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Introduction

Selon I’OMS, la résistance aux antibiotiques constitue aujourd’hui « I’une des plus
graves menaces pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement».
Les risques représentés par 1’émergence des bactéries résistantes et multi-résistantes sont
connus depuis I’émergence des premiers antibiotiques. Selon les chiffres de ’OMS, 700 000
personnes meurent chaque année d’infections dues a des bactéries résistantes dont 25 000 en
Europe, et ce chiffre est en constante augmentation. Les cliniciens sont de plus en plus
confrontés & des échecs thérapeutiques, dont beaucoup sont toujours attribués aux multi-
résistances croissantes des bactéries et, alors que 1’on approche de « I’impasse thérapeutique »
crainte par les professionnels de santé, les recherches se multiplient concernant cette

problématique de I’antibiorésistance.

Parmi les préoccupations principales causées par 1’antibiorésistance, on retrouve la
récurrence des infections qui méne, d’une part a une chronicité de la maladie, et d’autre part
qui favorise la sélection de mutants résistants. Récemment, les pistes de recherches
concernant les facteurs induisant la récurrence des infections ont pris de I’ampleur, et il est
apparu qu’une grande partie de 1’échec thérapeutique des antibiothérapies pouvait étre
attribué, non pas a la résistance a proprement parler, mais a d’autres mécanismes tels que la

formation de biofilms ou, dans notre cas, aux bactéries persistantes.

Les bactéries persistantes sont techniquement difficiles a différencier des autres
bactéries et la prise de conscience de leur importance est trés récente. On les retrouve chez
toutes les especes bactériennes et il y a un lien de réciprocité entre résistance et persistance :
I’'un favorise 1’autre et vice versa. Les bactéries persistantes sont génétiquement identiques

aux autres bactéries de la culture et sont trés peu nombreuses au sein d’une colonie.

Ces données nous ménent a penser que la récurrence des infections chroniques ne peut
étre attribuée uniquement a la resistance, mais qu’en plus d’étre multifactorielle, on peut
affirmer que la persistance joue probablement un rdle important dans ce phénomeéne. Ainsi,
dans un contexte ou les infections chroniques sont devenues un véritable enjeu de santé
publique, il est nécessaire de prendre en compte tous les mécanismes qui peuvent induire un
échec therapeutique, aussi bien les mécanismes de résistance aux antibiotiques que les autres

facteurs qui induisent la persistance d’une infection.
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Les persisters : toujours présents ou réponse adaptative ?

Définition et historique

L’antibiorésistance croissante a conduit ces derniéres années a s’intéresser aux autres
phénomenes qui peuvent participer a 1’échec thérapeutique et potentiellement favoriser
I’émergence de bactéries multi-résistantes. Parmi ces phénomenes, on retrouve la capacité
d’une bactérie a rester viable dans 1’hote pendant une longue période donnée, c’est ce qu’on
appelle la persistance. Celle-ci peut étre due a de nombreux mécanismes comme par exemple
la sporulation qui consiste en la formation d'une cellule spécialisée, dormante, résistante a la
chaleur et a divers stress, et capable, lorsque les conditions redeviennent favorables a la
croissance, de germer pour reformer une bactérie viable (1). Un autre phénomeéne qui induit
une persistance, et qui est I’objet de cette these, est la différenciation de cellules quiescentes
en « persisters » ou « bactéries persistantes ». Un persister peut étre défini comme un variant
phénotypique transitoire qui est capable de survivre a une dose 1étale d’antibiotiques (2). Dans
ce contexte, on parle de «tolérance » aux antibiotiques, puisque la bactérie n’est pas
génétiquement resistante. Ces phénomeénes peuvent étre responsables de la récurrence des
infections notamment dans le cas des maladies chroniques du fait, par exemple, de la

prolongation d’un traitement.

Bien que les persisters aient été mentionnés pour la premiere fois par Joseph Bigger en
1944 (3), Gladys Hobby avait publié deux ans plus tot une étude montrant que le traitement
de cultures par la pénicilline ne tuait que 99% des bactéries environ, et que la survie des

bactéries variait selon les espéces (4).

Joseph Bigger, quant a lui, essayait de montrer que 1’'usage de la pénicilline a forte dose
permettait de stériliser une culture de Staphylococcus pyogenes. Lors de ses expériences, il
s’est apercu qu’une sous-population de bactéries était capable de survivre pendant au moins 3

jours a I’action de I’antibiotique.
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Les caractéristiques des persisters qu’il a alors mises en évidence sont, pour la plupart,

toujours considérées comme vraies. Elles étaient alors au nombre de 6 :

Il faut que le stress subi par la population bactérienne soit assez important et assez

long pour en tuer une proportion importante ;

- La sous-population de persisters est une petite proportion de la population totale et

n’est pas constante ;
- Des persisters sont produits du fait des conditions environnementales ;

- Il n’y a aucune preuve qu’ils soient induits par le stress : ils pourraient étre présents en

permanence ;
- Les persisters ne se multiplient pas ;

- lls peuvent sortir de leur dormance en 24h et peuvent rester dormants jusqu’a 9h.

Ces observations, bien qu’extrémement précoces dans 1’étude des persisters, semblent
toujours €tre exactes a la lumiere des informations plus récentes. En effet, lors d’un traitement
antibiotique, la proportion de bactéries diminue drastiquement, mais cette diminution est
biphasique : aprés une diminution importante, il reste toujours des bactéries persistantes et la
diminution de la population est beaucoup moins importante, atteignant presque un plateau.
Lorsqu’on ajoute du milieu frais, sans antibiotique en revanche, on a une reprise de la
croissance qui est réversible en cas d’ajout d’antibiotique (contrairement a ce que 1’on peut

observer avec des bactéries résistantes) (Figure 1).

La différence entre les bactéries résistantes et les bactéries persistantes est trés
importante. Une bactérie résistante est un mutant auquel une modification génétique confeére
une résistance a un antibiotique. Par exemple, les béta-lactamines sont des antibiotiques qui
ciblent la PLP ou "protéine liant les pénicillines”. Les PLP sont des enzymes qui catalysent
I’étape finale de la biosynthése du peptidoglycane (paroi bacterienne) et en se fixant dessus,
I’antibiotique empéche leur activité. Cependant, lorsqu’une bactérie possede le gene mecA,
elle devient résistante aux béta-lactamines, car le gene mecA permet la synthése d’une
nouvelle PLP, la PLP 2a, qui n’est pas ciblée par les béta-lactamines et qui remplace alors la

PLP. La bactérie contenant le gene mecA est donc une bactérie résistante. La résistance est
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quantifiée par la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) qui est, par définition, plus élevée

chez une souche résistante que chez une souche sensible.

Il est néanmoins possible, pour une souche ne portant pas de résistance, de survivre a un
traitement antibiotique, on parle alors de tolérance. La tolérance est généralement définie
comme la capacité d’une population bactérienne a survivre a un traitement antibiotique, méme
si celui-ci dépasse la CMI. A I’inverse de la résistance, on ne parle de tolérance que dans le
cadre d’un antibiotique bactéricide, puisque toutes les bactéries sont, de fait, tolérantes aux

antibiotiques bactériostatiques.

‘ o O

Log,, (CFU mi?)

v

Temps

Milieu frais

Antibiotique

Population de bactérie qui devient résistante

Population de bactérie qui contient des bactéries persistantes

Figure 1 : Courbe de croissance lors d’un choc antibiotique

En présence d’un antibiotique, la croissance bactérienne diminue drastiquement montrant
ainsi ’efficacit¢ du traitement antibiotique et la sensibilit¢ de la majeure partie de la
population bactérienne. La courbe biphasique démontre la présence de bactéries résistantes ou
persistantes a 1’antibiotique qui, lors de 1’ajout de milieu frais, peuvent reprendre leur
croissance jusqu’a atteindre la phase stationnaire de croissance. Lors d’un nouveau un choc

antibiotique, on voit alors la différence entre les populations résistantes pour lesquelles le
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choc antibiotique n’a pas d’effet sur la mortalité, et les populations contenant simplement des
bactéries persistantes qui sont redevenues sensibles lors de 1’ajout de milieu frais. Dans les

deux cas, la population bactérienne peut survivre au choc antibiotique.

Lorsqu’une sous-population de bactéries est tolérante a une dose élevée d’antibiotiques,
on parle de persistance. Cette sous-population, appelée bactéries persistantes (ou persisters
cells). Ce cas de tolérance est reconnaissable du fait de sa courbe (Temps/mort) des bactéries
biphasique (Figure 1). Une bactérie persistante, possede donc le méme patrimoine génétique
que les autres bactéries de la culture, mais elle peut tout de méme survivre a un traitement de

béta-lactamines si le processus de synthése de la paroi bactérienne est inactif.

Plusieurs types de tolérances ont été identifiés : ils sont définis comme la tolérance par

« croissance lente » et la « tolérance par retard » (5).

- Latolérance par croissance lente concerne les bactéries qui se multiplient lentement, il
peut s’agir d’une tolérance héritable : par exemple M. tuberculosis a un temps de
réplication tres lent, ce qui la rend tolérante a de nombreux antibiotiques. 1l s’agit du type
de tolérance le plus connu puisque la plupart des antibiotiques ciblent des mécanismes

qui nécessitent une croissance active de la bactérie.

- Latolérance par retard (ou par « lag ») concerne une phase pendant laquelle la bactérie
ne croit pas. Le temps de retard correspond au temps nécessaire a des bactéries
quiescentes (par exemple en cas de carence ou de phase stationnaire prolongée) pour

atteindre de nouveau une phase exponentielle (lorsqu’on les inocule dans du milieu frais).

Ces deux types de tolérance ont également été définis dans les sous-populations
représentées par les bactéries persistantes : les persisters de type | correspondant a une
tolérance par retard et les persisters de type Il a une tolérance par croissance lente (6). Il est
apparu que ce qui s’applique a 1’échelle de la population totale s’applique €galement aux
sous-populations, ce qui s’applique aux bactéries tolérantes s’applique donc aux persisters

(Tableau I).
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Tableau | : Les differents profils de réponse d‘une population bactérienne a une

antibiothérapie : Résistance, Sensibilité, Tolérance et Persistance

Résistante Sensible Tolérante Persistante

Portant un Portant un . . .
Une sous-population porte un mécanisme

meécanisme de Aucun mécanisme de o
e z de tolérance
resistance tolérance
. La population est composée
: La population . _ mapop Composes :
La population e survit pas La population majoritairement de bactéries sensibles qui
survit au traitement au traiter Ii t Survit mieux que ne résistent pas au traitement
antibiotique la souche sensible antibiotique, mais une sous-population est

antibiotique

tolérante et y survit.

— 0\

: ] ] . Persistance dose-
2 types de tolérance/persistance temps-dépendants .
3 dépendante

— ~. !

