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INTRODUCTION GENERALE :

Les mycoplasmes sont largement répandus dans uaenet parmi les 200 especes
connues deMollicutes infectant les animaux, la majorité des mycoplasmathogénes
appartient au genrlycoplasma49, 50]. Ces bactéries ont une affinité pronongéer les
épithéliums et induisent surtout des infectiononiques. Chez les ruminants, les atteintes de
I'appareil respiratoire, du tractus urogénital, ldeglande mammaire, mais également des
articulations sont principalement observées. Lasepeéconomiques occasionnées par les
mycoplasmes des ovins, caprins et bovins sonirtrpertantes, alors que les moyens de lutte
restent colteux et peu efficaces [4]. Par exemifdgalactie contagieuse Blycoplasma
agalactiaetouchant les petits ruminants a un impact socigiécoque important a I'échelon
des filieres laitieres a cause de la perturbatiedadproduction lactée des animaux infectés
(allant de I'hypogalactie a I'agalactie). Les praxgumes sanitaires d’éradication sont basés sur
le dépistage des porteurs asymptomatiques, soproaspales de contamination. Chez les
bovins aux USA, on estime que les mammites dudgaplasma bovisont responsables de
$108 millions de pertes par an et concerne 70 %tibegpeaux. Le colt des infections
respiratoires d¢M.bovisaux USA résultant de perte de GMQ et de dévaldvisates carcasses
correspond a $32 millions par an. En Europe, oimestu’un tiers a un quart des troubles
respiratoires des veaux est diMabovis ce qui est sans doute sous-estimé vu que peu de
laboratoires recherchent cet agent [44].

Les caractéristigues génétiques et moléculaireMdovis et de M.agalactiae sont
capitales pour fonder les stratégies de lutte eotes infections. Une meilleure connaissance
de leur génome pourrait permettre de savoir comroestbactéries interagissent avec leur
héte et quels sont les déterminants de leur poupathogéne. Plusieurs applications
pourraient en découler, telles que (i) la fabraratie nouveaux vaccins ce qui constituerait un
réel progres car actuellement leur efficacité estiffisante pour la prévention des infections
mais également pour la réduction significative sigses cliniques ou (ii) 'amélioration des
tests diagnostics. Ces derniers sont trés impariamir entreprendre un traitement et/ou une
démarche préventive adaptés. Or, les tests de afiignactuels posent encore quelques
difficultés pour la différentiation entrigl.agalactiaeet M.bovis.Notamment, 'identification
par PCR (Polymerase Chain Reaction), qui est laegeémnutilisée en microbiologie
vétérinaire, se heurte au manque de données ssgdegnces de ces deux especes, limitant le
nombre de cibles utilisables pour le diagnostiéédéntiel par PCR dbl.agalactiaeM.bovis

Historiquement, la détection par PCR de ces dep&ces reposait, comme pour beaucoup de
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mycoplasmes, sur I'amplification de leur ARNr 1d8quelle n'offre pas une spécificité
d'espece satisfaisante. En 1998, une PCR plusfigpéciamplifiant les génesvrC est
proposée par Subramaniam et al améliorant grandeteediagnostic différentiel entre
M.agalactiaeet M.bovis Cependant, cette PCR donne des résultats ampauscertaines
souches. Il s’est donc avéré nécessaire de tralimeires genes cibles pour proposer des
PCR capables de différentier les souches Mibovis de celles deM.agalactiae sans
ambiguité Dans ce but, I'hybridation suppressive soustraciiMSS) [10, 43] technique
permettant d’'identifier des séquences présentes dargénome (tester) et pas dans l'autre
(driver) a été utilisée pour comparer les génoneeladouche type PG45 tkboviset de la
souche type PG2 dd.agalactiae.Des séquences spécifiques a chacune de ces stypbss
et présentes uniqguement dans des isolats de la reépéee ont pu étre mises en évidence.
Une application de ce travail a été la mise autpum nouveau test de diagnostic différentiel
par PCR basé sur I'amplification du gene de la Did#ymeérase 11 [43].

De fagon inattendue, au cours de la méme étudesémesnce présente dans la souche
type PG45 deM.bovisa retenu l'attention en raison de son homologex ane portion d'un
gene appartenant a I'CEF (Integrative and Conjugdtlement of Mycoplasma fermentahs
découvert chez la souche PG18uléermentangar Calcutt et al (2002). Chékfermentans,
cet élément porte de multiples génes associés lavaobilité de 'ADN et la conjugaison.
Les ICE ont été découverts récemment chez lesres;tét seraient capables d’étre transférés
entre une cellule donneuse et receveuse sous forowdaire. Ils pourraient alors participer a
I'acquisition de nouveaux déterminants du pouvaithpgene, a I'évolution et a la diversité
des génomes et a la conquéte de nouvelles niclodsgiEpies. Le transfert d'ICE entre des
mycoplasmes n’a pas encore été démontré expéritaerdat, mais des transferts de genes
entre mycoplasmes ont été décrits cMyoplasma pulmonif62] par un mécanisme qui
n'est ni de la transformation ni de la transductioais qui pourrait étre de la conjugaisBar
ailleurs, le transfert d'ADN par conjugaison enErterococcus faecaligt Mycoplasma
hominisa été démontré [54]. Il est donc possible quesliestystemes existent et puissent étre
fonctionnels chez certaines souched/degalactiaeet deM. bovis

Au cours de ce travail, nous avons identifié tremiches deéVl.agalactiae et de
nombreuses souches klebovis(dont la souche type PG45) qui portaient un élérsienilaire
a I'ICEF. Nous avons également cherché a caraetéptus finement cet ICE d#.
agalactiaeet deM. bovis L'ensemble de ces résultats sera décrit dansuzi@€me partie de

cette these.

14



PARTIE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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Dans cette premiere partie, nous étudierons lestpa@ommuns et les différences
concernantM.agalactiae et M.bovis L’identification d’'un élément intégratif et comjatif
commun a ces deux espéces de mycoplasmes, phylogérént proches mais de spectre
d'hote différent, nous ameéene a nous intéressergaedon sait sur le transfert de genes chez
les mycoplasmes, et a dresser des hypothesesrqadt d'un tel élément au sein des souches

du groupeagalactiae-bovis

Ordre | : Mycoplasmatales
Famille I Mycoplasmataceae
Genre Mycoplasma 107 espéeces (homme et animaux)

Genre IUreaplasma 7 especes (homme et animaux)

Ordre Il : Entomoplasmatales
Famille I Entomoplasmataceae
Genre Entomoplasma 6 especes (insectes et plantes)
Genre IMesoplasma 12 espéces (insectes et plantes)
Famille Il Spiroplasmataceae

Genre Bpiroplasma 34 especes (insectes et plantes)

Ordre Il : Acholeplasmatales
Famille t Acholeplasmataceae

Genre Acholeplasmal4 espéces (homme, animaux, insectes et plantes)

Ordre IV : Anaeroplasmatales
Famille t Anaeroplasmataceae
Genre Anaeroplasma 4 espéces (rumen des ruminants)

Genre IAsteroleplasmal especérumen des ruminants)

Statut taxonomique non définPhytoplasma

Tableau 1: Taxonomie et hotes des mycoplasmes [49, 50].
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1/ M.agalactiae et M.bovis : deux mycoplasmes de ruminants :

M.agalactiaeet M.bovissont des bactéries qui appartiennent a la classilallicutes
(du latin mollis = molle, cutis = peau), a la famille deMycoplasmataceaeau genre
Mycoplasma(Tableau 1). Le terme « mycoplasme » a été retemu’ypsage courant pour
désigner les membres appartenant a la classeVidéigutes Les mycoplasmes sont des
procaryotes de petite taille sans paroi, qui pasaantravers des filtres bactériologiques.
L’absence de paroi explique la résistance aux iatitijies qui dégradent ou inhibent la
synthése de la paroi bactérienne fldactamines : pénicillines et céphalosporines) sncaite
absence les rend résistants aux UV, a la chaleunetiétergents usuels. Ils ont un génome de
petite taille (de 580 a 1 200 kilobases (kb)) awee teneur faible en bases G+C (23 a 40 %)
et possedent des besoins nutritionnels inhabituelgenreMycoplasmaa un besoin strict de
stérol exogéne pour leur croissance en milieu ah&trCes caractéristiques sont la base pour

grouper lesvollicutescomme une classe distincte de procaryotes.

1.1- Taxonomie et phylogénie :

Au sein du genréMycoplasmaM.agalactiaeet M.bovissont deux especes distinctes
mais phylogénétiquement tres proches, ce qui pas®ip des problemes d’identification;
d'ailleurs, jusqu’en 1973 ces deux espéces étai@mtondues :M.bovis était appelé M.
agalactiaesubspeciebovis' [28]. Cependant, leur différenciation est nécieegaour pouvoir
lutter efficacement contre ces mycoplasmoses etiga@p convenablement les mesures
réglementaires spécifigues a chacune de ces espetedonction de la situation
épidémiologique et de la nature de I'hnéte contantméroutine, pour identifier les especes
appartenant au genidycoplasmainfectant les ruminants, une des méthodes de obstix
'immunobinding dot ou MF-dot [47]. Cette méthod®nsiste a utiliser une batterie
d'anticorps polyclonaux, chacun étant dirigé cofgse antigenes totaux de la souche type
d'une espéce et présentant une affinité pour lefatss de cette méme espece. La
reconnaissance d'une culture mycoplasmique pardas)sera de la batterie permet son
identification a l'espece correspondante. En casédetion croisée avec plusieurs sera, la
réaction donnant lintensité la plus forte est me&e pour le diagnostic. Le MF-dot est
notamment utilisé pour l'identification d'isolats grrain deM. agalactiaeou deM. bovis en
paralléle avec la PCR. Dans ce cas, les faibléérdifces entre les séquences de 'ARNr 16S

de ces deux espeéces (cf. infra) et les variatintitagpécifiques entre les isolats d’'une méme
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espece sont a l'origine des difficultés d'interpti&n des diagnostics basés sur les PCR
utilisant les génes codant pour 'ARNr 16S [34].nBda plupart des cas, I'utilisation d’'une
PCR basée sur le systeme de réparation de 'ADNe quat les genesvrC permet de
différentier clairemenM.bovisde M.agalactiae[63]. Les genesivrC ont une taille de 1 716
paires de base (pdb) et codent pour une protéing7dleacides aminés. L’alignement des
séquences génomiques Mebovis et de M.agalactiae pour le géneuvrC montre 82,6 %
d’identité au niveau de la séquence nucléotidiqud77 % d'identité au niveau de la
séquence en acides aminés. Les profils de restriddes fragments amplifiés par PCR,
obtenus apreés digestion par I'enzyme de restricholl, sont identiques pour toutes les
souches dé/l.agalactiaeet toutes les souches Nebovis Par contre, ce profil est différent
entre les deux espéeces de mycoplasmes [60].

Divers éléments de taxonomie et de phylogénie piemtede caractériser ces deux
especes. Le terme taxonomie est dérivé du igras = ordre ethomos= loi. La taxonomie
comprend trois domaines différents mais reliéseeetix : la classification, la nomenclature et
I'identification. La taxonomie est donc la sciendent I'objet consiste a nommer et a
classifier les étres vivants. La classification testéries est difficile car elle ne peut pas
reposer sur des caractéristiques morphologiguesmemes qui seraient le reflet de leur
histoire évolutive. Actuellement, il est admis qieux souches appartiennent a une méme
espéece bactérienne si une homologie de séquenaBiNdd’au moins 70 % et uATm de
moins de 5 °C sont mis en évidence [50]. Dans ncae les hybridations ADN-ADN ont
montré que les souches types PGMdagalactiaeet PG45 dévl.bovisont une homologie de
40 %, ce qui les place clairement dans deux espdisdactes [48]. La phylogénie est la
science qui étudie I'histoire évolutive d'une espét d’'un groupe d’especes apparentés. Le
but de la classification est d’introduire un systequi refléte les relations naturelles (ou
phylogénie) des organismes. Il existe donc un déetre la taxonomie et la phylogénie. La
comparaison de '’ARNr 16S est un outil phylogénégigt de classification majeur. Tous les
organismes capables de s’auto-reproduire posseédeot plusieurs ARNr 16S utilisés pour
construire des arbres phylogénétiques dans lesplusigurs espéces sont susceptibles d’étre
inclues. La fonction de 'ARNr 16S est essentigltaur la traduction, de plus ce gene n’est
pas transféré d’'une souche a une autre ce quiteutde en tant qu’outil phylogénétique. Sa
taille de 1 500 pdb permet d'utiliser la PCR poes kanalyses de sa séquence [49, 50].
L’analyse de 'ARNr 16S révele que Ibbllicutessont proches de bactéries Gram+ ayant un
génome avec une faible teneur en bases G+C: cecaruespond aux phénotypes de

clostridies. Dans ce groupe, I®llicutessont proches du groupe bacilles-lactobacilles mais
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ils sont plus particulierement proches du sous{geaeprésenté pa&lostridium inocuunet
Clostridium ramosum

M sp. dovine growp 7 3
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Figure 1 : Arbre phylogénétique dedollicutesbasé sur I'analyse des séquences de leur

ARNTr 16S d'apres Barré et al [2].
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L’étude basée sur I'analyse de la séquence de I"AR$ de plus de 40 espéces de
Mollicutes fournit les bases pour une analyse systématiquiewdephylogénie (Figure 1).
Cing groupes de mycoplasmes sont reconnus [73, 2] :

- le groupe_hominiqqui inclue les especes telles gMgcoplasma

hominis, Mycoplasma lipophilum, Mycoplasma pulmonis
Mycoplasma suahet Mycoplasma neurolyticum

- le groupe_pneumoniagui inclue les espéces telles dugcoplasma
muriset Mycoplasma pneumoniae

- le groupe_spiroplasmanclue les espéces telles gycoplasma
mycoides, Spiroplasma ci&t Spiroplasma apis

- le groupe _anaeroplasmaui contient les anaeroplasmes et
acholeplasmes

- le groupe connu pour ne contenir que I'espédseroplasma

anaerobium

Cette analyse de la phylogénie basée sur I'ARNr fr&#tre queM.agalactiae
M.bovis et M.fermentansont d’un point de vue phylogénétique tres prodfiégure 1). lls
appartiennent au group®minis a la branche contenant I'esp@ddipophilum[73] dont une
caractéristique est la présence dans la séquengerdude 'ARNr 16S d'une thymidine en
position 912 a l'origine chez plusieurs espéceséannes de la résistance a la streptomycine
[34]. L'analyse de la séquence de 'ARNr 16S des soutyess deM.agalactiaeet de
M.fermentansa montré 95 % de similarité et celle Meagalactiaeet deM.bovisa montré
99,47 % de similarité [64, 48].

Ces deux especes de mycoplasmes sont donc trekepratun point de vue
phylogénétique. Nous allons voir gu’il en est denmeéen ce qui concerne leur pouvoir

pathogene.
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1.2- Le pouvoir pathogéne dé/.agalactiae et deM.bovis::

Les ovins et les caprins tout comme les bovindetftride nombreux mycoplasmes de
pouvoir pathogéne variable (Tableau 2 et Tableau 3)

Espéce Hote Affection Pouvoir pathogene
M.agalactiae ovin/caprin agalactie contagieuse majeur
o _ . pneumonie, mammite .
M.arginini ovin/caprin _ o _ - faible
arthrite, vaginite, conjonctivite
M.capricolumsubspecies _ _ agalactie contagieuse )
. caprin/ovin _ . _ majeur
capricolum arthrite, mammite, pneumonie
M.capricolumsubspecies . pleuropneumonie contagieuse _
_ _ caprin _ majeur
capripneumonia€F38) caprine
M.mycoides capri caprin pneumonie, arthrite, mammite modéré
M.mycoidesubspecies . . . . _ '
) caprin/ovin agalactie contagieuse, arthrite majeur
mycoided.arge Colony
M.ovipneumoniae ovin/caprin pneumonie modéré a majeur
M.putrefaciens caprin agalactie contagieuse, arthrite modéré aumaj
Acholeplasma laidlawii isolé dans les poumons non pathogene
Ureaplasmaspecies ovin/caprin vaginite faible

Tableau 2 :Espéces, affections principales et pouvoir pathegis mycoplasmes rencontrés

chez les petits ruminants [6, 23].
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Espece Affection Pouvoir pathogene

M.alkalescens mammite faible
o o _ _généralement non
M.arginini isolé sporadiqguement lors de mammite .
pathogéne
M.bovigenitalium mammite, métrite modeéré
o o . _ généralement non
M.bovirhinis isolé sporadiqguement lors de mammite .
pathogéne
pneumonie, arthrite, mammite,
M.bovis meéningite, métrite, otite, kérato- majeur
conjonctivite
M.californicum mammite aigué modéré a majeur
M.canadense mammite faible
M.dipspar mammite, pneumonie faible a modéré
M.mycoidesubspecies ' . _ .
) pleuropneumonie contagieuse bovine majeur
mycoidessmall Colony
Acholeplasma laidlawii isolé dans le lait non pathogéne
Ureaplasmaspecies mammite, métrite faible

Tableau 3: Espéces, affections et pouvoir pathogéne despigsmes rencontrés chez les
bovins [23, 37].

Les mycoplasmes de pouvoir pathogene majeur ckemmeinants sont principalement:
- chez les bovingyl.mycoidesubspeciesycoidesSmall Colony agent
de la pleuropneumonie contagieuse bovingl &bvisresponsable entre
autres de pneumonie.
- chez les ovins et caprindJ.agalactiae et M.mycoidessubspecies
mycoideslarge Colony, responsables de l'agalactie contagiewet
M.capricolum  subspecies capripneumoniae agent de la

pleuropneumonie contagieuse caprine.

Nous n’aborderons que l'agalactie contagieusdl.agalactiae des ovins et les
mycoplasmoses M.bovis des bovins. Ces deux espéces font partie des riagroes
infectant les ruminants les plus étudiées car leypact économique est important, leur

diagnostic est difficile et les traitements sonivant inefficaces.
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1.2.1- Les mycoplasmoses duedvhagalactiae et M.bovis :

1.2.1.1- Importance de ces deux mycoplasmoses :

En France, une enquéte sérologique réalisée dasiepts départements entre 1988 et
1990 par Poumarat, révele que le taux d’infectidvi.lBovisest proche de 10 % et celui des
troupeaux proche de 40 %. Mais il faut savoir ge® techniques utilisées ne permettent
d’avoir qu'un ordre de grandeur car la grande \m@lité génétique de ces mycoplasmes
peuvent étre a l'origine de résultats faussemegatifé [47].M.bovisest isolé en France chez
30 % des veaux atteints de pneumonies et en Giaredagne 20 a 25 % des troupeaux ont
des animaux atteints de pneumonies possédanttokes dlevés en anticorps dirigés contre
M.bovis [44].

M.agalactiaeest a I'origine de mammites accompagnées d’unenditioin rapide de la
production de lait : de 1,5 litres de lait a latgadu matin au volume d’'un dé a coudre a la
traite du soir. L'importance du syndrome engendreMb.agalactiaeest soulignée par le fait
qgu’il est inscrit sur la liste B de I'OIE (Officenfernational des Epizooties) ; cette liste
regroupe les maladies transmissibles considéréemedmportantes d’'un point de vue socio-
économique et/ou sanitaire au niveau national et ks effets sur le commerce international

des animaux et des produits d’origine animale m¢ gas négligeables.

1.2.1.2- Epidémiologie :

M.bovis est ubiquiste et largement répandu dans la poapnldiovine des cing
continents sous forme enzootigue dans les régiariectées. En ce qui concerne
M.agalactiae Jes cing continents sont touchés par le syndrorataetie contagieuse avec une
prédominance de la maladie autour du bassin Méditéen et en Europe Orientale. En
France, deux zones, les Pyrénées Atlantiques Savaie, constituent d’anciennes régions
d’enzootie aM.agalactiae L’infection est actuellement circonscrite a quelg vallées ou
guelques estives. Dans ces zones, l'infectibhagalactiaeest caractérisée par une tres forte
persistance entrecoupée d’'importantes flambéese@tmres [4].

Lors d’infection aM.bovisou aM.agalactiae,les porteurs sains peuvent héberger la
bactérie pendant des mois voire des années. njda réle de réservoir du germe comme
les animaux malades, convalescents, en incubatios gublier le milieu extérieur [44]. Les
principales voies de contamination sont oralespira®ires et mammaires. Lors de

mammites, la traite semble étre un moyen rapidetefsion au reste du troupeau. La
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dissémination par voie hématogene Mebovis vers la mamelle a partir d’autres sites
corporels, comme l'appareil respiratoire est ungoflyese avancée pour expliquer les
mammites a mycoplasmes dans les élevages ou aintrgtiction récente d’animaux n'a été
effectuée [37].

Il est clairement établi quévi.bovis est un agent initiateur de pneumonie en
compromettant les défenses immunitaires de I'hétenefavorisant l'intervention d’agents
secondaires. Dans une étude portant sur des veads d& pneumonie, un tiers des poumons
était infecté parM.bovis alors que les deux tiers restants présentaient dmgble
contamination parM.bovis et Pasteurella multocidaet/ou Haemophilus somnugt/ou
Mannheimia haemolyticaBien que le spectre d’h6te dé.bovissoit limité aux bovins, il a
été occasionnellement isolé chez des buffles, dgts puminants et méme ’homme [44].

En ce qui concerne les mammiteMaovisou aM.agalactiaele stade ou le rang de
lactation n’intervient pas. La maladie peut entefencerner les primipares ou les multipares,
ainsi que les animaux taris ou en lactation (palifBcement en début de lactation). Dans les
troupeaux nouvellement infectés, les cas sont neaxbet séveres [37]. L'extension de la
maladie est rapide. Aprés une flambée de mammiitggues, la maladie prend un caractere
enzootique et chronique, l'infection devient almrapparente et les quelques cas cliniques qui

surviennent sporadiquement sont de moindre int&nsit

1.2.1.3- Tableau clinique :

Le tropisme de ces deux mycoplasmoses est diffe@anfonction de I'age des
individus atteints. Chez le veau et les jeunes nxvM.bovis entraine I'apparition de
pneumopathies entrant dans le syndrome des brgmuimonies infectieuses bovines et
d’arthrites. Chez les adultes, cette infection gfére cliniguement sous la forme de
mammites graves, d’arthrites, d’avortements et @osment d’abcés sous-cutanés, de kérato-
conjonctivites, de méningites ou d'otites [6, 4Quant a I'agalactie contagieuse, elle se
présente, a I'échelon collectif, sous trois formksiques principales : mammaire, articulaire
et oculaire, n'excluant pas une atteinte respiratoiu génitale. Des formes partielles ou
frustes peuvent exister. Les pneumonies et lescéepies sont plus fréquentes chez les
jeunes. Chez les adultes, l'atteinte articulairédpmine et chez les femelles en lactation

I'atteinte mammaire est plus fréquente que l'ateearticulaire [4].
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1.2.1.4- Diagnostic :

Le prélevement de choix pour ces deux mycoplasmiosesie mammites est le lait
individuel ou de tank. Les prélevements oculaisggpoviaux ou respiratoires sont également
intéressants. L’envoi au laboratoire se fait sausvert du froid positif (+ 4°C).

L’isolement de tout mycoplasme doit étre obligaoient suivi d’une identification
car toutes les espéces ne sont pas pathogénesntifichtion est effectuée par méthode
immuno-enzymatique. Cette méthode consiste a filesr mycoplasmes sur une membrane
par filtration sous vide, et de les identifier awls anticorps polyclonaux. Actuellement, elle
est centralisée a 'AFSSA de Lyon a l'unité de nplesmologie. La PCR utilisée pour
I'identification de M.agalactiaeet deM.bovisest basée sur I'amplification de I'ARNr 16S
mais récemment une PCR plus spécifique basée sacdmnaissance des géenesC a été
développée. Son application a des prélevementsdiples tels que le lait connait encore
quelques difficultés et des travaux sont en coftirs diadapter la PCR a une application
directe sur le lait. Le dépistage sérologique Mdovis et de M.agalactiae par ELISA
(Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) est intérasgmur plusieurs raisons. Les
anticorps sont détectés a des niveaux acceptabledapt plusieurs mois ce qui permet de
proposer un diagnostic méme si les animaux onttréités avec des antibiotiques ou Si
I'atteinte est chronique (dans ce cas lisolement difficile) [44]. Pour l'agalactie
contagieuse, en région infectée, I'élaboration aflew’un indice sérologique de troupeau est
en France I'outil fondamental de qualification ddgeptels, permettant une gestion de leurs

mouvements.

