island flanked by attL and
attR recombination sites but devoid of conjugation or recombination genes (CIs-Mobilizable Element [CIME]). The incoming
ICE preferentially integrates into the 3’ end of the tRNA"* gene (i.e., the atfR site of the resident element), leading to a CIME-
ICE structure. Transfer of the whole composite element CIME-ICE was obtained, showing that the CIME is mobilizable in cis by
the ICE. Therefore, genomic islands carrying putative virulence genes but lacking the mobility gene can be mobilized by a related

ICE after site-specific accretion.

obile genetic elements (MGEs) and genomic islands play a

key role in bacterial genome evolution by disseminating new
genes and phenotypes to the recipient cells (1). The multiplication
of bacterial genome sequencing projects in the last few years pro-
vides a remarkable opportunity to explore the pool of bacterial
genetic mobile elements or “mobilome” (2, 3).

Bacterial genome analyses pointed out a novel class of wide-
spread MGEs, called integrative and conjugative elements (ICEs),
and related genomic islands (4-7). These chromosomal elements
can excise by site-specific recombination, transfer by conjugation
to another bacterial cell and integrate into the chromosome of the
recipient cell (4, 7). ICEs are characterized by a combination of
modules that can either be involved in their dissemination and
maintenance (recombination, conjugation, and regulation mod-
ules) or confer adaptive functions to their host (catabolic proper-
ties, virulence, and antibiotic resistance) (8, 9). They evolve by
acquisition, deletion, and exchange of these modules between dif-
ferent ICEs or with other MGE:s (5, 8). The excision of most ICEs
relies on an integrase of the tyrosine recombinase family, which
catalyzes the site-specific recombination between identical se-
quences carried by attL (left attachment site) and attR (right at-
tachment site) recombination sites flanking the element. This
leads to the excision of a circular form of the ICE harboring an att]
site (attachment site of ICE) and to a chromosomal attB (bacterial
attachment site) empty site. After transfer, the circular ICE gener-
ally integrates into the chromosome of the recipient cell by site-
specific recombination between identical sequences carried by the
att] site and the attBsite, including the 3’ end of a tRNA gene, of a
gene encoding ribosomal protein or another gene encoding a con-
served protein (4).

In Gram-negative bacteria, the transfer of conjugative plas-
mids is initiated by a relaxase that nicks plasmid at the origin of
transfer (oriT) and interacts with a coupling protein to convey
DNA to a transport channel crossing the bacterial cell envelope
(10). Little is known about the components of the conjugation
machinery of conjugative plasmids and ICEs from Firmicutes (7).
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The conjugation machinery of Firmicutes has been studied exten-
sively for two conjugative plasmids: pIP501 of Streptococcus aga-
lactiae and pCW3 of Clostridium perfringens (10). Major proteins
of these conjugative systems include a relaxase ensuring DNA pro-
cessing, an ATPase that likely energizes the DNA transport pro-
cess, a coupling protein that links the relaxosome with the trans-
port apparatus, and a peptidoglycan hydrolase to facilitate the
assembly of the transport channel in the membrane (10). For
ICEBs1 of Bacillus subtilis, the ATPase ConE colocalized with ex-
cised ICEBsI DNA at or near the cell poles, suggesting that the
conjugation machinery assembles at the donor cell poles (11).

Genomic islands, which carry a recombination module but
encode only some the proteins required for conjugation (relaxase,
other proteins of the relaxosome, and sometimes the coupling
protein), could excise and use the transport apparatus of unre-
lated ICEs and conjugative plasmids to transfer into a recipient
cell and were thus called integrative mobilizable elements (IMEs)
(5). Other elements that lack recombination and conjugation
modules but are flanked by recombination sites and derived from
ICEs have been reported (8, 12). We recently demonstrated in
Streptococcus thermophilus that a related ICE can integrate in these
recombination sites and mobilize in cis the element (thus called
Cls-Mobilizable Element [CIME]) (13).

We have previously detected 35 different ICEs, IMEs, and re-
lated genomic islands in eight sequenced genomes of S. agalactiae
(group B streptococci) (14), an opportunistic pathogen responsi-
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ble for invasive bacterial diseases in human neonates (15) and
causing infections in various animals (16, 17). In the present
study, we examined the functionality of putative ICEs of S. aga-
lactiae that are integrated at the 3" end of a gene encoding a tRNA
lysine (CTT anticodon) and carry a conjugation module distantly
related to those of the ICEs RD2 from S. pyogenes and ICESt3 from
S. thermophilus. We first test their excision as a circular form and
then their conjugative transfer inside the S. agalactiae species and
to other Firmicutes species. We also examine the ability of the ICEs
to cis-mobilize a genomic island integrated into the same locus.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions. The original strains, sponta-
neous resistant strains, and plasmids used to obtain recipient or donor
strains are listed in Table 1. Strains which were modified or mu-
tated were named according to the modification. For example, the
S. agalactiae Nem316 Rif" Str" strain refers to a spontaneous mutant
selected from S. agalactiae Nem316 strain which is resistant to rifam-
pin and spectinomycin.

S. agalactiae, Streptococcus uberis, and Streptococcus dysgalactiae subsp.
dysgalactiae strains were grown in brain heart infusion (BHI; Difco) broth
at 37°C with shaking at 150 rpm. Streptococcus pyogenes and Enterococcus
faecalis strains were grown in the same conditions but without shaking.
Solid cultures of these species were made on tryptic soy plates supple-
mented with defibrinated horse blood (5%). S. thermophilus strains were
grown in reconstituted skim milk (10% [wt/vol]), M17 broth supple-
mented with 0.5% lactose (LM17; Oxoid) at 42°C in anaerobic conditions
(GENbox Anaer atmosphere generators and incubation jars from bio-
Meérieux). Streptococcus salivarius strains were grown in M17 broth sup-
plemented with 0.5% glucose (GM17; Oxoid) at 37°C in anaerobic con-
ditions. Streptococcus mutans strains were grown in Todd-Hewitt broth
supplemented with 0.1% of yeast extract (Oxoid) at 37°C in anaerobic
conditions. Cultures were supplemented with the following antibiotic
when required: chloramphenicol, 16 g ml™; erythromycin, 50 pg ml ™ ';
rifampin, 75 g ml ™~ '; spectinomycin, 500 wg ml~; or streptomycin, 250
pgml '

Escherichia coli strains were grown in Luria-Bertani (LB) broth at 37°C
with shaking at 200 rpm. Recombinant plasmids derived from the
pG+host9 vector were transformed into E. coli EC101 strain, a strain
which contains a chromosomal copy of the pWVO01 repA gene (18), and
selected at 37°C on LB medium containing 150 g of erythromycin ml ™.

DNA manipulations, PCR, and pulsed-field gel electrophoresis.
Preparation of chromosomal and plasmid DNAs was performed accord-
ing to standard protocols (28).

PCRs and high-fidelity PCRs were carried out according to the man-
ufacturer’s instructions using the ThermoPol PCR kit (New England Bio-
Labs) and the Phusion high-fidelity DNA polymerase (Thermo Scien-
tific), respectively. PCRs were performed with 4 g of DNA template
ml~ ' and included 30 cycles of amplification. The annealing step was
executed at 5°C below the melting temperature (T,,) of the primers for

m

standard PCR (ThermoPol PCR kit) and at a 3°C above the T,, of the
primers for high-fidelity PCR (Phusion high-fidelity DNA polymerase).
The primers used in the present study were purchased from Eurogentec
and are listed in Table S1 in the supplemental material.

Transconjugants were confirmed by PCR using primers located in
the SAG2026 (corresponding to the SAL_2079 gene in strain 515,
100% identical to the SAG2026 gene) gene. Transconjugants of S.
pyogenes were also confirmed by PCR using a primer located in the ICE
integrase gene (intICESa03 Fwd) and a primer located in the tRNA™*
gene (tRNA™*) (see Table S1 in the supplemental material).