Par retard Par croissance lente
(Persisters de type I) (Persisters de type II) Un mécanisme de
« résistance » est induit par
Le mécanisme de tolérance est Le mécanisme de tolérance est une certaine dose
du au delai de retour en phase da & un métabolisme réduit du d’antibiotique
exponentielle fait d’une croissance lente

Le vocabulaire autour des « persisters » est relativement confus, en particulier du fait
de I’écart entre la vision du clinicien et celle du microbiologiste. En effet, du point de vue du
clinicien, on parlera d’infections persistantes (qui ne sont pas nécessairement dues a des
bactéries persistantes) et de bactéries quiescentes (qui désignent généralement les bactéries
persistantes). Du point de vue du microbiologiste, il s’agira d’infections récurrentes et de
bactéries persistantes qui sont mécanistiquement partiellement quiescentes. C’est une
nuance qu’il est importante de saisir car, pour les professionnels de santé, la persistance d’une
infection peut étre due a de la résistance, tandis que pour les microbiologistes, le terme de
persistance est lié aux bactéries persistantes. Ici, nous admettrons que 1’adjectif « persistant »
appliqué a une infection peut désigner une simple récurrence de I’infection, quelle qu’en soit
la source. En revanche, le terme de persistance ou les bactéries persistantes désignent bien le

phénomeéne étudié dans ce manuscrit.
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Comment différencier techniquement les persisters ?

Il existe plusieurs approches qui permettent de différencier techniquement les persisters
des autres souches. Une approche suggérée pour 1’évaluation de la tolérance est la mesure de
la croissance bactérienne en fonction du temps a différentes concentration d’antibiotiques
sous la forme de courbes Log10 (CFU/mL) = f (temps) (Figure 1) démontrant I’efficacité d’un
antibiotique (7). Cependant, la variation des méthodes et des interprétations de cette courbe
d’un laboratoire a I’autre rend cette approche difficile a exploiter. Une autre mesure de la
tolérance peut étre donnée par le ratio CMB/CMI, avec CMB correspondant a la
concentration minimale bactéricide (8). Cette métrique a montré une haute précision pour la
tolérance induite par les antibiotiques, mais la corrélation avec les autres formes de tolérance
est faible (9-12).

La MDK (Minimum Duration for Killing) est une mesure quantitative de la tolérance
qui peut étre calculée a partir de courbes démontrant 1’effet de 1’antibiotique sur la population
bactérienne Log10 (CFU/mL) = f (temps). Elle est basée sur le fait que les bactéries tolérantes
ont besoin d’un temps d’exposition plus long qu’une bactérie sensible pour étre tuée (Figure
2). La MDK peut donc étre définie comme la durée de traitement antibiotique nécessaire pour
tuer une proportion donnée de la population bactérienne (13) a des concentrations supérieures
a la CMIL. De méme que la CMI peut étre utilisée pour comparer des niveaux de résistance, la

MDK peut permettre de comparer des niveaux de tolérance entre plusieurs souches.

Bien que les bactéries persistantes par retard et par croissance lente aient une MDK plus
élevée que celui des souches sensibles, I’évolution de ces MDK difféere d’un point de vue
mathématique (Figure 3). On peut également les différencier d’un point de vue technique en
comparant les MDK de cultures dont I’inoculum provient de différentes phases (Figure 4).
Cette distinction se fait principalement parce que la persistance par croissance lente (type II)
apparait en phase stationnaire tandis que la persistance par retard (type I) est induite par une

carence ou un stress.
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Figure 2 : Différences entre la resistance, la tolérance et la persistance bactérienne & un
traitement antibiotique.

Les caractéristiques propres aux populations résistantes, tolérantes ou contenant des bactéries
persistantes, provoquent des manifestations de leur réponse aux antibiotiques différentes. Les
puits colorés représentent les concentrations auxquelles on retrouve des bactéries croissantes,
les puits marron représentent les concentrations auxquelles la croissance est inhibée. a. La
CMI (Concentration minimale inhibitrice) d’une souche résistante est significativement plus
¢levée que celle d’une souche sensible. b. La CMI d’une souche tolérante est similaire a celle
de la souche sensible. La MDKgg (Minimum duration for Killing : durée minimale pour tuer
99% des bactéries de la population) d’une souche tolérante est significativement plus élevée
que celle de la souche sensible. c. La CMI et la MDKgg d’une population contenant des
bactéries persistantes sont similaires a celles de la souche sensible. La MDKgggg de la
population contenant des souches persistantes est significativement plus élevée que celle de la

souche sauvage. Figure adaptée de (5)
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Figure 3 : La tolérance chez les bactéries en croissance lente et chez les bactéries en
phase de retard.

a. La MDK pour 99% des cellules bactériennes est représentée en fonction du temps de
division pour une combinaison de différentes souches, espéces et antibiotiques. Elles ont été
extraites de plusieurs courbes temps/mort bactérienne trouvees dans la littérature (11,13-18).
Les carrés représentent la tolérance par croissance lente et les ronds, la tolérance par retard.
L’aire orange représente la distribution des bactéries qui sont tolérantes par retard. Figure

tirée de (5)

Lorsqu’une souche a une CMI et une MDKgg égales a la souche de référence, on peut

établir si la souche est persistante en mesurant la MDK a 99,99% qui est alors

significativement plus élevée que celle de la souche de référence (Figure 2).

Pour les souches bactériennes qui ont été identifiées comme étant persistantes, on peut
distinguer les persisters temps-dépendants (qui possédent un mécanisme de tolérance présent
chez une sous-population bactérienne) des persisters dose-dépendants (qui possédent un
mécanisme apparenté a un mécanisme de résistance, tels qu’une surexpression de pompe
d’efflux, induit par une dose élevée d’antibiotiques). Pour ce faire, il est nécessaire de

comparer les MDKgg g & des doses differentes afin de voir si elle ont des valeurs élevées a
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toutes les concentrations ou pas. Dans le cas de persisters dose-dépendants, la valeur élevée

de la MDK n’est pas due a la présence de persisters a croissance lente ou en phase de retard,

mais a I’expression transitoire d’un facteur qui permet de survivre a la concentration

d’antibiotique utilisée lors de la mesure.
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Figure 4 : Stratégie d’identification de la résistance, la persistance et la sensibilité des

souches bactériennes

Les persisters dose-dépendants possedent un facteur généralement attribue a la résistance (par

exemple, la surexpression d’une pompe d’efflux) qui se déclenche a une dose donnee

d’antibiotique. Les persisters temps-dépendants apparaissent en fonction du temps

d’exposition a I’antibiotique. Ils se divisent en deux catégories selon leur présence en phase

stationnaire ou s’ils apparaissent en réponse a un stress. Figure adaptée de (5)
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Pour différencier les bactéries qui sont persistantes par retard et celles qui sont
persistantes par croissance lente, il faut effectuer une comparaison entre une culture
bactérienne dont I’inoculum provient de la phase stationnaire et une autre dont 1’inoculum
provient d’une phase strictement exponentielle (on atteint cette phase en répétant des étapes
de dilution en milieu frais suivie d’une reprise de croissance). Pour les souches pour
lesquelles la MDKgg est élevée uniquement lorsque I’inoculum provient de la phase
stationnaire, on peut déduire qu’il s’agit d’une tolérance par retard. Si la MDKgg est élevée

pour les deux cultures, alors il s’agit d’une tolérance par croissance lente (Figure 4).

Grace aux avancées en microfluidique, il est également possible d’observer les cellules
individuellement plutét que de dénombrer des populations. Ceci permet d’analyser la
croissance des cellules individuelles avant et aprés leur exposition aux antibiotiques. Le
groupe de Balaban f(t le premier a utiliser la microfluidique (6) pour examiner par
microscopie les bactéries persistantes (19,20). Cette technique est particulierement intéressante
car elle permet de surveiller des cellules individuelles pendant une longue période, ainsi il est
possible d’enregistrer le comportement des bactéries persistantes au sein d’une population.
Cette technique a permis de démontrer une hétérogénéité préexistante au sein des populations
bactériennes (6), de caractériser 1’état dormant des cellules dormantes (19) et de suivre la

formation de persisters apres ajout d’indole (20).

I1 est intéressant de noter que, bien qu’il existe des techniques permettant de quantifier
I’abondance de persisters, il reste encore aujourd’hui trés difficile d’identifier la fréquence de
formation et la fréquence de sortie de quiescence des persisters. Ainsi, on ne peut pas exclure
que les «facteurs induisant la formation de persisters » soient en réalité des « facteurs
inhibant la sortie de quiescence », toutes les études étant menée sur 1’abondance de persisters

au sein d’une population.

Par ailleurs, une autre limite intrinséque aux persisters est la difficulté actuelle a faire
des analyses protéomiques, transcriptomiques et génétiques sur des bactéries persistantes.

Ceci est dd a leur trop faible nombre ce qui complique I’application de ces techniques.
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III. Des bases génétiques héritables

Chez tous les organismes vivants, le support de I’information génétique est I’ADN et
c’est le génome qui est responsable des traits phénotypiques observés. Cependant, le génome
est large et tous les genes ne sont pas exprimes, bien que toujours présents. Le génome a la
capacité de se remodeler, ainsi donc, des génes qui seraient «inutiles » a une bactérie auraient
tendance a disparaitre afin d’améliorer le « fitness » de la bactérie : si le cotit d’une fonction
ou d’un gene est plus important que son apport, elle confére un désavantage sélectif a la

souche qui le porte (Figure 5).
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Figure 5 : Avantage sélectif conféré par la présence ou I’absence d’un géne.

La conservation d’un géne au sein d’une population dépend d’un équilibre entre son coft
énergétique et I’avantage qu’il confere a la bactérie. Par exemple, Salmonella Typhimurium
posséde les génes cob grace auxquels elle est capable de synthétiser de la cobalamine qui est

un cofacteur qui lui permet d’utiliser le propanediol. Dans un milieu contenant du
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propanediol, cette capacité a synthétiser la cobalamine confére donc a S. Typhimurium un

avantage selectif.

Il faut bien garder en téte que ces modulations du génome se font via un mécanisme de
sélection. Un gene qui disparait du génome d’une bactérie ne disparait pas a proprement
parler de la cellule concernée, mais ses cellules filles pourront ou non posséder le géne. Les
cellules filles qui se multiplieront le mieux seront alors celles qui possédent un avantage
sélectif. Si cet avantage sélectif est li¢é a I’absence d’un géne, alors aprés quelques
générations, on retrouvera principalement au sein de la population des cellules ne portant pas

le géne (Figure 5).

Globalement, on peut déduire que la grande majorité des génes devrait étre utile au
cours de la vie de la bactérie, bien que tous les géenes ne soient pas utilisés a un moment
précis, ou dans une condition donnée. La question qui se pose alors est: par quels
mécanismes la bactérie est-elle capable de moduler I’expression de certains génes en

particulier afin de créer des variations phénotypiques ?