1.2.1.5- Traitements et prophylaxie :

I semblerait que les souches européennes Milbovis soient résistantes a
I'oxytétracycline, la tilmicosine et la spectinontye. Les fluoroquinolones sont efficaces
[44]. Les principaux antibiotiques utilisés pouttén contre I'agalactie contagieuse sont les
macrolides, les tétracyclines, et plus, récemmlestfluoroquinolones. Des travaux italiens
ont montré que les CMI (Concentration Minimale bitrice) les plus basses étaient obtenues
avec la tiamuline, la tylosine, la spiramycine, liacomycine, la danofloxacine et
I'enrofloxacine. Pour certaines souchesMagalactiaedes CMI élevées ont été signalées

pour 'oxytétracycline, la spectinomycine, voiretilanicosine et le florfénicol [4].

25



Actuellement, aucun vaccin n’est disponible et pesspectives vaccinales restent
lointaines. Cependant, des vaccins inactivés sé&g@snexpérimentaux ont montré une
protection contre les maladies respiratoirds.ldovis

Le contrdle des mammites passe par la réforme @¢pestage des animaux atteints,
I'hygiéne de traite et la connaissance du statulitaiee des animaux introduits dans
I'exploitation [37]. Le contrOle des troubles respoires des veaux devrait inclure des
mesures visant a réduire les stress et assureoddgions environnementales adéquates ainsi
que la séparation des animaux jeunes et adultes.

Pour l'agalactie contagieuse en France, trois dépents ont opté pour une
prophylaxie purement sanitaire : les Pyrénées fitjan, la Savoie et la Haute Savoie. Le
programme de maitrise sanitaire développé darRBylenées-Atlantiques repose sur :

- la déclaration obligatoire des suspicions clinigetela confirmation
au laboratoire.

- la qualification annuelle exhaustive des cheptets pindice
sérologique (vingt animaux par troupeau ou lots onnées
épidémio-cliniques et pour certaines zones, laévadbgie sur laits
de tanks.

- lincitation a I'abattage total et au renouvellerhenbventionnés (a
défaut isolement strict).

- la gestion des transactions et des mouvements ntéaxi en
fonction de ces qualifications (et des sérologiepp#mentaires
pour les achats): transhumance estivale ou misepeanrsion
hivernale raisonnées en fonction du statut degpp&aux, méme si
certaines nuances existent d'une vallée a l'awvec possibilité
d’aides financieres lors d’isolement.

L'application d'un tel plan a autorisé une dimimuti de la prévalence de 10 % a

approximativement 1 % en une dizaine d’années karByrénées Atlantiques [4].

1.2.2- Les bases moléculaires du pouvoir pathogede M.
agalactiae et deM. bovis : de la découverte de facteurs de virulence

au transfert de genes de pathogénicité :

Nous venons de voir gud.boviset M.agalactiaesont tres proches d’un point de vue

épidémio-clinique. En ce qui concerne les basegcutdires de leur pouvoir pathogéne peu
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de choses sont connues. Chez la plupart des lectgathogenes, les bases de la virulence
sont la production de composés cytotoxiques, deedies d'adhésion et d'invasion cellulaire,
et l'adaptation a I'environnement de I'héte (inctuaes mécanismes de défense). Il est
généralement décrit que les signes observés loredtions a mycoplasmes sont le résultat
de l'interaction de I'agent avec la réponse inflaamire de I'h6te et le systeme immunitaire,
plutét que de I'effet de toxines directement proekiiet sécrétées [45]. La synthése de toxines
n'a d’ailleurs jamais été mise en évidence chezmgsoplasmes. Cependant, les produits
intermédiaires de leur métabolisme peuvent étrigjts, comme le peroxyde d’hydrogéene et
les radicaux superoxydes qui sont a l'origine denthages des membranes cellulaires de
I’h6te [50].

L’adhésion dedollicutesaux cellules de I'héte est un prérequis pour lardeation
et l'infection. Par exemple, la perte des capaaitésihésion par mutations concernant les
protéines P1, B, C, P65, HMW1, HMW2 et HMW3 Kliepneumoniaeest a l'origine d’'une
perte d’infectivité [35, 36]. L'adhésine P1 est wes adhésines majeuresMgneumoniae
M.genitalium M.gallisepticumet M.pirum possédent des protéines homologues a la protéine
P1. Bien que les adhésines jouent un réle majens Badhésion cellulaire, il semble que ce
phénomene soit multifactoriel impliquant un nombmgortant de protéines accessoires. Des
études ont montré que ch&kpirum, M.genitalium, M.pneumoniagt M.gallisepticumces
protéines accessoires agissent de concert aveddemnts du cytosquelette dans le but de
faciliter la concentration des molécules d’adhésinvers un pdéle de la cellule pour la
formation d’'une structure tip. Encore peu d'élémemlatifs a I'adhésion cellulaire sont
connus chezM.agalactiae et M.bovis Il existe chez ces deux espéces des systéemes
homologues codant pour des lipoprotéines de surfesd/pma chei.agalactiaeet les Vsp
chez M.bovis qui comportent de nombreuses similitudes en terdierganisation et de
fonctionnement. Quelques données expérimentalegesergt que les Vsp pourraient jouer un
réle d'adhésine [57]. Par ailleurs, les Vpma et Vsp sont des antigenes d'expression
hypervariable qui pourraient également étre im@ep dans I'échappement au systéeme
immunitaire de I'héte. Enfin, ched.agalactiae une protéine membranaire appelée P40 a été
identifiée et caractérisée. Cette protéine estoresgble de 'adhésion dd.agalactiaea des
cellules de la membrane synoviale de moutons [26].

Dans d'autres espéces de mycoplasmes, des phagenip@uer un rble dans le
pouvoir pathogene. Bien que peu de données sammirdbles a ce sujet chék agalactiae
et M. bovis il est intéressant de remarquer qu'un des ORHIG& découvert chez
M.agalactiae, code potentiellement pour un produit homologuena protéine de phage
identifiée chezM. mycoides mycoide3C (Cf. II/2.1 : Analyse de la séquence partieke d
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I''CE de la souche 5632 dd. agalactiag. Le bactériophage lysogénique MAV1 infectant
Mycoplasma arthritidigoue un réle dans la pathogénicité de ce mycopmasmrin. Toutes
les souches virulentes d&arthritidis porte TADN de MAV1 intégré en différents sitees
que les souches avirulentes n'ont pas cet ADN. eanisme par lequel MAV1 rend ces
souches pathogenes n’est pas connu. Le fait qe#ephs souches ne portant pas le génome
de MAV1 ne soient pas completement avirulentes éwgggue I'intégration de MAV1 active
d’autres facteurs de virulence, tels que le supiggame MAM ou augmente I'expression des
adhésines dbl.arthritidis [50]. ChezM.fermentansine espéce proche Wk agalactiaeet de
M. bovis 'ADN du phage MFV1, un phage proche de MAV1,té éaractérisé. Un produit
des ORF du génome de ce phage code pour une ltpomoappelée Mem de fonction
inconnue [55].

Dans leur ensemble, ces données soulevent la guedt l'origine et de la
dissémination de facteurs de virulence au sein aplptions de mycoplasmes. Ceci pose
alors le probleme de la co-existence de différeptgmilations infectantes au sein d'un méme
héte. Bien queM.boviset M.agalactiaeprésentent un spectre d’hote différent, de raess c
d'isolement déMl.agalactiaechez des bovins, ou dé.bovischez des petits ruminants ont été
rapportés. Théoriquement, il ne serait donc pasgsiple d’envisager une co-infection par
ces deux germes sur un méme animal. Les co-infectioe sont, par ailleurs, pas
exceptionnelles, en particulier chez les caprindes associations de mycoplasmes
responsables de l'agalactie contagieuse peuvent@tes en évidence sur un méme animal
(il s’agit le plus souvent d’'une associatibhagalactiaeet M.mycoidesubspeciesnycoides
Large Colony). Mais est-il possible pour les myagphes au cours de ces co-infections d’agir
en synergie, de s’échanger des genes et/ou desufaale virulence ? Le transfert in vitro
d’ADN est suggéreé chdgl.pulmonis[62] mais n'a pas été démontré ni ciMagalactiag ni
chezM.bovismais il peut étre envisagé avec la mise en évalded’ ICE. Nous allons voir ce
que l'on connait sur les transferts de génes clesz nhycoplasmes pour comprendre
I'implication de tels systémes chbkboviset M.agalactiae.

2/ Transfert de genes et éléments extrachromosomigs chez les mycoplasmes:

L’absence de paroi chez Id®llicutesdevrait faciliter I'introduction d’ADN exogeéene
dans ces cellules. En fait, les essais pour fanteee de I'ADN dans ces bactéries ont
déemontré que l'efficacité et la frequence de casdierts étaient faibles. Il semble que ces
études génétiques aient été génées par le manqmardgieurs adaptés. Cependant, il est
évident que des transferts horizontaux de génes lee chez les mycoplasmes. Par exemple,
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la séquence d’insertion 1321 est retrouveée cheM.hyorhinis, M.hyopneumoniaet
M.flocculare. Ces trois especes sont toutes des parasites deefpon suppose que cette IS
pourrait avoir été transférée par des échange&esghorizontaux suite a son insertion dans
un plasmide ou un phage chez I'h6te lors de ccetidie par ces trois especes [62]. La
transformation, la transduction et la conjugaisontdes trois principaux mécanismes a
I'origine des échanges horizontaux de genes chebdetéries, sans oublier la transposition
qui permet la mobilisation de genes a l'intérieurgénome d’une bactérie. Nous allons voir

ce qu’il en est chez les mycoplasmes.

2.1- Transformation :

La transformation correspond aux phénomeéenes qumeiéent a une cellule
d’'incorporer du matériel génétique exogene. Chez Mellicutes '’ADN de virus, des
transposons et des plasmides ont été intégrés imgmdalement dans le chromosome de
mycoplasmes.

La transformation dicholeplasma laidlawipar I'ADN du virus L2 a été le premier
transfert mis en évidence chez un membre de |lseldssMollicutes [49]. Ce transfert a
nécessité la présence de polyéthylene glycol (HEZ})

Le transposon 14001 porté par le plasmide pIVC-1 a pu étre transfénésdolusieurs
especes de mycoplasmes incluaktgallisepticum, M.pneumoniaest M.genitalium.
L’intégration du transposon #001dans le chromosome d&pulmonisn’avait pu étre mise
en évidence certainement a cause de I'échec daréssion du gene porté pardD®1codant
pour la résistance a la gentamycine. L'ajout a remsposon d'un géne codant pour la
résistance a la tétracycline a permis de mettr@vatence les T4001ayant été intégrés dans
le chromosome dBl.pulmonig[24]. La transformation dM.pulmoniset deA.laidlawii par le
transposon TO16 est aussi possible. Ce transposon comme WOUhpeut s’exciser du
plasmide dans lequel il est intégré et s’'insérehaaard dans le chromosome de son hote. La
transformation par le transposon 96, en présence de PEG, de la souche H6061 de
M.arthritidis est possible mais pas avec les autres souchidsadidritidis. Pour expliquer ce
résultat, I'nypothese suivante a été émise : |lextsgs non transformées posséderaient des
systemes de modification et de restriction diffé&semdes souches transformées, ou
différeraient par I'expression de ces genes. Lapaoaison de la souche H6061 aux autres
souches a permis de mettre en évidence, chez leshe® non transformables, une

endonucléasAlul qui clive les codons AGCT non méthylés [68].
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On a introduit par électroporation ch8piroplasma citriun plasmide construit avec
un géne de résistance a la tétracycline @tiC du génome de cette bactérie [51]. Les
plasmides pADP201 et pKMK1 del.mycoidessubspeciesnycoidessont parmi les seuls
plasmides connus et identifiés dans le géviyeoplasmale plasmide pKMK1 a été utilisé
pour la construction de vecteurs de clonage [38]plasmide pKMK1 auquel sont rajoutés un
réplicon dE.coli et le géne de résistance a la tétracycline a muidtroduit dan<e.coli et
M.mycoidesans délétion ou réarrangement de ce plasmide.

La méthode de choix pour la transformation d&dlicutes dépend des souches et
especes étudiées et de la particularité de I'ADNséat Par exemple, I'électroporation est une
méthode plus efficace que celle utilisant le PE@rda transformation d&l.pneumoniae
alors que la transformation avec du PEG peut &riois plus efficace pour la transformation

deM.pulmonig[51].

2.2- Transduction :

La transduction correspond au transfert d’ADN d’ub&ctérie a une autre par
'intermédiaire de virus. Parmi leMollicutes alors que de nombreux virus capables
d’infecter les spiroplasmes et les acholeplasmat mnus, seuls quatre virus ont été isolés
et identifiés au sein du gentdycoplasma La morphologie de ces virus et les cycles
d’infection n’ont pas été étudiés. Le transfert BM génomique entre mycoplasmes via ces
virus n’a pas été démontré expérimentalement reaiglé et les propriétés de quelques virus
ont été déterminés.

SpV1 infecteSpiroplasma citr{52]. Ce virus posséde un ADN sous forme simpie br
d’approximativement 8 kb. La séquence nucléotidigudorganisation des genes de deux
isolats de SpV1: SpV1-R8A2B et SpV1-C74 ont étiemmdinées. Le produit de 'TORF3 de
SpV1-R8A2B est homologue a ceux des transposasksfdmille des séquences d’insertion
IS30 et celui de SpV1-C74 avec la famille des séquediesertion 1S3. On ne connait pas la
fonction de linsertion de ce virus dans le chroormoe deS.citri. Cependant, le nombre et le
polymorphisme des différents fragments de resbmcgiarmi les différentes souchesSleitri
suggerent que les séquences virales, considéréaaeaes éléments répétés, joueraient un
réle dans les réarrangements chromosomiques eréssion des genes [51].

Le virus P1 deM.pulmonisest un virus apparemment non lysogéne a ADN double
brin de 11 660 pdb avec des séquences terminakessées. Une protéine terminale est
attachée a I'extrémité 5’ de cet ADN ce qui perdeta protéger de I'action des exonucléases

A [66]. Ce virus partage les caractéristigues demygh de la famill€odoviridae infectant
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des bactéries Gram+ phylogénétiquement proches$/déigutes Le séquencage complet de
ce virus a permis d’identifier 11 ORF, dont les duits ne présentent aucune homologie
significative avec des séquences connues, a I'éocedu produit de 'ORF8. Le produit de
cet ORF serait impliqué dans linteraction avec pitéine VsaA de I'hGte, protéine
apparemment requise pour I'adsorption du virus 655,

Le virus MFV1 deM.fermentansest un virus a ADN de 16 kb [55]. MFV1 est intégré
dans le génome dil.fermentansen différents sites et parfois en multiples cop@wmque
copie est caractérisée par une séquence ciblere@as€TTTTA résultant de la duplication
des séquences cibles lors de l'intégration. L’AD&a virus est mobile et se réplique sous
une forme extrachromosomique. L’ADN de ce virus ponte 18 ORF dont la plupart ont des
fonctions en relation avec la biologie des phalykss un des produits de ces ORF code pour
une lipoprotéine de surface appelée Mem. Cette@p®ipourrait jouer un réle dans la survie
et 'adaptation de cette bactérie a son environméni® génome de ce virus est tres proche
de celui du virus MAV1 deM.arthritidis ce qui permet de mettre en évidence une nouvelle
famille de prophages au sein du geMyggecoplasmd55].

MAV1 est un virus de mycoplasme associdarthritidis. La génome de MAV1
comporte 29 % de bases G+C ce qui est Iégéremiénienr aux 30-33 % de bases G+C du
génome deéM.arthritidis. Les souches trés pathogenes pour les articulationat possedent
I’ADN de ce virus en différents sites ce qui n'gsts le cas des souches peu virulentes. Ce
virus est résistant a I'action de la protéinaset Komtient un ADN double brin linéaire de 16
kb [69]. Le séquencage du génome de MAV1 a perfidertifier 15 ORF. Un de ces ORF,
appelévir, code pour une lipoprotéine de surface de poidgcuataire de 25,4 kDa. Cette
lipoprotéine est supposée intervenir dans le poupathogéne deM.arthritidis par des
modalités encore inconnues [70]. Le modéle excisitggration du génome de ce virus

ressemble beaucoup a celui du transposon conjug@tif6 [69] :

- a I'extrémité droite de ce génome, un ORF dorgdguence montre
une forte similarité avec l'intégrase du transposonjugatif Tr916 est
présent.

- comme pour ce transposon, le génome de ce \@mblsrait s’exciser
pour former un intermédiaire circulaire.

- I'excision du génome de ce virus crée de chaduwé gn simple brin
d’ADN de 6 pdb.
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Jonction gauche Jonction droite

} |

5’ cacgtggd ATTTTT atgctggtaactgag.....MAV1....... cgtagggg ATTTTT ttaaggct
3’ gtgcaccATAAAAA tacgaccattgactc....MAV1....... gcatcccATAAAAA aattccga

Figure 2 : Mécanisme de clivage de MAV1 pendant son excisiooldtomosome de
M.arthritidis.

Les lettres en italique correspondent au génonmdAlé1, les lettres en minuscule correspondent awogénde

M.arthritidis. Les fleches indiquent les sites de clivage [69].

-chaque site d'intégration comporte la séquencesewsus 5'-
TATTTTT-3’, indiquant que l'intégration de ce virest site-spécifique
[71].

2.3- Conjugaison :

La conjugaison est un transfert de matériel génétientre deux bactéries
temporairement liées. Le transfert de génes irdp@@es a d’abord été démontré chez
Spiroplasma citriet ensuite cheAcholeplasma oculiCependant, le mécanisme de transfert
de génes n’a toujours pas été déterminé. On n@asisi ce transfert résulte d’'une fusion de
membrane ou utilise un mécanisme de conjugaisa@gment parler avec formation d’'un
pore et échange de matériel génétique.

Le transfert du gene de résistance a la tétraeyaimreEnterococcus faecalist
M.hominisa été réalisé avec le transposon conjugat¥flBravec une fréquence de®a 10’

(ce qui est assez faible) [54]. Ce transposon gatijupossede un spectre d’hote large car il
peut étre transféré entre des souches de strepiesa a d’autres bactéries Gram+ comme
Bacillus anthraciset Listeria monocytogend®4]. Le transfert de 916 de M.hominisdans

E.faecalisn’a pas été mis en évidence. Le transfert dearesproson n’est pas site spécifique
puisqu’il a été retrouvé dans plusieurs sites. dnplusieurs copies peuvent étre transférées.

Le transfert de génes a aussi été étudié entresaleshes déM.pulmonisavec des
souches contenant un transposon possédant des dgmésistance a la tétracycline et au

chloramphénicol [62]. L’analyse des bactéries dillebtenues apres le transfert, a montré que
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seul le transposon était transféré. Il est imprtebghe le mécanisme de transfert de genes soit
de la transduction ou de la transformation. Lastasice du transfert de genes a 'action de la
Dnase |, la nécessité que les deux souches paentdient viables et l'absence
d’identification de plasmide cheM.pulmonis sont desarguments a Il'encontre d’un
phénomene de transformation. En ce qui concertrat@duction, les souches utilisées pour
cette étude n’étaient pas des hotes de bactériephhg transfert de génes s’est donc effectué
soit par un contact direct entre cellules, soit lgafusion compléte ou partielle des deux
membranes cellulaires des cellules receveusesnetedses afin d’obtenir une seule cellule
avec deux chromosomes. Dans ce cas aussi, lefettaré&taient de faible fréquence (d&’£0

10°® transconjugants par UFC).

2.4- Transposition :

La transposition correspond a la mobilisation diééts génétiques directement d’'un
site génomique a un autre. Ces éléments sont appalisposons ou séquences d’insertion
(IS). Ces IS sont des constituants normaux desvatsomes bactériens et des plasmides. Les
IS sont des éléments autonomes présents en msiltippges dans le chromosome qui codent
pour une transposase et toutes les autres protééwEssaires a leur propre mobilisation.
Certains transposons sont plus complexes et passg@detres genes comme par exemple des
genes de résistance aux antibiotiques. Dans ceongsarle de transposons composites. Les
terminaisons de I'lS sont caractérisées par lagme@s de courtes séquences inversees répétées
de 9 a 23 pdb. Lors de l'insertion de I'lS, unewsftce de I'hote est dupliquée au niveau du
site cible. La nature de la duplication est révddée la comparaison des séquences avant et
apres l'insertion de I'lS. Avant l'insertion, letsicible ne possede qu’'une seule séquence et
aprés la transposition cette copie est présenteloemle exemplaire de chaque coété du
transposon. Cette ségquence est une séquence d@épétée variable entre chaque famille d’IS
mais de taille constante pour une IS donnée. lla taiplus fréquemment rencontrée est de 9
pdb. Les mécanismes de transposition peuvent &ieatifs ou non-réplicatifs. Dans le cas
d’'une transposition réplicative, I'élément est dgpé au cours de la réaction, ainsi I'élément
transposé n’'est qu’une copie du transposon origioais de transposition non-réplicative,
I’élément est mobilisé en tant qu’entité physigireatement d’un site a un autre [38].

Chez les mycoplasmes, la plupart des IS connuesrtggment a la famille [5[41] :
1S1138 de M.pulmonis(le seul pour lequel une capacité de transposiiotonome a été
démontrée) 1S1221 de M.hyorhinis, M.flocculareet de M.hyopneumoniaelS1296 de
M.mycoideset 1SVl de M.fermentansLes membres de cette famille sont caractérisés pa
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une taille de 1 200 a 1 550 pdb et des séquencamtdes inversees répétées de 20 a 40 pdb.
Les seules IS de mycoplasmes qui n'appartiennestapaette famille sont I'B534 de
M.mycoidesqui appartient a la famille & I''SMagl de M.agalactiae[46] et I'|S1630 de
M.fermentansCes deux derniers appartenant a la familg0I86, 41, 46]. Cette famille est
caractérisée par la présence de séquences dirépgéses de faible taille, variant de 2 a 3 pdb
ce qui est un cas particulier au sein des famill3 [41]. Cependant, les séquences directes
répétées de I''86300nt une taille comprise entre 19 et 26 pdb.

Un élément particulier a été mis en évidence chezoliche PG18 dd.fermentans
[17]. Il s'agit d’'un ICE c'est-a-dire un élément conjubj&t intégratif. En effet, dans le
génome de ce mycoplasme quatre copies d'un élémeinite capable de se circulariser sont
présentes. Ces quatre copies représentent envitord®@ génome. Les séquences terminales
droite (R) et gauche (L) de cet ICE se juxtapogemir aboutir a une forme circulaire et
forment ce que I'on appelle une séquence coupléapl(ing sequence : CS) dérivée des
séquences directes répétées flanquant les dif&reabpies de I'ICE (Figure 3). Ces

séquences directes répétées résultent de la digilich site cible.

L ICEF R
— I

I

Figure 3 : Modeéle d’excision-intégration de I'lCEF d'apredetdt et al 2002

Contrairement a d’autres, cet ICE ne posseéde ausegeence codant pour des
transposases, intégrases ou recombinases conngasstgygere qu'une nouvelle enzyme est
peut étre utilisée pour l'intégration et I'exciside cet ICE. Cet ICE s’insere en différents
sites témoignant peut étre de son implication damvariation phénotypique et génomique de

cette espece [17]. Sur les quatre copies idersiff@ur cette souche, trois copies se sont
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insérées dans ou a proximité d’'une IS. En effaixdmpies sont insérées dans M8 et une
troisieme copie est insérée a proximité deNifs.

La présence d'un élément similaire a été mise ddeége chezM.agalactiae et
M.bovis Pour comprendre la portée de cette découvertawir ce que peut signifier la
présence d'un ICE chez ces deux espéces nous armsden détails les particularités de ces

éléments.