The characterization of the CIME-ICE composite elements in the
transconjugants of strain Nem316 was performed using three sets of
primers: SAG2026-1 and intICESa03 Fwd (for integration in the attL site),
intICESa03 Fwd and SAG1986 Rev (for integration in the attI site), and
SAG1986 Fwd and SAG2026-1 (for integration in the attR site). Two pairs
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of primers (SAG2026-1/tRNAMet Rev and SAG2026-1/tRNA16S Rev)
were also used to examine integration in the two other tRNA™* genes.

Nested PCR were performed to determine the presence of an att! site
and an attB site using two steps. The first step corresponds to a standard
PCR except that 25 cycles of amplification were made instead of 30. In the
second step, template corresponds to the PCR product obtained in the
first step and primers used are internal to this fragment. Primers location
and orientation are indicated in Fig. 2 and 5. Conditions used are those of
the standard PCR described above. The attl and attB fragments obtained
by PCR were sequenced to confirm their specificity.

Pulsed-field gel electrophoresis experiments were carried out as de-
scribed previously using Smal as the restriction enzyme (25).

ICE tagging. ICE was tagged at its left hand side by a resistance gene
using the pG+host9 spc vector. Vector pG+host9spc is a derivative of the
pG+host9 plasmid carrying a spectinomycin resistance gene (X. Bel-
langer, unpublished data). The resistance cassette was obtained from the
pSET4S plasmid by digestion with the Spel restriction enzyme and ligated
to Xbal-digested pG+host9 plasmid (Bellanger, unpublished).

The locus tagged is the SAG2026 (SAL_2079) gene encoding the
ATPase subunit of an ABC transporter. This gene belongs to an operon
homologous to the yydFGHIJ operon of from Bacillus subtilis (32),
which likely encodes a system of synthesis, maturation, and export of a
signaling and/or antibacterial peptide. This operon is complete only in
strain COH1; two genes are missing in the three other strains.

To construct the mutant, the 5" and 3’ ends of SAG2026 gene were
independently amplified by PCR (using the primers SAG2026-1-HindlIII,
SAG2026-2-Avrll, SAG2026-3-Avrll, and SAG2026-4-EcoRI) and sub-
cloned in the pSL1180 vector. An erythromycin resistance gene amplified
from pG+host9 was inserted in the internal Avrll site, and the whole
insert (containing the two SAG2026 fragments separated by the ery cas-
sette) was then cloned into pG+host9spc to give pG+host9spc-
SAG2026ery, which was used to transform S. agalactiae by electroporation
(33). Two crossovers, upstream and downstream from the tagged region,
were selected as described previously to obtain replacement of the gene by
the ery resistance gene (26).

Attempts to obtain strains of S. agalactiae devoid of elements inte-
grated in tRNA™*. In order to find a strain devoid of element integrated
into the 3’ end the tRNA™* “TT gene to be used as recipient strain during
mating experiments, a large collection of strains of S. agalactiae (n = 70)
was screened by PCR. The primers used are specific for SAG1986
(SAG1986 Fwd and SAG1986 Rev) and SAG1993 (intICESa03 Fwd and
intICESa03 Rev) integrase genes of ICE_2603_tRNA"" and specific for the
SAG2026 gene (SAG2026-1 and SAG2026-4).

Two strategies were also tested for curing cells from their resident
element. First, plasmids expressing the integrase and excisionase genes
and carrying attR recombination site of ICE_515_tRNA™* were con-
structed and electroporated in the Nem316 and 515 strains. The purpose
was to increase the excision of the elements and to select cells which would
have lost them after 100 bacterial generations, as previously obtained for
ICESt3 (26). The second strategy relied on exposition of the cells to mito-
mycin C in order to increase the excision of the ICE, as described for the
distantly related ICEs ICESt3 and RD2. This strategy was tested on strain
515. Since the loss of the element could be hampered due to a putative
toxin-antitoxin system encoded by ICE_515_tRNA™* (SAL_2044-
SAL_2045 ORF), we also constructed a mutant deleted in the toxin gene to
try to obtain cells cured of their ICEs.

Selection of spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mu-
tants to be used as recipient cells in filter-mating experiments. In a first
step, rifampin-resistant mutants were selected by plating the parental
strain on appropriate media containing rifampin (75 pg ml ™). In a sec-
ond step, rifampin- and streptomycin-resistant mutants were selected by
plating the rifampin-resistant mutants obtained in the first step on appro-
priate media containing streptomycin (250 g ml™'). All of the selected
mutants were confirmed by sequencing of the sodA gene (34) (see Table S1
in the supplemental material).

jb.asm.org 1143
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TABLE 1 Strains and plasmids used in this study

Source or
Strain or plasmid Relevant phenotype or genotype” reference
Strains
S. agalactiae
515 Wild-type strain, carrying a putative ICE (ICE_515_tRNA""*) 19
2603V/R Wild-type strain, carrying a composite ICE-IME element (ICE_2603_tRNAY~), encodinga 20
truncated conjugal transfer protein OrfD (ATPase VirB4 homolog)
COH1 Wild-type strain, carrying a putative ICE (ICE_COHI_tRNA""), encoding a truncated 19
conjugal transfer protein OrfD (ATPase VirB4 homolog)
18RS21 Wild-type strain, carrying a putative ICE (ICE_I18RS21_tRNAM"), encoding three 19
truncated conjugal proteins (OrfC, OrfD, and OrfL)
Nem316 Wild-type strain, carrying a putative CIME (CIME_Nem_tRNA"") 21
A909 Wild-type strain, carrying a putative IME (IME_A909_tRNA"") 19
515 (ICE_515_tRNA " ery) Strain carrying ICE_515_tRNA""* tagged by an Ery" cassette, Ery" This study
515 (ICE_515_tRNAM*cat) Strain carrying ICE_515_tRNA™* tagged by a Cm" cassette, Cm" This study
2603V/R (ICE_2603V/R_tRNA ery) Strain carrying ICE_2603V/R_tRNA"" tagged by an Ery" cassette, Ery" This study
COHI (ICE_COHI_tRNA " ery) Strain carrying ICE_COHI_tRNA"* tagged by an Ery" cassette, Ery" This study
18RS21 (ICE_18RS21_tRNAery) Strain carrying ICE_I8RS21_tRNA"" tagged by an Ery" cassette, Ery" This study
Nem316 (CIME_Nem_tRNA""cat) Strain carrying carrying CIME_Nem_tRNA"” tagged by a Cm" cassette, Cm" This study
COH1 Rif" Str" Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
Nem316 Rif" Str* Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
A909 Rif" Str" Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
S. mutans
UAI159 Wild-type strain, no element integrated in the tRNA"* “"" gene 22
UA159 Rif* Str* Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
S. salivarius
CIP102503 Wild-type strain Institut Pasteur
collection
JIM8777 Wild-type strain, with a putative IME integrated in the tRNA"* “TT gene 23
CIP102503 Rif" Str* Spontaneous rifaimpin- and streptomycin-resistant mutant This study
JIM8777 Rif* Str" Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
S. thermophilus
LMG18311 Wild-type strain, with a putative CIME-IME composite element integrated in the 24
tRNAD* “TT gene
LMG18311 Rif" Str* Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
S. uberis
20388 Wild-type strain 25
21458 Wild-type strain 25
20388 Rif" Str* Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
21458 Rif" Str" Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant This study
S. dysgalactiae
14998 Wild-type strain 25
16192 Wild-type strain 25
14998 Rif" Str* Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant This study
16192 Rif" Str* Spontaneous rifampin- and streptomycin-resistant mutant This study
S. pyogenes
ATCC 12202 Wild-type strain ATCC
ATCC 12202 Rif Spontaneous rifampin-resistant mutant 26
E. faecalis
JH2-2 Rif", Fus" 27
JH2-2 Rif* Str* Spontaneous streptomycin-resistant mutant This study
E. coli
EC101 supE hsd-5 thi (lac-proAB) F (traD6 proAB lacl® lacZ M15) repA, derivative of strain TG1 18
DH5«a supE44 lacU169 ($80 lacZ M15) hsdR17 endA1 gyrA96 thi-1 relAl 28
Plasmids
pG+host9 3.8 kb, pWVO01-type thermosensitive replication origin (Ts) from pVE6002, Ery" 29
pSET4s 3.8 kb, pWVO01-type Ts from pVE6002, lacZ', Spc* 30
pSET5s 3.8 kb, pWVO01-type Ts from pVE6002, lacZ', Cm" 30
pSL1180 3.4 kb, pMB1 origin, superpolylinker for vector construction, Amp* 31

