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Les intégrons: un systeme original de capture
de genes chez les bactéries

preés plusieurs décennies
A« d’euphorie » consécutives a

la découverte des premiers
antibiotiques comme la pénicilline
ou les sulfamides, nous connaissons
aujourd’hui une période plus cri-
tique due a I'augmentation et a la
dissémination de la résistance des
bactéries a de nombreux antibio-
tiques [1] (m/s 1999, n°10, p. 1177 et
1999, n°6-7, p.888). Les bactéries
possedent en effet différents élé-
ments génétiques tres élaborés, dont
font partie les plasmides et les trans-
posons, permettant le transfert hori-
zontal de geénes de résistance aux
antibiotiques entre des genres bacté-
riens qui peuvent étre tres éloignés
sur le plan phylogénétique [1, 2].
Au cours des années 1980, des élé-
ments génétiques susceptibles
d’acquérir ou de perdre des genes de
résistance aux antibiotiques ont été
identifiés et désignés sous le nom
d’intégrons. Les intégrons peuvent
héberger des génes de résistance
insérés sous forme d’éléments
mobiles, les cassettes. Celles-ci sont
en effet intégrées ou excisées par un
systéme de recombinaison spécifique
de site qui fait intervenir une inté-
grase [3]. Les intégrons constituent
donc un systéme original de capture
de génes capable de promouvoir effi-
cacement la dissémination des génes
de résistance aux antibiotiques au
sein du monde bactérien.
On les trouve principalement dans
les bactéries a Gram négatif (entéro-
bactéries, Pseudomonas, Acinetobacter,
Vibrio, Campylobacter [4-8]), parfois
dans des bactéries a Gram positif [9,
10]. Les intégrons sont insérés dans
des plasmides, des transposons ou le
chromosome bactérien. En ce qui
concerne les mycobactéries, seul un
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« vestige » d’intégron a été découvert
chez Mycobacterium fortuitum [10].
Actuellement, plus de 50 cassettes
[4] ont été identifiées qui contien-
nent essentiellement des geénes de
résistance aux antibiotiques et aux
antiseptiques (Tableau I).

Structure des intégrons

Les intégrons sont constitués de deux
régions 5’ et 3’ conservées, entre les-
quelles peuvent s’intégrer une ou
plusieurs cassettes. Contrairement
aux transposons, les cassettes ne
contiennent pas de géne codant
pour une enzyme catalysant leur
mouvement. Seule, en effet, la région
5" immobile de l'intégron contient

un geéne ntl, codant pour une inté-
grase Intll, qui s’apparente aux
recombinases spécifiques de site et
plus particulierement aux intégrases
des bactériophages [3] (figure I1). Plu-
sieurs classes d’intégrons ont été défi-
nies en fonction de leur intégrase et
trois d’entre elles (classes 1, 2 et 3),
bien caractérisées, sont impliquées a
ce jour dans la dissémination de la
résistance aux antibiotiques. Les inté-
grons de classe 1 sont souvent locali-
sés dans des transposons de la famille
Tn21 et contiennent le géne intll
codant pour l'intégrase Intll, une
protéine de 337 acides aminés. Les
intégrons de classe 2, présents sur
Tn7 et ses dérivés, posseédent le géne
intI2 codant pour l'intégrase Intl2,

Région 5' conservée

Classe 1 ‘
int 11
—
Classe 2 ‘
int 12
<—
Classe 3 ‘
int 13
—

Région 3' conservée

cassette(s) gac EA1 sull ORF5
e —_— —

—

cassette(s) tns genes
_> <—

cassette(s)
>

Figure 1. Les trois classes d’intégrons impliquées dans la résistance aux
antibiotiques. Les fléches indiquent le sens de la transcription. Le rectangle
en aval de la cassette représente le site de recombinaison attC. La région 5’
conservée contient le géne int codant pour une intégrase. La région 3’
conservée est différente selon les intégrons. Les intégrons de classe 1
contiennent 3 cadres de lecture ouverts: qacEA1, sul1 et ORF5. Les intégrons
de classe 2 contiennent les génes tns codant pour des fonctions de transpo-
sition. La région 3’ des intégrons de classe 3 n’a pas été décrite.
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Tableau |