3/ Les éléments conjugatifs intégratifs (ICE) :

Ces éléments ont été découverts dans les annégsar7@eux laboratoires qui
travaillaient sur les coques Gram+. Il s'agissa&itTd916 découvert chez la souche DS16
d’E.faecalis Depuis, d’autres éléments ont été découverts biggschez les bactéries Gram—
et Gram+ que les mycoplasmes. Mais un faible nordi@éments est actuellement décrit. Il
est trés probable que ce nombre soit sous-estinsg il semble que ces éléments soient
largement répandus au sein des bactéries. Au mémeue les plasmides et les prophages,
ces éléments seraient un moyen de transfert des.g&pees avoir donné leur définition et leur
nomenclature, nous envisagerons le mode de fomeimant de ces éléments et nous

donnerons quelques données sur I'acquisition dekites et leurs conséquences.

3.1-Définition :

Ce sont des éléments qui sont normalement intéignés le chromosome des bactéries
sauf pendant leur transfert ou ils sont sous fooineulaire. Ces éléments combinent de
nombreux caracteres communs a ceux des plasmidies ghages. Comme les prophages ils
sont capables de s’exciser et de s’'intégrer darchiemosome. lls peuvent étre transférés
d’'une bactérie a une autre par conjugaison de laami@dcon que les plasmides conjugatifs.

Leur transfert contribue entre autres a la dissétiin des genes de résistance aux

antibiotiques [58].

3.2-Nomenclature :

A I'heure actuelle, la nomenclature est un vérgatilemme et les désignations de ces
éléments ne sont pas du tout uniformes. Le pregliement étudié était Bi6 On l'a
qualifié de transposon conjugatif car sa spécdficiintégration était faible et qu’il pouvait
étre excisé et transposé dans la méme cellule commkipart des transposons bactériens
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mais il pouvait aussi étre transféré entre desulesll par conjugaison. La nomenclature
utilisée pour désigner ces éléments a pour incaeméde ne pas permettre de savoir si les
éléments appelés Tn suivi d’'un numéro sont desp@sons conjugatifs ou non conjugatifs.
Le TrO16et Trb ont la méme nomenclature alors que le premierrestamsposon conjugatif
et le deuxieme non. Ainsi, il a été proposé posrdidférencier de rajouter le préfixe C pour
conjugatif [58].

Ensuite, d’autres éléments ont été découvertsueliést ce qui a permis de mieux
comprendre leurs propriétés. Mais, plus ces cosaactes étaient précises plus il était
difficile de regrouper ces éléments sous un mémmeeteCes études ont permis de mettre en
évidence que ces éléments avaient des caractaestijverses incluant 1) le contact entre
cellule grace a des pili ou I'agrégation cellulai2¢ le transfert d’'un simple ou double brin
d’ADN, 3) une spécificité d’intégration faible oorfe et 4) des recombinases caractérisées
par la présence de sérines ou de tyrosines. Cecnduit a une nomenclature hétérogene
incluant les transposons conjugatifs, les plasmidésgratifs et les flots génomiques. En
comparant les propriétés de plusieurs éléments liolt Waldor en 1999 ont groupé le
Tn5252 de Streptococcus pneumoniate Trb276 de Lactococcus lactisCTnscr94 de
Salmonella entericé&Senftenberg, les transposons conjugatifsBaeteroides les ilots de
symbiose deMesorhizobium loticlc de Pseudomonasp. B13 et SXT dé&/ibrio cholerae
dans la classe des CONSTIN pour jogal <If transmissible _ntegrating elements.
Cependant, T®l6 n’était pas inclus dans cette classecause de sa faible spécificité
d’intégration ainsi que I'élément pSAM2 &reptomyces ambofacierm®nsidéré comme un
plasmide. Il en était de méme pour les élémentslRE9Providencia rettgeriet R997 de
Proteus mirabilisclassés comme appartenant a la famille des plasntictJ. Mais ces deux
derniers éléments ont été reclassés parmi les CONSr ils présentaient des
caractéristiques communes avec lI'élément SXTVdeholerae[8]. Récemment, le terme
d’iflots génomiques a été proposé comme extensignildes de pathogénicité. Selon les
fonctions codées par ces filots, on parle dllotsylabiose, d'llots de pathogénicité, d'ilots
métaboliques ou d'llots de résistance. Cependdte ckasse regroupe des éléments dont les
structures sont trés différentes. Les modes d'adopn et les mécanismes de mobilité sont
tres différents et restent encore a élucider. Aiilsa été proposé d’établir une classe
d’éléments contenant tous les éléments capablesedeiser par des recombinaisons sites
spécifigues en une forme intermédiaire circulagmaio-transmissible par conjugaison et
capable de s’intégrer dans le génome de I'hGteqgeesoit le mécanisme d’intégration et de
conjugaison [58]. Ces éléments seraient aussi tepdk se répliquer pendant la conjugaison
mais cette réplication ne devrait pas étre impkgda&ns leur maintien. Burrus et al (2002) ont
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donc proposé de les appeler ICE pauegrative and anjugative_éements. Les transposons

conjugatifs capables d’étre transposés dans uneencéftule seraient un sous groupe de la
classe des ICE. L'acronyme ICE peut aussi étres@ifdour nommer les nouveaux éléments
découverts. Dans ce cas, ICE devrait étre suivigsmmitiales du genre et de I'espece de la
bactérie dans laquelle il a été isolé et un chiffentifiant la souche ou le rang de découverte

comme par exemple ICGE1pour I'lCE deStreptococcus thermophil{i2].

3.3- Diversité des ICE :

Les ICE ont été découverts chez les bactéries Gr&ram-— et les mycoplasmes. Ci-
dessous un tableau récapitulant 'ensemble desctifiBus indiquant le genre et I'espéce ou
on les a découverts, leurs fonctions, leurs tailles particularités de leurs intégrases et leurs

sites d’'insertion.
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Taille

Elément Genre ou espéces Fonctions caractérisées Intégrase Sites d'intégration dans I'héte d’origire
en kb
TC'ERL Bacteroides fragilis 80 Tc ND Plusieurs sites
CTnDOT Bacteroides 65 Tc, Em Tyr Plusieurs sites
CTnGERM1 Bacteroides ovatuBH3716 75 Em ND Plusieurs sites
llot de symbiose Mesorhizobium lotR7A 502 Systéme de sécrétion type IV Tyr Termimaid' du géne codant pour un ARt
llot de symbiose Mezorhizobium lotiMAFF303099 611 Systéme de sécrétion type IV Tyr rmiraison 3’ du géne codant pour un ARKIt
Tn4371 Ralstoniasp. A5 55 Dégradation du biphényl Tyr Plusieursssi
SXT Vibrio cholerae 99,5 Su, Tm, Cm, Sm Tyr Terminaison 5’ du gprfe
PJY1 Vibrio cholerae ND Su, Cm, Sm ND ND
R391 Providencia rettgeri 89 Kn, Hg Tyr Terminaison 5’ du géngrfc
R991 Proteus mirabilis 85 Ap, Sm, Su Tyr Terminaison 5' du géngrfc
pMERPH Shewallena putrefaciens ND Hg Tyr Terminaison 5’ du géngrfc
Clc Pseudomonasp. B13 105 Dégradation du chlorocatéchol Tyr Teaison 3’ de 2 génes codant pour un ANt
Bph-sal Pseudomonas putida 90 Dégradation du biphényl et salicylate ND ND
cTnscr94 Salmonella entericaenftenberg 100 Utilisation du sucrose ND Termmaid de 2 génes codant pour un ARKIt
LpPI-1 Legionella pneumophila 65 Facteurs de virulence Tyr Prés d’'un géne caulaunt un ARNE™
SPI-7 Salmonella entericayphi 134 Antigéne Vi Tyr Terminaison 3’ de 2 gérmdant pour un ARRE
P1056 Haemophilus influenzae ND Tc, Ap ND Terminaison 3’ du géne codant pour ARNt-"
pSMA2 Streptomyces ambofaciens 10,9 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pourARNt™™
pSAl Streptomyces cyaneus 9,1 ND Tyr ND
plJ408 Streptomyces glaucescens 15 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pour urNAR
plJ110 Streptomyces parvulus 13,6 ND ND ND
SLP1 Streptomyces coelicolor 17,2 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pourARNt™
Pmeal00 Amycolatopsis mediterranei 23,7 ND ND Terminaison 3’ du géne codant pour &NK"™
Pmea300 Amycolatopsis methanolica 13,3 Mutateur, stimule la transformation Tyr Teraigon 3’ du géne codant pour un AFNt
Pse211 Saccharopolyspora erythraea 18,1 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pourARNt™™
Tn1549 Enterococcusp 34 Vm Tyr Région riche en base A+T
Tn916 Enterococcus faecalis 18,5 Tc Tyr Région riche en base A+T
Tn5397 Clostridium difficile 21 Tc Ser Un seul site
Tn5252 Streptococcus pneumoniae a7 Cm, UV Tyr Plusieurs sites intergéniques
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Suite tableau 4

Elément Genre ou espéces Taille Fonctions caractérisées Intégrase Sites d'intégration dans I'héte d’origire
en kb

Tn5276 Lactoccocus lactis 70 Utilisation du sucrose, synthése de nisine Tyr Plusieurs sites

pRS01/sex factor Lactoccocus lactis 48,4 Résistance au tellurium ND Un seul site
CdiAl Clostridium difficile 30,6 ND Tyr ND
CdiA2 Clostridium difficile ND ND Ser ND
CdiB3 Clostridium difficile 28,2 ND Tyr ND
CdiB4 Clostridium difficile ND ND Ser ND
EfaCl Enterococcus faecalis 25,3 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pourARNt™
EfaC2 Enterococcus faecalis 32,7 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pour GMP synthétase
EfaD2 Enterococcus faecalis ND ND Tyr ND
SmuE Streptococcus mutans 20,5 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant pourARNt-*"
Tn5801 Staphylococcus aureus 25,8 Tc Tyr Terminaison 3’ du gene codant pour GMP synthétase

CW459Tet(M) Clostridium perfringens ND Tc Tyr Terminaison 3’ du géne codant pour unefdynthétase
ICELm1 Listeria monocytogenes 21,3 Résistance au &d Tyr Terminaison 3’ du géne codant pour une GMPlsitiatse
ICESt1 Streptococcus thermophilus 34,7 Systeme de restriction type Il Tyr Terminai8bdu géne codant pour une aldolase
ICEBs1 Bacillus subtili168 20,5 ND Tyr Terminaison 3’ du géne codant panrARNtE®

ICEF Mycoplasma fermentari3G18 23 ND ND Nombreux sites
Tableau 4: Récapitulatifs des ICE connus [15].
Ap : ampicilline; Cm: Chloramphénicol ; Em: dmomycine ; Hg: mercure ; Kn: kanamycine ; NDonndéterminé ; Ser: sérine recombinase ; Tyr osipe

recombinase ; Sm : streptomycine ; Su : sulfaméthobe ; Tc : tétracycline ; Tm : triméthoprime ;rTyyrosine recombinase : Vm ; vancomycine.

# Les fonctions codées par ces ICE sont celles qui né gas impliquéeslans les phénomeénes d’excision et d’intégratiortrdasfert d’ADN ou la régulation de leur

mobilité.
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3.4- Mode de fonctionnement des ICE :

3.4.1- Etapes générales du transfert :

Les étapes générales du transfert des ICE ontrétgadie bien établies pour le
transposon conjugatif P16 d’E.faecalis et les transposons conjugatifs des bactéries
appartenant au geniacteroides Des homologies de séquences d’ADN existent dafe
transposons conjugatifs et le plasmide RKE.ddli ce qui suggére que les mécanismes de
transfert sont comparables apres I'excision eirtaarisation du transposon conjugatif. Nous
nous appuierons sur ces données pour illustreréleanisme de transfert des ces éléments.

Ainsi les étapes générales suivantes peuvent Eippgees :

1) excision du transposon conjugatif apres clivage double brin

d’ADN.

2) circularisation du transposon conjugatif excisé.

3) interaction entre la cellule receveuse et ldulmldonneuse et
formation du pore d’accouplement.

4) formation du relaxosome et incision d'un simpten au niveau de
I'oriT de I'intermédiaire circulaire.

5) transfert du brin coupé par le pore d’accoupleme la cellule

receveuse.

6) ligation et recircularisation de ce simple brin.

7) synthése du brin complémentaire.

8) ciblage de la séquence d’insertion du transpasmjugatif dans la
cellule receveuse et clivage de 'ADN cible our@nsposon conjugatif
s’integrera.

9) intégration du transposon conjugatif dans laisage cible.

Toutes ces étapes vont étre maintenant détaillées :

1) Au cours de l'excision, un clivage au niveau tegninaisons du T916 crée de
chaque coté un simple brin de 6 pdb appelé séquenmenale. Les terminaisons du 916
sont riches en bases A+T et le transposon s’irdaare une région riche en bases A+T, il a été
difficile de déterminer pour ces raisons la longuges séquences terminales. Dans un cas, il
était possible de distinguer 5 pdb et dans un augeb, donc on a considéré que la séquence
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terminale avait une longueur de 6 pdb [56]. Cesusiges terminales ne sont pas
complémentaires et lorsqu’elles se rejoignent powumer la forme circulaire intermédiaire on
a des mésappariemenj&8]. Les géenes impliqués dans I'excision et I'gration de TO16
ont été identifiés. Il s’agit des genies et xis qui participent aussi a I'excision et I'intégratio
de I'élément CTnDOT des bactéries du gdBaeteroideqd20]. Ces deux genes se trouvent a
une des extrémités du transposon conjugatif endavaéeneetM codant pour la résistance a
la tétracycline. Le produit du geirg est essentiel pour I'excision et I'intégratiorgral que le
genexis stimule I'excision mais n’est pas essentiel pdatdgration. L’intégrase Int possede
un site de fixation a ’ADN qui inclue les séquesderminales. II semblerait que certaines
séquences terminales se lient mieux que d'autrésitagrase ce qui pourrait expliquer
pourquoi certaines séquences terminales permeldettansposition plus facilement que
d’autres.

2) La protéine Int aurait deux domaines de fixation a I'extrémité N-terminale et
l'autre a I'extrémité C-terminale. Dans un prentemps, un domaine de fixation se lie & une
des extrémités du Pi6 au niveau d’'une séquence inversée répétée imgadans un
environnement riche en bases A+T. Puis l'autre doen@ntre en contact avec l'autre
extréemité du TA16.Les deux extrémités se rapprochent pour formerbanele conduisant a
son excision et sa circularisation [72]. La pro¢ekis protége les séquences d’ADN en
s’enveloppant autour comme des histones pour tixcBon alignement avec la protéine Int.
De plus, Xis stimule I'activité de Int et peut faiser I'excision plutét que l'intégration en
inhibant la fixation de Int sur un site plus dist@pliqué dans I'intégration. Il est probable
qgue des facteurs de I'h6te soient impliqués dartsal@sposition, comme le confirme le fait
gueLactococcus lactipeut recevoir et intégrer Bt6. Mais cette bactérie ne peut pas jouer
le role de donneuse pour ce transposon conjudatie fois I'élément intégré dans cet
organisme, il ne peut plus s’exciser [19]. Les dacs de I'hote intervenant dans la
transposition de ces éléments n’'ont pas encoraeétgifiés mais ces facteurs semblent étre
conservés d’'une bactérie a I'autre puisque l@lBpossede un spectre d’héte large.

3) Les étapes du transfert conjugatif ont été etigpdécrites pour les plasmides. On
suppose que ces étapes sont identiques a cellestpent le transfert conjugatif des ICE, une
fois qu’ils sont circularisés. Lors de ce transfertcellule donneuse et receveuse entre en
contact. Ce contact entre cellules est facilité lpgprésence de pili codés par les genes de
transfert portés par le plasmide de la cellule @ose. Un signal de transfert, probablement
produit suite & ce contact, conduit a la formatthnpore et au transfert d’'un simple brin
d’ADN lié a des protéines. Ce pore probablemeriiksé par les pili est un complexe multi-
protéigue qui traverse la membrane cytoplasmigterrie chez les bactéries Gram+, la
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membrane interne et externe chez les bactéries -Getnrelie la cellule donneuse a la
receveuse. Aucun des ORF de la région de trarddeft®16 n'a de similarité avec des genes
codant pour des pili sexuels de plasmides. De jduspmbre de genes possibles dans cette
région est faible comparé a celle des plasmidege@ant, le plasmide H:faecalis dont le
mécanisme de transfert est sous la dépendance é®npines peptidiques, utilise un
récepteur protéique présent dans la membrane cidllde donneuse et non des pili sexuels
pour initier le contact entre cellules et conddirka formation d’'un pore. Il est donc possible
que Tr916 utilise le méme genre de systeme de transfert.

4) Le relaxosome situé a la base du pore est urplesm constitué d’ADN et de
protéines crée par la liaison de certaines proséihe transfert a une région de I'ADN
plasmidique appeléeriT (origine de transfert). Le transfert commence yrag coupure dans
un simple brin d’ADN au niveau d’'un site appei€ a l'intérieur de loriT par une enzyme
faisant partie du relaxosome : une relaxase. Gasages semblent étre largement distribuées
parmi les différents plasmides, transposons cotifgget éléments mobilisables des bactéries
Gram+ et Gram-. Toutes ces relaxases ont en conumerextrémité N-terminale possédant
une activité catalytique et une extrémité C-terneirgui serait impliquée dans l'interaction
avec d’autres composes intervenant dans le tran2i@§r Pour le plasmide RK2, les protéines
essentielles a la formation du relaxosome sont, TredJ et TraK. Le site de coupure est
localisé au milieu de la séquenaeT qui a une taille minimale de 250 pdb pour le plaem
RK2. La région ou se trouve le site de coupureuest courte séquence de 8 pdb prés de
laquelle se trouve une séquence inversée répétet dmlb. Tral, qui est une relaxase,
reconnait cette courte séquence et coupe un shnple’ADN au niveau du site de coupure.
TraK se lie a une région proche du site de couporg envelopper 'ADN est formé une
structure comparable a celle d'un nucléosome. Teadnnait une partie de la séquence
proche du site de coupure et interagit avec Tral.tdille minimale deoriT n'est pas
précisément définie mais uoe T typique a une taille de 100 pdb et les sites dpe®e une
taille d’environ 10 pdb. Peu de choses sont conmuese qui concerne le transfert de la
plupart des transposons conjugatifs mais on supfgoedeur transfert est identique a celui
des plasmides conjugatifs. La présence d’'une aidetransfert n’a été mise en évidence que
pour les transposons conjugatifs CTnDOT des bastéu genrdBacteroides Tn5252 de
Streptococcus pneumonia I'élément SXT deV.cholerae.La localisation de 6riT est
discutée pour T9l6. L'intégration de TA16dans un plasmide ne permet pas sa mobilisation
en cis. Mais, TA16 est capable de s’exciser du plasmide et d’étrestéaé dans une cellule
receveuse. Une explication possible de cet échequesioriT de Tr916 serait proche d’'une

des extrémités de cet élément et que la formatiomedorme circulaire serait nécessaire pour
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générer une régioariT active. Des études ont montré que cetid était peut étre plutbt
localisée dans une région plus interne et aura@ bhomologie avec une protéine de
mobilisation MbeA. Il a été supposé que le transtenjugatif augmenterait le nombre de
formes excisées, masquant le transfert d®l1®ncointégré dans le plasmide. Une des
solutions pour prouver la présence d'uogT serait d’insérer dans un plasmide non-
mobilisable un TA16 sans les geness et int. Si uneoriT existe, le plasmide devrait étre
transféré sous forme d’'une unité intacte. Par eptis transposons conjugatifs des bactéries
du genreBacteroidessont capables de transférer des plasmides nonlisadies en cis.
L'oriT de CTnDOT a été clonée et identifiée. Elle estégitvers le milieu de cet élément
mais elle ne présente aucune des caractéristiqgeségjionsoriT connues. Bien que les
régions oriT soient habituellement situées prés de géenes cooamt des protéines de
mobilisation qui se lient a cett@iT pour former le relaxosomées genes codant pour les
protéines de mobilisation de CTnDOT sont situé8ka de la régiomriT. Il semble que les
géenes proches de cetteéT codent pour des protéines de régulation contrdlarpression
des génes de mobilisation.

5) Lors du transfert de plasmides conjugatifs, ,TfahJ et TraK liées a I'extrémité 5’
de ’ADN vont conduire le simple brin coupé dansddlule receveuse grace a leur interaction
avec des molécules de mobilisation encore appgiéeines de couplage. Les geénes
impliqués dans la production des molécules de nsaliibn sont au nombre de 12 pour le
plasmide RK2 [72]. Ces produits de genes seraiestic@s avec la membrane bactérienne.
Deux d’entres eux TraF et TraG sont absolument ssadees pour la conjugaison. TraG
possede un domaine de liaison aux NTP et pouainfr 'énergie nécessaire au transport
de I'ADN jusqu’au pore de conjugaison. Ce géne Tregd trés conservé au sein des
plasmides conjugatifs. TraF est associé avec Tiais énteragiraient avec le relaxosome
pour commencer le transfert du simple brin I’ADNugé [72]. Le pore de conjugaison est
en fait un systéme de transfert appartenant a usrgmupe des systemes de sécrétion de type
IV utilisant de I'énergie pour le transport de I’ADet de protéines de la cellule donneuse a la
cellule receveuse [59]. On pense que le systensedetion de type IV est responsable du
transport de la relaxase jusque dans la cellulevertse. En résumeé de tout ce qui vient d’étre
dit, 'ADN lié de maniéere covalente a la relaxast @ans un premier temps transporté de
maniere passive, trainé par la relaxase. Les quikeraient le r6le d’aiguille permettant de
pousser 'ADN dans la cellule receveuse. Puis, ME&erait pompé dans la cellule receveuse,
utilisant le conduit formé par le systeme de séméde type IV. Cette seconde étape serait
catalysée par des protéines de couplage tellesTow8 du plasmide R388, TraD des
plasmides IncF, TraG des plasmides IncP et VirD4 plasmide Ti dAgrobacterium
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tumefaciens[39]. L'ORF20 du transposon conjugatif 1549 d’Enterococcussubspecies
présente une forte similarité ave Trsg, I'hnomologiee la protéine VirB4 codée par le
plasmide pGO01 (27 % d’identité sur 437 acides ampwur un total de 800 acides aminés).
VirB4 est une famille d’ATPases qui semble intetivetans la transduction d’information,
certainement en induisant des changements de caation ATP dépendantes des sous-
unités constituant le pore de conjugaison [27]. RF16 de TA16 présente 43 % de
similarité avec 'ORF50 du plasmide pAD1Edfaecalisune protéine homologue a la protéine
VirB1. Cette protéine VirB1 présente de forte saritké avec la famille des transglycosylases.
On pense que ces molécules aideraient 'ADN et/ rotéines a traverser la membrane
cellulaire en ouvrant localement les peptidoglysdi2¢].

6, 7) Dans la cellule donneuse, la réplication weaionnelle de la forme circulaire
par extension de I'extréemité 3'OH générée parilage de loriT par Tral est réalisée par les
enzymes de réplication de la cellule donneused#sdi, polymérase 1ll) en méme temps que
'extrémité 5 reliée a la relaxase est transfépse le pore de conjugaison a la cellule
receveuse (Figure 4). Un second clivage de la matdéd’ADN a lieu au niveau de
I'extrémité 3'OH du simple brin transféré dans &lule receveuse. Tral catalyse ce second
clivage et la réaction de ligation permettant déolat une forme circulaire simple brin. Puis
on a réplication de ce simple brin par les enzyaegéplication de la cellule receveuse.
Aprés transfert de ce simple brin et sa réplicatitan cellule donneuse et receveuse

contiennent chacune une copie de la forme ciraitimuble brin.
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Figure 4 : Représentation de I'étape de transfert et de lecedjon de la forme circulaire

intermédiaire d’un transposon conjugatif d’aprély&a et al 1995 [58].