“ Abbreviations: Amp*, ampicillin resistance; Cm?, chloramphenicol resistance; Ery", erythromycin resistance; Fus’, fusidic acid resistance; Rif*, rifampin resistance; Spc’,
spectinomycin resistance; Str’, streptomycin resistance.
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FIG 1 Open reading frame (ORF) organization and comparison of the elements integrated into the 3’ end of the tRNA™* “™" gene in S. agalactiae 18RS21, 515,
COH1, 2603V/R, A909, and Nem316. ORFs appear as arrows (truncated genes are indicated by a delta letter and underlined). The name of the gene where the
element is integrated appears in red. Genes of the conjugation module are indicated with blue arrows, genes of the regulation module are indicated with green
arrows, and genes of the recombination module are indicated with red arrows. When a putative domain has been found for the gene product or a putative
function can be assigned to its product, the gene is named accordingly (rel for relaxase, CP for coupling protein, ATPase, xis for excisionase, and int for integrase).
Other genes were named according to their similarity to ICESt1/St3 of S. thermophilus. The different genes encoding integrase, excisionase, and relaxase have been
given different numbers. The putative toxin-antitoxin system (SAL2044-2045 and homologs in the other ICEs) appear as a yellow ORFs. The putative oriT is
indicated by a star. Recombination sites are drawn as vertical rectangles. Black rectangles indicate identical sequences found in attL, attR, and attI sites. Yellow
rectangles indicate the arm of attR sites and the related arm of attI sites, and red rectangles indicate the arm of attL sites and the related arms of attI sites. Protein

identity higher than 80% is indicated in gray. Gaps in the genome due to missing contigs are indicated by a double slash.

Filter-mating experiments. The filter-mating protocol used was de-
scribed previously (26). Briefly, both donor and recipient strains were
grown overnight. A 15-ml culture in the relevant broth was inoculated
with 150 pl of overnight culture of the recipient or the donor strain. The
cultures were grown at the relevant temperature until mid-exponential
phase (optical density at 600 nm of 0.4). Cultures of the donor and recip-
ient were mixed and centrifuged for 15 min in a prewarmed centrifuge at
4,500 X g to form a cell pellet. The pellet was resuspended in 1 ml of BHI
broth with or without 50 ug of DNase I ml~' (35), and 150-pl aliquots
were spread on 0.45-pm-pore-size nitrocellulose filters (Sartorius) on
tryptic soy agar plates, which were then incubated for 15 h at 37°C. The
filters were removed from the agar plates and placed in 50-ml tubes con-
taining 10 ml of sterile BHI broth, and bacteria were recovered by vortex-
ing for 30 s. Various dilutions were spread on agar plates supplemented
with the appropriate antibiotics, and the plates were incubated for 24 h in
order to count the CFUs of the donor, the recipient, and the transconju-
gants.

DNA sequencing and sequence analysis. DNA sequencing was per-
formed on recombinant plasmids and PCR products by Beckman Coulter
genomics. BLASTN, BLASTX, BLASTP, and PSI-BLAST (36) were used to
search similarities to sequences in the GenBank database. Sequences were
aligned using Vector NTI advance 11 (Invitrogen).

Statistical analysis. Statistical analysis was performed as described by
Georgin and Mouet (37) and Cumming et al. (38). The means and stan-
dard errors from at least three independent experiments were determined.

RESULTS

Excision of the putative ICEs integrated in the 3’ end of a tRNA
lysine gene in S. agalactiae. We previously reported that eight
sequenced genomes of S. agalactiae display a genomic island inte-
grated into the 3’ end of the tRNA™* “™" gene (14). Among these
elements, four could be ICEs (in strains 18RS21, 515, COHI, and
2603V/R). The name that was given to the elements is com-
posed of the nature of the element followed by the name of the
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strain and the integration locus. One of these putative ICEs,
ICE_2603_tRNAY* is a composite element that carries an addi-
tional recombination module, an additional putative relaxase
gene and an internal atf] site that probably results from the accre-
tion of a putative ICE (left side from attL to attI) and a putative
IME (right side from attI to attR) (Fig. 1).

We looked for excised circular forms of these four putative
ICEs: one for ICE_515_tRNA™*, ICE_COHI_tRNA"", and
ICE_18RS21_tRNAM* (Fig. 2A) and three different possible circu-
lar forms for ICE_2603V/R_tRNA™" since this element carries an
internal attI site (Fig. 2C). By nested PCR, we detected an excised
circular form for ICE_515_tRNA™* and ICE_I8RS2I_tRNA™*
but not for ICE_COHI1_ tRNAD* (Fig. 2B). An empty attB site
was, however, detected for this latter strain (data not shown).
Furthermore, two different excised forms were observed for
ICE_2603_tRNA™* (Fig. 2D), indicating that the IME integrated
beside the ICE in this strain is able to excise alone or together with
the ICE. All of the fragments obtained by nested PCR were con-
firmed by sequencing.

Test of intraspecies conjugative transfer of the putative ICEs
integrated in the 3’ end of a tRNA lysine gene in S. agalactiae. To
test whether the four putative ICEs described above are able to
transfer by conjugation, they were tagged at their left extremity by
an erythromycin resistance cassette after allelic replacement of a
gene encoding a membrane subunit of a putative ABC transporter
(SAL_2079/SAG2026 gene) (Fig. 1).

The strains harboring these tagged elements were then used as
donor cells in filter mating experiments with three different recip-
ient strains that all harbor elements flanked by attL and attR sites:
(i) strain COHI, which harbors a putative ICE as mentioned pre-
viously; (ii) strain A909, which harbors a putative IME (i.e., an
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strain.

element with a recombination module, a gene encoding the relax-
ase, but lacks genes required for mating pore assembly); and (iii)
strain Nem316, which carries an element devoid of recombination
and conjugation genes (CIME). We were not able to test a recipi-
ent strain devoid of element integrated in the tRNA"* “™T gene
since all our efforts to obtain such a strain (by screening of a large
collection of strains or by artificial curing of a strain carrying an
element) were unsuccessful (see Materials and Methods for more
details).

ICE_515_tRNA"™* was found to transfer by conjugation to the
Nem316 strain and to the COHI strain at frequencies of 4.0 X
1077 +0.8X 10" 7and 0.7 X 1077 = 0.1 X 10~ CFU of transcon-
jugants per CFU of donor cells, respectively. As expected, PCR on
the SAL_2079/SAG2026 gene gave two fragments for the
transconjugants (one for the gene present on the resident element
and another of higher size corresponding to the gene that is car-
ried by the incoming ICE and is interrupted by the erythromycin
cassette) (data not shown). No transconjugant was obtained when
cell-cell contacts were prevented by placing a filter between donor
and recipient cells. Furthermore, the addition of DNase I in the
growth medium had no impact on the number of transconju-
gants, indicating that DNA transfer occurred by conjugation. No
transconjugant was obtained when the A909 strain was used as
recipient cells.