CASSETTES DE RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DECRITES SUR DES INTEGRONS

Intégrons de classe |

Intégrons de classe 2

Intégrons de classe 3

Especes bactériennes

Acinetobacter

Fonction des cassettes
(blae)

Entérobactéries
Pseudomonas aeruginosa

Résistance aux [-lactamines
Blactamases classes A, C et D
B-lactamases classe B (blayp)
Résistance aux aminosides
6’-acétyltransférases
3-acétyltransférases
2"-adénylyltransférases
3""-adénylyltransférases
Résistance au chloramphénicol
acétyltransférases
mécanisme non enzymatique
Résistance au triméthoprime
dihydrofolate réductases
Résistance a la rifampicine
ADP-ribosyl transférase

Entérobactéries
Acinetobacter

Vibrio cholerae
Campylobacter jejuni
Corynebacterium glutamicum
Enterococcus faecalis

acétyltransférase

Résistance aux aminosides
3""-adénylyltransférases
Résistance a la streptothricine

Résistance au triméthoprime
dihydrofolate réductase

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Alcaligenes xylosoxidans
Pseudomonas putida
Klebsiella pneumoniae

Résistance aux pB-lactamines
[B-lactamases classe B
Résistance aux aminosides
6’-acétyltransférases

qui présente 46 % d’homologie avec
Intll, mais dont la taille est réduite
de 12 acides aminés*. Un seul inté-
gron de classe 3 a été décrit dont
I'intégrase, Intl3, a 61 % d’identité
avec IntIl [12].

La région 3’ de ces trois classes
d’intégrons est en revanche tres dif-
férente (figure 1). La région 3’ des
intégrons de classe 1 contient trois
cadres de lecture ouverts. Le pre-
mier, gacEAI, est un dérivé tronqué
du gene gack codant pour une pro-
téine de résistance aux ammoniums
quaternaires. Le second est le géne
sull qui code pour une protéine de
résistance aux sulfamides et le troi-
sieme, désigné ORI5, ne code pour
aucune protéine de fonction connue.
La région 3’ des intégrons de classe 2
est composée de geénes impliqués
dans la transposition de Tn7 [13].
Quant a l'intégron de classe 3, sa
région 3’ n’a pas encore été caracté-
risée [12].

s+ EMBL/GenBank AJOO1816.
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Les cassettes sont formées
d’un geéne et d’un site spécifique
de recombinaison

En dépit de leurs tailles et de leurs
fonctions trés variables, les cassettes
possédent une organisation com-
mune (figure 2). Elles contiennent un
gene flanqué a son extrémité 3’
d’une séquence palindromique, le
site attC. Il s’agit d’un site spécifique
de recombinaison reconnu par l'inté-
grase, et souvent désigné «élément

59-pb » car les premiers sites attC
décrits avaient une taille de 59pb. Il
est constitué de plusieurs séquences
relativement conservées, inversées et
répétées, capables de réaliser une
structure cruciforme. En fait, les
séquences conservées recouvrent sur-
tout les 20 premiceres et les 20 der-
nicres bases, et encadrent une région
de séquence et de longueur
variables. Ainsi, certains sites attC
sont formés de 141 paires de bases,
d’ou I'ambiguité de la terminologie

Cassette

GTTRRRY géne

RYYYAAC ==nnemmmmmenannnn. GTTRRRY

«core inverse»

«core»

site att C

Figure 2. Structure d’une cassette. Une cassette contient un géne flanqué a
son extrémité 3’ du site de recombinaison attC excepté les 6 derniéres paires
de bases. Le site attC est flanqué a ces deux extrémités de séquences inver-
sées et répétées, le core et le core inverse. L'extrémité 5’ de la cassette est
constituée des 6 dernieres paires de bases du site attC de la cassette précé-
dente. Le point de recombinaison se situe entre le G d’une séquence core et
le premier T d’une autre séquence core.
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«élément 59-pb» [14]. On trouve
aux deux extrémités de chaque site
attC deux séquences inversées et répé-
tées de 7paires de bases désignées
core et core inverse. Le core (GTTRRRY;
R: purine ; Y: pyrimidine) est localisé
a I'extrémité 3’ du site attC et le core
inverse, de séquence complémentaire
RYYYAAC, a 'extrémité 5.