8, 9) L'intégrase catalyse la réaction permettantéigration de cet élément dans le
chromosome de la cellule receveuse. Po@lbncette forme circulaire double brin s’'integre
au niveau de la séquence cible de la cellule rerseveu des mésappariements existent entre
les séquences terminales et le site cible. Ces ppasaments sont corrigés lors de la
réplication de I’ADN [58]. Il a été démontré exp@aantalement que plus de la moitié des
transconjugants résultant du transfert intercatellde Tr916 portent le plus souvent plus
d’'une copie de ce transposon [21]. Pour I'élémeXT ,Sl'intégration de l'intermédiaire
circulaire a lieu via une recombinaison site spgad entre une séquence de 17 pdb de
I'intermédiaire circulaire et une séquence simdale 17 pdb dans le gepdC [32]. Pour que
le transfert puisse avoir lieu, il faut que le gémede I'élément SXT soit exprimé a la fois
chez la cellule donneuse et la cellule receveusetrairement au T916 pour lequel
l'intégrase semble étre transférée avec ’ADN petdiaconjugaison [32, 14]. Pour I'élément
CTnDOT des bactéries du gerBacteroides,une région de proche identité entre une des
terminaisons du transposon conjugatif et le sitelecid’insertion est responsable de la
spécificité de sélection du site cible. Mais l'irtg@n n’a pas lieu dans cette région mais 4 pdb
en amont. Le mécanisme d’intégration est doncaxigtifférent de celui de T916.

Pour les transposons conjugatifs, un transferacedfulaire existe. Dans ce cas, on a
excision et formation d’'un intermédiaire circulafiemé. La forme circulaire excisée ne se
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réplique pas. Elle peut s’intégrer soit dans leogém de la méme cellule (ex : 916), soit

dans un plasmide résident (eBacteroides

3.4.2- Caractéristiques des intégrases impliquéesais I'excision et

I'intégration des ICE :

Deux familles de recombinases sites spécifiquest somnues, la famille des
recombinases caractérisées par la présence deeséeinla famille des recombinases
caractérisées par la présence de tyrosines. Lemb@cases caractérisées par la présence de
sérines sont impliquées dans l'insertion ou I'ecisde certains prophages et des éléments
Tn5397, CdiA2 et CdiB4 retrouvés che€lostridium difficile alors que les recombinases
caractérisées par la présence de tyrosines sohtuéps dans l'intégration et I'excision d’'un
tres grand nombre d’éléments intégratifs incluamlupart des prophages tels que ceux de la
famille A. La plupart des intégrases appartenant a la fardés recombinases caractérisées
par la présence de tyrosines catalysent génératetietégration site spécifigue dans
I'extrémité 3’ de gene codant pour des ARNt [12].

3.4.3- La spécificité des sites d’insertion :

La plupart de ces éléments sont insérés danstdsssgicifiques sauf pour 9 éléments
qui s’inserent dans de nombreux sites. Il s’agit @EF de M.fermentansouche PG18, de
TC'ERL de Bacteroides fragilis,de CTnDOT des bactéries du gerBacteroides,de
CTnGERM1 deBacteroides ovatuBH3716, de TA371deRalstoniasp. A5, de Th549de
Enterococcussp, de TA16 d’E.faecalis,de Trb252 de Streptococcus pneumoniad de
Tn5276 de L.lactis [15]. Les membres de la famille 906-Tn1545 ont été trouves
naturellement ou ont été introduits dans plus desgi@ces bactériennes différentes et plus de
20 genres bactériens différents.

L’étude des prophagés et d’autres ICE révelent I'existence de sites tdgmations
secondaires. De plus, certains transposons coifpgat ICE ont une forte spécificité
d’intégration pour certains hétes et une plus &ipbur d'autres. L'élément pSE101 est

intégré dans I'extrémité 3’ du géne codant pourARNt™

de Saccharopolyspora erythrae
mais on le retrouve dans de nombreux sites 8tiegptomyces lividan®e la méme facon, le
Tn916 qui s’intéegre dans un grand nombre de sites cliefaecalis s’integre
préférentiellement dans un unique siét916 chez Clostridium difficile Le Trb397 de

C.difficile est intégré en un unique site mais il est présbhp Bacillus subtilisdans un
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nombre important de sites [12]. Pour I'élément S¥& V.cholerae9 sites secondaires
d’intégration ont été détectés et I'un d’entre daxerminaison 5’ du genentB est une cible
fréquente lorsque le site d’intégration dans lenteaison 5’ du génprfC est absent. Lorsque
SXT est intégré dans le gepetBil est encore transmissible mais avec une fréguéfcfois
moins importante. L'existence de sites alterngidar des éléments qui semblent intégrer des

sites spécifiques permet d’élargir leur spectrét14].

3.4.4- Différences et points communs entre les IG# les autres

éléments génétiques mobiles :

Le mécanisme d'intégration et d’excision differe delui des IS puisque la
transposition des IS peut étre réplicative ou néplicative. Un transposon possede des
séquences terminales inversées réepétées et desnségudirectes répétées resultant de la
duplication du site cible lors de son intégratiam® ne sont pas des caractéristiques
systématiques d’ICE. Mais comme les séquencesaditing, les ICE sont intégrés dans le
chromosome de I'hGte.

Les plasmides et les ICE participent a la dissénunales genes de résistance aux
antibiotiques parmi les bactéries Gram— et Gramem@e les plasmides conjugatifs, un
simple brin est probablement transféré par congagaisauf pour pSAM2 d8treptomyces
ambofacienset d’autres ICE appartenant a des actinobactetiasn double brin d’ADN est
transféré entre la cellule donneuse et la celleleveuse [27]. Cependant, alors que la
réplication du simple brin a certainement lieu perde transfert des éléments possédant une
oriT, le maintien des différents transposons conjugaliéns les bactéries receveuses et
donneuses n’'implique pas seulement la réplicatienlal forme circulaire simple brin
transférée mais aussi son intégration dans le absome. Les transposons conjugatifs sont
des éléments tres sociables car contrairementlasmles des groupes d’incompatibilité et &
certains transposons standards, une souche peutesyptusieurs transposons [30]. La seule
limite se rencontre lorsque des transposons cotiisigant le méme site d’insertion. La
présence dans une méme cellule des deux élémestprioiches SXT d¥.choleraeet R391
de Providencia rettgerine diminue pas significativement la possibilité adjaérir d’autres
éléments, indiquant que ces deux €léments ne cpdsnpour des déterminants d’exclusion
de surface [30]. Pour Bi6, la présence de deux copies stimule la transpaosites copies
présentes dans la méme cellule grace a I'activatioinans de I'expression des gerisstint
par un phénomene inconnu. On parle de phénomentadseactivation [19]. Chez les

bactéries du genBacteroideda surexpression d’'un gene de régulati®C est responsable
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d’'une augmentation du transfert des transposonsigatifs lorsque ces derniers sont présents
en multiples copies [20].

Les transposons conjugatifs ont des intégrasepidsientent de fortes homologies
avec celles des bactériophages de la farhillea été démontré gu’au niveau de la séquence
en acides aminés leurs intégrases appartiennenmnémes familles. Elles ont une séquence
identique au niveau de leur site actif mais elld&mnt en dehors de cette région. Le
mécanisme d’excision et d’intégration des ICE regde a celui des phages mais ils ne
donnent pas de particules virales et les modatligesansfert sont différentes [58]. Les roles
des protéines Xis et Int du pha@eet de T®16 sont tres proches mais une différence
importante est que la séquence du phage a une bgimavec le site d’insertion de la
bactérie hote. Pour Pi6, le site cible de la bactérie héte n'a pas d’hay@ avec la
séquence s’insérant mais il semble qu’il ait unéfggence pour les séquences d’ADN de
I'h6te intrinsequement liées. Par contre, pouehéént SXT dé&/.choleraequi a une insertion
site spécifique la séquence cible et la séquendéntdermédiaire circulaire présentent des
homologies.

3.4.5- Régulation du transfert de génes : rle demtibiotiques :

L’exposition de bactéries donneuses du geBeeteroidesportant le transposon
conjugatif CTnDOT a de faibles concentrations deat§cline multiplie par 10 000 I'auto-
transfert de ce transposon [20]. Pour stimulerdesfert, une exposition courte (< 30 min) et
avec de faibles concentrations de tétracyclineugdml) suffisent. La plupart des génes
responsables de la stimulation par la tétracyctim¢ été identifiés et caractérisés. La
tétracycline multiplie par 20 la transcription d'@péron contenant le getetQ et de deux
genes de régulation appehésA etrteB. Le mécanisme par lequel la transcription de I'opér
tetQ-rteA-rteBest stimulée n’est pas connu mais il est clairlgagrotéines RteA et RteB ne
sont pas nécessaires pour I'expression de cet oprst possible que certaines protéines de
I'hGte puissent interagir avec la tétracycline pstimuler la transcription. L’augmentation de
la transcription résulte de 'augmentation de ladoiction des protéines RteA et RteB. RteB
est essentiel pour le transfert ce qui n'est pasake de RteA. Un des rbles de RteB est
d’activer I'expression du gengeC situé en aval. Le mécanisme par lequel RteB adéve
generteC n'est pas connu. RteB joue aussi le role d’'un éptasseur. Il contre l'effet
répresseur qui empéche I'expression des geneswlsdrt. Ce répresseur n'a été ni identifie
ni cloné mais son existence est prouvée. Lorsquédmn de transfert de 'Em DOT (=
CTnDOT) est clonée a part des gertea\, rteBet rteC et du reste de ce transposelte est
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capable d'auto-transfert. Le mode d’action de latgine RteC n’est pas trés clair. Une
interruption dans le gemeC abolit complétement le transfert du transposorsralié a peut
d’effet sur la mobilisation d'un plasmide corésitdeAinsi, RteC semblerait contrdler
I'expression des genes essentiels pour I'excistda eircularisation du transposon. RteC et
RteB sont deux antirépresseurs mais on ne saf’fgagissent sur des répresseurs identiques
ou différents. Le transfert de 6 est aussi stimulé par la tétracycline. Certaippoaent
qgue la présence de la tétracycline multiplie pardiutres par 100 le transfert de9li6. La
tétracycline stimulerait I'expression des gemgset xis. Ces genes sont localisés en aval du
genetetM, et sont transcrits dans la méme direction aiasiétracycline en stimulant la
transcription du génteetM augmenterait du méme coup celle des geisest int. Des études
ont mis en évidence que des genes de régulatiovajemi exister. Un de ces genes a été
désignétraA et il serait situé en amont des gerisset int et en aval du génetM. Le mode

d’action de TraA est inconnu mais semble diffédtelui deBacteroideg19].

3.5- Particularités des ICE :

3.5.1- Un élément original : SXT dé/.cholerae :

V.choleraeest une bactérie Gram— qui cause une maladie diguh sévere : le
choléra. Cette bactérie posséde un ICE appelé ®XG2&kb qui porte les génes de résistance
au sulfaméthoxazole, au triméthoprime, au chloraénol et a la streptomycine. Cet
élément a été initialement détecté dans le sérpgrémergeant O139 dkecholerae mais des
éléments trés proches ont été retrouvés dans ésusdlats cliniques du continent indien.
SXT a aussi été récemment détecté dans des isl@@ovidencia alcalifaciensle patients
diarrhéiques au Bangladesh. SXT semble étre rapeddged’une famille d'ICE dans laquelle
on retrouve I'élément R391 derovidencia rettgeriinitialement décrit en 1972 dans des
isolats d’Afrique du Sud et qui porte des genesédistance a la kanamycine et au mercure
intégré dans le méme site que SXT c'est-a-dirdrBexité 5’ du génerfC. L'élément SXT
s’intégre de maniere site spécifique aussi bierz theholerae0139,V.choleraeEl Tor O1
que chezE.coli K-12. SXT intéegre I'extrémité 5 du génafC codant pour RF3 (Release
Factor 3). L'intégration de I'élément SXT interrotrip geneprfC, mais I'élément code pour
une nouvelle terminaison 5’ du gépdC qui restaure le cadre de lecture de ce géndeéleal
prfC recombinant créé par l'intégration de I'élémentTS&st fonctionnel. L’élément SXT
code non seulement pour un nouveau RF3 mais amgsiitf un promoteur et un site de
liaison pour un ribosome nécessaire a I'expresdiomeneprfC. Puisque RF3 joue un role
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dans la régulation de la traduction, le gpri€ devient une cible intéressante pour I'élément
SXT car la protéine RF3 recombinante peut influenadraduction des génes de I'élément
SXT [30]. Cependant, d’autres sites d’intégrationt été découverts chez des bactéries ne
possédant pas de gen@fC mais dans ce cas la frequence de transfert éaaitfaible. Donc,
RF3 ne semble pas absolument nécessaire au ttadef€éléement SXT mais son absence
peut expliquer la diminution de fréquence de trarigfi4].

SXT est le seul élément pour lequel on a prouvé gassédait des genes codant pour
des pili sexuels proches de ceux de plasmides gatifs. En effet, SXT posséde des genes
proches de ceux du plasmide F qui codent pourdiabtage des pili et la formation du pore
d’accouplement. De plus, récemment on a montré lgaeproduits de génes codés par
I'élément SXT essentiels pour I'assemblage desepila préparation de 'ADN au transfert
étaient similaires a des systémes de conjugaisonés dans plusieurs autres bactéries Gram-
incluant les plasmides R27 @&almonella entericaérovar Typhi, PNL1 d&pingomonas
aromaticivorans,Rts1 dE.coli et IMlot génomique dé&eisseria gonorrhoead.’excision,
I'intégration et la régulation du transfert de €&lent SXT semblent étre tres proches de ce
qui se passent pour le phage L’analyse d'un élément de la méme famille que SXT
I'éléement R391 dérovidencia rettgera montré que cet élément utilisait aussi un mécami
d’intégration identique a celui des phages [8].

Plus de la moitié du génome de SXT n’est pas atil@ mobilisation de cet élément.
Deux loci de SXT, désignésetCet setD dont la séquence en acides aminés est similaire a
celle des régulateurs flagellaires FINC et FlIhDderd pour des régulateurs qui activent la
transcription des génes nécessaires a l'expresfiogéeneint et donc a l'intégration de
I'élément SXT [14]. FIhC et FIhD ont initialementéédécrits comme des régulateurs
flagellaires de la transcription des gends.doli, mais des études récentes ont révélé que ces
genes étaient impliqués dans la régulation de glusiprocédés dont la division cellulaire
(seulement FIhD), la forme des cellules, la productde facteurs de virulence et la
respiration anaérobie. Ché&zcoli, FIhC et FIhD forme un complexe hétérotétramériquie
se lie aux promoteurs de I'opéron flagellaire ativsa transcription. Il est nécessaire de
réaliser d’autres études pour savoir si SetC dd Setligomérisent et activent directement la
transcription comme c’est le cas pour FIhC et Flhb. autre locus désigneetR dont le
produit partage une forte homologie avec un réprgsde phage, semble aussi intervenir
dans la régulation de I'expression des genes diamiEnt SXT. SetR serait impliqué dans la

régulation de I'expression des gese$Cet setD
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3.5.2- Les éléments NBU dBacteroides : des ICE handicapés ? :

Le genreBacteroidegpossede des éléments appelés NBU (NonreplicB@ateroides
unit) [58], qui peuvent étre excisés et mobiliséssvla cellule receveuse en trans par un
transposon conjugatif également présent dans llaleelonneuse. Les NBU représentent une
famille hétérogene d’éléments intégrés qui onttailkee comprise entre 10 et 12 kb. Ils ont en
commun des séquences fortement similaires ents, @bmprenant un géne de mobilisation
(mob et une régiororiT. Leur excision et circularisation sont sous le ddletrde RteB,
produit par un transposon conjugatif en généralésitlans une région distincte du
chromosome. Les NBU codent pour une seule protnmobilisation qui semble capable de
se lier a leupriT, coupant ce site et initiant le transfert d’'unpiesimple brin du NBU par le
pore fournit par le transposon conjugatif. La formieculaire des NBU peut aussi étre
mobilisée par des plasmides conjugatifs tels gseplasmides RK2, R751 et le plasmide
IncP. Ces NBU peuvent étre transféerés entre de®rex du genr@acteroideset E.coli et
inversement. Le transfert entre des bactéries Gretnales bactéries du gemBacteroidesn’a
pas encore été testé. Ces NBU peuvent étre intégrés des plasmides. Ces plasmides sont
alors mobilisables par des transposons conjudaifs Le mécanisme de transposition de ces
éléments ressemble plus a celui des phaggs’a celui des transposons conjugatifs. L'étude
de NBU1 a montré que la forme circulaire avait psiter d’'intégration la terminaison 3’ d’'un
géne codant pour une ARNt-leucine. La plupart desgps integrent des sites proches des
genes codant pour des ARNt. Le géne codant pauedirase de NBU1 a été identifié et
séquenceé. Cette intégrase est un membre de lddaies intégrases de phage.es acides
aminés et la présence de tyrosines a I'extrémitér@inale sont identiques a ceux retrouves
chez les intégrases de la famille des phagelslais le reste de la protéine est différent.
Certains NBU comme NBU1 et NBU2 portent des genegéasistance a la céfoxitine et
participent a sa dissémination au sein des espkcgsnreBacteroidesCes NBU ne sont pas
les seuls éléments intégrés mobilisés par lespgomasns conjugatifs dBacteroides Tn4399
deBacteroides fragilisa certaines caractéristiques communes aux transpo®n conjugatifs
comme la duplication du site cible lors de son graéon. Cependant, comme certains
transposons conjugatifs, il possede wmd, code pour deux protéines de mobilisation et
emporte lors de son excision une séquence de SLpaltiT est interne ce qui suggére que ce
transposon possede un intermédiaire de transfertilaire. Le transfert de B399 d’'une
cellule donneuse a une cellule receveuse est ri@lliar 1 000 en présence de tétracycline ou
d’autres transposons conjugatifs Bacteroidesdans la méme souche. Mais on ne sait pas

comment les transposons conjugatifsBaeteroideset la tétracycline agissent sur le transfert
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de TM399.Tn4399et les éléments NBU ont une séquence de 1 kb comsituée en amont
de la régiororiT. Cette séquence a une forte similarité avec desapes et pourrait jouer un
réle dans la régénération de la forme circulairabd® brin apres le transfert du simple brin

dans la cellule receveuse [58].

3.5.3- Les ilots de pathogénicité : des "gros porntes" de fonctions

biologiques complexes :

Les mécanismes de transfert de génes sont connuasdiengtemps pour les
plasmides et les prophages, la découverte des @detspathogénicité est récente. La
comparaison des génomes de différents organismperrais d’identifier des structures
génétiques similaires dans différentes bactérigsoganes mais aussi dans des bactéries non
pathogenes. Selon les fonctions codées par cesgéotomiques, ces €léments peuvent aussi
étre appelés ilots de pathogénicité, ilots detedsis, ilots de symbiose ou flots métaboliques.
Malgré, des différences de contextes écologiquesieetdiversités phylogénétiqgues des
organismes impliqués les ilots génomiques partadgscaractéristiques trés conservées. Les
flots génomiques sont des éléments genétiques @solhies ilots génomiques sont présents
dans le chromosome d'un grand nombre de bactérias neur présence dans des
chromosomes de bactéries appartenant a des squciobes n'est pas systématique. lls sont
de grande taille (10-200 kb), cependant des él&ramplus petite taille existent (1-10 kb) et
sont appelés "ilets" génomiques. lIs different dste du génome par leur teneur en bases
G+C. lIs sont flanqués de séquences directes Epgté semblent résulter de leur intégration
dans le chromosome. lIs sont habituellement ingdeds I'extrémité 3’ du géne codant pour
un ARNL. Ils possedent souvent des géenes codantlpoumobilité tels que des genes de
phages, des séquences d’insertion, des intégrdssstransposases, et des origines de
transfert. Les ilots génomiques codent pour plusidonctions qui dépendent du contexte
environnemental dans lequel vivent les bactéries.

Les ilots génomiques les mieux connus sont les dletpathogénicité qui possedent un
ensemble de génes impliqués dans la productioadaieurs de virulence. Ces facteurs vont de
la synthése de facteurs d’adhésion (adhésinembtifie) aux mécanismes nécessaires pour la
pénétration dans les cellules de I'hdte en pagsaritacquisition de systéemes permettant aux
bactéries d’avoir accés a des métabolites limitgdsysteme de captation du fer) ou leur
permettant la production de toxines (hémolysinégremoxine...). Les ilots de pathogénicité
codent pour des systéemes de sécrétion de typedB gpe IV leur permettant I'excrétion de
protéines interagissant directement sur les fonstie la cellule héte. L'llot de symbiose de
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Mesorhizobium lotipossede des fonctions capables de rendre une saagrephyte
symbiotique. Cet flot de symbiose est intégré dangéne qui code pour un ARNE et
présente une intégrase de la famille des phage€€&ilot de symbiose occupe 10 % du
génome deévlesorhizobium lotet c’est un des plus grands ilots de pathogérioitdus. Les
flots génomiques possedent aussi des genes deamésisaux antibiotiques. L’lot de
pathogénicité SaPll dS.aureusposséde une région appeléecA dont I'expression est
responsable de la résistance a la méthicillineeg@donmecA a une taille de 30 a 50 kb et elle
est présente chez les souches de staphylocoqusamées a la méthicilline mais absentes des
souches sensibles. La présence d’éléments génetigabiles tels que BE57 et de génes
codant pour une transposase dans la régiecAindique que ce géne a été acquis par des
transferts de genes horizontaux [29]. La soucheathmgene @.coli 536 (O6 : K15 : H31)
porte deux régions instables, qui sont responsaldesa virulence. Ces régions sur lesquelles
les génes codant pour une hémolysine et des fimlsoat retrouvés, sont appelées ilots de
pathogénicité | et Il. lls se trouvent respectivatren position 82 et 97. L’analyse des sites de
jonction révéle que I'flot de pathogénicité | eggré dans le géne codant pour un ARt

que Il'ilot Il est intégré dans le gene codant ponrARNt sélénocystéine. Les ARNt sont
souvent utilisés comme sites d’intégration des phagt des plasmides, ce qui peut nous
indiquer que ces ilots de pathogénicité dérivenpldesmides ou de phages. Des plasmides
portant des génes codant pour des hémolysines @at @é décrits précédemment et
I'intégration de plasmides dans le génome est ém@mene connu [7].

Les questions concernant les mécanismes de tradsieflots génomiques sont loin
d’étre résolues. Les événements de transfertsdmddax de genes des ilots génomiques ont
rarement été observés en laboratoire. Les Tlotpatlrogénicité des staphylocoques et de
V.cholerae peuvent étre transmis grace a des bactériophafes, de symbiose de
Mesorhizobium lotpeut étre mobilisé par conjugaison et I'llot d¢hpgéenicité deyersinia
pseudotuberculosipeut étre mobilisé par des intégrases entre deesgéodant pour des
ARNt différents sur un méme chromosome [29]. Cegtale ces ilots de pathogénicité comme
les ilots de symbiose déesorhizobium lotont d’ailleurs été classés par Burrus et al (2004)
comme appartenant a la classe ICE a cause dedpacité a s’exciser du chromosome pour

donner une forme circulaire transférée dans urelegkceveuse par conjugaison.

3.6-Organisation modulaire des ICE :

Les éléments génétigues mobiles comprennent legephdes plasmides et les

transposons. Ces éléments ont une organisation laieduLa découverte de nouveaux
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éléments tels que les ICE et leur comparaison Bseautres éléments mobiles connus ont
permis de mettre en évidence que ces élémentdaiéstilde la combinaison de modules.
Cette combinaison résulte de la pression de séfectinduisant au recrutement de fonctions
essentielles a l'assemblage de nouveaux eélémemistigges mobiles. L'étude de la
dissémination des genes de résistance aux anjibéstj des génes codant pour des toxines et
des génes codant pour les voies cataboliques dgifilédtion entre les bactéries illustre le
nombre important de voies qu'un gene donné pelisartipour coloniser les populations
bactériennes. Le méme géne peut appartenir aaesptsons, des phages, des plasmides ou
des transposons conjugatifs. Les IS sont souvetgégmpar des plasmides, des phages ou des
ICE. Cette combinaison augmente le potentiel desfemts des génes. De la méme maniére,
les transposons conjugatifs gagnent des capaatésobhilisation intercellulaire en s’'insérant
dans le génome de phages ou de plasmides confudatifretour, ils fournissent aux phages
et aux plasmides des capacités de mobilisation aleveaux genes dans la cellule ou ils
s'intégrent. La nature mosaique des transposonsigatifs est claire [8, 53]. En plus, des
systémes de recombinaison et de conjugaison gpaldagent avec les phages et les
plasmides, certains transposons conjugatifs podestgenes de résistance aux antibiotiques
que l'on retrouve aussi dans certains transposams aonjugatifs. D’autres transposons
conjugatifs portent des génes de voies cataboliqued’on retrouve dans des chromosomes
bactériens ou des plasmides [65]. Nous allonstibuda capacité des ICE a échanger leurs

modules et montrer ce que de tels échanges peappatter aux bactéries.