ICE was found to retransfer if transconjugants (carrying a
CIME cat-ICE ery element) were used as donor cells and rifampin-
streptomycin mutants of the Nem316 strain were used as recipient
cells. The frequency of retransfer was higher (2.2 X 107> = 0.9 X
107° CFU oftransconjugants per CFU of donor cells) than the one
obtained for transfer from strain 515 to strain Nem316. This in-
dicates that ICE_515_tRNA™" is able to self-transfer by conjuga-
tion and therefore is an ICE. In contrast, no conjugative transfer
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was observed for the three other putative ICEs tested (ICE_2603_
tRNAP*, ICE_18RS21_ tRNA™*, and ICE_COHI_tRNA™").

Test of interspecies conjugative transfer of ICE_515_
tRNA"", Since ICE_515_tRNA"* was shown to transfer by con-
jugation to a S. agalactiae recipient strain, we also tested whether it
can transfer to other bacterial species. Seven different species be-
longing to the Firmicutes were tested as recipient cells: S. salivarius
(CIP102503 and JIM8777), S. thermophilus (LMG18311), S. pyo-
genes (ATCC 12202), S. uberis (20388 and 21458), S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae (14998 and 16192), S. mutans (UA159), and E.
faecalis (JH2-2). Spontaneous rifampin and streptomycin mu-
tants were first selected for these strains in order to use them as
recipient cells in the mating experiments. Transconjugants were
obtained only when using S. pyogenes as recipient cells. However,
even for this species, transconjugants were obtained only in three
experiments out of nine experiments performed, and only 20 dif-
ferent clones of transconjugants were isolated. The acquired ICE is
integrated into the 3’ end of the tRNA™* “™" gene of the transcon-
jugants, as shown by PCR using primers located in this tRNA™*
gene and in the integrase gene of ICE_515_tRNA™* (Fig. 3A). In
addition, they have the same genetic background than the recipi-
ent S. pyogenes strain, as shown by pulsed-field gel electrophoresis
(Fig. 3B).

Site-specific accretion between ICE_515_tRNA™* and re-
lated elements. Since the Nem316 strain used as recipient cells for
the mating experiments carries an internal recombination site in
its element integrated in the tRNA™* ™" gene, the incoming ICE
could integrate into three different positions: the left (attL), the
internal (attl), or the right (atfR) recombination sites of the resi-
dent CIME (Fig. 4). Testing of 100 transconjugants by PCR indi-
cated that integration occurs preferentially in the atfR recombina-
tion site (96% versus 4% in the attL site and 0% in the attI site),
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FIG 3 Analysis of eight clones of transconjugants obtained after filter-mating
experiments between donor strain 515 (carrying ICE_515_tRNA™*) and re-
cipient strain S. pyogenes ATCC 12202. (A) Amplification of the right junction
of the ICEs in these clones as for donor cells, using primers specific of the
integrase genes and of the tRNA"* gene (lane D). The negative control is
S. pyogenes ATCC 12202, used as recipient cells (lane R). Lane M shows DNA
molecular weight marker. (B) Analysis of the transconjugants by pulsed-field
gel electrophoresis in parallel to the donor strain (lane D) and the recipient
strain (lane R).

giving rise to a CIME-ICE ery tandem (Fig. 4). Mating experi-
ments were also performed with a Nem316 recipient strain carry-
ing a CIME tagged with a chloramphenicol resistance gene, giving
rise to CIME cat-ICE ery tandem. PCRs were performed to am-
plify the two other tRNA™"* genes to determine whether they can
be used as secondary integration sites. None of the 100 transcon-
jugants tested carried an ICE in the two other tRNA™* genes,
indicating that integration is specific to the tRNA"* “'" gene.

Strain COH1 also gave transconjugants, although it already
carries a putative resident ICE that is integrated into the same site
and harbors very closely related conjugation and recombination
modules. The incoming ICE can thus theoretically integrate at two
different positions: in the left (attL) or in the right (attR) recom-
bination site of the resident ICE. Analysis of 12 transconjugants
indicated that they all integrated in the attR recombination site
giving rise to the formation of a tandem of ICEs.

Conjugative mobilization of CIME_316_ tRNAY® in cis by
ICE_515_tRNAY*. The empty attB site (Fig. 5B) and the attI site
(Fig. 5C) resulting from the excision of the whole CIME cat-ICE
ery tandem were detected by nested PCR in transconjugants,
showing the intracellular mobilization in cis of the CIME by the
ICE. The conjugative transfer of this composite element was then
investigated by filter matings using, as donor cells, the transcon-
jugant deriving from Nem316 strain carrying this tandem and, as
recipient cells, rifimpin-streptomycin spontaneous mutant of the
Nem316 strain. Putative transconjugants deriving from Nem316
Rif" Sm" were recovered on agar plates containing rifampin, strep-
tomycin, and either erythromycin or chloramphenicol. Among
900 erythromycin-resistant transconjugants analyzed, only one
carried both ICE and CIME; the others carried only the ICE alone.
The only transconjugant recovered by plating on chlorampheni-
col-containing agar was shown to carry both ICE and CIME.
These two transconjugants were analyzed by pulsed-field gel elec-
trophoresis. Their electrophoresis pattern reflects the acquisition
of a CIME-ICE tandem (one or two copies depending on the
transconjugant) (Fig. 6). Therefore, the accretion has led not only
to the intracellular mobilization in cis of the CIME by the ICE but
also to its conjugative mobilization in cis.
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FIG 4 Schematic representation of the site-specific integration of
ICE_515_tRNA"™* in the genome of strain Nem316 and schematic localization of
primers used to detect DNA molecules resulting from the site-specific recombina-
tion events. ICE_5I5_tRNA™* appears in black, and CIME_
Nem_tRNA"” appears in gray.

DISCUSSION

A circular form was detected for three out of the four ICEs inte-
grated in a tRNA™"* gene of S. agalactiae tested. In strain 2603V/R,
the whole composite ICE and the IME corresponding to its right
end are able to excise. The lack of excision of the putative ICE
corresponding to the left part of the composite ICE suggests that
the integrase requires sequences present in the tRNA™* gene
which are absent in the internal at] site. Alternatively, it is possible
that integrase binding to the attL site and to atfR moiety of attl;  is
not optimal for recombination, explaining why the distal a#tR site
is used for recombination instead of internal attR moiety of attl;,
Since the attR and attL sites of the ICE and of the IME are very
different, the excision of the whole composite element ICE-IME
requires that the integrase (of the ICE or of the IME) recognizes
the other type of sequence (attL of the ICE if excision is mediated
by the integrase of the IME or attR of the IME if the excision is
ensured by the integrase of the ICE). This suggests that this IME is
functional and could thus be trans- or cis-mobilized by an ICE. In
both cases, it would need a functional helper conjugation pore to
be transferred to a recipient cell. Although putative IMEs are fre-
quent in genomes in particular in S. agalactiae (14) and the pres-
ence of a high number of isolated relaxase genes in bacterial chro-
mosomes suggests that these elements are very frequent in bacteria
(6), very few IMEs have actually been characterized until now in
bacteria (5, 39). No circular form was detected for the fourth ICE
(ICE_COHI_tRNA"™*), but an empty integration site was detect-
able. This could indicate a loss of circular form in this strain in the
extraction conditions tested due to less quantity or higher degra-
dation of circular form than in the other strains. Alternatively, the
absence of amplification can also be due to the longer expected
size of the amplified fragment in this strain that carries two addi-
tional genes at the left-hand side of its ICE.