Lors de la recombinaison, le point de
crossing-over se situe entre le G d’'un
site core et le premier T d’un
deuxieéme site core. Une cassette
contient donc un géne, immédiate-
ment suivi, a son extrémité 3’, d’un
site attC, excepté les 6 dernicres
paires de bases, 'extrémité 5’ de la
cassette étant constituée des der-
niéres paires de bases du site aftC de
la cassette précédente (figure 2). I
existe une grande variété de sites
attC. Certains, dont la séquence est
trés conservée, sont associés a des
genes de résistance tres différents et,
inversement, des génes apparentés
peuvent étre associés a des sites attC
tres différents [15].

Le mouvement des cassettes se fait
par recombinaison spécifique

Le mouvement des cassettes des inté-
grons de classe 1 a été principale-
ment étudié. Les cassettes sont inté-
grées seules ou en tandem entre les
deux régions conservées de l'inté-
gron. Lorsqu’elles sont intégrées, les
cassettes le sont sous forme linéaire,
mais elles peuvent aussi exister sous
forme libre, circulaire, apres leur
excision (figure 3) [16]. L’intégrase
IntIl catalyse en effet aussi bien
Iintégration que I'excision des cas-
settes [17], ces mouvements (qui ne
font pas intervenir la protéine RecA)
s’effectuant par recombinaison entre
deux sites spécifiques reconnus par
I'intégrase. Il s’agit des sites al(C,
situés a I'extrémité 3’ de chaque cas-
sette, mais aussi d’un autre site, le
site attl, localisé a la jonction de la
région 5’ conservée de l'intégron et
de la premicre cassette (figure 3). Les
évenements de recombinaison peu-
vent impliquer 2 sites aftC ou un site
attC et un site attl. L’intégration des
cassettes se fait préférentiellement
par recombinaison entre le site aitl
de l'intégron et le site attC de la cas-
sette, tandis que leur excision se fait
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plutét par recombinaison entre deux
sites aitC.

Le site attl contient la méme
séquence core, GTTRRRY, que le site
attC mais ne contient pas de
séquence complémentaire RYYYAAC
(core inverse) ni de séquence inversée
et répétée. Les sites attl des trois
classes d’intégrons sont trés diffé-
rents hormis la séquence GTTRRRY
et la présence de nombreuses bases A
localisées dans la région 5’ [18]
L’activité de ce site ne semble donc
pas liée a une séquence particuliere
ni a une structure secondaire,
contrairement aux sites de recombi-
naison habituellement reconnus par
les intégrases dont les sites attC [18].
Cependant, une région minimale de
33 paires de bases parait nécessaire a
Pactivité du site attl des intégrons de
classe 1 [14].

Exceptionnellement, I’événement de
recombinaison peut impliquer un
site spécifique et un site non spéci-
fique, appelé site secondaire [18, 19]
dont la séquence, généralement
GWTMW (W.T/A; M:A/C), est sem-
blable a celle du core GTTRRRY [19].
L’intégration est alors stable car
I’excision d’une cassette au niveau
d’un site secondaire est peu pro-
bable.

Les cassettes sont exprimées
a partir d’'un promoteur commun

Toutes les cassettes sont orientées
dans la méme direction [17] puisque
la recombinaison a lieu au niveau du
core GTTRRRY, situé en 3’ du site
attC, et non du core inverse, situé en
5. Les cassettes ne contiennent le
plus souvent pas de promoteur, et la
transcription de leurs génes est,
comme dans un opéron, sous le
controle d’une région promotrice
localisée dans la région 5’ conservée
de I'intégron [20].