Cette régulation se fait notamment au niveau transcriptionnel, et également post
transcriptionnel (Figure 6) du fait de facteurs o alternatifs de I’ARN polymérase. Par exemple,
la sous-unité sigma alternative de I’ARN polymérase, RpoS/ ¢° est un régulateur majeur de la
réponse au stress chez de nombreuses bactéries & Gram-négatif (21). La protéine o> s’associe
a I’ARN polymérase cceur (o’pp’®), permettant la reconnaissance des promoteurs et
I’initiation de la transcription de génes appartenant au régulon RpoS et impliqués dans une
résistance cellulaire a des stress variés (i.e. la réponse générale au stress) (21,22). Des mutants
rpoS ont, par exemple, une sensibilité accrue a des stress multiples comme une température
ou une osmolarité élevée, une acidité du milieu ou un stress oxydatif. A I’inverse du facteur
sigma majeur, 6’°, qui permet la transcription des génes de ménage, 6> n’est exprimé qu’en
phase stationnaire de croissance ou en réponse a des stress (21,22). La régulation de
I’expression du geéne par rpoS se fait au niveau de sa transcription, de sa traduction ainsi
qu’au niveau de la stabilité de la protéine (21,22). 1l existe également de nombreux facteurs de
transcription qui sont des protéines qui se fixent sur une séquence spécifique de ’ADN afin

de contrdler la vitesse de transcription d’un géne.
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Concernant la régulation au niveau post-transcriptionnelle, elle peut se faire sur
plusieurs fronts, par exemple, en déstabilisant les ARNm, en masquant la séquence Shine-
Dalgarno, la rendant inaccessible aux ribosomes, par régulation de la traduction ou par

atteinte de la stabilité de la protéine (Figure 6).

Des études récentes montrent que le contrle de la persistance bactérienne et leurs
mécanismes seraient codés génétiquement (23-26). Une autre hypothése propose une
apparition accidentelle de cellules dont le fonctionnement est altéré (2), mais ce modele est
réfuté par les études de plus en plus nombreuses basées sur les mécanismes moléculaires

responsables de la persistance bactérienne.

AON AN T Protéine

Régulation transcriptionnelle

Séquences promotrices Régulations post-transcriptionnelles:
reconnues différentes selon - Reconnaissance du site de fixation du ribosome
le facteur activateur : - Régulation au cours de la traduction
- Stabilité de I'ARN ou de la protéine

Transcriptome dépendant
des facteurs présents

Facteur
sigma

Séquence promotrice

Figure 6 : Regulations transcriptionnelle et post-transcriptionnelle par PPARN
polymérase et son facteur o activateur d’une séquence promotrice.

Lors de la régulation transcriptionnelle, les séquences promotrices reconnues dépendent du
facteur o et des facteurs de transcription mis en jeu. Ainsi, chaque facteur activateur de I’ARN
polymérase est responsable de la transcription d’un ensemble de genes de fagon plus ou moins
specifique. Apres la transcription, il peut également y avoir des régulations positive ou
négative au niveau de la stabilit¢ de I’ARNm, de la reconnaissance de I’ARNm par le
ribosome pour la traduction, de la traduction en elle-méme ou de la stabilité de la protéine
obtenue. Toutes ces régulations induisent un impact direct sur le transcriptome et le protéome

de la bactérie.
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L’héritabilité génétique de ces mécanismes permettrait également a la fréquence de
formation de persisters dans une population de s’adapter a 1’incidence de traitements
antibiotiques. L’augmentation de 1’abondance de persisters dans les isolats cliniques semble
étre clairement liée a la récurrence de traitements antibiotiques qui pourrait rapidement mener
a une population de cellules persistantes plus élevée qu’in vitro (13,25,27). Cependant, la
formation de persisters peut également avoir un codt, auquel cas des populations a niveaux de
persistance diminués peuvent étre sélectionnés en 1’absence de traitement antibiotique, bien

que dans des conditions in vitro, cette évolution semble étre relativement longue (27-29).

In vivo, il semblerait que la fréquence de persisters au sein d’une population soit trés

variable d’une espéce et d’une souche a I’autre (2,13,28,30,31).

Par ailleurs, parmi les génes impliqués dans la persistance, il s’est avéré que le degré
d’implication de chaque géne dans la persistance aux antibiotiques pouvait varier de fagon
significative. Une étude a noté ce degré d’implication dans la persistance (32) chez 21 genes

de Escherichia coli (Tableau II).

Tableau Il : Génes impliqués dans la persistance d’E. coli.

Les scores sont calculés en fonction de la survie de chaque mutant lors de son exposition a un
antibiotique. Une survie donne 1 point, et le total des points correspond a la somme des
survies d’une souche en présence de plusieurs antibiotiques différents (Tableau adapté de Wu
et al. 2015).
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persistance

Les mecanismes qui permettent la formation de bactéries persistantes ont donc des
bases génétiques et donc héritables, et on a vu que la formation de persisters pouvait étre

influencée par des facteurs extérieurs. Plusieurs questions se posent alors :

- Est-ce que la sous-population de persisters est toujours présente ou est induite par le
stress ?

- Si elle est toujours présente, qu’est ce qui provoque la sortie de la dormance ?

- Est-ce que chaque bactérie d’une population passe une partie de sa vie en dormance

indépendamment du stress ?

Pour répondre aux deux premiéres questions, il apparaitrait que la formation de
bactéries persistantes est menée par la combinaison de mécanismes stochastiques et de
réponses a des facteurs intrinséques ou extrinséques qui permettent aux populations de
répondre lorsque des situations nuisibles sont précédées d’un signal de stress (33). La
formation stochastique de persisters est considérée comme une stratégie évolutive qui

consisterait a maintenir au sein d’une population une hétérogénéité phénotypique permettant
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de maximiser le fitness global de la population dans des environnements changeants (34,35).
Ceci implique que certaines bactéries persistantes €taient déja présentes avant 1’apparition

d’un traitement antibiotique.

Des observations directes de cellules seules par microfluidique et cytométrie de flux
montrent que les cellules qui survivent & un traitement antibiotique étaient largement
présentes avant ce traitement dans la sous-population dormante de E.coli en phase de
croissance (6,36-38). De plus, une bactérie peut répondre aux conditions environnementales
en modifiant quantitativement et qualitativement la fréquence de différenciation en cellules
persistantes (53). Par exemple, ’apparition d’un stress a un niveau sous-létal semble

augmenter la fréquence de formation de persisters (39-41).

IV. Une tolérance a large spectre

Les bactéries persistantes sont reconnues pour avoir une tolérance a large spectre, c’est-
a-dire qu’elles sont tolérantes a des antibiotiques bactéricides de classes mécanistiques
différentes (Tableau IlI). 1l a été montré que chaque bactérie persistante n’était probablement
pas si largement tolérante, mais qu’une population de bactéries persistantes est composée de

plusieurs sous-populations ayant des spectres de tolérances varies (42).

Tableau 111 : Résumé des classes d’antibiotiques et leurs mécanismes d’action
Pénicillines
Carbapénemes
Béta-lactamines
Monobactame
Inhibiteurs de la synthése des Céphalosporines

enveloppes bactériennes

Fosfomycine

Glycopeptides

Lipopeptide

Polymyxines
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Aminosides

Macrolides vrais

Macrolides et Lincosamides

apparentes Kétolides

Inhibiteurs de la synthése des
protéines Synergistines

Phénicolés

Cyclines

Acides fusidiques

Oxazolidinones

Quinolones lere

Quinolones géneération
Fluoroquinolones
Inhibiteurs de la synthese des .
acides nucléiques Quinoléines
Mupirocine
Autres Rifamycine
Inhibiteurs de la synthése .
. . Y Sulfamides
d’acides foliques
Nitrofuranes
Lésions de PADN Dérivés nitrés
Nitro-imidazoles

A. Aminoglycosides

Les aminoglycosides sont des antibiotiques bactéricides qui interférent avec la
traduction ribosomale. L’entrée de cet antibiotique se fait par voie active grace a la force
protomotrice au niveau de la membrane. L’hibernation du ribosome ou la formation de
dimeres inactifs affecte donc [’activité¢ bactéricide des aminoglycosides en inhibant la
traduction, d’une part, et en réduisant la force protomotrice permettant 1’entrée de

I’antibiotique, d’autre part. Les facteurs de modulation de 1’activité ribosomale qui permettent
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son hibernation sont retrouvés en grande quantité chez les E. coli persistantes ainsi que dans
le biofilm (43).

B. Floroquinolones

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques a large spectre, qui sont actives chez les
bactéries a Gram positif et les bactéries & Gram négatif. Elles agissent par formation d’un
complexe ternaire entre I’ADN gyrase, ’ADN ou les topoisomérases IV. Ces enzymes sont
directement impliquees dans le surenroulement et dans le désenroulement de I’ADN au cours
de la réplication afin de faciliter I’action de I’ADN polymérase. Les fluoroquinolones ont
donc un effet bactéricide du fait de la déstabilisation du processus de replication qui
endommage I’ADN. Dans les bactéries fluoroquinolone-persistantes qui sont en état de
dormance, la réplication est limitée, ainsi I’atteinte de I’ADN gyrase par les fluoroquinolones

n’a pas d’effet bactéricide.

L’ofloxacine est une fluoroquinolone qui se fixe spécifiquement a I’ADN gyrase et
permet son activité endonucléasique, mais inhibe sa capacité a faire la ligation des brins, ce

qui méne a des cassures de I’ADN (44).

Etant donné le modeéle actuel de la persistance, dans lequel la tolérance est atteinte
aussitot que la cible de I’antibiotique est inactive, les bactéries persistantes a 1’ofloxacine
doivent avoir une activitt ADN gyrase réduite, ce qui limite la corruption par la

fluoroquinolone, les dommages subis par I’ADN, et puis finalement la mort cellulaire (45,46).

C. Béta-lactamines

Les béta-lactamines présentent une analogie structurale dans I’espace avec le dipeptide
du précurseur de la biosynthése du peptidoglycane de la paroi bactérienne. lls agissent par
inhibition compétitive du précurseur de biosynthése au niveau de la transpeptidase PLP ce qui
corrompt 1’intégrité de la paroi et induit un choc osmotique, en particulier chez les cellules en

cours de croissance.
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Les cellules persistantes peuvent survivre aux béta-lactamines puisqu’elles ne se
répliquent pas mais des études récentes ont elucidé un mécanisme menant a la formation de
persisters tolérants a I’ampicilline. Ce mécanisme impliquerait une augmentation progressive

de I’abondance en alarmone (p)ppGpp pour diminuer la synthese de peptidoglycane (26).

D. Pompes d’efflux

Une étude récente a montré que les E.coli persistantes avaient une abondance accrue de
pompes d’efflux par rapport au reste de la population issue de la méme souche. Cette
abondance pourrait contribuer a la tolérance contre les antibiotiques en diminuant la
concentration cellulaire (47). L’induction de ces pompes d’efflux a également montré une

tolérance accrue dans le contexte de I’infection de cellules hétes pour les mycobactéries (48).

Les bactéries persistantes qui sont tolérantes par surexpression de la pompe d’efflux
sont géneralement qualifiées de persisters dose-dépendants (5). lls sont techniquement
différenciables des persisters qui sont tolérants via un autre mécanisme du fait de leur
induction dose-dépendante. Il est intéressant de noter que ces bactéries présentent un cas
particulier car les genes d’induction de la surexpression de pompes d’efflux sont
généralement associés a un mécanisme de résistance, et non de persistance. Ceci est peut-étre

dd a la méconnaissance du phénomeéne de persistance lors de la découverte de ces genes.