Screening of a large collection of strains of S. agalactiae did not
enable us to find a strain that does not carry a genetic element
integrated in the tRNA™* “"" gene in order to be used as recipient
in the mating experiments. Even a strain isolated from fish carries
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an element at this locus (40), which thus appears as a hot spot of
integration in this species. All curing attempts failed, although we
tested different strategies that proved to be efficient for distantly
related ICEs (26, 41). This could be due to the presence of a toxin-
antitoxin system that kills the cells that have lost the ICE. How-
ever, interruption of the toxin gene of the putative toxin-antitoxin
system identified on ICE_51 5_tRNAP”* did not allow curing the
strain even after a mitomycin C treatment. Our hypothesis is that
the ICE replicates in the cell as reported for two ICEs belonging to
the ICES?3 family (26, 41), leading to a high frequency of reinte-
gration in the chromosome even if excision is artificially increased.
This hypothesis would also explain why the numerous attempts to
interrupt the excisionase, integrase, relaxase, and other genes of

st ery int  tRNALYs
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FIG 6 Pulsed-field gel electrophoresis analysis of the two transconjugants
(M1 and M2) obtained after conjugative mobilization in cis of the CIME cat by
ICE ery. A strain deriving from Nem316 and harboring a tandem CIME cat—
ICE ery (indicated by “D” on the schema) and a mutant strain resistant to
rifampin and streptomycin deriving from Nem316 already harboring a resi-
dent CIME (indicated as recipient “R”) were used as donor and recipient
strains, respectively.
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the ICE failed (data not shown). Since we did not find a S. agalac-
tiae strain with an empty tRNA™"* gene site, we used in the mating
experiments a recipient strain that already carries a genetic ele-
ment (CIME, IME, or ICE) integrated at this locus.

In this study, we demonstrated the functionality of an ICE
carried by a human isolate of S. agalactiae. This is only the second
description of conjugative transfer of an ICE in this species (the
first one is TnGBS2 which uses a DDE transposase for its integra-
tion instead of a tyrosine recombinase [42] and carries an unre-
lated conjugation module). This ICE is related to two other ICEs
whose conjugative transfer has been demonstrated in other strep-
tococcal species: (i) RD2 of S. pyogenes (67 to 96% of identity for
the proteins involved in conjugation transfer but different recom-
bination module enabling integration into the 3’end of tRNA™"
gene) (41) and (ii) ICESt3 of S. thermophilus (35 to 67% of protein
identity for the conjugation proteins, unrelated recombination
module providing specific integration into the 3'end of fda gene)
(26). ICE_515_tRNA""* was successfully transferred by conjuga-
tion to two other S. agalactiae strains: Nem316 strain (carrying a
CIME) and COHLI strain (carrying a defective ICE). This led in
both cases to an accretion of two elements (CIME-ICE or ICE-
ICE) with a preferential integration of the incoming ICE at the
attR recombination site (that includes the end of the tRNAM*
gene). This attR preference was also observed for ICESt3 of
S. thermophilus, although it encodes an unrelated integrase that
catalyzes the integration in the fda gene instead of the tRNA™*
gene (13). This suggests that the integrase or a cofactor needs to
bind sequences present in the tRNA™* gene but absent in attL and
attl sites for efficient integration of the ICE.

The frequency of conjugative transfer was low compared to the
frequency of intraspecies transfer reported for ICEs of other Fir-
micutes (10-fold less than ICESt3 of S. thermophilus [26] and RD2
of S. pyogenes [41]). One hypothesis is that the occupation of the
recipient attB site by an element flanked by a#tR and attL recom-
bination sites reduces the frequency of ICE_515_tRNA"* transfer,
as was previously found for ICESt3 (13). The efficiency of ICE
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integration in recombination sites flanking the resident element is
likely reduced compared to an empty integration site. In addition,
the frequency of transfer is even lower when the resident element
of the recipient strain is an ICE (i.e., in strain COH1). This could
be due to an exclusion mechanism as described for other ICEs (7).
Furthermore, the atfR recombination site of IME_A909 tRNAD*
and CIME_Nem316_tRNA"* resident elements greatly differs
from the attR site of ICE_COHI_tRNA"".

The genetic background of the recipient cells also likely plays a
role since the frequency of transfer was 100-fold higher when
transferring the ICE between strains with the same genetic back-
ground (experiments of retransfer using Nem316 strain as donor
and recipient strain). This could be due to restriction-modifica-
tion systems that degrade foreign DNA, including incoming ICE.
Furthermore, no conjugative transfer of ICE_51 5_tRNAP* was
obtained when the A909 strain (carrying an IME) was used. A
CRISPR system has been described recently in this strain (43).
Analysis of the spacers present in this CRISPR system indicate that
three of them match a sequence found in ICE_515_tRNA™" (the
coupling protein gene, the intergenic region between coupling
protein and relaxase genes, and the gene of ICE_515_tRNA™" en-
coding a putative DNA adenine methylase). Strain A909 thus
likely carry a functional CRISPR system which targets foreign
DNA including ICEs belonging to the same family than
ICE_515_tRNA"* and protect cell from invasion by these MGEs.

No conjugative transfer was observed for the three other puta-
tive ICEs tested (ICE_COHI_tRNA™*, ICE_2603_tRNA™*, and
ICE_18RS21_tRNA"™"). These three elements all carry an orfD
pseudogene. This conjugation gene encodes a putative ATPase
belonging to the FtsK superfamily with characteristic Walker A
and Walker B domains. It is thus a pTi VirB4 homolog like ConE
(YddE) of ICEBs1, TcpF of pCW3, or Orfl6 of Tn916. This protein
could play a role in energizing the conjugation machinery and as such
is likely crucial for conjugative transfer of the element. This would
explain why we did not observe conjugative transfer of ICE_
COHI_tRNA"", ICE_2603_tRNA"", and ICE_I8RS2]_tRNA"".

Interspecies transfer was obtained only with S. pyogenes as re-
cipient cells. In this species, the tRNA™* “TT gene displays one
difference in the 11 terminal base pairs compared to S. agalactiae.
Other species tested in the present study (Streptococcus salivarius,
Streptococcus uberis, and S. thermophilus) carry atRNA™* “'" gene
with a 3" end identical to the gene of S. agalactiae. Other factors
thus impact the compatibility of donor-recipient cells. Atleast two
of the strains tested as recipient already carry a putative IME inte-
grated in the tRNA™* “TT gene. This could limit the integration of
the incoming ICE. Little is known about the cell-cell contacts that
need to be established between donor and recipient cells during
conjugative transfer. These contacts could be more difficult be-
tween bacteria of different species. Furthermore, restriction-mod-
ification systems probably interfere with the maintenance of ICE
foreign DNA in the recipient cell. Even if we did not find in vitro
conditions propitious to interspecies conjugative transfer of
ICE_515_tRNA"”, there are evidences of a spread of this type of
ICE in other streptococcal species. For example, S. urinalis
2285-97 carries an almost identical ICE, and we recently identified
an ICE integrated in a tRNA™"* gene and carrying a related conju-
gation module in a strain of S. uberis (unpublished results). We are
currently characterizing the functions encoded by the accessory
genes carried by ICE_515_tRNA""* since they could confer an
adaptive advantage to the recipient strains. We showed in partic-
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ular that this ICE encodes a functional CAMP factor toxin (a gene
also found on S. urinalis putative ICE) (44). Transfer of ICEs car-
rying such accessory gene to other bacterial species would thus
disseminate this toxin.

Conjugative transfer of ICE_515_tRNA™" to the Nem316 that
carries a CIME led to a CIME-ICE tandem in the recipient strains,
thus offering us the opportunity to examine if ICE_515_tRNA"* is
able to cis-mobilize genes of CIME_Nem_tRNA"”. The attB and
att] sites resulting from the coexcision of both elements were de-
tected by PCR, showing the intracellular mobilization in cis of the
CIME by the ICE. Although quite infrequently (0.1% of the events
of retransfer), the ICE-CIME tandem was also shown to transfer
by conjugation. Such phenomenon has been described recently
for ICESt3 of S. thermophilus (13) and could be a shared charac-
teristic of ICEs using site-specific recombinases to excise and in-
tegrate. ICE_COHI_tRNA™"*, ICE_2603_tRNA"*, and ICE_
18RS21_tRNA™”, although not self-transferable, could also be
transferred by conjugation after accretion of an ICE and cis-mo-
bilization. Since ICE_2603_tRNAY* is able to excise, it could also
be transferred by conjugation by using the mating apparatus en-
coded by a related ICE (mobilization in trans).