3.6.1- Définition des modules :

Les genes de différents éléments mobiles impliglegss une méme fonction sont
groupés sous forme de modules ce qui est aussslales modules des prophages et des
plasmides. Ces modules sont au nombre de troigoremier est impliqué dans le maintien,
un deuxieme dans la dissémination et le troisieames da régulation des éléments qui les
portent. Ces modules sont des genes qui peuventéétrangés non seulement entre les

éléments mobiles mais aussi entre les élémentdesadiiles chromosomes de 'héte [12, 15].

3.6.2- Exemples d’échanges de modules :

La comparaison de la structure et de I'organisaties genes de 96 et de T®397
de C.difficile révele que les modules de régulation et les géeggsistance a la tétracycline
sont clairement liés [53]. Cependant, leurs moddéesecombinaison sont différents :5B97
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code pour une recombinase appartenant a la fadeiesérines alors que 916 code pour
une recombinase de la famille des tyrosines. Leubeode recombinaison de 916 est
proche de celui de T»49d’Enterococcusubspecies alors que leurs modules de conjugaison
ne sont pas liés. La comparaison de plusieurs élisnmeobiles montre de multiples échanges
de modules de conjugaison et d’'intégration. Ceardgbs de modules peuvent aussi avoir lieu
entre différents types d’éléments mobiles, c'edir@-entre des plasmides et des transposons
conjugatifs/ICE ou des phages et des plasmidessUCE et des phages [12]. Les éléments
SXT deV.choleraeet de R391 d@rovidencia rettgeront aussi été compareés avec I'élément
R997 deProteus mirabilisisolé en Inde et I'élément pMERPH &hewallena putrefaciens
isolé en Grande Bretagne. Ces quatre élémentsigéegtmobiles R391, SXT, R997 et
PMERPH sont caractérisés par la présence d’unmgstintégration proche de celui des
phages\ et un systeme de conjugaison proche de celui ldssmmles conjugatifs, suggérant
que des recombinaisons de séquences d’ADN d’osgdérentes sont une explication a
leur évolution. Les ICE peuvent aussi acquérir daveaux modules par linsertion d’un
transposon non conjugatif. La région de 23 kb déthent SXT d&/.choleraecodant pour la
résistance au sulfaméthoxazole, au triméthoprinte séreptomycine et au chloramphénicol a
une structure similaire a celle des transposonsoojugatifs composites [12].

Les trois modules fonctionnels qui constituent IEE peuvent incorporer d’autres
génes. La comparaison de la séquence de I'élémemt d&@ V.choleraeet de R391 de
Providencia rettgerimontre que ces deux éléments ont en commun unerségl de 65 kb
partageant plus de 95 % d’identité. Les modules cdejugaison, de régulation et
d’intégration-excision de ces deux éléments s@# proches [9]. Ces deux éléments ont en
commun le geneént situé a I'extrémité 5 qui code pour une intégrate la famille des
recombinases caractérisées par la présence denggpsommune aux bactériophages et
d’autres éléments génétigues mobiles tels quedgs Les déterminants du transfert de ces
deux éléments sont organisés en quatre groupepatic@5 kb et sont reliés avec les
plasmides des groupes d’'incompatibilité T, H eCEpendant, chaque élément présente des
acquisitions de séquences qui lui conferent degrigtés particulieres telles que la résistance
a quatre antibiotiques pour SXT et la résistancmarcure et a la kanamycine pour R391. La
plupart de ces acquisitions semblent étre le réisdié recombinaisons avec des IS ou des
recombinaisons homologues [9].

La comparaison des séquences connues des géend@Esdd’ bactéries Gram+ avec
une faible teneur en bases G+C avec IBTEde Streptococcus thermophilug Tn916
d’E.faecaliset le Tri549 d’Enterococcusubspecies a montré la présence de 18 modules de

conjugaison codant chacun pour un minimum de 5épres Par exemple7 modules de
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conjugaison on été trouvés cheéaifficile, 7 chezE.faecalis,2 chezStreptococcus equi,
chez Streptococcus mutanset 1 chez Staphylococcus aureud.a comparaison de ces
séquences a permis d'établir des arbres phyloggresti basés sur trois ORF conservés

appartenant aux modules de conjugaison (Figurgéld) [

ICESt1

EfaCl

EfaD1 EfaC2

EfaD2
pAD1

CdiB3
CdiB4

Tn5801

ICELm1
CdiB2

CdiB1

EfaB6

EfaB5 Tn916

100 substitutions

Figure 5: Représentation de I'arbre phylogénétique desd@Eonction de trois ORF

appartenant au module de conjugaison.

Six groupes d’éléements (CdiB1, CdiB2, CdiB3, CdiBAfaB6 et EfaB5) sont
phylogénétiquement proches des élément818nTn5801, ICELmM1 et Trb397 (Figure 5)
Cette analyse phylogénétique suggére que les wtescsimilaires de ces éléments ont été
héritées d’'un ancétre commun. Les modules Efa@&fa&€2 codent pour des protéines ayant
des points communs avec les protéines de Bt1H 'ordre des ORF des éléments EfaCl et
EfaC2 codant pour ces protéines est identique pEsurdeux modules et leurs séquences
nucléotidiques présentent 78-82 % d’identité, indinf qu’ils dérivent d’'un ancétre commun.
Cependant, une séquence de 5 370 pdb de EfaCdngdticee par une séquence différente de
11 240 pdb chez EfaC2. L'élément EfaC2 possede B @Bches des genes de conjugaison
du plasmide des entérocoques pAD1 dont le transftrsous la dépendance de phéromones
peptidiques, incluant le gésealimpliqué dans I'exclusion cellulaire asalcodant pour un
facteur d’agrégation que ne possedent pas I'éléE@2 dE.faecalis.Ceci indique que des
échanges de modules ont eu lieu entre les moduteshgs de I'élément ICHL et les

modules de conjugaison des plasmides sous dépaendamhéromones [11].
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dMM1
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EfaC2
dLc3 CdiB2
o osfi2l ICELm1
100 substitutions SmuE CwW459

Tn5801
ICEBs1 EfaC1l

Figure 6 : Représentation de I'arbre phylogénétique desd@Eonction de leur recombinase.

Les modules de conjugaison trés proches des éleraétC1 et EfaC2 sont associés a
des genes codant pour des recombinases caractépaeda présence de résidus tyrosines
différents. Le module d’intégration de I'’élémentEflL code pour une recombinase proche de
celle codée par I'élément I@&S1 alors que celui de I'élément EfaC2 code pour une
recombinase proche de celle codée par I'élemerBZdde plus, les genast des éléments
EfaCl et EfaC2 ont des positions différentes. Liésnénts CW459, 5801 et ICE.m1
codent pour des intégrases qui sont proches desepté CdiB2 et EfaC2 (Figure 6).
Cependant les modules de conjugaison de EfaC2psoches de ceux de I'élément I5#9,
alors que I'éléement CdiB2 et les modules de congmyades éléments CW459, 5801 et
ICELm1sont proches de ceux de I'élémenBI@[53].

Ainsi, de multiples échanges des modules de coigoga d'intégration et de
régulation ont eu lieu pour un grand nombre d’él@smeonjugatifs. Une analyse détaillée des
relations entre les genes appartenant aux modalesrjugaison et d’intégration montre que
des échanges ont eu lieu avec d'autres élémertiaaéries Gram+, tels que des plasmides,
des prophages et des transposons.
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3.6.3- Exemple d’évolution des modules de I'élémeBiXT de

V.cholerae:

V.choleraeest I'agent responsable du choléra. Cette maladieoque une diarrhée
sévere, souvent létale. Avant 1992, seul le seupgr®1 de/.choleraeétait identifié lors des
épidémies de choléra et les genes de résistancardibiotiques de ces bactéries étaient
portés par des plasmides. A partir de 1992, un eamuwsérogroupe désighécholerae0139
émergea en Inde et au Bangladesh. Les isolatstappat a ce sérogroupe possédaient un
nouvel élément génétique transmissible appelé SHifapt les genes de résistance au
sulfaméthoxazole, au triméthoprime, au chloramptedneét & de faibles concentrations de
streptomycine [31]. Apres la grosse épidémie dééchalue &/.cholerae0139, la souche El
Tor O1 deV.choleraeréapparu en 1994 comme agent principal de chalérde continent
indien. Cette nouvelle souche El Tor O1 de 1994 éésistante au sulfaméthoxazole, au
triméthoprime, au chloramphénicol et a la streptomg comme les isolats 0139. Ces génes
de résistance aux antibiotiques ont été retrouuésirs élément proche mais pas identique a
I'élément SXT de la souche 0139. Les souches O%8fds récemment ne sont plus
résistantes au sulfaméthoxazole et au triméthoprpae contre elles possedent toujours un
élément SXT intégré dans l'extrémité 5 du géepdC. Les génes de résistance aux
antibiotiques de I'élément SXT dé.cholerae0139 isolé en 1992 sont groupés dans une
structure de 17 kb ressemblant a une structureadegoson composite. Une région de 3,3 kb
comprenant le gendrf18 est présent dans I'élément SXT\deholerae0139 mais absent de
I'élément SXT retrouvé dans lisolat ElI Tor O1 i8a@n 1994. Le géendrfl8 code pour une
dihydrofolate réductase impliquée dans la résigtactriméthoprime chéZ.cholerae0139.
Mais, I'élément SXT de lisolat EI Tor O1 de 1994€gséde une nouvelle structure
comprenant le gendfrAl, localisée a 70 kb des autres génes de résistarcanéibiotiques.

Le genedfrAl code lui aussi pour une dihydrofolate réductasdiguge dans la résistance au

triméthoprime. Les différences entre les génes dRstance aux antibiotigues des ces
éléments SXT suggérent que ces genes ne sont pami@detéristiques intrinséques de cette
famille d’'ICE. Il semble que les génes codant plaurésistance aux antibiotiques se soient
insérés dans ces éléments pour devenir transneissabl sein de la population bactérienne. La
pression de sélection par les antibiotiques ne kemas étre la seule explication de la

dissémination et de la persistance des élémenta tmmille SXT au sein des espéces de
V.choleraeen Asie. Les genes de résistance aux antibiotisoesabsents de certains isolats
récents deV.cholerae 0139 comme la souche 2055. Un schéma possibleétigses

d’acquisition et de perte de ces genes a été pégmrsHochhut et al Nov 2001 (Figure 7).
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Précurseur de I'élément SXT sans
géenes de résistance aux
antibiotiques

Intégration(s) de
transposon(s) dans le
géne rumAB

Elément SXT portant les
géenes de résistance au

Su, StretCm
Insertion du géne drfAl en dehors Insertion du géne drfl18 a l'intérieur
du groupe des génes de résistance du groupe des génes de résistance
aux antibiotiques aux antibiotiques
SXTET portant les SXTYO portant les
genes de résistance genes de résistance
au Su, Str, Cm et au Su, Str, Cm et
Tm Tm

Recombinaison homologue

Elément SXT sans genes de
résistance aux antibiotiques

Figure 7 : Etapes possibles d’acquisition et de perte daggde résistance aux antibiotiques
proposées par Hochhut et al Nov 2001.

Dans un premier temps, un transposon possédanigdess de résistance au
sulfaméthoxazole (Su), a la streptomycine (Stguethloramphénicol (Cm) s’est inséré dans
un géne de I'élément SXT appelémAB, un géne resté intact pour I'élément R391 de
Providencia rettgeriCet élément avec ces trois genes de résistancandibiotiques a acquis
les génes de résistance au triméthoprime soit grdgenealfrAl pourV.choleraeEl Tor O1
pour donner un élément appelé $XTsoit le génelfr18 pourV.choleraeO139 pour donner
un élément appelé SXF'°. Ensuite, les génes de résistance aux antibigtiqoesubi une ou
plusieurs délétions par recombinaisons homologwes donner les ICE retrouvés dans la

souche 2055 d¥.cholerae0139. Bien que SX1°'%soit le premier élément découvert et que
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SXTE" ne soit pas mis en évidence dans les souchespge@y avant 1994, il semble
impossible que SX1°1° soit le précurseur immédiat de SXTétant donné les différences
entre les génes de résistance aux antibiotiquessethblerait que SXT ait évolué
indépendamment de I'élément S¥° [31].

3.6.4- Conséquences de I'échange de modules

Les élements 3897 de C.difficile et CW45%et(M) de C.perfringensportent un gene
de résistance a la tétracycline qui ressemblewa del TrO16 d’E.faecalis lls ont des régions
de conjugaison similaires mais ils ont des moddlegcision et d’insertion différents ce qui
prouve que I'échange de modules permet aux geneggitance a la tétracycline d’étre
transférés a des especes bactériennes différeriesdgs mécanismes de conjugaison
similaires en adaptant les modules d’excision iet€ration a leur héte [53].

Les éléments EfaCl et EfaC2Edfaecalis ont des modules de conjugaison tres
proches mais codent pour des recombinases difé&rebtanalyse des séquences montre que
EfaC1 est intégré de facon site spécifique dangréeité 3' du géne codant pour 'ARNE
alors que EfaC2 est intégré de facon site spéeifagliextrémité 3' du gene codant pour une
GMP synthétase. Ceci suggere que les échangesjusitions de modules ont conduit aux
variations de la spécificité des sites d'integmafibl].

En plus des modules nécessaires au maintien, iadéndination et a la régulation des
ICE, ils ont acquis d’autres séquences qui leurfazent des propriétés spécifiques.
Initialement, les ICE ont été identifiés car ilsrjagent des genes de résistance aux
antibiotiques. Puis, les séquences de plusieursol@Eté identifiées et on s’est rendu compte
gue de nombreuses propriétés étaient acquiseepaidments. Les ICE contiennent souvent
des genes qui permettent a leur hote de croitre des environnements hostiles, en présence
d’antibiotigues ou de métaux lourds. D’autres IGilent pour des voies de dégradation
complexe de composés toxiqgues comme les compozdatigues. Certains ICE contiennent
des genes de biosynthése de composés antimicrdieisngue la nisine lantibiotique par le
Tn5276 de L.lactis. D’autres fonctions sont codées par les ICE teiles des systemes de
réparation de '’ADN de TB252de Streptococcus pneumoniatle systéeme de recombinaison
de SXT et R391 qui semble participer a la plagtidiés ICE. Les ICE peuvent permettre a
leur h6te d’occuper de nouvelles niches écologiqUBEE isolé chezMesorhizobium lofi
connu en tant qu’ilot de symbiose, porte des gepegpermettent a la bactérie de croitre
symbiotiguement avec les racines de plantes. Lesesgéodent pour des enzymes diverses de
biosynthese requises pour la fixation de I'azoteegimettant la symbiose [15].
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Les ICE sembleraient étre capables de coder pauiadeeurs de virulencBartonella
tribocorumest un pathogene supposé isolé dans le sang.dénréibt de pathogénicité, trw-
Pai, code pour un systéeme de sécrétion de typed¥ pgroche de ceux des systemes de
transfert d’ADN des plasmides a spectre d’h6tedarg388, pKM101 et RP4. Ce systéeme de
sécrétion de type IV est nécessaire a la croissa@Betribocorumdans les érythrocytes. Un
géneint tronqué est adjacent a une région codant pouysteérae suggérant que cet élément
dérive d'un ICE qui n’est plus auto-transmissiblaisnqui permet &.tribocorumde croitre
dans les érythrocytes en contrblant la libératienptbtéines via le systeme de sécrétion de
type IV. Salmonella entericasérovar Typhi, I'agent responsable de la fievrphojde,
posséde un ilot de pathogénicité appelé SPI-7 de&klh3ntégré dans un géne codant pour un
ARNt™™ SPI-7 porte le groupe de gémésB qui code pour les enzymes de biosynthése et de
transport de I'antigene Vi, un exopolysaccharideposant la capsule. ChEzcoli ECOR31,
un nouvel ICE appelé Il porte I'llot de pathogénicité, préecédemment idiénthez
Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosisYersinia enterocoliticaqui code pour un
facteur de virulence, la yersiniabactine, un systéidérophore [15].

Les ICE participent a la plasticitt des génomes. ldeus fda de la bactérie
Streptococcus thermophilisemble étre le site d’insertion pour l'intégratide cet ICE et
fournit une illustration de la diversité intra-espépour un locus donné générée par
I'intégration des ICE. Les comparaisons des sémqsedes locfda de plusieurs souches de
Streptococcus thermophilugvelent un tres haut degré de polymorphisme &ssaec une
séquence de 27 pdb qui inclue la terminaison Jjehefda. De plus, un autre ICE et 5 ilots
génomiques ont été détectés dans la région du émmedans plusieurs souches de
Streptococcus thermophilus.

L’ICE clc de Pseudomonasubspecies B13 s’integre dans le géne codant pour u
ARNt®Y comme PAGI-2 déseudomonas aeruginosaAGI-3 dePseudomonas aeruginosa
SG17M et un 1lot génomique de 67 kb appartenaXylalla fastidiosa.Ces trois derniers
éléments codent pour une recombinase de la fadaketyrosines identiques a celle trouvée
pour I'élémentclc. Bien que ces éléments soient identiques sur uaedg partie de leur
séquence, ils portent des séquences spécifiqueantcqubur des fonctions incluant la
résistance aux métaux lourds, le transport et ld¢almofisme des acides aminés, des
coenzymes, des cations et des porphyrines, et dgebése de cytochromes. Les ICE
contribuent donc a la plasticité des génomes mais btructure individuelle est aussi
plastique. Les ICE évoluent car ils contiennent deeses et des séquences, tels que des
recombinases et des séquences d'insertion, quitéactile recrutement d’autres génes. Les
ICE peuvent perdre leur capacité d’auto-transtezs. raisons de cette perte peuvent étre dues
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soient a des mutations a lintérieur de I'ICE sotielues a I'hdte. Par exemple, chez
S.thermophilugt L.lactis,le TrO16 ne peut pas étre mobilisé vers une cellule recav®ans
certains cas, les ilots génomiques semblent d&dN@E mais les hétes qui les possedent ne
sont plus capables d’assurer leur disséminatios.systemes!’intégration, qui permettent a
la plupart des ICE d’intégrer un site unique duocmpsome, semblent représenter une
adaptation qui permet le regroupement des genetradsfert a un locus conservé des
chromosomes bactériens. Les ilots génomiques pati®génicité sont souvent retrouvés a
des loci conservés. Le regroupement des genesualsfdrt dans les ilots génomiques semble
faciliter leurs échanges entre bactéries par daseaiits auto-transmissibles (ICE ou phages)

qui partagent des systéemes d’intégration similaires

[ A R R
attL attP’ attR’

ttP”
| % A \

attl  llot génomiquel  attR |7 7 =1

attL attP’ attR’

attP”

attL attP attR’
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attL llot génomique2  attR

attL attP’ attR’

Figure 8 : Etapes du modele de mobilisation proposées pauBetral 2004

(A) Un ICE entre dans un nouvel héte qui posseddotigénomique intégré dans un
site cible conservé. L'intégrase catalyse l'intéigra de cet ICE dans le site d’attachement
droit attR de I'llot génomique. B) Cette structure subit des mutations qui condaisela
perte et a l'acquisition de fragments d’ADN et b@onnement conduit & la sélection des
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éléments les plus avantageux pour I'ho@. Puisque I'llot génomique et I'ICE ont des sites
d’attachement compatibles, l'intégrase peut cagaly®xcision et la circularisation d’un
élément plus grand appelé ICE2 qui posséde deesx diattachement similaireD) ICE2
peut étre transféré a un nouvel héte qui n'estngasssairement proche du premier héte qui a
recu le premier ICE.KH) ICE2 integre un site cible conservé chez le nobdge en utilisant
un des deux sites d’attachement présent chez IC&20uvel hdte peut posséder des ilots
génomiques différents codant pour des fonction$émdifites mais possédant des sites
d’attachement compatibles avec ICER) Une fois de plus cette ICE2 peut subir chez son
nouvel héte des modifications de sa séquer@@eL{ICE peut s’exciser indépendamment de
I'llot génomique par des recombinaisons entre ites sl’attachement de I'lCE. Le résultat de
ce type de mécanisme est la dissémination desdgétemiques par un ICE et I'évolution
rapide des deux éléments. Il est possible qué tigmomique puisse étre en fait un autre ICE
comme il a été rapporté pour les éléments SXTVdoleraecet R391 deProvidencia

rettgeri.