Au-dela de la tolérance aux antibiotiques (Figure 7), les persisters sont aussi décrits
comme des catalyseurs de 1’émergence de résistances génétiques car plusieurs signaux de
signalisation impliqués dans la formation de persisters sont connus pour augmenter le taux de

mutations et activer les éléments génétiques mobiles (49,50).
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= Détoxification des ROS

Béta lactamines
= Inhibition d&Ja synthése de la paroi = Augmentation de I'expression des
pompes d’efflux

Processus inatif

les persisters

[

&la synthése protéique

Quinolones
=> Inhibition d

Aminosides
= Inhibition d

@la synthése de 'ADN

Figure 7 : Résumé des mécanismes qui induisent une tolérance a large spectre.

Trois classes d’antibiotiques sont d’emblée inactives chez les bactéries persistantes chez
lesquelles les mécanismes ciblés sont éteints. D’autre part, la mise en place de processus de
détoxification des ROS et I’augmentation du nombre de pompes d’efflux permettent une

tolérance accrue a d’autres classes d’antibiotiques ainsi qu’a d’autres types de stress tels que

le stress oxydant.
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L’entrée des bactéries en état de persistance

I. Mécanismes moléculaires et voies métaboliques impliqués dans la

formation de bactéries persistantes

Au cours de I’étude des bactéries persistantes, plusieurs conditions ont semblé avoir un
impact sur I’abondance de bactéries persistantes. A présent, les recherches se focalisent sur les
mécanismes sous-jacents de cet impact afin de mieux comprendre les voies de régulations de

la formation de bactéries persistantes et leurs réels effecteurs (Figure 8).

Evenement stochastique Phase stationnaire Traitement sublétal
(p)pPGpp - (p)ppGpp d’antibiotiques
Micro-carences ? - Carence en nutriments

Induction du systeme SOS

Lésions de FADN
S e @ _
l 7 s s a c>>MIC q N
7N

)
= §%-4

Conditions favorisant
la formation de bactéries persistantes

RpoS/RGS

Internalisation dans une Biofilm
vacuole phagocytaire - (p)ppGpp
(p)pPPGpp - Carence en nutriments
Carence en nutriments - Induction du systeme SOS
Stress acide - Cdi-GMP
- RpoS/GSR
Signaux intracellulaires
- Hypoxie
—> —>

=&

Figure 8 : Conditions environnementales et signaux cellulaires favorisant la formation
de persisters.

Les signaux cellulaires indiqués correspondent aux conditions rencontrées dans ces
circonstances environnementales mais ne sont pas nécessairement des facteurs d’induction

des persisters (Figure adaptée de (51)).
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A. Laréponse stringente et (p)ppGpp

Les bactéries sont capables de réguler un certain nombre de processus afin de s’adapter
a des stress rencontrés dans 1’environnement. Parmi les mécanismes impliqués, on retrouve la
formation de bactéries persistantes mais également de cellules qui sont dans un état appelé

« viable mais non cultivable » (VNC).

Lorsque le stress rencontré correspond a une carence en nutriments, le remodelage de la
physiologie cellulaire est ce que 1’on appelle la réponse stringente, elle est ubiquitaire chez les
bactéries. Au cours de cette réponse, la synthése de protéines et d’acides nucléiques diminue,
et la synthése d’acides aminés et la dégradation protéique sont augmentées. Les effecteurs de
la réponse stringente sont deux molécules signal : les nucléotides guanosine penta- et
tétraphosphate, regroupés sous 1’abréviation (p)ppGpp (52). Lors de carences, ils sont
synthétisés a partir de GTP et de GDP, I’ATP agissant comme un donneur de phosphate.
L’enzyme ubiquitaire RelA est responsable de la réponse stringente et catalyse la formation
de (p)ppGpp et I’hydrolyse du ppGpp. En cas de carence, les alarmones (p)ppGpp sont
synthétisées et modifient la transcription globale : d’une part, en inhibant la transcription
d’ARN stables, stoppant ainsi la croissance, d’autre part, en activant des génes nécessaires a

la survie.

La voie du (p)ppGpp peut étre activée de facon stochastique dans les cellules en phase
exponentielle (36) et par des conditions environnementales qui vont stimuler la production de
I’alarmone (par exemple, la phase stationnaire ou dans le cadre d’une formation de biofilms).

Cette activation peut déclencher la différenciation de cellules en bactéries persistantes.

Pseudomonas aeruginosa répond activement a une carence en nutriments via des
mécanismes impliquant (p)ppGpp. Ces mécanismes semblent augmenter la tolérance aux

antibiotiques de la population (53).

Le stress métabolique peut également mener a divers scenarii dans lesquels (p)ppGpp et
I’hydrolase SpoT influencent la formation de persisters (54). Des niveaux faibles de SpoT
augmentent également 1’abondance de (p)ppGpp qui est associée a I’inhibition de ’ADN

gyrase et la réduction de I’activité de I’ARN polymérase.
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Chez Staphylococcus aureus, un réle similaire de (p)ppGpp a été démontré puisque sa
synthese mene a une inhibition de la croissance et de la virulence, ce qui semble faciliter les
infections persistantes (55). De plus, chez E.coli, la protéine CspD est exprimée pendant la
phase stationnaire (pendant laquelle le nombre de persisters est augmenté) et I’induction de
cette expression se fait en cas de carence en glucose est liée a (p)ppGpp (56). Le manque de
nutriments mene a une inhibition CspD-dépendante de la réplication de I’ADN qui ménerait a
une formation accrue de la formation de persisters (57). D’autre part, un autre second
messager, ’AMP cyclique a également un réle dans le métabolisme de CspD. L’abondance
cellulaire de I’AMPc dépend de la présence de nutriments, et augmente la transcription de
cspD en complexe avec le récepteur Crp (58). Le complexe AmpC-Crp active alors

I’expression de relA, ce qui résulte d’une augmentation de 1’abondance intracellulaire de

(P)PPGpP (59).

La capacité d’une cellule a se différencier en bactérie persistante découle de voies
métaboliques précises. Des études effectuées sur des souches en situation de carence montrent
que (p)ppGpp a des effets pléiotropes directs et indirects (Tableau 1V) et le (p)ppGpp semble
étre un médiateur important dans le lien entre la formation de persisters et la régulation du

métabolisme.
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Tableau IV : Le régulon de (p)ppGpp (d’apres Cashel et al., 1996 et Zhou et Jin, 1998).
Ce tableau représente 1’ensemble des genes et fonctions régulés par (p)ppGpp, ainsi que le type de régulation exercé.

Régulation négative par (p)ppGpp

Fonction cellulaire

Régulation positive par (p)ppGpp

Transcription des opérons d’ARNr
Expression des protéines ribosomiques

Transcription des ARNt

Expression des facteurs d’élongation EF-Tu, EF-Ts, EF-G

Traduction

Expression de RpoD

Transcription

Expression de RpoS
Activité de RpoS, RpoN, RpoH

Expression de I’adenylosuccinate synthétase
Expression de I’IMP déshydrogénase
Expression de 1’aspartate transcarbamylase

Biosynthese de pyrimidine

Métabolisme des nucléotides

Expression de la thymidine phosphorylase
Expression de 1’uridine phosphorylase

Meétabolisme des acides aminés

Biosynthése de I’arginine
Biosynthése de la glutamine et du glutamate
Biosynthése de I’histidine
Biosynthése de I’isoleucine et de la valine
Biosynthése de la lysine
Biosyntheése de la méthionine et de la thréonine

Expression de Fis

Protéines associées au nucléoide

Expression de la sous-unité a de THF

Transport de 1’a-méthyl-glucoside
Expression de la guanine phosphoribosyltransférase
Expression de I’adénine phosphoribosyltransférase

Expression de I’uracile phosphoribosyltransférase

Transport

Transport des acides aminés branchés

Métabolisme des carbohydrates

Expression de la B-galactosidase
Synthese de glycogéne

Synthese de phospholipides
Synthese de peptidoglycane

Métabolisme de I’enveloppe

Synthese de DnaA

Réplication de ’ADN
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B. RpoS etlaréponse générale au stress

Les cultures en phase stationnaire peuvent contenir 10° & 10* fois plus de bactéries
persistantes que les cultures en phase exponentielle (11,36,40,60,61). On peut penser que
c’est le fait de voies régulées par le facteur de stress RpoS /c°, présent en grande quantité lors
de cette phase. Ce facteur de stress est en grande partie responsable de I’adaptation générale
au stress via un remodelage de la transcription du génome et de la physiologie cellulaire (74).

Chez E. coli, la réponse générale au stress peut étre induite en phase stationnaire via des
carences en nutriments, un choc thermique, la formation de biofilm, une forte variation du pH,
le stress oxydatif (70). Au-dela de sa réponse au stress, RpoS est également un facteur de la
différenciation de cellules quiescentes en persisters. RpoS contr6le cependant un quart du
génome et ce via des régulations a la fois positives et négatives (62,63), les phénotypes des
mutants délétés pour rpoS sont donc tres pléitropes et varient énormément en fonction des

conditions expérimentales et des milieux utilisés (32,39,64—-66).

C. Laréponse SOS

Le régulon “SOS” comprend des geénes impliqués dans la réparation d’ADN et est induit
en réponse a des lésions de I’ADN du fait de dysfonctionnements de la machinerie ou de la
variation des conditions de réplication. Cette réponse SOS induit la protéine RecA qui va
permettre la transcription de 1’opéron SOS en clivant le répresseur LexA (Figure 9). RecA est
également capable de se fixer au niveau des bréches de I’ADN et d’amorcer 1’échanger de
brins. Les protéines UmuC et UmuD permettent a la polymérase Il de franchir les obstacles

dus aux lésions et de réparer le brin d’ADN.

Le réle de la réponse SOS dans la formation de bactéries persistantes est double : ¢’est
une voie de stress complémentaire qui module la formation de persisters, puis qui module les
mécanismes de leur sortie de quiescence. Il a été montré que le nombre de persisters
survivants a un traitement par les fluoroguinolones s’effondre chez les mutants dont les génes

lexA, recA et recB sont inactivés et dont la réponse SOS est ainsi altérée (32,40,67,68). En
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surexprimant le régulon SOS par manipulation génétique ou par induction avec un traitement

antibiotique, on observe une abondance de bactéries persistantes fortement accrue (45).

a‘ . .
ADN simple brin
Dommages de 'ADN /—/—\\\,—/
ADN simple-brin .
Fourches de réplication Filament
J, nucléoptoréique

Activation de la protéase RecA

/Qw’/
. Protease RecA
b. /\
D <__> Répresseur

Répresseur LexA

LexA {__>
P S Z recA umuC umuD P recA umuC umuD

Opéron SOS transcription
Opéron SOS

Figure 9 : Induction de la réponse SOS par la protéine RecA

En I’absence de stress, le répresseur LexA est fixé au niveau de la région promotrice du
gene du régulon SOS. a. Lors de I’apparition d’un stress qui provoque des dommages au
niveau de I’ADN, la protéine RecA est activée et interagit avec I’ADN simple brin pour
former un filament nucleo-protéique. b. Ce filament active alors 1’autoprotéolyse de LexA, ce

qui permet a I’opéron SOS d’étre transcrit.