Le promoteur P1 des intégrons de
classe 1 a été caractérisé (figure 3). 11
existe plusieurs variants de P1 (fort,
moyen et faible) dont I'activité varie
selon les combinaisons de séquences
situées entre —35 et —10 pb [4]. Pour
certains intégrons possédant le variant
faible de P1, un second promoteur
P2, plus fort, est présent et compense
la faible activité promotrice de P1, la
combinaison P1 faible et P2 restant
tout de méme d’activité inférieure a
celle du variant fort de P1.
Généralement les transcrits sont plus
courts que l'intégron, les terminai-
sons des transcrits semblant corres-
pondre a la fin des cassettes. Cela
peut s’expliquer par la présence du

L . i P1 P2
Région 5' conservée

Région 3' conservée

rr alm

attC
P1 P2

|'>|'> attl

Cassette 2

P1 P2 attC2

| rr aIttI

©\'I

attC2

Cassette 1

1

attC1

attC1

Figure 3. Intégration des cassettes dans un intégron. L’intégration des cas-
settes 1 puis 2 se fait préférentiellement au niveau du site de recombinaison
attl situé dans la région 5’ conservée de I'intégron. Différentes cassettes peu-
vent étre intégrées, chacune possédant un site attC unique. L’expression des
cassettes se fait a partir d’'un promoteur commun P1-P2 situé également
dans la région 5’ conservée de l'intégron. L’excision de la cassette 1 se fait
sous forme circulaire et a lieu par recombinaison entre le site attC1 et le site
attC2.
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site attC qui pourrait arréter la trans-
cription (du fait de la formation de
structures en boucles), ou bien agirait
comme signal de clivage des transcrits
[20]. Une méme cassette aura un
niveau d’expression différent selon
qu’elle est proche ou éloignée de P1.
Ainsi, les génes localisés dans des cas-
settes éloignées du promoteur seront
faiblement exprimés. La pression de
sélection antibiotique peut favoriser
des réarrangements de cassettes par
recombinaison afin de positionner
une cassette faiblement exprimée a
une localisation plus proche du pro-
moteur [20].

Dans le cas particulier ot les cassettes
sont intégrées a des sites secondaires,
Iexpression du geéne n’est possible
que si la cassette est intégrée en aval
d’un promoteur potentiel [13].
Enfin, de rares cassettes possédent
leur propre promoteur telles que
emlAT [21], emlA2 [22], qacF [22].
L’expression des cassettes des inté-
grons de classe 2 serait aussi sous la
dépendance d’un promoteur situé
dans la région 5’ conservée [23],
celle des intégrons de classe 3 n’est
pas encore documentée.

Les intégrons semblent étre
des structures anciennes
mais leur origine est méconnue

L’origine des intégrons, des génes de
résistance aux antibiotiques et des
sites attC constitue une énigme qui
n’a, pour l'instant, pas été élucidée
de facon satisfaisante. On ignore éga-
lement quand les génes se sont asso-
ciés aux sites aftC pour former les cas-
settes. L’hypothese selon laquelle les
cassettes proviendraient d’une trans-
cription inverse a partir d’'une molé-
cule d’ARNm permettrait d’expli-
quer la présence de la séquence
palindromique a#tC située en 3’ du
gene [15] et serait cohérente avec la
fonction de terminaison de la trans-
cription du site attC. Cependant, cer-
taines observations vont a I’encontre
de cette hypothése et suggéreraient
plutét une origine différente pour les
genes et les sites attC. En effet, la
taille et la séquence des sites attC
sont tres variables. De plus, certains
geénes homologues sont associés a des
sites attC tres diftérents (dfrAl, dfrA5,

s (f7A7), et inversement, des génes dif-
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férents sont parfois associés a des
sites attC homologues (aadA, aadB,
catB3). Enfin, certains génes posse-
dent leur propre promoteur.
L’origine des geénes de résistance
retrouvés dans les cassettes est égale-
ment inconnue. Des cadres ouverts
de lecture présentant des homologies
importantes avec des génes associés a
des cassettes ont été identifiés sur le
chromosome de différentes especes
bactériennes. Ainsi les genes catBI et
catB7, apparentés aux genes catB2,
catB3 et catB5 conférant une faible
résistance au chloramphénicol, ont
été décrits respectivement sur le
chromosome d’Agrobacterium tumefa-
ciens et de Pseudomonas aeruginosa
[15]. Cependant, aucun motif appa-
renté aux sites aftC n’a été trouvé en
aval de ces séquences, ce qui peut
constituer un argument de plus en
faveur d’une origine distincte des
genes et de leurs sites attC.