Toutes ces données sont issues de données exp@tasarbtenuem vitro. On est en
droit de se demander ce qu’il en est dans la naDedels transferts semblent avoir lieu dans
la nature puisque le génetM porté par TA16 a été retrouvé dans de nombreux isolats
naturels, incluant plusieurs genres de bactériendrat des especes de bactérie Gram- telles
gue Nesseiria gonorrhoeaet Kingella subspecies [22, 61]. Les transposons conjugatifs de
Bacteroidessemblent largement répandus dans la nature. Le nté&msposon conjugatif
CTnDOT a été retrouvé dans un nombre importarBatderoidesubspecies démontrant que
le transfert de cet élément a lieu avec une frécpiemportante au niveau du colon. Ce
transposon conjugatif a été retrouvé dans le géndew isolats cliniques de bactéries
anaérobies de la sphere oralrevotella intermediat Prevotella denticolall existe donc
des transferts de transposons conjugatifs entredetgries du colon et de la sphere orale. Le
plus surprenant est que le gér&Q des isolats d®acteroidesa pu étre retrouvé dans des
isolats naturels dBrevotella ruminicolaune espece retrouvée dans le rumen et I'integisn
animaux de rente. Ceci suggere que des transf&kiBNdentre les flores résidentes des
animaux et des humains ont lieu dans la nature [58]

Nous venons de voir que les propriétés des ICEOnemie partiellement connues. De
plus, ces éléments semblent étre largement répandssin des bactéries, notamment chez les
mycoplasmes ou I'ICEF dbl.fermentansa été identifié ChezM.agalactiaeet M.bovis des
éléments proches ont été découverts et nous atléosre les modalités de leur mise en

évidence.
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Partie Il : Partie expérimentale

65



1/ Introduction :

Notre étude consiste a poursuivre les recherchéepeises au laboratoire de
mycoplasmologie de 'ENVT au sujet des séquenceulértes grace a I'hybridation
soustractive suppressive (HSS) utilisée pour évallee diversité génomique entre
M.agalactiaeet M.bovis L’'HSS a permis d’identifier des séquences pré&sedans le génome
de la souche type PG45 d&bovis mais absentes du génome de la souche type PG2 de
M.agalactiae Une des séquences spécifiques de la souche t3g& BeM.bovis appelée
BOV73 code potentiellement pour un peptide présgniae homologie (42 % d’identité et
61 % de similarité) avec la partie centrale d'ur@ine putative appartenant a un élément
intégratif et conjugatif présent dans la souche &iM.fermentangiécouvert par Calcutt et
al 2002 (Figure 9); cette protéine putative estéeopar 'ORF5 de I'lCEF. Pour cet ICEF, 22
ORF ont été identifies avec une taille compriseeebtd et 1 409 pdb. Pour cette souche,
quatre copies de I'lCEF ont été mises en évideRaani ces quatre copies, une possede une
configuration différente des trois autres copies.chpie unique est appelée type | et les trois
autres types Il (Figure 9). Ces deux configurationsune tres forte similarité. La copie de
type | differe du type Il par la présence de 3 Giepplémentaires (9, 10 et 20) et I'absence
de 'ORF2. L'ORF5, auquel la séquence BOV73Mlebovis(souche PG45) correspond, est
similaire aux produits de génes impliqués dansfalestions de mobilité de 'ADN. L'ORF5
possede une forte homologie avec la famille desg®aG/traD. Ce gene porte différents
noms, selon les systemes considérés par exemptedd pour la protéine PCP51 dans le
plasmide pCP13 d€.perfringenset pour la protéine TrsK dans le transposon catjfig
Tn1549 d’E.faecalis Le prototype de cette famille, la protéine TraG mlasmide RP4 est
essentielle pour la conjugaison et semble pouwaagipler au relaxosome pour la formation
du pore d’accouplement. Les membres de la famil@GTont conservé un domaine de
fixation aux nucléotides et se localisent dans Emforane cytoplasmique. L'ORF17 code
potentiellement pour une protéine présentant umeokugie avec la famille des protéines de
conjugaison TraE/TrsE. Le produit putatif de 'ORFirésente une forte similarité avec la
protéine TraE dé&l.pulmoniset TraE du plasmide pMRCO1 ddactis. La protéine TraC du
plasmide F dE.coli est aussi un membre de cette famille. La fonctles protéines de la
famille TraE est inconnue. Les membres de cettélltapossédent des sites de fixation pour
les NTP et sont associés a la membrane. Les ORE-16let 19 sont supposés coder pour des
protéines comportant des domaines transmembranaeggsroduit de 'ORF19 contient une

séquence signal a I'extrémité N-terminale. Peu lig@ses sont connues sur les peptidases
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signal des mycoplasmes. Il n'est donc pas possiblprédire si le produit de TORF19 est
clivé ou si le peptide signal hydrophobe sert adiage de cette protéine dans la membrane.
L'HSS a aussi été utilisée pour identifier des séges présentes dans le génome de la
souche 5632 dd&l.agalactiaemais absentes de la souche type PG2Mdmgalactiae La
souche 5632 a été choisie car elle possede diveéspgences, dont un répertoire de génes
vpma différents de ceux de la souche type PG2 témoigdantia différence en terme
génomique entre ces deux souches. Trois séquesmasside la soustraction 5632 moins
PG2, appelées A6, C38 et C48 présentaient comméglaence BOV73 une homologie avec
diverses portions de I'lCEF de la souche PGl8dermentangFigure 9) Ces séquences
ont été utilisées pour cloner deux fragments d’AQBhomique de la souche 5632 de
M.agalactiae; le fragmenEcoR| appelé 703 qui porte les séquences A6 et ERSfeigment
707 qui porte les séquences C38 et C48. Les séemiahe ces deux fragments ont été
déterminées et analysées ; plusieurs ORF ont dtgisdéApres avoir démontré que les
séquences 703 et 707 sont adjacentes et colinéairetocus correspondant dans le
chromosome de la souche 5632 Megalactiae nous avons démontré par hybridation sur
Southern que les souches 3990, 5632 et 8064 drlémtcon M.agalactiaeet que 40 souches
de la collectionM.bovis dont la souche type PG45 possédaient un tel élerRan contre,
aucune des souches de la collectibiagalactiaedes Pyrénées Atlantiques ne possédait cet
élément. Les séquences 703 et 707 étaient desdragBtaR|, pour les régions génomiques
flanquantes a ces fragments, des digestions sindeldéADN génomique des souches 3990,
5632 et 8064 dd&l.agalactiaeet des digestions doubles de 'ADN génomique dsolache
5632 ont été réalisées. Elles ont permis pour lgrs® 5632 non seulement d’avoir une idée
de la position de certains sites de restrictiondehors des siteEcdRl mais aussi ces

digestions ont permis de suggérer la présenceudeepts copies.
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Figure 9 : Organisation et comparaison avec I'lCERMi¢ermentansies séquences clonées 703 et 707.
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2/ Résultats :

2.1- Analyse de la séquence partielle de I'ICE de Isouche 5632 déJ.
agalactiae:

Les séquences 703 et 707 ont été obtenues a garte banque génomique de la
souche 5632 dBl. agalactiae.La séquence 703 présente 7 ORF complets et |ségr07
comporte 3 ORF (Figure 9). Certains de ces ORFrtopetentiellement pour des produits
homologues avec certaines protéines codées pd&H'l: la souche PG18 dkfermentans
découvert par Calcutt et al (2002). La comparaes sequences 703 et 707 avec I'ICEF a
révélé des ORF communs, il s'agit des ORF5, 716517 et 19. Par contre, 3 ORF (A, B, C
et D) sont spécifiqgues aux séquences 703 et 7870B# n’existent pas dans la séquence de
I'ICEF. La séquence 703 présente par rapport cEAQine délétion de la région portant les
ORF8 a 14. La plupart de ces ORF n’ont pas d’hogielavec des séquences connues, mais
parmi les ORF communs a I'ICEF et aux séquences7@B7 les ORF5, 17 et 19 présentent
des homologies avec d’autres ORF dont les produiteent pour des protéines impliquées
dans le transfert de génes. 6 des 8 ORF de larrélgilétée de la séquence 703 codent pour
des protéines qui présentent des motifs de pra@yieplasmiques.

Pour les ORF spécifiques des séquences 703 et @RED présente une homologie

avec une protéine de phage que I'on retrouve bhag/coidesubspeciemycoidesSC.

2.2- Mise en évidence de la colinéarité des séquesc/03 et 707 au locus

chromosomique correspondant dans la souche 5632 Meagalactiae :

D’aprés les données de la séquence des fragmentstiictionEcaRl 703 et 707,
nous avons formulé I'nypothese que le BiteRI situé en 3' dans la séquence 703 pouvait étre
le méme que celui situé en 5' dans la séquenceEfOiusionnant les deux fragments 703 et
707 au siteEcoRI mentionné, il est alors possible de définir uRF) chevauchant ce site
EcaRl, et dont le produit aligne sans "gap" avec ledpit de 'ORF17 de I'CEF. Ceci a donc
ete vérifie expérimentalement.

Dans notre hypothése, I'amplification de I'ADN gémque de la souche 5632 de
M.agalactiaeavec le couple d’amorces 703-F-P et 707-R-E (Figdedonne théoriquement
un fragment de 583 pdb d'aprés la séquence demémtg 703 et 707. La digestion de ce

fragment amplifié par PCR par les enzymes de otistniPst et EcoRI donne théoriguement
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pour chacune de ces enzymes deux fragments dotatilles théoriques sont de : 450 pdb et
133 pdb ave®st et de 520 pdb et 63 pdb avEcdrl. Un fragment PCR a effectivement été
obtenu avec les amorces 703-F-P et 707-R-E, etockiip a été digéré p&st ou EcoRI ; les
tailles du fragment et de ses produits de digestion été estimées sur gel d'agarose et
correspondent a celles attendues d’aprés le séagerdes fragments 703 et 707 (résultats
non montrés), confirmant ainsi que les fragment8 ed 707 sont adjacents dans le

chromosome de la souche 5632.

2.3- lIdentification par Southern blot des souches & la collection

M.agalactiae et M. bovis qui possedent I'lCE :

Les membranes portant les ADN génomiques des ssuclee la collection
M.agalactiaeet de la collectiorM.bovisont été hybridées avec différentes sondes (A, B, C,
D, ORF7, ORF15, ORF16 (Figures 12 et 13), ORF13, EB8 et C48) dans des conditions
de stringence forte (Cf. Matériels et méthodesiy pdentifier les souches qui possédaient ces
séquences d’ICE et pour déterminer quels ORF étgusgsents. L'ADN génomique des

souches était digéré par 'enzyme de restridiodRl.
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Sondes utilisées

Souches
B E73 ORF7 ORF15 ORF16 C C48 ORF19 C38 D
PG2 + faible
9 + faible
190 + faible
209 + faible
332 + faible
3990 + + + + + + + + + + +
4021 + faible
4025 + faible
4054
4055
4210 + faible
4212 + faible
4258 + faible
5210 + faible
5225 + faible
5632 + + + + + + + + + + +
5670 + faible
5725 + faible
5826
6833 + faible
6968 + faible
7169 + faible
7314 + faible
7327 + faible
7375 + faible
7784 + faible
8062
8063

+ 2 bandes + 2 bandes + 2 bandes + 2 bandes + 2 bandes + 2 bandes + 3 bandes + 3 bandes + 2 bandes + 2 bandes + 3 bandes
8064 dont 1 dont1 dont1 dont1 dont1 dont1 dont 2 dont 2 dont 1 dont 1 dont 2

faible faible faible faible faible faible faibles faibles faible faible faibles
8750 + faible
9385 + faible
9600 + faible
9875 + faible
Total 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 28

Tableau 5 :Résultats des Southern blot sur la collecbagalactiae (Cf. texte pour les
détails)

Les croix indiquent qu'une bande était présentasdoe les bandes sont de faible intensité le mibtefast

rajouté. Lorsque plusieurs bandes sont présentesidtanbre est indiqué ainsi que leur intensitétdtal indique

le nombre de souches reconnu par la sonde testée
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Sondes utilisées

Souches— B E73 ORF7 ORF15 ORF16 C C48 ORF19 C38 D
PG45 + + + + + + + + + +
2000
2038 + + + + + + + + + +
2040 + + + + + + + + + +
2041 + + + + + + + + + +
2094
2209 + + + + + + + + + +
2260 + + + + + + + + + +
3724 + + + + + + + + + +

+2 +2 +2 +2 +2 +2 +2
4235 bandes bandes bandes bandes bandes bandes bandes * * *
4785
5268 + + + + + + + + + +
6655
6667

+2 +2 +2 +2 +2
6692 bandes bandes * bandes bandes * bandes * *
6719
6725 + + + + + + + + + +
6733 + + + + + + + + + +
6743 + faible + faible + faible + faible + faible + faible + faible + faible + faible
6782 + + + + + + + + + + faible
7224
7515 + + + + + + + + + +
7761 + + + + + + + + + +
8919 + + + + + + + + + + faible
9408
9519 + + + + + + + + + +
9555

+2 +2 +2 +2 +2
9583 bandes bandes * bandes bandes *r bandes * * *

+2 +2 +2 +2 . +2
9591 bandes bandes * bandes bandes * bandes * *
9760 + + + + + + + + + +
9804
9903
9910
10182 + + + + + + + + + + faible
10202 + + + + + + + + + +
10205 + + + + + + + + + +
10223
10230 + + + + + + + + + + faible
10237
10242 + + + + + + + + + +
10256
10280 + + + + + + + + + +
10445 + + + + + + + + + +
10446
10516 + + + + + + + + + +
10517 + faible + faible + + + + + + + faible + faible
10632 + + + + + + + + + +
10807 + faible + faible + faible + faible + faible +fdd  + faible + faible + faible + faible
10973 + + + + + + + + + +
11362 + + + + + + + + +
11368 + faible + + + + + + + + + faible
11436 + + + + + + + + + +
11479 + + + + + + + + + +
12111
12335 + + + + + + + + + +
12597 + + + + + + + + +
12670 + + + + + + +
Total 39 40 40 38 39 40 40 40 40 40 Aucune

Tableau 6: Résultats des Southern blot sur la colleckibhovis. (Cf. texte pour les détails)

* Pour ces souches, le signal émis par la sonde OBS$tlop fort et il ne permet pas de voir s'il yige ou

deux bandes.
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Les croix indiquent qu'une bande était présentasdoe les bandes sont de faible intensité le mibtefast
rajouté. Lorsque plusieurs bandes sont présentesidanbre est indiqué ainsi que leur intensitétdtal indique

le nombre de souches reconnu par la sonde testée.
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Figure 12 : Analyse par Southern blot avec la sonde ORF1@8e®uches de la collection

deM.agalactiae.

Ce Southern blot est réalisé avec 'ADN génomigae38 souches ddl.agalactiaeet la souche type PG45 de
M.bovisdigérées par I'enzyme de restrictinoR| (Cf. Matériels et méthodes). La sonde ORF16t igbridée
avec les souches 3990, 5632 et 806Mdagalactiaeet la souche type PG45 d&bovispour lesquelles une

seule bande est reconnue.
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Figure 13 : Analyse par Southern blot avec la sonde ORF16 de®bches db®l.bovis

Ce Southern blot est réalisé avec 'ADN génomigaesd souches dil.boviset 19 souches dgl.agalactiae
digérées par I'enzyme de restrictiBnoR| (Cf. Matériels et méthodes). La sonde ORF16tdigbridée avec 40
souches d&.bovisdont la souche type PG45 et les souches 5632 dt@d.agalactiae Pour chaque souche
une seule bande est identifiée sauf pour la sod2B8 ou deux bandes sont présentes. (Pour lesen@&91,

9583 et 6692, les signaux émis sont trop fortlseta permettent pas de voir s'il y a une ou deandies).
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Dans la collectioM.agalactiae3 souches sont reconnues par toutes les sondé§,: 39
5632 et 8064 ainsi que le contrdle positif la seutfpe PG45 d&l.bovis(Tableau 5). Pour
les souches 3990 et 5632 une seule bande esteeléléaille des fragmenkcadR| reconnus
par les différentes sondes pour les souches 399832 est conforme a ce que l'on peut
attendre d’apres les séquences clonées séqueteestet, les sondes A, B, E73, ORF7,
ORF15 et ORF16 reconnaissent le méme fragnisaR| de 7,2 kb dont la taille est
inférieure aux fragmentscaR| reconnus par les sondes ORF19, C48, C38 et&)3kb.

Pour la souche 8064 dé.agalactiae les sondes correspondant a la séquence clonée
703 (a savoir les sondes A, B, E73, ORF7, ORF15FIBRet C) reconnaissent les deux
mémes bandes (Tableau 5). Les sondes correspaadasiequence clonée 707 (a savoir les
sondes C48, ORF19, C38 et D) donnent des profilsatheles différents. La sonde C48 et la
sonde ORF19 reconnaissent les mémes bandes. La Handrte intensité reconnue par les
sondes C48 et ORF19 est de plus petite taille glie econnue par les sondes C38 et D. Un
site EcARI supplémentaire existe donc probablement powolache 8064 par rapport a la
souche 5632. Ce site serait situé entre les séga@aconnues par les sondes ORF19 et C38.

La sonde D reconnait de nhombreuses souches (28)al@990, la 5632 et la 8064
avec une forte intensité. Les 25 souches restaltesla souche type PG2 sont reconnues
mais avec une trés faible intensité.

La collectionM.agalactiaedes Pays Basques a été testée avec les sondeS3Br8t
C48 mais aucune souche ne s’est hybridée avecooees alors que le contrble positif (la
souche type PG45 dd.bovig présent sur ces blots s’est hybridé. Sur cettmlongne était
aussi présente la souche C44/82Miermentangjui ne s’est pas hybridée avec les sondes
testées.

Dans la collectiorM.bovis,38 souches se sont hybridées avec I'ensemble deeso
testées sauf la sonde D qui ne reconnait aucunsodefies de cette collection (Tableau 6).
En plus de ces 38 souches, la souche 12670 s’bstlég avec toutes les sondes sauf les
sondes A, D, ORF7 et ORF15 et la souche 6743 kigwnidée avec I'ensemble des sondes
sauf les sondes ORF7 et D. Pour cette souche lidrsales bandes reconnues par les sondes
est de faible intensité comme c’est aussi le cas j[osouche 10807. Pour les souches 4235,
6692, 9583 et 9591 deux bandes de forte intengt® sbservées avec les sondes
correspondant a la séquence clonée 703 (a sawisdedes A, B, E73, ORF7, ORF15,
ORF16 et C) ce qui n'est pas le cas des sondesspamdant a la séquence clonée 707 (a
savoir les sondes C38, C48, ORF19 et D) ou on aseue bande de forte intensité.
Cependant, avec la sonde E73 une seule bandeceshue pour les souches 6692, 9583 et
9591 (Tableau 6). Pour ces mémes souches, la peesimn 2 bandes n'a pas pu étre
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déterminée pour la sonde ORF16 a cause de la ifueasité des bandes reconnues. La
superposition des membranes issues de la mémetimmgraontre que les bandes reconnues
par les différentes sondes sont identiques aussi pour les sondes correspondant a la
séquence clonée 703 que pour les sondes issuessdguence clonée 707. Les fragments

reconnus par I'ensemble des sondes ont donc peusauche donnée la méme taille.

2.4- Etude des sites de restriction de I'ICE chezal souche 5632 de

M.agalactiae:

Pour cette étude des digestions simples et dophlediverses enzymes de restriction
de I'ADN génomique de la souche 5632 ont été emdispuis analysées par Southern blot.
Les enzymes de restriction ont été choisies ertifamde la carte de restriction des séquences
703 et 707 clonées (Figure 11). Des enzymes coymantet moyennement 'ADN ont été
choisies pour les simples digestions. L'enzy®aeH| qui coupe tres peu I'’ADN a été choisie
car ce site était présent dans I'lCE. Nous espsgrigue si une forme circulaire de I'lCE
existait dans la souche 5632 elle serait digérédessite de coupurBanHl et qu'une bande
de faible intensité et de relativement faible ¢aglerait reconnue par les sondes utilisées. Pour
les doubles digestions des enzymes donnant degfeaginents ont été choisies pour étudier
uniquement la souche 5632. Le but était de savodlle était I'organisation des sites de
restriction en dehors des sitBsdR| de la souche 5632 en prévision du clonage de ces
fragments pour étudier les limites de cet ICE. Noawons pas réalisé de double digestion
des souches 8064 et 3990 car nous ne connaissaenkep séquences de I'ICE et donc la
position des sites de restriction dans ces soutleelBut de cette partie étant de proposer une
carte physique de I'ICE de part et d'autre des sleerestrictiorEcarl, des sondes proches
des extrémités ont été choisies. D'autre parsdesies plus internes a I'ICE ont été choisies
pour confirmer la carte de restriction déduite si&guences clonées 703 et 707 dans la souche
5632 deM.agalactiae.Ainsi, trois sondes (A, B et E73) correspondard ddquence clonée
703 et quatre sondes (C48, ORF19, C38 et D) canelgmt a la séquence clonée 707 ont été

utilisées.
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Enzymes de restrictiort

Sondes EcoRI Xbal? Pstl BamHI Clal EcoRV Hindlll
utilisées Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille
estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue
Sonde A 7 70 94731 . 281151 _gg 23 >118  23/22 >101 @8 >1.1 2,5 >1.9
7 14 22 @7
23/15/
Sonde B 7 7,2 15 9,3 14 22 > 6,8 23 >11,8 23/22 >10,1 516 1 2,5 >1,9
Sonde E73 7 7.2 15 93 23/15/ .44 23 >118  23/22  >101 4 4 700 001/07
14 22 /0,9
0,02/2/
SondeC48 8 8,3 15 9,3 22 /225 > 8,7 23 >11,8 /223 > 10,1 35/5 3,5 4/2 38
>51/ 19/18/ 2,6/
Sonde 19 8 8,3 15 9.3 221225 > 8,7 23 >11,8 14 >10.1 35/5 3,5 1,9 2
19/18/
Sonde C38 8 8,3 15 >5.1 221225 > 8,7 23 > 3,7 14 2,6 1,15 35/1,1 1,135 1,1
19/18/
Sonde D 8 8,3 15 >51 221225 > 8,7 23 > 3,7 14 >2.8 9,53 >2.8 1,935 >0,4

®La position des différents sites de restrictionreptésentée a la figure 11
®Le site de restrictioXba situé a 10,3 kb est méthylé chez la souche 5@3@.dgalactiae

‘Le site de restrictioflal situé a 12,6 kb est présent sur la séquence d’ADNée mais absent de I'’ADN génomique de la so6632 deM.agalactiae
Les nombres de petite taille et entre parenthégesmondent a des bandes de faible intensité

Tableau 7: Comparaison entre les tailles attendues (entkbdtanées (en kb) des fragments de restrictida deuche 5632 dd.agalactiae

reconnus par difféerentes sondes. (Cf. texte pauddétails)
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Enzymes de restrictiort

Sondes
utilisées Xbal °-Pstl XbalP-Clal® Clal*-Pstl BamHI- Clal® BamHI- Pstl BamHI -Xbal®
Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille Taille
estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue estimée attendue
Sonde A 94/73/17 >1 94/7317 >1 20/18 6,8 23122 >10,1 23/15/14 > 6,8 9,43/77 >1
Sonde C38 9 >51 6 2,3 18/14 2.6 1,7 1,7 5 5 10 1,5
Sonde D 9 >51 6 >2.8 18/14 >2.8 19/18/14 > 3,7 20/17 >3,7 4,2 <3,7

®La position des différents sites de restrictionreptésentée a la figure 11
®Le site de restrictioXba situé a 10,3 kb est méthylé chez la souche 5@3@.dgalactiae

‘Le site de restrictioflal situé a 12,6 kb est présent sur la séquence d’ADNée mais absent de I'’ADN génomique de la so6632 deV.agalactiae

de la souche 5632 d¥.agalactiae et reconnus par différentes sondes.
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2.4.1- Confirmation de la présence des sites de néstion dans le

génome de la souche 5632 :

Les hybridations des simples digestions de la so&@82 deM.agalactiaeavec les
sondes internes a I'lCE (Tableau 7) montrent pesrenzymes de restricti@toRl, ECARV,
BanHI et Hindlll des bandes de forte intensité de taille attendiapres la carte de restriction
des séquences clonées. Pour I'enz{aneRV avec les sondes C48 et ORF19 deux bandes de
3,5 et 5 kb sont observées alors que qu’'une baed:5kb devrait étre obtenue. La bande
supplémentaire a 5 kb correspond probablement a digestion partielle de I'ADN
génomique de la souche 5632 M@agalactiae(Tableau 7 et Figure 11).

Avec I'enzyme de restrictioXbal, on obtient 1 seule bande de 15 kb avec toutes le
sondes testées sauf la sonde A (Tableau 7). LedsiteestrictionXba (5'-TCTAGA-3')
présent a la position 10340 pdb sur la séquenc®N A&lonée 707 forme avec les deux
nucléotides suivants en 3' (5-TC-3) un motif GATIGA souche 5632 est connue pour
posséder un systéme enzymatique de méthylatiommassant ce motif, probablement sur le
résidu A de GATC. La méthylation de cette séqueacmwméche la digestion du site de
restriction parXba ce qui explique I'obtention d’'une seule et unidugnde de 15 kb comme
si le siteXba a 10340 pdb n’existait pas (Tableau 7). La doutigestionBanHI/Xbal
confirme la méthylation de ce site car une bandd@é&b est alors observée avec la sonde
C38 (Tableau 8) témoignant d’'une digestion entstieXbal a 1043 pdb sur la séquence 703
etBanHI a 11803 pdb sur la séquence 707. La différente &es deux positions est égale a
10,7 kb proche de la taille observée.

Avec I'enzyme de restrictio@lal, les sondes situées en 3' du site de restri€iaha
10064 pdb reconnaissent trois bandes pour chagudes®'’apres la carte de restriction
obtenue apres le séquencage des séquences 708 @t 8leClal est présent a 12617 pdb
donc les sondes ORF19 et C38, qui hybrident avecsdguences situées entre le site de
restrictionClal & 10064 pdb et le site a 12617 pdb devraientreneh évidence une bande a
2,6 kb, ce qui n’est pas le cas. En effet, troisdes dont la taille est différente de 2,6 kb sont
observées, comme si le site de restricttlal a la position 12617 pdb de la séquence 707
n'existait pas (Tableau 7). Ce résultat est cordinpar la double digestioRst/Clal ou la
sonde C38 devrait reconnaitre une bande de 2,okb gu’elle reconnait deux bandes de 18
et 15 kb (Tableau 8). A l'inverse du précédentgéselltat ne s'explique pas par la méthylation
de 'ADN génomique sur un motif GATC chevauchardite Clal, car la séquence adjacente a
ce dernier est incompatible avec une telle sitmat@onc I'hybridation des simples digestions

confirme l'absence dans le génome de la souche ©632ite Clal a 12617 pdb et la
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méthylation du site de restrictiokbal a 10340 pdb. Cependant, ces sites existent dans |
séquence clonée 707 car la digestion par ces mémzgmes d'une préparation des plasmides
703 et 707 a partir d'une souch& aoli non méthylante en GATC donne des fragments de

taille attendue.