Il a été montré que la délétion de recA diminue significativement le nombre de bactéries
persistantes dans le cadre de cultures en phase exponentielle traitées a la ciprofloxacine, et
gue ce nombre est restauré lorsque les cellules sont complémentées avec le gene recA. De
plus, lors d’un traitement a I’ofloxacine, le géne recA est nécessaire a la formation de
persisters (67). Etant donné 1’impact de la présence et de 1’absence du gene recA sur le niveau
de persistance, ce géne, qui est également le principal acteur de la réponse SOS est considéré

comme étant impliqué dans la persistance.
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D. Communication cellulaire ou quorum sensing

Une grande hétérogéneité phénotypique permet a une population bactérienne
d’optimiser son « fitness cost» et ses chances de survies en cas de changement
environnemental. Dans les cas ou cette hétérogénéité est tres importante, la communication
entre les bactéries d’'une méme population permet €¢galement d’augmenter les chances de

survies.

Les communautés bactériennes sont capables de coordonner un certain nombre de
mécanismes régulateurs qui controlent I’expression coordonnée de certains geénes en

particulier, ¢’est ce qu’on appelle le quorum sensing (QS).

Les bactéries dotées de quorum sensing produisent des signaux cellulaires dits « auto-
inducteurs » (Figure 10). La présence de ces auto-inducteurs est détectée par des récepteurs

proteiques intracellulaires qui s’y fixent.

Low cell density High cell density

‘zﬁf *AHL

x

4

AHL synthase

#_ DNA

AHL synthase

Figure 10 : Mécanisme du quorum sensing AHL chez des bactéries a Gram négatif

Les bactéries produisent I’autoinducteur AHL, via une AHL-synthase. A faible densité de
population, les molécules d’AHL sont activement transportées du milieu extérieur vers le
cytoplasme par un transporteur ATP-dépendant. A concentration cellulaire élevée, le transport
s’effectue par diffusion passive. Lorsque la concentration d’AHL atteint un seuil (Quorum
State), les autoinducteurs AHL interagissent avec la protéine régulatrice R, le plus souvent un
régulateur transcriptionnel. Le complexe R-AHL se lie au promoteur des genes cibles et initie

leur transcription ainsi couplée a la densité bactérienne. Figure tirée de (69)
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Il a été montré que certains systemes de quorum sensing avaient un impact sur la
formation de bactéries persistantes. C’est le cas de pyocyanine ou de 1’acyl-homoserine
lactone (AHL) qui semblent induire la formation de persisters chez P. aeruginosa (70,71).
L’induction de bactéries persistantes par I’AHL chez E. coli est probablement due a
I’activation par ’AHL du facteur transcriptionnel RpoS (71,72). De méme, la molécule
d’indole peut moduler la formation de persisters chez E.coli méme si les mécanismes

impliqués ne sont pas élucidés (8, 82).

Le CSP (competence-stimulating peptide) est un peptide du quorum sensing qui est
impliqué dans la réponse aux stress chez S. mutans, or les stress environnementaux
augmentent également le nombre de persisters, en plus d’induire I’expression de comC (géne
du CSP). Ainsi, pour montrer I’impact du CSP sur la formation de bactéries persistantes, des
chercheurs ont ajouté du CSP synthétique exogéne a des cultures de S. mutans sauvage et au
mutant AcomC, qui ont ensuite été traitées pendant 24h a 1’ofloxacine. Les résultats ont
montré que le taux de CSP avait considérablement augmenté le nombre de persisters tolérants
a I’ofloxacine chez la souche sauvage par rapport a la souche délétée AcomC. Le nombre de
persisters chez le mutant AcomC n’a pas changé. Le fait que I’ajout de CSP au mutant
AcomC n’aie pas restauré un phénotype sauvage suggere que la production de CSP est

contr6lée par une boucle de régulation positive (73).

II. Les systéemes toxine-antitoxine

Les modules toxine-antitoxines (TA) sont des systemes de mort « autoprogrammeée »
généralement composés d’une toxine stable et d’une antitoxine, plus labile, qui neutralise
’action de la toxine. La survie des bactéries dépend d’un équilibre entre les toxines et les
antitoxines, ainsi, une surexpression de la toxine pourra induite une stase bactérienne voire la

mort cellulaire.

Dans certaines conditions, I’antitoxine labile est dégradée, ce qui favorise 1’action de la
toxine en inhibant certains processus cellulaires essentiels tels que la traduction, la réplication
et la synthése de la paroi cellulaire. Afin de neutraliser cette toxicité, 1’antitoxine doit donc

étre continuellement synthétisée par la bactérie.
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Cellulefille portant le plasmide Cellule fille ayant perdu le plasmide

Mort cellulaire par
O Plasmide portant le systéeme TA action de la toxine

‘ Toxine stable

¢ Antitoxine labile

Figure 11 : Systemes toxine-antitoxines ou « modules d’addiction ».
L’antitoxine étant plus labile que la toxine, les cellules filles qui ne posseédent pas le matériel
génétique permettant de produire de nouvelles antitoxines vont mourir, tuées par les toxines

léguées par la cellule mére.

Ces systemes toxine-antitoxine (STA) permettent a un élément génétique mobile qui en
porte d’étre conservé par la cellule. En effet, apres la division cellulaire, les cellules filles
dépourvues de ces plasmides ne peuvent plus produire d’antitoxine, ainsi la toxine, plus
stable, peut entraver un processus essentiel a la survie de la bactérie (11). Ce processus,
appelée « mort post-ségrégationnelle » ou PSK (Post-Segregational Kiling) (74) favorise le
maintien des plasmides dans la population bactérienne et explique I’ancien nom des systemes
toxine-antitoxines : « module d’addiction ». Ces systemes ont été retrouves dans les génomes
de bactéries, d’archées et de fungi (75), ils semblent donc étre conservés, ce qui souléve la

question d’un éventuel réle physiologique.
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Il existe 6 types de systemes toxine-antitoxine dont la classification est basée sur la
fagon dont I’antitoxine neutralise la toxine. Les systemes toxine-antitoxine de type | et Il
regroupent les antitoxines de type ARN tandis que les systemes de type II, IV et VI

regroupent les antitoxines de type protéique.

L’action des toxines passe par la restriction d’un processus cellulaire essentiel, par
exemple, la réplication de I’ADN, Ia traduction ou encore la synthése du peptidoglycane et
I’antitoxine correspondant léve alors cette restriction. L’étude des systémes toxine-antitoxine
montre qu’ils participent également a de nombreux processus dans la bactérie, allant de la

réponse au stress a la régulation du métabolisme et de la survie dans des cellules hotes (29).

A. Les différents types de systémes toxine-antitoxine

1. Systemes toxine-antitoxine de type I

Dans les systémes toxine-antitoxine de type I, I’antitoxine est un ARN complémentaire
de la séquence de ’ARNm codant pour la toxine. L’antitoxine et ’ARNm forment alors un
complexe par appariement de bases et 1’antitoxine peut activer la dégradation de I’ARNm
comme simplement inhiber la traduction de ’ARNm de la toxine (Figure 12). La majorité

des toxines de types | caractérisées est supposée agir au niveau de la membrane bactérienne

(17).
Figure 12 : Systéeme toxine-antitoxine de type |
type |

Antitoxine Toxine

(A) (T : L o
Toxine (T) et antitoxine (A) sont indiquées en
rouge et bleu, respectivement. L’antitoxine est un

L ARN antisens qui s’apparie avec I’ARNm codant

3 5 . -
5| S 3 la toxine. Le duplex est ciblé par des RNAses
) * inhibant la traduction de la toxine. SD : séquence

il Shine-Dalgarno. Adapté de (Lobato-Marquez et
""" — al., 2016).

Pas de traduction
Dégradation de I'ARNm
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L’expression de plusieurs toxines de type I semble dégrader la membrane cellulaire, ce
qui semble indiquer la formation de pores. Cependant, cette activité de formation de pores n’a

été vérifiée expérimentalement que pour TisB (76), et trés récemment pour HokB (77).

2. Systéme toxine-antitoxine de type Il

Les systéemes toxine-antitoxine de type Il représentent la classe de systeme toxine-
antitoxine la mieux étudiée. Ils sont composés de deux genes organisés en opéron : le géne de
I’antitoxine préceéde celui de la toxine et les deux sont transcrits a partir d’un seul et méme

promoteur localisé en amont du géne de I’antitoxine (Figure 13) (78).

Le plus souvent, la traduction des deux génes est couplée, c’est-a-dire que les deux
génes sont légérement chevauchants, ce qui permet a 1’antitoxine d’étre transcrite et traduite
systématiquement avant la synthése de la toxine (79). L’antitoxine de type II forme un
complexe avec la toxine et empéche la toxicité par encombrement stérique des sites actifs de
la toxine (80,81).

D’autres antitoxines inhibent 1’activité de la toxine en perturbant leur structure, comme
I’antitoxine RelB (82), ou en se fixant loin du site actif pour verrouiller la toxine dans une

conformation ouverte inactive, comme 1’antitoxine HipB (83).

Figure 13 : Systeme toxine-antitoxine de type II.

typell Toxine (T) et antitoxine (A) sont indiquées en rouge
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Marqguez et al., 2016).
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Les antitoxines de type Il sont également capables de réprimer la transcription de leur
propre opéron en se fixant directement sur le site operateur (Figure 13). Seules, elles n’ont pas
un effet régulateur important, mais en présence du complexe toxine-antitoxine, une répression
totale de la transcription est observée. La toxine joue alors un réle de co-répresseur en
modifiant la conformation de I’antitoxine qui se fixe plus efficacement a I’ADN en amont de
I’opéron (79,84).

Les toxines de type Il peuvent étre divisées en six groupes en fonction de leur
homologie de structure (85). Elles peuvent cibler différentes structures cellulaires et des
procédés moléculaires essentiels entravant ainsi les activités cellulaires (86,87). La grande
majorité des toxines de type Il agissent comme des endoribonucléases qui inhibent la
traduction (88) : c’est le cas de la toxine MazF qui clive les ARNm libres de maniécre
séquence spécifique (89). D’autres toxines de type II inhibent la traduction bactérienne. Enfin,
les toxines de type II CcdB et ParE agissent par inhibition de la réplication de I’ADN (90,91)

et les toxines C et PezT empéchent la synthése de la paroi bactérienne (92).

3. Systeme toxine-antitoxine de type III

Les STA de type Il sont organisés en opérons bicistroniques dans lesquels la toxine et
I’antitoxine sont transcrits a partir d’'un méme promoteur situé en amont du gene de
I’antitoxine (Figure 14). L’expression en excés de 1’antitoxine est assurée par la présence d’un

terminateur transcriptionnel Rho-indépendant localisé entre les deux génes (93,94).

L’antitoxine est composée d’une succession de séquences répétées, dont une seule en
particulier est nécessaire pour réprimer la toxicité de la toxine (85,95,96). La toxine, qui a une
activité endoribonucléasique spécifique de cette séquence nucléotidique, clive I’antitoxine en

monomeres.
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Figure 14 : Systeme toxine-antitoxine de type Il1
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Le premier STA de type Ill découvert est le systeme toxN/Toxl, qui a été trouvé sur le
plasmide pECA1039 chez Pectobacterium atrosepticum (95). Plus récemment, le systeme

abiQ/AntiQ a également été découvert chez Lactococcus lactis (96).