ICEs likely play an even higher role in horizontal gene transfer
since it was reported recently that ICEBsI of B. subtilis is able to
mobilize in trans plasmids lacking dedicated mobilization pro-
teins (45). Furthermore, Tn916 was found to mobilize in trans
MTnSagl, an element from S agalactiae which encodes a DDE
transposase and carries its own oriT unrelated to the one of Tn916
but lacks conjugation or mobilization genes (46). Mobile genomic
islands (MGI) carrying their own tyrosine integrase and an their
own oriT but no conjugation or mobilization gene were also re-
ported to be mobilized in trans by an ICE harboring a related oriT
in Vibrio (47). Mobilization in cis can also lead to conjugative
transfer of chromosomal sequences (up to 1 Mb) located at the 5
side of the MGI (47). Conjugative transfer of chromosomal DNA
(up to 334 kb) by an Hfr-type mobilization initiated from the oriT
of a genomic island was also reported in S. agalactiae (48). cis- and
trans-mobilization of DNA by ICEs are thus probably very com-
mon and likely contribute to the evolution of genomic islands and
bacterial genomes.
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Annexe 2 : Listes et caractéristiques des souches dont les génomes ont

été étudiés lors de cette étude
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Numéro

Nom de la souche J accession MLST flot putatif porté
515 AAJP00000000 23 ICE
BSU167 ALRLO00000000 ND ICE
BSU260 ANEC00000000 88 ICE
BSU447 ANEA00000000 19 ICE
BSU9%6 ALRHO00000000 17 ICE
CCUG 19094 ALQKO00000000 19 ICE
CCUG 24810 ALQL00000000 19 ICE
CCUG 37430 ALQNO00000000 19 ICE
CCUG 37736 ANDE00000000 17 ICE
CCUG 37737 ALQO00000000 19 ICE
CCUG 37739 ANDF00000000 23 ICE
CCUG 38383 ALQS00000000 23 ICE
CCUG 44074 ANDI00000000 23 ICE
CCUG 44104 ANDJ00000000 19 ICE
CCUG 44186 ANDMO00000000 17 ICE
CCUG 45061 ANDNO00000000 19 ICE
CCUG 91 ANCY00000000 28 ICE
COH1 AAJR00000000 17 ICE
FSL C1-487 ANCKO00000000 415 ICE
FSL S3-003 ALQJ00000000 19 ICE
FSL S3-026 AEXT00000000 67 ICE
FSL S3-077 ANPY00000000 ND ICE
FSL S3-090 ANCQ00000000 23 ICE
FSL S3-105 ANCNO00000000 91 ICE
FSL S3-170 ALQG00000000 ND ICE
FSL S3-229 ANPV00000000 415 ICE
FSL S3-277 ALQC00000000 ND ICE
FSL S3-337 ALQHO00000000 19 ICE
FSL S3-586 ANCMO00000000 67 ICE
FSL S3-603 ALQF00000000 61 ICE
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GB00002 ALSL00000000 23 ICE
GB00018 ALSP00000000 444 ICE
GB00083 ALSS00000000 1 ICE
GB00092 ALSU00000000 19 ICE
GB00190 ALSZ00000000 23 ICE
GB00247 ALTG00000000 24 ICE
GB00543 ALTLO00000000 36 ICE
GB00561 ALTP00000000 19 ICE
GB00588 ALTQ00000000 447 ICE
GB00601 ALTR00000000 24 ICE
GB00867 ALUB00000000 23 ICE
GB00884 ALUDO00000000 19 ICE
GB00887 ALUE00000000 23 ICE
GB00900 ANQX00000000 19 ICE
GB00901 ALUKO00000000 459 ICE
GB00904 ALUL00000000 19 ICE
GB00911 ALUNO00000000 452 ICE
GB00923 ALUQO00000000 19 ICE
GB00929 ALUS00000000 19 ICE
GB00932 ALUTO00000000 23 ICE
GB00933 ALUU00000000 452 ICE
GB00963 ANQR00000000 17 ICE
GB00986 ALVA00000000 23 ICE
GB00992 ALVB00000000 ND ICE
GB01003 ANQO00000000 ND ICE
Gottschalk 1002A ANEY00000000 23 ICE
Gottschalk 1003A ALSI00000000 19 ICE
Gottschalk 19247 ANFE00000000 23 ICE
Gottschalk 31825 ANFB00000000 23 ICE
LDS 623 ANEX00000000 61 ICE
LDS 628 ALSHO00000000 61 ICE
LMG 15081 ANDS00000000 25 ICE
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MRI Z1-022 ANEMO00000000 121 ICE
MRI Z1-039 ALSA00000000 ND ICE
MRI Z1-049 ANER00000000 ND ICE
MRI Z1-200 ANQMO00000000 23 ICE
MRI Z1-201 ANQL00000000 23 ICE
MRI Z1-204 ANQI00000000 23 ICE
MRI 71-205 ANQH00000000 1 ICE
2603V /R NC_004116 110 ICE + IME_2603_tRNALs
BSU188 ALRF00000000 23 ICE + IME_2603_tRNALvs
CCUG 37741 ALQQ00000000 19 ICE + IME_2603_tRNALys
CCUG 37742 ALQR00000000 19 ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-027 ANPU00000000 ND ICE + IME_2603_tRNALys
FSL S3-034 ANPZ00000000 61 ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-062 ANQF00000000 ND ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-128 ANPS00000000 ND ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL $3-222 ANPW00000000 ND ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-251 ANCO00000000 ND ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-501 ALQE00000000 ND ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-608 ANQA00000000 490 ICE + IME_2603_tRNALvs
FSL S3-654 ANPX00000000 61 ICE + IME_2603_tRNALvs
GB00865 ALUA00000000 19 ICE + IME_2603_tRNALys
LMG 15089 ANDV00000000 19 ICE + IME_2603_tRNALvs
LMG 15093 ALQZ00000000 110 ICE + IME_2603_tRNALvs
GB00957 ANQS00000000 23 ICE + IME_18RS21_oriT
GB00984 ALUZ00000000 19 ICE + IME_18RS21_oriT
LMG 15084 ANDU00000000 19 ICE + IME_18RS21_oriT
18RS21 AAJO01000000 19 ICE + IME_18RS21_oriT
A909 CP000114 7 IME_2603_tRNALys
BSU174 ANEF00000000 41 IME_2603_tRNALvs
BSU178 ALRG00000000 7 IME_2603_tRNALvs
BSU248 ANDZ00000000 12 IME_2603_tRNALvs
BSU450 ALRC00000000 10 IME_2603_tRNALvs
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BSU454 ANDY00000000 8 IME_2603_tRNALvs
CCUG 29376 ANDB00000000 12 IME_2603_tRNALvs
CCUG 39096 A ALQT00000000 9 IME_2603_tRNALvs
CCUG 47293 ANDO00000000 ND IME_2603_tRNALvs
CF01173 CAQB00000000 7 IME_2603_tRNALvs
FSL S3-014 ANCR00000000 8 IME_2603_tRNALvs
FSL S$3-137 ANCU00000000 8 IME_2603_tRNALvs
FSL S3-442 ANCT00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00003 ALSM00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00202 ALTA00000000 10 IME_2603_tRNALvs
GB00219 ALTC00000000 8 IME_2603_tRNALvs
GB00264 ALTH00000000 10 IME_2603_tRNALvs
GB00535 ALTK00000000 8 IME_2603_tRNALvs
GB00555 ALTN00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00651 ALTU00000000 8 IME_2603_tRNALvs
GB00653 ALTV00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00864 ALTZ00000000 10 IME_2603_tRNALvs
GB00893 ALUH00000000 8 IME_2603_tRNALvs
GB00897 ALUI00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00909 ALUMO00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00914 ALUO00000000 8 IME_2603_tRNALvs
GB00919 ANQWO00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GB00947 ALUV00000000 12 IME_2603_tRNALvs
GD20 1008-001 NC_018646 7 IME_2603_tRNALys
Gottschalk 998A ANFC00000000 12 IME_2603_tRNALvs
Gottschalk 999B ANFD00000000 8 IME_2603_tRNALvs
LMG 15083 ANDT00000000 7 IME_2603_tRNALvs
LMG 15090 ANDWO00000000 8 IME_2603_tRNALvs
MRI 71-198 ANEG00000000 12 IME_2603_tRNALvs
MRI Z1-206 ANQG00000000 8 IME_2603_tRNALvs
MRI 71-218 ANPP00000000 590 IME_2603_tRNALvs
MRI Z1-219 ANEV00000000 590 IME_2603_tRNALvs
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STIR-CD-01 ANQE00000000 7 IME_2603_tRNALs
STIR-CD-14 ANEJ00000000 ND IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-21 ALRO00000000 7 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-22 ALRP00000000 7 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-23 ALRQ00000000 7 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-24 ALRR00000000 7 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-25 ANEK00000000 283 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-26 ANEL00000000 500 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-27 ALRS00000000 7 IME_2603_tRNALy:
STIR-CD-28 ALRTO00000000 500 IME_2603_tRNALy:
ZQ910 AKAP00000000 7 IME_2603_tRNALy:
ATCC13813 AEQQ00000000 ND Dérivé d’ICE ou d'IME
BSU165 ALRI00000000 28 Dérivé d'ICE ou d'IME
CCUG 37738 ALQP00000000 19 Dérivé d'ICE ou 'IME
FSL S3-043 ANPT00000000 61 Dérivé 'ICE ou d'IME
GB00206 ALTB00000000 19 Dérivé d'ICE ou d’'IME
GB00226 ALTD00000000 28 Dérivé d’ICE ou d'IME
GB00663 ALTX00000000 19 Dérivé d'ICE ou d'IME
GB00899 ALUJ00000000 28 Dérivé d’ICE ou d'IME
GB00951 ANQU00000000 28 Dérivé d'ICE ou d'IME
LDS 617 ALSG00000000 ND Dérivé d'ICE ou d'IME
LMG 14609 ALRV00000000 ND Dérivé d'ICE ou d'IME
LMG 14838 ALRW00000000 ND Dérivé d'ICE ou d’'IME
MRI Z1-213 ALSD00000000 591 Dérivé d'ICE ou d'IME
MRI Z1-214 ALSE00000000 591 Dérivé d'ICE ou d'IME
MRI Z1-216 ALSF00000000 591 Dérivé d'ICE ou d'IME
MRI Z1-217 ANEU00000000 ND Dérivé d'ICE ou d'IME
BSU442 ALRDO00000000 22