2.4.2- Organisation des sites de restriction de OE en dehors des

sitesEcoRl :

L’hybridation de la digestion par I'enzyme de riedion EcCORV avec la sonde A
révéle une bande de 3 kb (Tableau 7). Ainsi, tmEtRV est présent a environ 2 kb du site
EcdRl du coté 5’ de 'ADN génomique de la souche 56B1. c6té 3’, on obtient avec la
sonde D pour la méme enzyme une seule bande d&.9%nsi, du c6té 3’ un sitEcdRV est
situé a environ 6,7 kb du siEcARI. Avec I'enzyme de restrictioHindlll, la sonde A révele
une seule bande de 2,5 kb ce qui prouve qu'urntsitdlll est présent a environ 600 pdb du
siteEcoRI du cbté 5’. Du c6té 3’ pour la sonde D et la reénzyme de restriction on obtient
une seule bande d’environ 1,9 kb ce qui prouvergsiteHindlll est présent a environ 1,5 kb
du siteEcaRI. Toujours du coté 3’ on a aussi un sfled situé a environ 500 pdb du site
EcaRl d’apres la taille de la bande unique (15 kbeabt avec les sondes testées. Ainsi, du
c6té 5’ de I'ICE de la souche 5632 un &t@RYV puis un siteHindlll sont prédits en amont
du siteEcaRl et du c6té 3’ un sit¥ba puis Hindlll puis EcARV sont prédits en aval du site
EcaRlI (Figures 14 et 15).

Avec I'enzyme de restrictioRst les sondes correspondant aux séquences situées en
amont du site de restrictid?st a 6783 pdb révélent trois bandes de forte intéreti une de
faible intensité (Tableau 7). Pour chaque sondesitn aval de ce site de restrictisi les
deux mémes bandes de forte intensité sont obsefVabkau 7 et Figure 16). Pour 'enzyme
Clal les sondes correspondant aux séquences situéamsi@nt du site de restrictiddlal a
10064 pdb révelent deux bandes de forte intenspéwr les sondes situées en aval de ce site
trois bandes de forte intensité sont obtenues (Eig6). Avec I'enzymeXbal, les sondes
situées en amont du site de restrictitlval révelent trois bandes de forte intensité. Aidsi,
c6té 5’, 3 bandes sont mises en évidence avemssnes de restrictioKbal et Pstl et deux
bandes avec I'enzyme de restrictiGtal. Du cbété 3’, deux bandes sont mises en évidence
avec I'enzyme de restrictidast et trois avec I'enzym€lal (Figures 14 et 15). La variation
du nombre de bandes obtenues s’explique par la taiportante des fragments de restriction.
Lorsque la taille des fragments de restriction segiérieure a 22 kb, la migration sur gel
d’agarose de I'’ADN est insuffisante pour permetrg séparation et leur distinction grace au
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Figure 14 : Représentation de la position (pdb) des sitagskeiction a I'extrémité 5’ de
I'ICE de la souche 5632 dd.agalactiae
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Figure 15: Représentation de la position (pdb) des sitagskeiction a I'extrémité 3’ de
I'ICE de la souche 5632 dé.agalactiae.
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Southern. Les bandes de taille supérieure a 22iiposées reconnues par les sondes peuvent
donc étre confondues. C’est pourquoi nous avonsidéré que le nombre de bandes devait
étre de trois pour les régions flanquantes desestgs 703 et 707.

Pour les doubles digestions (Tableau 8), seulesdedes A, C38 et D, proches des
extrémités ont été utilisées pour confirmer I'ongation mise en évidence avec les simples
digestions. Les doubles digestions hybridées avaohde A confirment I'organisation de la
souche 5632 du coté 5’ (Figure 14 et Tableau 8pe@dant, avec les sondes C38 et D
certains résultats ne sont pas cohérents avec aatexus avec les simples digestions. La
double digestioriPst/Clal devrait nous donner avec les sondes C38 et an8ds alors que
nous n’obtenons que 2 bandes. Avec la sonde Dtalkss estimées des bandes pour les
doubles digestionBanHI/Clal et BanmHI/Pst sont légerement différentes des tailles
attendues d’aprés l'organisation suggérée par ileplas digestions. La double digestion
BanHI/Clal hybridée avec la sonde D donne 3 bandes qui wevrétre de 17,3, 16,3 et 12,3
kb alors que nous obtenons 3 bandes de 19, 18 kb.14a double digestioBanHI|/Pst
donne 2 bandes qui devraient étre de 17 et 17,5Akbc la sonde D, pour cette double
digestion est obtenue une bande de taille attecelleede 17 kb et une deuxieme bande de 20
kb (Tableau 8).
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Figure 16 : lllustration de I'analyse par Southern blot despan digestions de la souche
5632 deM.agalactiaeavec les sondes A, B, C38 et D.

L’ADN de la souche 5632 dil.agalactiaeca été digéré par les enzymes de restrickbd, Pst et Clal. Ces
ADN digérés ont été transférés sur une membramylde et hybridés avec les sondes A et B pour R@ades
régions flanquantes de la séquence #0%s sondes C38 et D pour l'analyse des régilamgdiantes de la
séquence 707. Cette analyse par Southern des fnégrde restriction portant les régions flanquarstes
extrémités séquencées de I'ICE de la souche 5&Bfum la présence d'au moins trois copies de I'fOHr la

souche 5632 d®l.agalactiae
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Sondes Enzymes de restriction

utilisées ECORI Xbal Pstl BamHI Clal EcoRV Hindill
Sonde A 7 15 15 23 23 4 2,5
Sonde B 7 15 15 23 23 4 2,5
Sonde E73 7 15 15 23 23 4 -
Sonde C48 10 15 22 23 20 10 4
Sonde 19 10 5,5 22 23 20 10 1
Sonde C38 10 55 22 20 20 10 -
Sonde D 10 1,9 22 20 20 7 1,4

Tableau 9 :Taille (en kb) des fragments de restriction reemnpar différentes sondes pour
la souche 3990 dd.agalactiae

Enzymes de restriction

Sondes

utlisees EcoRI? Xbal Pstl BamHI Clal EcoRV Hindlll

Sonde A 7,3 21/22 9,6/21 23 23 1,6 4,3/4,2/2,512110,9

Sonde B 7,3 21/22 9,6/21 23 23 9,6 4,3/4,2/3/2,8
Sonde E73 7,3 21/22 9,6/21 23 23 9,6 4,3/4,2/228/
Sonde C48 3,5 21/22 13 23 23 9,6 6/4/2
Sonde 19 3,5 21/22 13 23 23 9,6 6/2
Sonde C38 5 21/22 13 23 23 9,6 &A

Sonde D 5 21/22)5) 1323 23 2319 9,63 716,6@3)1.9)

¥Le siteEcaRlI est présent trois fois pour la souche 806Mdrgalactiae
Les chiffres de petite taille et entre parenthésesspondent a des bandes de faible intensité

Tableau 10:Taille (en kb) des fragments de restriction recenpar différentes sondes pour
la souche 8064 dd.agalactiae
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2.5- Etude des sites de restriction de I'lCE chee$ souches 3990 et 8064 de
M.agalactiae :

L’hybridation des simples digestions de la souc8@03deM.agalactiaerévéle pour

chaque enzyme de restriction une seule bande. ¢é@s flagment€EcoR| obtenus pour la
souche 3990 ont une taille estimée de 7 et 10 kbl€bu 9). Le deuxieme fragmdataRl

obtenu pour la souche 3990 est plus grand quedaesée 707 de la souche 5632. Les

digestions de la souche 3990 par les autres enzgmasstriction (Tableau 9) révelent la

présence :

de deux sites de restrictiofba : un entre les séquences reconnues par les
sondes C48 et ORF19 et l'autre ente les séqueacesnues par les sondes
C38 et D.

d’'un sitePst entre les séquences reconnues par les sondest EAB.

d’'un site BanHI entre les séquences reconnues par les sonded0ORF
C38.

d’'un siteClal entre les séquences reconnues par les sondest EAB.

de deux siteEcaRV : un entre les séquences reconnues par les s&he

et C48 et I'autre entre les séquences reconnudsgaondes C38 et D.

de plusieurs siteldindlll.

L’hybridation des simples digestions de la soucBé48deM.agalactiaerévéle une

seule bande sauf avec les enzymes de restrigtoah Hindlll et Pst (Tableau 10). Avec

'enzyme de restrictiorXbd, toutes les sondes s’hybrident avec 2 bandesldet 22 kb.

Avec I'enzymePst, les sondes A, B et E73 s’hybrident avec deuxdbarde 21 et 9,6 kb, les

autres sondes s’hybrident avec une seule banda k. Avec I'enzyme de restrictidicoRl,
les sondes C48 et ORF19 révelent une bande deb3¢h les sondes C38 et D révéelent une

bande de 5 kb ce qui confirme la présence d’unEsitRI entre les séquences reconnues par

les sondes ORF19 et C38. Pour les autres enzynliegad, I'hybridation des fragments de

restriction révele (Tableau 10) :

plusieurs siteslindlll
un siteClal, un siteXbd et un siteBanHI. Ces sites ne peuvent pas étre
situés car toutes les sondes ne reconnaissentegséute bande.

un sitePst situé entre les séquences reconnues par less&T@eet C48 ;
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- un siteEcaRV situé entre les séquences reconnues par leesénet B.

La position et le nombre des sites de restrictiesm sbuches 3990 et 8064 par rapport a
ceux de la souche 5632 sont différents ce qui@shal car nous avons a faire a trois souches
de bactéries différentes avec des séquences difésteCependant, I'hybridation des simples
digestions des souches 3990 et 8064Mdagalactiaeindique que l'ordre des ORF semble

conserveé par rapport a celui de la souche 5632.
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3/ Discussion :

3.1- Particularités des souches dél.agalactiae comportant des homologies

de séquences avec I'lCEF :

Parmi les souches dé.agalactiaees souches 5632, 3990 et 8064 sont reconnues par
'ensemble des sondes correspondant a I'lCE deolehe 5632. Ces trois souches sont
notamment caractérisées par un profil de gépesadifférents de la souche type PG2 : sur
les 6 génespmaque possede cette derniéere, la souche 5632 modsés génes en commun.
La souche 3990 possede un gepemaen commun et la 8064 trois genes en commun. De
plus, les souches 5632, 3990 et 8064Mlagalactiaene réagissent pas avec l'anticorps
monoclonal 1D4, les souches 5632 et 3990 ne réadigms avec I'anticorps monoclonal
SA1 alors que la souche 8064 réagit. Les souché4 805632 réagissent avec I'anticorps
monoclonal 2B12 alors que la souche 3990 ne r¢mgit Ces différentes réactions signent
I'appartenance de la souche 5632 au sérotype Ig,seiche 8064 au sérotype E et la souche
3990 au sérotype H [5], ce qui correspond a desh&surarement isolées sur le terrain. La
souche type PG2 dd.agalactiaeappartient au sérotype A. En fait, diverses étumlgsdes
isolats deM.agalactiaebasées sur les genes codant pour 'ARNr 16S [8lete résultat de
I'hybridation des sondes synthétisées suite a I'HB8e une souche hypovirulente et la
souche type PG2 [10)nt suggéré l'existence de 2 grands groupes denassutun étant
"proche" de la PG2 et l'autre plus divergent. Lesickes reconnues par les sondes
correspondant a I'lCE de la souche 5632 semblast gi&nétiquement et antigéniqguement
différentes de la souche type PG2, ce qui peuticaxgal pourquoi PG2 et toutes les souches
qui lui sont "proches" ne sont pas reconnues parsoades. Toutefois, plusieurs souches
appartenant au méme groupe que les souches 563288064 ne sont pas reconnues par
les sondes correspondant a I'lCE de la souche 3688t important de noter que ces sondes
ne reconnaissent que des parties de séquencegfdemnts ORF de I'ICE de la souche 5632
donc ce n'est pas parce que ces sondes ne s’hybpds avec 'ADN d'une souche qu’'un
ICE est absent de cette souche. De plus, mémelemsnditions les moins stringentes, les
sondes ne s’hybrident que s’il existe plus de 8@i#entité entre la séquence de la sonde et la
séquence cible dans le génome étudié donc si tpgesées sont divergentes la sonde ne
s’hybridera pas alors que la séquence-cible génmmigut présenter une homologie avec la
sonde.
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Les souches 5632 et 3990 Kleagalactiaeprésentent plusieurs copies de M&g1l
appartenant a la famille des séquences d’inset@80. En ce qui concerne la souche 8064,
aucune amplification n’est obtenue avec une PCRifide pour cette IS mais un faible
signal est détecté en Southern avec une sondespondant a I8agl ce qui est compatible
avec la présence d'uneM8gl-like dans cette souche [46]. Les bornes de I'l€@Hadsouche
5632 deM. agalactiaen’ont pas été déterminées mais dans la mesuretbel ouche fait
I'objet d'un programme de séquencage complet dongéricollaboration CNS-ENVT-INRA-
Université de Bordeaux) il sera intéressant lordede mise en évidence de voir si comme
pour I'ICEF, les ICE identifiés chez les souche8%63990 et 8064 dbl.agalactiaesont
insérés dans ou a proximité d'une IS telle queMdg§l. Il faut toutefois noter que ces IS,
dans lesquelles sont insérées les copies de I'lG&M.fermentansappartiennent a une
famille d’IS différente, a savoir la famille 3S

Chez M.fermentans,Calcutt et al (2002) ont réalisé des PCR avec aesraes
correspondant a la région intergénique en 5’ ddRFD pour rechercher les souches qui
possédaient I'ICE. Les souchiesognitus SK6, SK5, M70B, M39B, MT-2, K7 et 1I-29/1 de
M.fermentan®nt été testées avec ces amorces et seules ldsesdbi€6, SK5, M70B, M39B
présentent un amplifiat de taille attendue. L’asalgle ces amplifiats révele que chez ces
souches I'ICEF est intégré dans des sites treahlas. Dans notre étude, 'ADN de la souche
C44/82 deM.fermentans ne s’est pas hybridé avec les sondes testéesit itoutefois noter
que ces sondes correspondent a des séquencesalele 5632 dbl.agalactiae.L'absence
d'hybridation entre ces sondes et la souche C4HE82 fermentanspeut étre due a l'absence
de I'ICE dans cette souche ou a une trop grandergimce de séquences entre I'lCE de
M.fermentanset celle de la souche 5632 Nk agalactiae Par rapport a notre travail sur
M.agalactiae,Calcutt et al (2002) ont testé beaucoup moinsodelses mais cette étude nous
montre que chez une méme espéce de mycoplasmes fest souches ne possedent pas
obligatoirement I'lCE. Des études complémentais siécessaires pour comprendre le lien
éventuel entre le pouvoir pathogene des souchdd.agalactiaecavec ICE par rapport au
pouvoir pathogéne des souches qui ne le possedsntQalcutt et al, ont montré que les
souches sans ICE étaient des souches de contamidat milieux de culture cellulaire et ils
proposent que l'acquisition de I'lCEF pourrait sedquire pendant 'infection chez ’'homme
et permettrait 'adaptation dd.fermentansx son héte. D’autres roles, pour d’autres ICE ont
été mis en évidence tels que la résistance aukiatiques, I'intervention dans des voies
métaboliques, et dans la synthése de facteursdlence (Tableau 4). Mais il reste encore de

nombreux ICE dont le réle n'a pas été déterminé.
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Les simples et doubles digestions suggéerent quaies souches possedent plusieurs
copies de IICE. L'analyse par Southern des fraggenee restriction portant les régions
flanquantes aux extrémités séquencées de I'lCR deuche 5632 (ORFA et ORFD) semble
indiquer la présence d'au moins trois copies deEl’pour la souche 5632 dé.agalactiae
D'apres cette méme analyse la souche 3990.dgalactiaesemble posséder une seule copie
et la souche 8064 2 copies de I'lCE. La possibkeren évidence de plusieurs copies d'ICE
n'est pas surprenante car pour la souche PG18.tlsmentansil existe quatre copies de
I'ICEF [17]. La présence de plusieurs copies d’'uénme ICE semble jouer un rdle sur la
fréequence d’excision de ces éléments et il estilplesque les différents éléments puissent
interagir entre eux [30]. Il reste encore de nomngoints a éclaircir concernant les ICE que
nous avons découvert et leur réle cidagalactiaeet M.bovis Pourquoi la souche 5632
possederait trois copies, la souche 3990 une stldesouche 8064 2 copies ? Il est possible
gu’au cours de I'évolution certaines souches proweat d’'une cellule qui a perdu des copies
(ex : 3990) ou qui en a acquis (ex:5632) ; il @galement possible que la présence de
plusieurs copies d'ICE soit due a des phénoméenetuplécations pouvant se produire sur

certaines régions du chromosome, notamment lola plication.

3.2- Particularités des souches dml.bovis comportant des homologies de

séquences avec 'ICEF :

Sur les 40 souches dé.bovispossédant I'ICE 18 souches sur 24 ont été isolges e
France, 8 souches sur 10 en Espagne et 6 soudh&sesuSuisse. En ce qui concerne la
localisation des isolements, 12 souches avec ICHE48gont isolées dans le lait et 18 souches
sur 26 sont isolées a partir de poumon. Les trays pu ces bactéries ont été isolées ont une
frontiere commune.

L’analyse par Southern chedd.bovis montre qu’il existe deux souches (6743 et
12670) pour lesquelles la sonde correspondant RHOne s’hybride pas. Vu l'intensité des
réactions des autres sondes obtenues avec les neénaigons de lavage et de température
d’hybridation nous avons considéré que la séqueilide-était absente ou significativement
divergente de la sonde. Il s’agit de I'ORF7 dont geoduit code pour une protéine
membranaire chekl.fermentansPour la souche 12670 dé.bovis en plus de 'ORF7 il
manque aussi 'ORFA et 'ORF15 dont le produit asssi une protéine avec un motif de
protéine membranaire. Le rble de ces protéines p&s connu. Ces ORF ont peut étre, chez

ces deux souches dd.bovis, été perdus au cours de leur transfert ou de Kdiaol du
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génome des bactéries qui les portent. Cependamajarité des souches testées porte les
ORF7 et 15 ce qui suggere que cet événement atveshent rare.

Les souches 4235, 6692, 9583 et 9591Mibovis montrent la présence de deux
bande€EcaR| avec les sondes issues de la séquence 703 marecseule bandgécar| avec
les sondes issues de la séquence C87tesultat suggere la présence de deux copie®ias m
pour la partie portant les ORF de la séquence P@8ni ces quatre souches, les souches
6692, 9583 et 9591 présentent une seule b&uwdR| avec la sonde E73. La sonde E73
correspond a une partie de la séquence de I'ORRb ldoproduit est homologue a des
protéines impliquées dans la mobilité de ’ADN. siinpour quatre souches tebovis,une
copie compléte et une copie tronquée de I'ICE senibétre présentes. La copie tronquée
posséde tous les ORF sauf ceux dont les proddiseptent une homologie avec des protéines
impliquées dans le transfert de géenes. Il est plessju’une des deux copies ait perdu ces
capacités de transfert par perte des modules ioggiglans leur dissémination. Mais, il est
aussi possible gu’elle ait subi des réarrangemeres d’autres modules et que les capacités
de transfert soient assurées par d’autres genesitdee différente. Calcutt et al (2002) ont
démontré pour leur ICEF deux types de configuratienh les comparaisons entre des
transposons conjugatifs ont montré que les modotesaient se perdre, s’échanger et se
modifier au cours de I'évolution [65].

Lors d’infection aM.bovis,on a souvent des co-infections avec isolemeri¥ldevis
et/ou Pasteurella multocideet/ou Haemophilus somnupl4]. Bien qu’aucun ICE ne soit
encore décrit chez ces deux espeéces, il serareggant de les recherchrfaut noter qu’un
ICE appelé P1056 portant des génes de résistalac&etiacycline et a I'ampicilline ont été
découverts chebFlaemophilus influenzafl5]. Il semble que pour des bactéries tels gse le
lactobacilles utilisées dans les processus de faatien des fromages de tels échanges aient
été constatés. Des IS, certains genes impliqués ldasynthése d’exopolysaccharides et des
systemes de restriction modification ont été trams entreStreptococcus thermophiluet
Lactococcus lactitors de co-cultures pendant la fabrication de frgesg13].
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3.3-Comparaison des caractéristiques des souchesmportant I'lCE de

M .bovis et deM.agalactiae :

Cet ICE est donc retrouvé dans de nombreuses soulehéa collectiorM.bovis et
quelques souches de la collectighagalactiaeou pour chaque collection les souches sont
représentatives des lieux et des années d’isolerfiett intéressant de noter qu’au sein de
chaque collection, deux groupes se détachent glaine: les souches avec ICE de celles sans
ICE. Cette observation est compatible avec I'hygsghd'un élément transmissible qui
passerait d'une cellule donneuse a une receveuaefaveur de co-infections, générant
quelques populations porteuses de I'ICE, et laisantres dépourvues de cet élément. Mais
il est également possible que I'absence d'ICE dartaines souches soit due a la perte de ces
éléments au cours de I'évolution.

Les souches dé/.agalactiae et de M.bovis qui possedent I'ICE réagissent trés
fortement avec les sondes correspondant a I'CEadmuche 5632 ce qui témoigne d’une
parenté entre ces souches. D'allleurs, la sondeidst@ de la souche type PG45Midovis
présente 92 % d’homologie sur les 431 pdb qui spordent a une partie de la séquence de
'ORF5 de la souche 5632. Il est possible d’enwsagour les parties d'ICE mises en
evidence chekl.boviset M.agalactiaeun lien de parenté avec un ancétre commun.

Il est possible que géographiquement une cellupa@enant a une des souches de
M.bovisait échangé un élément génétique avec une celhplargenant a une des souches de
M.agalactiae pour donner une nouvelle population. Mais, il exisies éléments proches
portés par des bactéries isolées dans des pagmédoiC’est le cas de I'élément R391 de
Providencia rettgerisolé en Afrique du Sud qui est proche de I'élén@XT deV.cholerae
isolé au Bangladesh [31]. Pour ce qui est du siieoldment des souches une grande
proportion deM.bovisest retrouvée au niveau pulmonaire mais aussi maantan ce qui
concerne, les souches Meagalactiae,les bactéries ont été isolées au niveau articuktire
pulmonaire. L’échange de matériel génétique enteatllules d’espéece différentes aurait-il
pu modifier le pouvoir pathogéne et la cible de smsches ? Notamment, il est intéressant de
remarquer que certains produits d’'ORF de I'ICE td#nchez la souche 5632 possedent des
motifs de lipoprotéines dont le rdle est inconne. tBlles propriétés ont déja été démontrées
pour d'autres protéines associées a la membrananeda lipoprotéine putative P40 de
M.agalactiaequi permet I'adhésion aux cellules de la membranewale de moutons [26].

Le nombre de souches tlebovispossédant I'lCE est nettement supérieur au nombre
de souches d&l.agalactiaepossédant I'ICE. La présence d’éléments génétiguelsiles

homologues entre deux espéces de mycoplasmes phgliiguement proches peut témoigner
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de la présence de cet élément chez un ancétre coratrde son évolution en fonction de
I'environnement auquel ces souches furent confemt®ais des transmissions horizontales
entre ces deux espéces et une évolution de cea [6itir d’'une ancétre commun sont deux
mécanismes qui peuvent avoir coexisté. Cependantapport a I'lCEF d&l.fermentansles
séquences supplémentaires A, B, C et D sont pesehiezVl.agalactiaeet M.boviset les
séquences ORF8 a ORF14 sont absentes de la so68BedbdM.agalactiae (en ce qui
concerne ces ORF on ne sait pas s'ils sont absarggsents dans les soucheddeoviscar
nous ne connaissons pas l'organisation exacte I@& Ichez ces espéced)es ICE de
M.fermentangar rapport a ceux del.boviset deM.agalactiaeont certainement évolué de
maniere différente a partir d'un méme ancétre comrnhe spectre d’hdte de ces germes est
tres différent : ruminant pouM.bovis et M.agalactiae et humain pourM.fermentans
L’échange de matériel génétique entre ces espemeble difficile mais peut étre pas

impossible.