4. Systeme toxine-antitoxine de type IV

Le systeme toxine-antitoxine de type IV se caractérise par ’action de 1’antitoxine de
type protéique qui neutralise la toxine par blocage plutét que par une interaction directe
protéine-protéine (Figure 15). L’unique exemple de STA de type IV actuellement mis en
évidence est yeeUV, qui a été retrouvé chez E. coli. L’antitoxine YeeU, renommée CbeA
(pour Cytoskeleton bundling-enhancing factor A), permet le regroupement des protéines du
cytosquelette MerB et FtsZ, protégeant leur polymérisation contre I’action inhibitrice de la

toxine YeeV (ou CbtA) (97).
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type IV Figure 15 : Systéme toxine-antitoxine de type IV
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5. Systeme toxine-antitoxine de type V

Dans le STA de type V, I’antitoxine a une activit¢ RNAse qui dégrade le transcrit de la
toxine (Figure 16).

type V Figure 16 : Systeme toxine-antitoxine de type V
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Le systeme ghoTS est le premier systeme de type V découvert, et GhoS (Ghost cell
Suppressor) y joue le role d’antitoxine qui neutralise GhoT en clivant son ARNm (98). GhoT
est un peptide qui lyse la membrane, ce qui provoque la formation de cellules fantbmes (des

cellules lysées avec des membranes endommagées).

6. Systeme toxine-antitoxine de type VI

Le STA de type VI est le systeme le plus récemment identifié, et il n’en existe qu’un
seul exemple a ce jour : le systeme socAB, dans lequel I’antitoxine SocA se fixe a la toxine
SocB et agit comme une protéine adaptatrice pour les protéases ClpXP qui vont donc pouvoir
dégrader la toxine. A I’inverse des STA de type II, SocA ne neutralise donc pas directement
SocB, mais assure la promotion de sa dégradation par des protéases spécifiques grace a la

formation d’un complexe toxine-antitoxine (99).

type Vi Figure 17 : Systeme toxine-antitoxine de type VI
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B. Les systemes toxine-antitoxines impliqués dans la persistance bactérienne

La question du contrdle de systemes toxine-antitoxine et de leur contrble de la
formation de cellules persistantes a été souvent etudiée. Les systemes toxine-antitoxine
chromosomiques pourraient étre impliqués dans la formation de cellules persistantes (100).
En effet, le nombre de genes identifiés associés aux persisters continue d’augmenter (Tableau
V) et les systemes toxine-antitoxine semblent en étre un régulateur clé (23,101). L’analyse du
protéome de Mycobacterium en cas de carence en nutriments montre une abondance accrue de

protéines appartenant a des systemes toxine-antitoxine (102).

L’étude de la compréhension des phénomeénes de persistance bactérienne est passée par
la recherche de caractéristiques phénotypiques propres aux bactéries persistantes pour
finalement arriver a un champ de recherche plus efficace : I’identification de génes favorisant
la différenciation de cellules quiescentes en persisters (Tableau V). Ces études ont montré que
les systémes toxine-antitoxine sont d’importants médiateurs de la persistance (37,43,46,103—

105) bien que le détail de leurs modes d’actions reste souvent inconnu (106).

Tableau V : Systemes toxine-antitoxine impliqués dans la persistance classés par type

Type |
istR/tisAB E. coli Dorr, Vulic and Lewis (2010)
hokA/sokA E. coli Kim and Wood (2010)
hokB/sokB E. coli Verstraeten et al. (2015b)
Type Il
i i Rotem et al. (2010);

pBA E. coll Germain et al. (2015)

) i Harrison et al. (2009);
dinJ/yafQ E. coli Hu et al. (2015)
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E. coli, S. mutans,

Keren et al. (2004b);
Leung and Levesque (2012) ;
Tashiro et al. (2012);

relBE N Maisonneuve, Castro Camargo
S. Typhimurium
and Gerdes (2013);
Helaine et al. (2014);
Silva-Herzog et al. (2015)
Leung and Levesque (2012);
E.coli, S. mutans,  fipathietal. (2013);
mazEF [ _
S. Typhimurium Mok et al. (2015);
Tiwari et al. (2015)
) E.coli. B Maisonneuve et al. (2011);
hicBA i ' .
pseudomallei Butt et al. (2014)
graAT P. putida Tamman et al. (2014)
Slattery et al. (2013);
shpBA S. Typhimurium Helaine et al. (2014);
Silva-Herzog et al. (2015)
ccdBA E. coli Tripathi et al. (2012)
mgsAR (ygiUT)  E.coli Kim and Wood (2010)
ybaJ/hha i Kim and Wood (2010
(tomB/hha) E. coli (2010)
i . E. coli, S. Maisonneuve et al. (2011);
higBA (ygiNM) Typhimurium Helaine et al. (2014)
Maisonneuve et al. (2011);
yefM/yoeB E. coli Maisonneuve, Castro-Camargo and Gerdes
(2013)
priF/yhaV E. coli Maisonneuve et al. (2011)
chpSB E. coli Maisonneuve et al. (2011)
yafNO E. coli Maisonneuve et al. (2011)
phd/doc S. Typhimurium Helaine et al. (2014)
parDE S. Typhimurium Helaine et al. (2014)
) ) Helaine et al. (2014),
vapBC S. Typhimurium

Silva-Herzog et al. (2015)
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sehBA S. Typhimurium Silva-Herzog et al. (2015)
_ ] Helaine et al. (2014);
tacTA S. Typhimurium Cheverton et al. (2016)
Type V
) Wang et al. (2012, 2013b);
ghoST E. coli Cheng et al. (2013)
ortT E. coli Islam, Benedik and Wood (2015)

Le premier géne impliqué dans la persistance ayant été identifié est le géne hipA (high
persistence gene) isolé chez Escherichia coli (25). La protéine HipA est une toxine
appartenant au module HipBA, qui est un systeme TA de type II. HipB est I’antitoxine de
HipA et I’inhibe par encombrement stérique (Figure 18) (107).

sy NipB (anti-toxine) hipA (toxine)

HipB

\ / HipA Cibles de HipA

Complexe HipBA

Figure 18 : Le complexe HipBA est un systeme toxine-antitoxine de type I1.
L’antitoxine bloque la fixation de HipA a sa cible. Le géne hipB précéde le géne hipA et

exerce un rétrocontrdle négatif sur le systéme hipBA
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Des études ont également montré qu’un all¢le particulier, hipA7 pouvait multiplier la
fréquence d’apparition de persisters jusqu’a mille fois (108). II est toutefois nécessaire d’étre
vigilent concernant les études qui utilisent hipA7, car les variants HipA7 ne sont pas toxiques
(109) et les nombreuses expériences qui utilisent ces variants n’étudient pas une toxine active,

ainsi les conclusions de ces expériences peuvent étre liées a la persistance mais pas au

Stress et carences
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Figure 19 : Schéma résumant le modele d’activation du systéme HipBA par le

(P)ppGpp, effecteur de la reponse stingente.

Ce modele selon lequel de hauts niveaux de (p)ppGpp permettent une accumulation de
polyphosphate, qui, avec le Lon forme un complexe capable de cliver I’antitoxine HipB et
donc d’augmenter 1’activité de HipA est controversé dans la communauté scientifique du fait
des souches et des méthodes utilisées qui peuvent conduire a des artefacts et a de fausses
conclusions. Le PPX correspond a 1’exopolyphosphatase et le PPK a la polyphosphate kinase.
Cette figure est adaptée de (Yang et al. 2017) et de (Germain et al. 2015) (110,111)

" GIutRNA non-chargé
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Par ailleurs, une surexpression de HipA inhibe la croissance cellulaire en génant la
traduction, la transcription et la réplication de I’ADN, ce qui induit une tolérance augmentée
aux antibiotiques (112). Des analyses plus tardives ont montré que HipA inactive la glutamyl
tRNA synthetase (GItX) par phosphorylation (113), et que cette inhibition a pour conséquence
une accumulation de tRNA®" non chargé et de synthése de (p)ppGpp, qui, comme vu
précédemment a un impact conséquent sur la formation de persisters. Cependant, ce modéle
est de moins en moins retenu, de nombreux laboratoires mettant en cause la qualité des

souches utilisées.

Le modéle qui a éte proposé est celui selon lequel le (p)ppGpp, médiateur de la réponse
stringente, active la protéase Lon a travers un polyphosphate (PolyP), ce qui a pour effet
d’inactiver les systémes toxine-antitoxine de type Il (Figure 19). Cependant, depuis que le
(p)ppGpp a pour la premiere fois été corrélé a la persistance en 2003 via le systeme toxine-
antitoxine HipA (109), la seule nouvelle découverte au sein de ce modele est I’impact du
(p)ppGpp sur la protéase Lon via le polyphosphate (Figure 19). D’autre part, in vitro, le
(p)ppGpp et le phosphate désactivent Lon au lieu de I’activer (114). De plus, la délétion de
lon n’a aucun effet sur la persistance induite par des aminoglycosides et des béta-lactamines
(115,116). De méme, si PpK, I’enzyme qui produit le polyphosphate est inactivé, le nombre
de persisters ne subit pas non plus de modification significative (115), et chez les bactéries qui

ne produisent pas de (p)ppGpp, des cellules persistantes sont toujours formées.

Un des principaux articles décrivant ce modéle chez E. coli K12 a d’ailleurs été rétracté
durant la rédaction de cette these, en précisant que plusieurs résultats obtenus étaient des
artefacts dus aux bactériophages et aux souches utilisés, et que 1’on ne pouvait plus conclure
concernant la contribution du polyphosphate et du systéeme toxine-antitoxine dans la

persistance bactérienne.

La réponse SOS est une fonction médiée par la réparation de I’ADN, qui, chez E. coli
contrdle 1’activation de deux modules de type I (tisB/istR et symE/symR), ainsi que de deux
modules de type Il (dinJ/yafQ et yafNO) (68,117). La réparation de I’ADN induite par la
réponse SOS est essentielle pour la survie a un traitement a la fluoroquinolone, et la réponse

SOS contréle 1’activation de tisB/istR.
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Le petit peptide de 29 acides aminés, TisB, appartient au systéme toxine-antitoxine de
type | tisB-IstR1, qui est régulé par le répresseur transcriptionnel LexA de la réponse SOS
(118). En réponse a un stress, la toxine TisB se lie a la membrane interne et inhibe la force

protomotrice, conduisant a une chute des niveaux d’ATP et par conséquent une induction de

la persistance (76,119,120).

Dans ce systéme, I’ARNm de la toxine TisB (toxicity-induced by SOS) entier (+1),
traductionnellement inactif, est clivé a son extrémité 5> par une endonucléase pour donner
I’ARNm tisB actif (+42). La forme active présente des réarrangements structuraux et posséde
des séquences nucléotidiques simple-brin complémentaire de la séquence de I’antitoxine IstR-
1 (Inhibitor SOS-induced toxicity by RNA) qui vient s’y fixer pour inhiber sa traduction et
favoriser son clivage, par la RNAse Ill, en un ARNm tronqué et inactif (+106). L’ARNm tisB
actif (+42), contrairement aux transcrits inactifs (+1 et +106), contient un site de chargement
ou de « stand-by » en amont du RBS qui lui est séquestré dans une structure secondaire stable.
La fixation de la sous-unité 30S sur cette séquence stand-by lui permet d’avancer vers le RBS
de ’ARNm tisB, alors transitoirement ouvert et accessible, afin de traduire le peptide toxique
TisB. L’antitoxine IstR-1 inhibe la traduction de tisB par compétition avec le ribosome par
appariement de base au niveau de ce site stand-by, localisé approximativement a 100
nucléotides en amont du RBS, bloquant ainsi la toxicité de TisB (118,121). Les études
montrent que la délétion du gene rnc codant pour la RNAse Il et la délétion du géne istR-1
induit une augmentation du niveau d’ARNm tisB (119), suggérant que la formation du

duplexe tisB/IstR-1 provoque la dégradation de tisB par la RNase 111 (Figure 20).