L’origine des sites attC reste elle aussi
mystérieuse. Il existe sur le chromo-
some de certaines bactéries des
groupes de séquences, inversées et
répétées, comme les séquences ERIC
(enterobacterial repetitive intergenic
consensus) ou REP (repetitive extragenic
palindromic) situées dans des régions
intergéniques. Cependant, leurs
séquences consensus sont distinctes
de la séquence consensus des sites
attC [15].

Récemment, des structures assez sem-
blables aux intégrons, les «super-inté-
grons», ont été décrites sur le chro-
mosome de différentes especes de
bactéries notamment de Vibrio chole-
rae. Au moins 100 copies de séquences
répétées sont en effet présentes en
aval de genes codant pour des toxines,
des protéines ayant des fonctions
métaboliques mais aussi en aval de
cadres ouverts de lecture ne codant
pour aucune protéine connue. Ces
séquences, désignées VCR (Vibrio chole-
rae repeat), ont la méme orientation et
sont associées a un ou deux genes. Les
VCR sont homologues aux sites atiC et
possédent en particulier la méme
séquence GTTRRRY en position 3’
ainsi que la séquence complémentaire
RYYYAAC en position 5°. Cette organi-
sation géne-VCR est donc tres sem-
blable a celle des cassettes des inté-
grons de résistance aux antibiotiques.
Ces structures, qui peuvent comporter

une centaine de cassettes, ont donc
été nommées «super-intégrons ». Elles
ont été trouvées dans plusieurs
souches de Vibrio isolées entre 1888 et
1992, ce qui indique qu’elles exis-
taient avant I’ére des antibiotiques.
D’autres «super-intégrons» ont aussi
été mis en évidence chez Xanthomo-
nas, Pseudomonas et Shewanella [24].
Chaque «super-intégron» contient
aussi un site attl et un gene ntl spéci-
fiques, codant pour des intégrases
ayant 40 % a 50 % d’identité avec les
intégrases Intll, Intl2 et IntI3 des
intégrons. Il a été récemment montré
que ces VCR sont des sites reconnus
par l'intégrase Intll, ce qui suggére
que la fonction des «super-intégrons »
est proche de celle des intégrons de
résistance aux antibiotiques [25].

Les «super-intégrons» se différen-
cient cependant des intégrons impli-
qués dans la résistance aux antibio-
tiques par certaines caractéristiques.
Ils ont une taille plus importante,
jusqu’a 100 cassettes, les génes situés
sur ces cassettes ne sont pas toujours
orientés dans la méme direction, et
leurs séquences répétées sont tres
conservées. Chaque «super-intégron »
semble spécifique de l’espece qui
I’héberge puisque le degré de diver-
gence de leurs séquences répétées est
semblable a celui de leur géne intl.
Ces «super-intégrons» pourraient
constituer la source des trois classes
d’intégrons impliquées dans la dissé-
mination de la résistance aux antibio-
tiques. Les intégrons de résistance
aux antibiotiques auraient évolué a
partir des «super-intégrons» par le
biais de la capture d’un gene intl et
un site attl dans des structures
mobiles, de type transposon. Ces
structures auraient ensuite capturé,
sous l'effet de la pression de sélec-
tion antibiotique, des génes de résis-
tance provenant des différents pools
de cassettes contenus dans les
«super-intégrons » [24].

Conclusions

Les intégrons possedent de nom-
breux genes de résistance et jouent
probablement un réle important
dans la dissémination de la résistance
aux antibiotiques chez les bactéries.
Bien que leur découverte soit
récente, la description des «super-
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intégrons» indique qu’il s’agirait en
fait de structures anciennes qui pour-
raient donner aux bactéries une
capacité d’adaptation rapide par un
syst¢eme de capture de génes permet-
tant d’acquérir un avantage sélectif
(fonctions biochimiques, facteurs de
virulence, résistance aux antibio-
tiques).

L’importance théorique et pratique
des intégrons justifie les nombreuses
études récemment entreprises afin
de comprendre leur genese et leur
fonctionnement ®
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