3.4- Caractéristiques des souches présentant la séqce D :

Les souches dil.agalactiaequi possédent la séquence reconnue par la sontnbD n
pas de caractéristiques particulieres par rappoktua pays d’isolement ou le site de
prélevement. Cette séquence est tres représentgeirade la collectioM.agalactiaemais
elle est absente de la collectibhbovis.Le role de cette protéine n’est pas connu mais rien
n'empéche de penser qu’elle peut avoir un réle depeouvoir pathogene ou le transfert de
I'ICE. Trouver des protéines de phage dans un I@&tmpas surprenant si on considére les
nombreuses propriétés communes entre les phages ¢CE et si on considere comme
possible les échanges de modules entre les phades @éments génétiques mobiles [65].
Chez M.arthritidis le phage MAFV1 est capable de s’exciser et deégier de la méme
maniere que T¥L6. Cependant, pourquoi cette séquence est préserzedehaombreuses
souches deM.agalactiaequi ne comportent apparemment pas d’ICE ? Dagpdthese ou
des échanges d’ICE ont pu avoir lieu er@galactiaeet M.bovis,pourquoi ne retrouve-t-
on pas cette séquence dans le génomd.devis? Il est possible que ces ICE aient été
transférés devl.bovis vers M.agalactiaeet qu’ensuite ces ICE une fois intégrés dans le
génome dé/.agalactiaeaient acquis des protéines de phage.

La présence de protéines de phage a la fois themalactiae et M.mycoides
subspeciemycoidesSC peut laisser penser que ces bactéries ont eatawn virus commun.
Mais, pour l'instant aucun virus n'a été identifiBez aucune de ces deux especes, et aucun

ICE n’a été identifié dans le génome MemycoidessubspeciesnycoidesSC. Alors quelle
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peut étre la relation entre I'ICE et les protéidesphage ? Mettre en évidence des protéines
de phage chez deux espéces de mycoplasmes aveeairesd’hbte et des signes cliniques

différents peut laisser penser que ces séquengalsagde sont des vestiges qui ne jouent plus
vraiment de role biologique. Elle montre aussi tmuerésence d’éléments communs peut

concerner d’autres especes de mycoplasmes avepeleses d’hotes différents.

3.5-Limites et perspectives de notre étude :

L’ICE identifié chezM.agalactiaeet M.bovisest homologue a I'lCEF. Mais comment
nommer cet ICE ? D’aprés la nomenclature propos#eBurrus et al on peut I'appeler
ICEMal pour ceux découverts cheéd.agalactiaeet ICEMb1 pour ceux identifiés chez
M.bovis.Cependant, seule I’'homologie avec certains ORMdermentangpermet de parler
d’ICE car contrairement a I'lCEF la présence d’'doame circulaire n’a pas été mise en
évidence chekl.boviset M.agalactiae La présence de genes impliqués dans le traretfeat
conjugaison permet de penser gue le transfert dél@ment est possible mais il n'a pas été
prouvé expérimentalement polr.fermentansNous avons essayé sans succes de mettre en
évidence une forme circulaire pour I'l@&1 de la souche 5632 dv.agalactiaepar la méme
méthode que celle qui a été employée dans I'étadi¢CGEF [17], le Tr916 d’E.faecalis[18],
et I'élément SXT dé/.cholerae[32] et qui repose sur la connaissance des bated$CE.
L’obtention de ces bornes chez la souche 5634 .dgalactiag grace au séquencage complet
de cette souche, permettra d’obtenir de plus ampfesmations quant a I'organisation et la
taille de notre ICE. Nous avons travaillé sur 15skblement alors que I'lCEF a une taille de
23 kb, d’autres ICE ont une taille bien plus consdde pouvant aller jusqu’a 80 kb ce qui
peut expliquer pourquoi nos essais de recherclhe fdeme circulaire aient échoué. Une autre
cause de cet échec est peut étre que nos élenmenisrdu la capacité a se mettre sous forme
circulaire. Il est possible que, comme9l intégré dans le génome ddactis, les ICBMal
ne puissent pas étre mobilisés dans les souchdsaglactiaetestées. Les connaissances en
terme de transfert de génes ne sont pas compkteaicexemple en ce qui concerne les ilots
de pathogénicité, bien qu’ayant des structures eoampes les mécanismes de transfert
semblent différents d’un ilot a I'autre et non emecélucidés pour la plupart.

Pour que la dénomination des éléments découvettaisplus proche de la définition
d’ICE, il faudrait aussi démontrer qu’ils peuventreétransférés entre especes par un
phénomene de conjugaison. Mais chez les mycoplasimest tres difficile de réaliser ces
transferts car ils poussent lentement, et ont deslitons de culture particuliere. Certains
possedent des systemes de restriction modificaédmisant ’ADN exogéne et ils possedent
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un codon UGA codant pour un tryptophane qui emp&elpression de genes dans d’autres
genres bactériens. Les transferts de genes enitbeddvl.pulmonig[62] et entreE.faecalis

et M.hominis[54] ont été démontrés mais ils avaient une aésd frequence. La maitrise des

conditions optimales de conjugaison chez les masopés avec mise en jeu et identification
du pore, de relaxases ou d’autres éléments némEssaison déroulement n'a jamais été
étudiée ce qui ne facilite pas non plus la réatisatxpérimentale de la conjugaison.

L’excision et la circularisation de I'ICEF nécessit une molécule spécifigue mais
aucun des produits des ORF ne présentait d’hon®lagec une transposase connue. Les
genes qui codent pour des protéines ayant ce genfenction sont localisés prés des sites
d’action (les terminaisons de I'lCEF dans le cagspnt) et les ORF1 et ORF22 sont des
candidats potentiels pour avoir cette fonction. rPoos ICE les terminaisons ne sont pas
connues, donc I'absence ou la présence de cesd@3RFmdéterminée. De plus, il est possible
que I'ORF qui code pour la transposase n’ait pdsmologie avec des produits d’ORF
connus et que l'insertion de I'lCEF dans ou a pmité d'une IS, de méme que la présence
d'ICE dans des souches e agalactiaeconnues pour porter diverses IS ne soit pas aaodin
Les ICEF pourraient utiliser les transposases Sa=lqui pourraient expliquer la duplication
du site cible. De plus, il semble que les IS diafaille des IS soient capables de transposer
des IS sous forme circulaire [41]. Les études qusistent a comparer les différents éléments
génétiques révelent que l'intégration d'lS dans IS est fréquente et a des conséquences
sur les fonctions de ces derniers. Cependant, logttethése s'accorde mal avec le fait qu'une

des copies de I'IlCEF est intégrée dans le genentquabaur la transposase.

4/ Conclusion :

L’étude de ces ICE montre que beaucoup de chersia éeparcourir pour comprendre
leur réle, leur mécanisme et leur évolution. Nattede a soulevé plus de questions que de
réponses qui seront certainement en partie réstitsxpie les séquencages de la souche 5632
de M.agalactiaeet des souches types Meboviset M.agalactiaeseront terminés. Mais, si un
transfert entréM.agalactiaeet M.bovisexiste etpouvait étre démontré expérimentalement,
cette découverte laisserait supposer que de seisfarts existent lors de I'infection naturelle
ce qui expliquerait la présence de séquences coasraurces deux especes et les limites et
difficultés du diagnostic de laboratoire. Au nivedrila physiopathologie, I'échange de genes
impliqués dans le pouvoir pathogene emitagalactiaeet M.bovis pourrait étre a I'origine
d’'un élargissement de leur spectre d’héte. DansaseM.bovis pourrait devenir pathogene

pour les ovins-caprins et inversemedvit, agalactiaepourrait infecter avec succes les bovins,
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par exemple par acquisition de protéines nécessairtadhésion ou d’autres facteurs de
pathogénicité. Ceci pourrait avoir un impact s décisions que le praticien est amené a
prendre sur le terrain lorsqu’il est confronté a geobléemes de mycoplasmoses.

De plus, cette étude constitue un premier pas dacaractérisation d'un ICE chik
agalactiae et M. bovis et devra étre complétée par une étude structuogiapléte et
fonctionnelle détaillée. La mise en ceuvre de taltesles, plus hasardeuses, devra reposer sur
l'utilisation d'outils de génétique moléculaire erecabsents ou en début de développement
chez ces deuMollicutes sur lesquels I'équipe de mycoplasmologie de I'ENXavaille
depuis peu.

Cette étude ouvre donc de nombreuses perspectives neveaux génétiques,
pathogéniques et de I'évolution des génomes nolersemt au sein du genidycoplasma

mais aussi pour tous les autres genres bactériens.
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5/ Matériels et méthodes :

5.1-Souches utilisées :

Les souches dil.agalactiaeet deM.bovisutilisées dans cette étude proviennent de la
collection maintenue par F. Poumarat de 'AFSSArLyBrance) et sont présentées dans les
tableaux 11, 12 et 13. Le tableau 11 présente 88hes deVl.agalactiaede provenances
diverses dont la souche type PG2 et le tableaue$246 souches dkl.agalactiaedes
Pyrénées atlantiques. Le tableau 13 regroupe leBdhes dd.bovisdont la souche type
PG45. L'identification de ces souches a été réalss la technique d'immunoempreinte sur
membrane de filtration a I'aide d’anticorps polywhoix spécifiques de lapin a 'AFSSA Lyon
[47]. Les cultures des souches de mycoplasmesréaligées en milieu liquide SP-4 [67] ou
en milieu liquide Aluotto [1] a 37°C.

5.2-Oligonucléotides utilisés :

Tous les oligonucléotides utilisés pour les PCRrigrment de GENSET OLIGOS et
sont répertories dans le tableau 14. Les positaes différentes amorces utilisées sont

représentées sur la figure 10.

5.3- Les enzymes de restriction utilisées :

Les enzymes de restriction, leurs sites de couputes tampons de réaction utilisés
sont répertoriés dans le tableau 15. Les positiesssites de restriction des séquences clonées

703 et 707 sont représentées a la figure 11.
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Souche Pays Source Hote Année
PG2 type Espagne ND caprin 1950
9 Sardaigne lait ovin ND
190 Roumanie ND ND 1951
209 France lait caprin 1983
332 France articulation ovin 1998
3990 France ND ND <1984
4021 France lait ovin 1988
4025 France lait ovin 1988
4054 France lait caprin 1986
4055 France lait caprin 1987
4210 France lait caprin 1982
4212 France lait ND 1986
4258 France lait caprin 1989
5210 France lait ND 1988
5225 Espagne lait caprin 1991
5632 Espagne articulation caprin 1991
5670 Espagne lait ovin 1991
5725 France lait ovin 1990
5826 Espagne lait ovin 1992
6833 Italie lait caprin 1993
6968 Espagne lait ovin 1993
7169 Suisse lait caprin <1993
7314 Gréce lait ovin 1986
7327 France lait caprin 1987
7375 Suisse lait caprin <1993
7784 France lait ovin 1994
8062* Ethiopie poumon caprin 1987
8063+ Turquie ND ND 1988
8064 Cote d'lvoire poumon ovin 1989
8750 France lait ovin 1995
9385 Portugal lait caprin <1996
9600 Portugal lait caprin <1996
9875 Espagne lait ovin <1996

* Ces deux souches ont été identifiées ultérieuremecomme étantM. bovis et nonM. agalactiae (M.

Marenda, pers.comm.).

Tableau 11: Souches d&l.agalactiaeutilisées.
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Souche  Année Souche  Année Souche Annge Souche Anné&ouche Année
4206 1981 5690 <1991 7783 1994 9506 1994 9871 1995
5274 1983 5691 1990 7784 1994 9507 1994 98721995
5275 1983 5725 <1991 7786 1994 9508 1994
5276 1977 5728 <1991 8751 1994 9509 1994
5633 <1991 5729 <1991 8754 1995 9511 1994
5635 1990 5730 <1991 8782 1995 9512 1995
5636 <1991 5770 <1991 9419 1993 9523 1995
5638 <1991 5771 <1991 9420 1993 9807 1995
5639 <1991 7780 1994 9502 1993 9808 1995
5648 <1991 7781 1994 9503 1993 9809 1995
5689 <1991 7782 1994 9504 1993 9810 1995

Tableau 12: Souches dbl.agalactiaedes Pyrénées Atlantiques utilisées.

L'année d’isolement de ces souches est indiquée s@éaches ont toutes été isolées a partir d’édluanstide lait

de brebis

Souche Pays Source Héte Année Symptoémes

PGA45 type USA lait bovin 1962 mammites
2000 Tunisie poumon ND 1984 respiratoires
2038 France articulation bovin 1986 arthrites
2040 France poumon bovin 1984 respiratoires
2041 France poumon bovin 1979 respiratoires
2094 France mucus utérin bovin 1985 métrites
2209 France poumon bovin 1978 respiratoires
2260 France poumon bovin 1982 respiratoires
3724 France poumon bovin 1989 respiratoires
4235 Espagne lait bovin 1989 mammites
4785 France poumon ND 1990 respiratoires
5268 France articulation ND 1991 arthrites
6655 [talie poumon bovin 1993 respiratoires
6667 [talie poumon bovin 1993 respiratoires
6692 France lait bovin 1993 mammites
6719 [talie poumon bovin 1993 respiratoires
6725 [talie poumon bovin 1993 respiratoires
6733 [talie poumon bovin 1993 respiratoires
6743 Suisse lait ? bovin 1993 mammites
6782 Allemagne lait bovin 1993 mammites
7224 Suisse poumon bovin 1993 respiratoires
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7515
7761
8919
9408
9519
9555
9583
9591
9760
9804
9903
9910
10182
10202
10205
10223
10230
10237
10242
10256
10280
10445
10446
10516
10517
10632
10807
10973
11362
11368
11436
11479
12111
12335
12597
12670

Suisse
Espagne
Suisse
France
Espagne
France
Espagne
France
Espagne
France

Italie
Espagne
Belgique
Espagne
Irlande
Irlande
Irlande
Espagne
Suisse
France
Suisse
Suisse
Irlande
Espagne
Allemagne
France
France
France
France
France
Espagne
France
Gréce
France
France

France

poumon
lait
lait
articulation
lait
articulation
lait
poumon
lait
poumon
lait
poumon
poumon
poumon
ND
ND
ND
lait
lait
articulation
poumon
mamelle
ND
lait
ND
poumon
ND
poumon
poumon
poumon
ND
poumon
ND
appareil génital
poumon

articulation

bovin
bovin
bovin
bovin
ND
bovin
bovin
bovin
ND
bovin
bovin
ND
ND
cerf
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
ND
bovin
bovin
bovin
bovin
bovin
ND
bovin
ND
ND
bovin

bovin

1993
1994
1995
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1996
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1997
1998
1997
1997
1998
1998
1998
1998
1999
1999
1999
2000
2000
2000
ND
2001
2001
2001

respiratoires
Mammites
mammites
Arthrites, respiratoires
mammites
arthrites
mammites
respiratoires
mammites
respiratoires
mammites
respiratoires
respiratoires
ND
mammites
mammites
mammites
ND
mammites
arthrites
respiratoires
mammites
ND
ND
ND
respiratoires
ND
Iésions de pneumonie
respiratoires
ND
ND
ND
2001
ND
respiratoires

arthrites

Tableau 13: Souches d®l.bovisutilisées.
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NOM SEQUENCE (5’-3) TAILLE Tmen°C
A-F-ice 5-GCCAATAGATTTCAAAGTGAACG-3’ 23 53
A-R-ice 5-GCTCTGCCATAGCCATCAAT-3 20 60
B-F-ice 5-TTCTGCAACAAATTTGCTTTT-3 22 52
B-R-ice 5-TCAATCTCTTTCATCCACAAGG-3’ 22 51
orf7a-F-ice 5-GCCATCTACAGCGATTCTTCTGTC-3 21 51
orf7a-R-ice 5-TCAGTTGCTTTTGGGCTTTT-3 20 56
orf15-F 5-ATACAGCTGGATTAACAAAACTACAA-3 26 51
orfl15-R 5-CTAGCTACTCCCGGTGATGG-3 20 64
orfl6b-F-ice 5-CCCAAGCATATTTGCTCACA-3 20 58
orfl6b-R-ice 5-CGCTGCTTCTGGTAATCCAC-3’ 20 62
703-F-P 5-GCAGGTGCTATTAGCGTGTTT-3 21 52
707-R-E 5-GCAATGCAAAAGGCCTAAAT-3 20 56
orfl9a-F-ice 5-GTGCCAGCATTAGGGAGTTT-3’ 20 60
orfl9a-R-ice 5-GCCTTCTCTTTCGCAGTTTG-3 20 60
Db-F-ice 5-ATGCTTTGCTTGATGATGGT-3 20 56
Db-R-ice 5-AGCCCTTTCTTGCCTTTTTC-3 20 58

Tableau 14: Oligonucléotides utilisés.

Nom de I'enzyme

Site de coupure

Tampon de réaction

BanHI (Boheringer)

Clal (Roche)

EcadRl (Promega)

EcaRV (Promega)

Hindlll (Promega)

Pst (Promega)

Xbd (Promega)

G| GATC C
C CTAGI G
AT | CG AT
TA GC1TA
G| AATT C
C TTAALG
GAT | ATC
CTA1 TAG
ALAGCT T
T TCGATA
C TGCA| G
G1ACGT C
T|CTAG A
A GATCTT

10 X E (Promega)

10 X H (Boheringer)

10 X H (Boheringer)

10 X D (Promega)

10 X E (Promega)

10 X H (Boheringer)

10 X D (Promega)

100
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5.4- Les séquences d’ADN clonées utilisées :

Les plasmides PMM703 et PMM707, utilisés comme itedrpour la fabrication de
sondes, résultent de l'insertion des deux fragmEotRl homologues a I'ICE de la souche
PG18 deM.fermentansdans le vecteur plasmidique pBluescript (Strataperionés dans

Escherichia colDH5a selon les recommandations du fabriquant.

5.5- Les préparations d’ADN :

Les ADN génomiques utilisés dans cette étude s@mgpés a partir d’l ml de culture
starter en milieu SP-4 inoculé dans 30 ml du ménileumpour permettre la croissance
jusqu’a la phase semi-logarithmique. Les cultures sbuches utilisées sont centrifugées a 14
000 g pendant 30 min a 4°C, puis lavées deux fams dlu PBS stérile a pH 7,4. Les culots
des cellules sont resuspendus dans @@ tampon A (Tris pH 8,0 10mM ; EDTA 10 mM ;
NaCl 10 mM) puis incubés 18 heures a 37°C avegl 28 SDS 10 % et bl de protéinase K
20 ng/ml (Eurobio).

Apres ajout de ul de RNase A DNase free (Boehringer) et incubapendant 30
min a 37°C, une étape d’extraction est effectuéajeatant 50Qul de phénol équilibré avec
du tampon B (Tris pH 8,0 500 mM ; EDTA 10 mM ; Nalll mM) et en agitant doucement
pendant 10 min a température ambiante. Les tub@sessuite brievement refroidis dans la
glace puis centrifugés 1 min a 12 000 g. La phagamque est éliminée. La derniére étape
est répétée deux fois avec 5d0de phénol équilibré avec du tampon B/chlorofoismamyl
alcool 25/24/1, puis deux fois avec 5@@le chloroforme/isoamyl alcool 24/1.

Les ADN sont récupérés apres précipitation pahdgol a 100 % en présence de 0,25
NaOAc (concentration finale), puis sont lavés déig dans de I'éthanol a 70 %, séchés et

resuspendus dans 4Q0d’eau.

5.6- Les PCR réalisées au cours de cette étude:

Les PCR sont réalisées avec un thermocycler MIJrRa#sdal 100, avec de la Taq
polymérase recombinante (NewEngland Biolabs). lneptan de réaction provient aussi de
NewEngland Biolabs. Programmes PCR utilisés : 2a@4°C, 30 cycles de 30 s a 94°C, 30

s alatempérature d'annealing (Tableau 14).
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5.6.1- PCR pour mettre en évidence la colinéaritéuagénome des

séquences 703 et 707 :

Pour réaliser cette PCR, le couple d’amorces 783€f-707-R-E dont la position est
représentée a la figure 10 et 50 ng d’ADN de lacbelb632 dé/l.agalactiaeont été utilisés.
Les produits obtenus par PCR ont ensuite été dig@géles enzymes de restrictiBooR| et
Pst.

5.6.2- PCR pour 'obtention de sondes :

Les sondes sont obtenues avec 10 ng d’ADN et &egaxigenine-11-dUTP (Roche)
utilisée avec un rapport dig-dUTP/dTTP de 1/20. laesorces et 'ADN nécessaires a
I'obtention des sondes sont donnés dans le talilgal/efficacité de la PCR est controlée sur
gel d’agarose a 1 %.

8 sondes ont été synthétisées et 3 sondes : l& $fl spécifique de la souche type
PG45 deM.bovis C38 et C48 spécifiques de la souche 563RIdgalactiacavaient déja été
produites avec les amorces J24 et N24 [43]. CemB8es ont été réutilisées pour cette étude.
Les positions des différents couples d’amorcesest tois sondes déja synthétisées sont

représentées a la figure 10.
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Noms des sondes Amorces Matrice
vecteur plasmidique pBluescript portant la
A A-F-ice/A-R-ice P auep PLP
séquence 703 (PMM703)
vecteur plasmidique pBluescript portant la
B B-F-ice/B-R-ice P auep PEP
séquence 703 (PMM703)
] ) vecteur plasmidique pBluescript portant la
ORF7 orf7a-F-ice/orf7a-R-ice
séquence 703 (PMM703)
) _ vecteur plasmidique pBluescript portant la
ORF15 orf15-F-ice/orf15-R-ice i
séquence 703 (PMM703)
) ) vecteur plasmidique pBluescript portant la
ORF16 orfl16b-F-ice/orf16b-R-ice
séquence 703 (PMM703)
ADN génomique de la souche 5632 de
C 703-F-P/707-R-E )
M.agalactiae
] ] vecteur plasmidique pBluescript portant la
ORF19 orfl9a-F-ice/orf19a-R-ice i
séquence 707 (PMM707)
vecteur plasmidique pBluescript portant la
D Db-F-ice/Db-R-ice P uep PLP

séquence 707(PMM707)

Tableau 16 :Amorces et matrices utilisées pour I'obtention dé&rentes sondes

5.7- Digestions des ADN :

1,5 ug des ADN génomiques des souches 3990, 5632, 80B&2 deM.agalactiae
ont été digérés par les enzymes de restrickiba, Ecarl, EcarV, Pst, Hindlll, Clal et

BanHl a 37°C pendant 18 heures. Des digestions dad dBADN génomique de la souche

5632 deM.agalactiaesont réalisées avec deux enzymes de restrictialiPst, Xbal/Clal,
Pst/Clal, BanHI/Clal, BanHI/Xbal et BanHI/Pst a 37°C pendant 18 heures.
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5.8- Southern blot réalisés au cours de cette étude

5.8.1- Southern blot pour la caractérisation des shes possédant
'CE :

Pour la caractérisation des souches comportanE)ICug d’ADN génomique des
souches présentées dans les tableaux 11, 12 st dgyéré paEcadRl et aprés électrophoréese
dans un gel d'agarose a 1 % ces ADN sont trans&nésine membrane de nylon (Roche)

selon les recommandations du fabriquant.

5.8.2-Southern blot pour I'étude en dehors des boes des

séquences clonées :

Ces southern blot résultent de la migration dedyts de digestion de I'ADN
génomique des souches 5632, 3990 et 806Ml.dgalactiaedans un gel d’agarose a 0,8 %

transférés sur une membrane de nylon (Roche) sedaecommandations du fabriquant.

Pour I'ensemble de ces southern blot, les sonddsistubées 18 heures a 60°C avec
les membranes dans du tampon de Church (SDS 7 SA; B % ; NaEDTA 1 mM;
NagHPO4 pH 7,2 0,25 M). Puis les membranes sont rsndées du tampon 0,2 X SSC et 0,1
% SDS et lavées dans cette solution pendant 1 heu8°C. La détection des sondes
hybridées est réalisée avec I'anticorps anti-Dig Eanjugué a la phosphatase alcaline et le
réactif CDP-Star (Roche).
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