56

Blocking of ribosome standby site
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Figure 20 : Inhibition de la traduction de la toxine tisB par I’antitoxine IstR-1.

Chez E. coli, IstR-1 fixe le site stand-by (RSS) du ribosome de I’ARNm tisB. Par
conséquent, les ribosomes ne peuvent pas accéder a cette région de I’ARNm et la traduction
de I’ARNm tisB dépendante du site stand-by est inhibée. Les barres noires et blanches mettent
en évidence les boites -35 et -10 des promoteurs, respectivement et les boites grises
correspondent aux séquences SD. Les fleches vertes symbolisent les endoribonucléases.
Figure tirée de (122)

Des études récentes ont montré que la GTPase Obg induit la persistance a travers une
activation transcriptionnelle de la toxine de type | HokB. La délétion de hokB n’influence pas

le niveau de persistance, en revanche, sa surexpression augmente 1’abondance de cellules
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persistantes (104). A ce jour, on ne connait pas le détail des mécanismes moléculaires qui

induisent une augmentation de I’abondance de persisters lorsque le géne hokB est surexprimé.

Le systeme ghoTS est un STA de type V dont la toxine, GhoT semble augmenter la
formation de cellules persistantes. Le systeme ghoTS serait également étre impliqué dans la
formation de biofilm (98).

A ce jour, seuls trois types de systémes toxine-antitoxine semblent étre impliqués dans
la persistance : les systemes de type I, Il et V. Les bases moléculaires de la formation de
bactéries persistantes ont été principalement étudiées chez E. coli K12. Cet organisme code
pour une trentaine de systemes toxine-antitoxine dont la grande majorité se divise entre les
systemes de type | et 1l (123). Un nombre considérable de ces systéemes toxine-antitoxine
semble contribuer a moduler 1’abondance de persisters (Tableau V) et trois voies majeures ont
été identifiées (51) (Figure 21) :

- Les ARNm endonucléases sous le contrble de (p)ppGpp et de Lon
- Laréponse SOS et les systemes toxine-antitoxine régulés par la réponse SOS

- Latoxine HokB sous le contrble de Obg et du (p)ppGpp
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\\w inhibition of DNA replication
/ transcription / translation
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Figure 21 : Trois voies majeures de formation de persisters chez E. coli K-12 qui
dépendent de I’activation de systémes toxine-antitoxine.

Les mécanismes activant la formation de persisters sont en rouge tandis que ceux qui la
répriment sont en bleu. La voie du systeme Obg/HokB (A) et celle de la voie
polyphosphate/Lon/ARNm interférase (B) sont sous le controle d’un signal de (p)ppGpp. Le
systéeme TisB est contr6lé par une induction via la réponse SOS. Les toxines HokB et TisB
sont des toxines de type I, ce sont des peptides associés a la membrane qui induisent la
formation de bactéries persistantes par diminution de la force proto-motrice (PMF). Les

ARNmM endonucléase sont des toxines de type Il qui interférent avec la traduction ribosomale.
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La voie (B) implique des régulations positives (via HipA) et négatives (via la diminution du
niveau d’ARNm). E, P et A représentent la sortie ribosomale (exit), et les sites peptidyl et

aminoacyl tRNA, respectivement. Figure provenant de (51).

III. Conditions environnementales favorisant la formation de bactéries

persistantes

De nombreuses conditions environnementales modulent la formation de bactéries
persistantes et peuvent apparaitre tout au cours de la vie de la bactérie comme la carence
nutritive, les concentrations sub-létales d’antibiotiques, le stress oxydant lors de

I’internalisation dans une cellule phagocytaire et lors de la formation de biofilm.

A. Carence en nutriments et phase stationnaire

Un manque de nutriments dans le milieu est considéré par la cellule comme un stress.
De méme, la phase stationnaire de croissance a lieu, en conditions physiologiques, lorsque la
limite des nutriments présents dans le milieu est atteinte. La phase de croissance exponentielle
s’arréte et il y a un équilibre au sein de la population bactérienne entre les bactéries naissantes
et les bactéries mourantes. Cette carence en nutriments induit une réponse générale au stress

chez les bactéries.

Dans ces conditions, la synthese de protéines impliquées dans les voies métabolique, en
réponse active aux carences, et le facteur de stress 6°/RpoS sont activés ainsi qu’une hausse de
I’abondance en (p)ppGpp augmentant le taux de formation de bactéries persistantes,

probablement responsable d’une tolérance accrue aux antibiotiques (124).

Cependant, il a été montré que des facteurs peptidiques, notamment du quorum sensing
tels que la pyocyanine chez P. aeruginosa, présents dans des cultures en fin de phase
exponentielle permettent la sortie de quiescence des bacteries persistantes (125). Ces facteurs
semblent étre principalement présents lors de la phase exponentielle, on peut donc penser

qu’en phase de croissance, une population bactérienne secrete ces facteurs ce qui a pour effet
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de réguler la quantité de persisters au sein de la population. Si tel est le cas, on ne peut pas
exclure que 1’abondance accrue de bactéries persistantes au sein d’une population en phase
stationnaire soit due, au moins en partie, a une diminution de la sortie de quiescence des

persisters et non a une augmentation de la formation de nouveaux persisters.

B. Traitement sub-létal d’antibiotiques

Il est admis que la mauvaise observance d’un traitement antibiotique, une pénétrance
insuffisante de I’antibiotique au niveau du site d’infection sont des situations qui augmentent
la résistance bactérienne du fait d’une exposition a une dose d’antibiotique en dessous de la
CMI. Les mécanismes impliqués dans cette diminution de la sensibilité semblent stimuler des
processus tels que le transfert horizontal entre bactéries (126), et augmenter le taux de
mutations (127).

L’exposition a une dose sub-létale d’antibiotique semble également augmenter le taux
de différenciation des cellules en persisters et ce, via des mécanismes variés (40,45). En effet,
on a vu précédemment que la réponse SOS et les réponses générales au stress ont un impact
important sur I’abondance des cellules persistantes, or ces réponses peuvent étre générées par
des doses d’antibiotiques inférieures a la CMI. Chez Vibrio cholerae, par exemple, des doses

sub-létales d’aminoglycosides induisent la réponse SOS (128).

Les fluoroquinolones a des concentrations sub-létales déclenchent également la réponse
SOS qui induit une augmentation significative de la formation de persisters chez E. coli via

I’activation du systéme toxine-antitoxine TiSAB (45).

C. Internalisation dans une vacuole phagocytaire

La phagocytose est I’'un des mécanismes clés de I’immunité innée. Ses principaux
effecteurs sont notamment les macrophages, les cellules dendritiques et les neutrophiles. Elle
est habituellement constituée de trois phases : 1’adhésion, 1’ingestion puis la digestion (bien
que cette derniére phase ne soit pas systématique). L’adhésion permet de lier le phagocyte au

corps étranger, puis vient ensuite 1’étape d’internalisation pendant laquelle le corps étranger



61

pénétre dans la cellule via une vacuole phagocytaire (ou phagosome). Enfin, il y a parfois une
fusion du phagosome avec une autre vacuole contenant des enzymes permettant de dégrader
la plupart des macromolécules: le lysosome. Cette fusion permettra la formation du

phagolysosome.

Les phagosomes ont un pH plus acide que le cytoplasme (pouvant varier de pH 6,5 a pH
4), et bien que la phagocytose puisse étre efficace pour détruire certaines bactéries, elle peut
également étre utilisée par d’autres bactéries en tant que stratégies d’invasion. Par exemple,

Mycobacterium, Chlamidia, Salmonella et Legionella se répliquent au sein des phagosomes.

Des études ont montré chez S. Typhimurium qu’au cours de I’infection, alors que
certaines cellules se répliquent au sein du phagosome, d’autres cellules de la méme population
se mettent en dormance, et ce, au sein du méme macrophage (129). Une partie de ces cellules
dormantes étaient dans un état de persistance, ce qui leur permettait de survivre sur le long
terme, a la fois aux dommages infligés par I’hdte et aux traitements antibiotiques (Figure 22)

(29).

Nutrients poor

«%@ 2~

Macrophage induced persistence

Figure 22 : Conditions environnementales au sein d’un macrophage.
A I’'intérieur du macrophage, les bactéries sont internalisées dans des vacuoles a pH acide et a
faible disponibilité en nutriments. En rouge, les bactéries persistantes, en vert, les bactéries se

multipliant. Figure adaptée de (24)
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Les conditions au sein d’une vacuole sont particulicres : en plus du pH acide, c’est un
milieu faible en nutriments (Figure 22). Dans ces circonstances, il peut y avoir une induction
de la réponse stringente qui provoque alors la formation de bactéries persistantes. En effet, les
mutants de Salmonella privés de réponse stringente montrent un niveau beaucoup plus faible

de persisters dans les macrophages (29).

Lorsqu’une bactérie entre en contact avec un macrophage, ils générent des ROS. La
bactérie répond alors au stress oxydant par I’induction d’une réponse globale qui ¢élimine les
ROS et répare les dommages causés par les radicaux libres (130,131). La formation de
persisters en réponse a des dommages subis par I’ADN suggere que d’autres stress tels que le

stress oxydant pourraient provoquer cette formation.

Le stress oxydant est une agression subie par la cellule notamment du fait des espéces
réactives de I’oxygéne (ou ROS). Les bactéries, comme tous les organismes, ont des
processus de détoxification de ROS et de réparation des protéines oxydées, ce qui permet de
maintenir la bactérie viable malgré un niveau de production basal de ROS. On peut donc
définir le stress oxydant comme un déséquilibre entre la production de ROS et la capacité

anti-oxydante de la bactérie (132).

Les systemes senseur-régulateur qui répondent au stress oxydant chez E. coli sont les
régulons OxyR et SoxRS, qui contrélent respectivement les réponses au peroxyde
d’hydrogéne et au superoxyde (133,134). Des études ont montré que le régulon OxyR jouait
un role dans la formation de persisters induite par la signalisation d’indole. En effet, I’indole
serait détecté de facon hétérogene par les populations cellulaires, ce qui causerait 1’induction

de la voie du stress oxydant (20).

La production de ROS provoque des dommages importants dans les cellules, cependant
des études sur P. aeruginosa semblent montrer que la survie des bactéries persistantes au sein
de biofilm était dépendantes des enzymes de détoxification des ROS, sous le controle des

(p)pPGpp, et des mécanismes similaires semblent avoir été observés chez E. coli (124,135).
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D. Formation de biofilm

Les biofilms sont des communautés multicellulaires de micro-organismes qui adherent
entre eux et a une surface grace a une matrice extracellulaire composée de substances
polymeres (Figure 23). La structure des biofilms leur permet d’agir comme un bouclier
physique pour une communauté bactérienne dans le cadre de conditions hostiles (136,137)
tels que la réponse immunitaire, les stress antibiotiques... La présence de biofilms rend les

bactéries qui sont en son sein extrémement tolérantes aux antibiotiques.