Vestiges d’élément
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CCUG 17336 ANCZ00000000 17 Vestiges d’élément
CCUG 28551 ANDAO00000000 ND Vestiges d’élément
CCUG 49086 ANDQO00000000 17 Vestiges d’élément
CCUG 49087 ALQV00000000 17 Vestiges d’élément
FSL C1-494 ALQDO00000000 298 Vestiges d’élément
FSL F2-338 ANPQO00000000 ND Vestiges d’élément
FSL S3-005 ANCW00000000 22 Vestiges d’élément
FSL S3-102 ANCS00000000 31 Vestiges d’élément
FSL S3-268 ANCV00000000 22 Vestiges d’élément
FSL S3-568 ANPRO00000000 415 Vestiges d’élément
GB00097 ALSV00000000 17 Vestiges d’élément
GBO00111 ALSWO00000000 32 Vestiges d’élément
GB00112 AKXO00000000 17 Vestiges d’élément
GB00115 ALSX00000000 17 Vestiges d’élément
GB00174 ALSY00000000 22 Vestiges d’élément
GB00557 ALTO00000000 17 Vestiges d’élément
GB00654 ALTWO00000000 17 Vestiges d’élément
GB00891 ALUG00000000 17 Vestiges d’élément
GB00940 ANQV00000000 17 Vestiges d’élément
GB00954 ANQTO00000000 22 Vestiges d’élément
GB00975 ALUY00000000 22 Vestiges d’élément
GB01004 ANQNO00000000 22 Vestiges d’élément
LMG 15085 ALQWO00000000 17 Vestiges d’élément
LMG 15091 ALQX00000000 ND Vestiges d’élément
LMG 15094 ALRA00000000 17 Vestiges d’élément
LMG 15095 ALRBO00000000 17

Vestiges d’élément
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222 FO393392 261 CIME
BSU133 ANEE00000000 6 CIME
BSU247 ALREO00000000 26 CIME
BSU252 ANDX00000000 1 CIME

BSU92 ALRJ00000000 196 CIME
CCUG 25532 ALQMO00000000 26 CIME
CCUG 29782 ANDC00000000 23 CIME
CCUG 30636 ANDDO00000000 1 CIME
CCUG 34230 ANQBO00000000 23 CIME
CCUG 37740 ANDG00000000 1 CIME
CCUG 44050 ANDHO00000000 ND CIME
CCUG 44077 ALQUO00000000 1 CIME
CCUG 44110 ANDKO00000000 88 CIME
CCUG 44140 ANDLO00000000 1 CIME
CCUG 49072 ANDP00000000 524 CIME
CCUG 49100 ANDRO00000000 1 CIME

CJB111 AAJQO00000000 1 CIME

FSL F2-343 ALQI00000000 88 CIME
FSL S3-001 ANCX00000000 1 CIME
FSL S3-023 ANCP00000000 1 CIME
GB00012 ALSNO00000000 1 CIME
GB00013 ALSO00000000 1 CIME
GB00020 ALSQ00000000 1 CIME
GB00082 ALSR00000000 2 CIME
GB00084 ALST00000000 1 CIME
GB00241 ALTE00000000 1 CIME
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GB00279 ALTIO00000000 2 CIME
GB00300 ALTJ00000000 130 CIME
GB00548 ALTMO00000000 88 CIME
GB00614 ALTS00000000 448 CIME
GB00640 ALTTO00000000 26 CIME
GB00679 ALTY00000000 2 CIME
GB00874 ALUC00000000 1 CIME
GB00888 ALUF00000000 41 CIME
GB00922 ALUP00000000 88 CIME
GB00924 ALURO00000000 1 CIME
GB00955 ALUWO00000000 ND CIME
GB00959 ALUX00000000 1 CIME
GB00965 ANQQO00000000 88 CIME
GB00999 ANQP00000000 1 CIME
Gottschalk 1005B ALSJ00000000 288 CIME
Gottschalk 13227 ANEZ00000000 ND CIME
Gottschalk 2864 ANFA00000000 1 CIME
Gottschalk 992B ALSK00000000 ND CIME
H36B AAJS00000000 6 CIME
LADL_05-108a CATHO00000000 260 CIME
LADL-90-503 CAPZ00000000 260 CIME
LMG 14608 ALRU00000000 7 CIME
LMG 15092 ALQY00000000 2 CIME
MRI 71-012 ALRX00000000 2 CIME
MRI Z1-025 ANEO00000000 1 CIME
MRI Z1-035 ANEP00000000 88 CIME
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MRI Z1-048 ANEQO00000000 ND CIME
MRI Z1-209 ANES00000000 ND CIME
MRI Z1-211 ALSB00000000 1 CIME
MRI Z1-212 ALSC00000000 1 CIME
MRI Z1-215 ANETO00000000 589 CIME
Nem316 NC_004368 23 CIME
PRO6 PRO6 AOSD00000000 ND CIME
SA20-06 NC_019048 ND CIME
S51014 CAQC00000000 6 CIME
S51218 CAUBO00000000 ND CIME
S51219 CAQAO00000000 260 CIME
STIR-CD-07 ANEIO0000000 ND CIME
STIR-CD-09 ALRMO00000000 260 CIME
STIR-CD-13 ALRNO0000000 ND CIME
STIR-CD-17 ALXB00000000 ND CIME
STIR-CD-29 ANQDO00000000 ND CIME
BSU253 ANEBO00000000 23 MINI-CIME
MRI Z1-199 ANEH00000000 23 MINI-CIME
MRI Z1-202 ANQKO00000000 23 MINI-CIME
MRI Z1-203 ANQJ00000000 23 MINI-CIME
BSU108 ALRKO00000000 314 Sans élément
BSU451 ANEDO00000000 103 Sans élément
GB00245 ALTF00000000 23 Sans élément
MRI Z1-023 ANENO00000000 103 Sans élément

ND, non determiné
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Diversité, dynamique et mobilité des éléments intégratifs conjugatifs
(ICE) de Streptococcus agalactiae intégrés dans I'extrémité 3" du gene codant
un ARNt Lysine

Les éléments intégratifs conjugatifs (ICE) et les éléments en dérivant jouent un
role important dans le transfert horizontal de genes chez les bactéries. Les ICE
s’excisent par recombinaison site-spécifique sous forme circulaire, se transferent par
conjugaison et s’integrent dans un réplicon de la cellule réceptrice. Streptococcus
agalactine est une bactérie pathogéne opportuniste responsable d’infections
néonatales séveéres chez I'Homme et d’infections chez les animaux (bovins,

poissons,...).

Une analyse in silico antérieure de 8 génomes séquencés de
Streptococcus agalactine avait permis d’identifier plusieurs éléments intégrés dans
I'extrémité 3" d'un gene codant un ARNthys €TT dont 4 ICE putatifs. Cette étude
élargie a 246 génomes a confirmé la prévalence et la diversité des éléments intégrés
dans ce locus (présence d'ICE, éléments mobilisables en trans ou en cis, éléments
composites,... chez 98 % des souches). Une nouvelle famille d’éléments mobilisables

putatifs s'intégrant dans 1'oriT d'ICE a été caractérisée.

L’étude fonctionnelle de 5 ICE a montré que 4 s’excisent du chromosome mais
que seuls ICE_FSL S3-026_tRNALs et ICE_515_tRNAL¥ se transferent par conjugaison

au sein de I'espece et vers S. pyogenes pour I'un des 2.

Des éléments composites ont été obtenus par transfert d'ICE_515_tRNAL¥s vers
une souche possédant déja un élément intégré dans ce locus. Un de ces éléments
composites est capable de s’exciser et de se transférer par conjugaison conduisant a

une mobilisation en cis de 1’élément résident.

En conclusion, les ICE et les éléments mobilisables (en cis ou en trans) sont tres

répandus chez S. agalactiae et contribuent a la plasticité génomique chez cette espéce.

Mots clés : Streptococcus agalactiae, diversité, prévalence, ICE, transfert conjugatif

et mobilité.
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Diversity, dynamic and mobility of “Integrative Conjugative Elements”
(ICEs) of Streptococcus agalactiae integrated into the 3’ end of tRNA lysine

gene

Integrative and Conjugative Elements (ICEs) and related elements are
widespread in bacteria and play a key role in horizontal gene transfer. ICEs excise by
site-specific recombination as a circular intermediate, promote their own transfer by
conjugation and then integrate into a replicon of the recipient cell. Streptococcus
agalactiae is an opportunistic pathogen that causes severe human invasive neonatal

infections as well as infections in animals (bovine, fish...).

Previous in silico analysis of eight sequenced genomes of S. agalactiae identified
in each genome a different element integrated in the tRNALys €TT gene with four
putative ICEs. This study, carried on 246 other genomes of S. agalactiae, confirmed
the prevalence and diversity of elements integrated in this locus with 98% of the
strains carrying an element (ICE, trans or cis mobilizable elements composite
elements...). A novel family of putative mobilisable elements which can integrate in
the oriT of ICE has been characterized.

Functional analysis of 5 ICEs demonstrated that four can excise of the
chromosome but that only ICE_FSLS3-026_tRNALs and ICE_515_tRNAL¥ can transfer

by conjugation inside the species or to S. pyogenes for one of them.

Composite elements have been obtained after transfer of ICE_515_tRNA*to a
recipient strain already carrying an element integrated in the same locus. One of this
composite element is able to excise and transfer by conjugation to a new strain

leading to cis-mobilization of the resident element.

In conclusion, ICEs and cis and trans mobilizable elements are widespread in

S. agalactine and contribute to the genomic plasticity in this bacterial species.

Key words: Streptococcus agalactiae, diversity, prevalence, ICE, conjugative
transfer and mobility.
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Les éléments intégratifs conjugatifs (ICE) et les éléments en dérivant jouent un role
important dans le transfert horizontal de genes chez les bactéries. Les ICE s’excisent par
recombinaison site-spécifique sous forme circulaire, se transféerent par conjugaison et
s’intégrent dans un réplicon de la cellule réceptrice. Streptococcus agalactiae est une bactérie
pathogene opportuniste responsable d’infections néonatales séveres chez 'Homme et
d’infections chez les animaux (bovins, poissons,...). Une analyse in silico antérieure de 8
génomes séquencés de Streptococcus agalactiae avait permis d’identifier plusieurs éléments
intégrés dans 1'extrémité 3" d'un géne codant un ARNtLys CTT dont 4 ICE putatifs. Cette étude
élargie a 246 génomes a confirmé la prévalence et la diversité des éléments intégrés dans ce
locus (présence d'ICE, éléments mobilisables en trans ou en cis, éléments composites,... chez
98 % des souches). Une nouvelle famille d’éléments mobilisables putatifs s'intégrant dans
I'oriT d'ICE a été caractérisée. L'étude fonctionnelle de 5 ICE a montré que 4 s’excisent du
chromosome mais que seuls ICE_FSL S3-026_tRNALvs et ICE_515_tRNALys se transférent par
conjugaison au sein de 1'espece et vers S. pyogenes pour I'un des 2. Des éléments composites
ont été obtenus par transfert d'ICE_515_tRNALv vers une souche possédant déja un élément
intégré dans ce locus. Un de ces éléments composites est capable de s’exciser et de se
transférer par conjugaison conduisant a une mobilisation en cis de 1'élément résident. En
conclusion, les ICE et les éléments mobilisables (en cis ou en trans) sont trés répandus chez
S. agalactiae et contribuent a la plasticité génomique chez cette espece.

Mots clés : Streptococcus agalactiae, diversité, prévalence, ICE, transfert conjugatif et
mobilité.

Integrative and Conjugative Elements (ICEs) and related elements are widespread in
bacteria and play a key role in horizontal gene transfer. ICEs excise by site-specific
recombination as a circular intermediate, promote their own transfer by conjugation and
then integrate into a replicon of the recipient cell. Streptococcus agalactiae is an opportunistic
pathogen that causes severe human invasive neonatal infections as well as infections in
animals (bovine, fish...). Previous in silico analysis of eight sequenced genomes of S.
agalactiae identified in each genome a different element integrated in the tRNALys CTT gene
with four putative ICEs. This study, carried on 246 other genomes of S. agalactiae, confirmed
the prevalence and diversity of elements integrated in this locus with 98% of the strains
carrying an element (ICE, trans or cis mobilizable elements composite elements...). A novel
family of putative mobilisable elements which can integrate in the oriT of ICE has been
characterized. Functional analysis of 5 ICEs demonstrated that four can excise of the
chromosome but that only ICE_FSLS3-026_tRNALss and ICE_515_tRNA!v can transfer by
conjugation inside the species or to S. pyogenes for one of them. Composite elements have
been obtained after transfer of ICE_515_tRNA!% to a recipient strain already carrying an
element integrated in the same locus. One of this composite element is able to excise and
transfer by conjugation to a new strain leading to cis-mobilization of the resident element. In
conclusion, ICEs and cis and trans mobilizable elements are widespread in S. agalactize and
contribute to the genomic plasticity in this bacterial species.

Key words: Streptococcus agalactiae, diversity, prevalence, ICE, conjugative transfer and
mobility.
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