Les conditions environnementales rencontrées par les bactéries au sein d’un biofilm
peuvent en étre la cause. Plus un biofilm est imposant, plus le gradient entre sa surface et sa
partie la plus profonde est important. Ce gradient concerne, par exemple, la disponibilité en
nutriments et en oxygene qui est plus importante a la surface du biofilm qu’a I’intérieur (138).
On retrouve également un gradient au niveau du pH, plus on s’enfonce dans un biofilm, plus
le pH est acide (139). Enfin, on peut retrouver au sein d’un biofilm de nombreux signaux

cellulaires tels que du NO, du (p)ppGpp (140) et des effecteurs du quorum sensing (141).

Bactéries planctoniques

Nutriments
Q Oxygene
l

Attachement D—> @ S— '&2 —

initial
Secretion d’'une matrice cellulaire et maturation

Figure 23 : Etapes de constitution d’un biofilm
En contact avec une surface, les cellules planctoniques s’attachent grace aux protéines de

surface. Aprées I’attachement, les cellules se divisent et produisent la matrice extracellulaire,
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qui entraine la formation de microcolonies. Comme la division cellulaire continue, la
biomasse s’accumule et un biofilm mature est formé. Les signaux environnementaux a
I’intérieur du biofilm entrainent I’activation des mécanismes de dissémination (noirs).
Pendant la dispersion, les cellules ré-entrent dans une phase de croissance planctonique et

peuvent ensemencer de nouveaux sites de formation de biofilm.

Par ailleurs, les biofilms constituent un obstacle physique aux antibiotiques. Il y a donc
une diffusion de D’antibiotique au sein du biofilm, ce qui conduit a un gradient de
concentration. Les bactéries profondément ancrées dans un biofilm qui a été traité avec une
dose d’antibiotique au-dessus de la CMI, pourront étre, elles-mémes, exposées a une

concentration sublétale d’antibiotique.

Toutes ces conditions semblent donc étre favorables a une augmentation de 1’abondance
de bactéries persistantes. En effet, il a été montré qu’un biofilm contient 100 a 1000 fois plus
de cellules persistantes qu’une culture planctonique (36,60,139,142). On peut donc attribuer
une partie de la tolérance aux antibiotiques induite par les biofilms a la présence de bactéries
persistantes (60,137,139). De plus, la tolérance aux antibiotiques de E. coli et de P.
aeruginosa dans le biofilm semble étre dépendante du (p)ppGpp (54,68,109), de méme que

des protéines RelA et de protéines associées au nucléoide (143).
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Les caractéristiques phénotypiques des persisters

I. Une activité métabolique modifiée

Les bacteries persistantes sont souvent associées au ralentissement du metabolisme et de

la vitesse de croissance.

Cependant, il est a présent établi que I’état de dormance des persisters n’est pas
suffisant pour la survie car des conditions bactériostatiques n’induisent pas la tolérance aux
antibiotiques (144). Une étude par cytométrie de flux a montré que la plupart des cellules
dormantes ne sont pas tolérantes aux antibiotiques, bien que la fraction de persisters soit
augmentée dans les populations physiologiquement quiescentes (5). Il est donc admis que les
persisters ne sont pas seulement des cellules dont la division est inactive mais que la
formation de persisters implique des changements quantitatifs de la physiologie bactérienne

pour permettre la survie et surtout un retour & un état de division (51).

La tolérance et la persistance sont étroitement liées a la vitesse et aux phases de
croissance bactérienne (145). Par exemple, une croissance trés lente permet d’avoir des
phénotypes tolérants et stables chez E. coli (146). S. aureus et P. aeruginosa montrent un
nombre plus élevé de persisters a partir de la moitié de la phase exponentielle, tandis qu’ils
restent faibles au début de la phase exponentielle (5). D’ailleurs, il a ét¢ montré qu’en
maintenant une culture en début de phase exponentielle, on pouvait obtenir une culture sans
persisters (11,23). De plus, des E. coli qui ont été exposés de facon répétée a des antibiotiques
ont montré une capacité a moduler leur temps de r en fonction de la durée d’exposition a
I’antibiothérapie (13). La modulation du temps de croissance semble étre une réponse

adaptative transitoire a I’exposition aux antibiotiques.

Un facteur majeur de la modulation de la vitesse de croissance est la richesse du milieu
de culture. Plus I’accés aux nutriments est limité, plus on aura d’induction de persisters dans
la culture. Le manque de glucose dans le milieu semble provoquer une formation accrue de
persisters et de biofilm auxquels s’ensuit une tolérance aux fluoroquinolones et aux béta-

lactamines (54,68). A I’inverse, des E. coli en phase stationnaire peuvent étre sensibilisées a
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la ciprofloxacine par ajout dans le milieu d’oxygene et de sources de carbone (145). De plus,
la croissance d’E. coli en milieu minimum avec une faible quantité de glucose montre une
expression plus ¢élevée de la pompe d’efflux AcrB qui est impliquée dans 1’efflux
d’antibiotiques. Ceci suggere que le métabolisme du sucre pourrait avoir des effets plus larges
qui incluent I’efflux d’antibiotiques. Le manque d’acides aminés semble aussi étre un facteur
important de la tolérance. Ainsi, le manque simultané d’acides aminés et de glucose rendrait
les bactéries hautement tolérantes aux beta-lactamines, aux fluoroquinolones et aux

aminoglycosides (56).

Chez Mycobacterium tuberculosis, une carence prolongée réduit la sensibilité a la
rifampicine, a 1’isoniazide et au métronidazole. Elle induit également un changement de
I’expression de voies métaboliques centrales telles que la biosyntheése d’acides aminés, le
métabolisme énergétique et la synthése des lipides (147). De plus, la carence régule
négativement 1’expression de plusieurs enzymes du cycle de Krebs et de la glycolyse.
L’opéron de la NADH deshydrogénase et la plupart des complexes de I’ATP synthase qui
contribuent a la production d’ATP sont également régulés négativement (147). Ces
modifications métaboliques provoquent une diminution des niveaux d’ATP. Ces changements
permettent & M. tuberculosis d’entrer dans un état de tolérance en réduisant la vitesse de

croissance tout en restant viable.

De méme, chez S. aureus, la diminution des niveaux d’ATP d’une population en phase
exponentielle jusqu’a atteindre des niveaux d’ATP habituellement trouvés chez des bactéries
en phase stationnaire a eu pour conséquence une augmentation drastique de la formation de

persisters (325 fois plus de bactéries persistantes) (148).

Un autre exemple de modulation du métabolisme et d’induction de la persistance est le
cas du géne phoU du métabolisme du phosphate (149) (Tableau Il). Les mutants E. coli
deélétés pour le géne phoU ne semblent pas étre capables de reprendre leur croissance apres un
traitement aux béta-lactamines. lls sont également plus sensibles a de nombreux antibiotiques
et au stress. De plus, la perte de phoU semble sensibiliser les bactéries en phase stationnaire a
I’ampicilline qui requiert habituellement une croissance active pour tuer les cellules sauvages
(149). 1l est apparu que les mutants délétés pour le géne phoU régulent positivement les génes

impliqués dans la production d’énergie, ¢’est pourquoi il est suggéré que le gene phoU régule
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la persistance en réduisant 1’expression de genes métaboliques qui répondent aux stress ou

aux senseurs de stress tels que la carence en nutriments ou 1’exposition aux antibiotiques.

Les colonies naines (ou Small Colony Variants)

Les Small Colony Variants (SCV) ou colonies naines, correspondent a un phénotype
particulier, initialement découvert chez S. aureus. Depuis lors, les colonies naines ont été
décrites dans de nombreuses bactéries : P. aeruginosa, E. coli, V. cholera, Salmonella et L.
acidophilus (150). Ces SCV partagent un grand nombre de caractéristiques avec les bactéries
persistantes, et le phénomeéne de persistance semblerait constituer une partie du cycle de vie

des colonies naines (151).

Les SCV, de méme que les persisters, ont une croissance ralentie (152) et ont une
tolérance accrue aux antibiotiques. Elles semblent incapables d’initier une infection et
présentent une inhibition de la virulence comparée a la population totale sur le modéle

Caenorhabditis elegans.

La formation de SCV est fortement régulée par les signaux environnementaux et fait
intervenir le facteur général de réponse aux stress, sigmaB, qui joue un réle important dans la
formation de SCV induite par les aminoglycosides (153) ou par une exposition prolongée aux
stress acide, alcalin, osmotique et de température (153-155). De nombreuses mutations qui
ont un role important dans I’expression de divers phénotypes, sont observées chez les SCV.
Les mutations associées aux SCV de S. aureus les mieux caractérisées sont répertoriées dans
le Tableau VI.
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Tableau VI : Mutations décrites chez les SCV de S. aureus.

Les génes mutés, sont indiqués avec leur produit d’expression et leur fonction biologique. Les

phénotypes spéecifiques font références aux caractéristiques des SCV imputables a la mutation

du gene en question. Abréviation : SI Systéme Immunitaire.

Produit
d’expression

Phénotype spécifique

Références

Auxotrophie a la thymidine et
thvA Thymidylate Biosynthése de & la médianone Proctor et al.
Yy synthase la thymidine Altération du transport 2006
d’¢électrons
2-succinyl-6-
hydroxy-2,4- . . Auxotrophie a la médianone
. Biosynthese de .. Proctor et al.
menD  cyclohexadiene-1- . Altération du transport
la ménadione ) 2006
carboxylate d’¢électrons
synthase
Auxotrophie a I’hémine et a
la médianone
hemB Porphobilinogene Biosynthése de  Altération du transport Proctor et al.
synthase I’héme d’¢électrons 2006
Inhibition de la pigmentation
et de ’activité hémolytique
Assemblage du Au)’(otr.ophie a ’hémine
ctaA CtaA Altération du transport Glue et al. 1999
cytochrome ¢ )
d’électrons
Activation permanente de la
réponse stringente
Activateur de la responsable de I’inhibition de  Gao et al. 2010
rsh (P)ppGpp réponse la synthése protéique
stringente Inhibition de la virulence
Résistance au SI de I’hote Gao et al. 2013
Résistance a la rifampicine Gao et al. 2010
rpoB ARN polymérase Transcription — .
P POy P Inhibition de la virulence
L. R Gao et al. 2013
Resistance au Sl de I’hote
parC Sous-unité A de Structuration Tolérance aux quinolones Gao et al. 2010
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I’ADN de ’ADN
topoisomérase 1V

. . Dépigmentation
Protéine ribosomale  Synthése

Norstrom et al.
2007

rplF -

L16 rotéigue o . Lannergard et al.

P f Inhibition de la traduction J
2011
. Reésistance aux peptides
MprF (Multiple - . - . . i
. Résistance a la  antimicrobiens cationiques Richards et al.

mprF peptide résistance

daptomycine synthétisés par les cellules

Factor) . . oA
immunitaires de 1’hote

2015

L’ensemble de ces mutations et caractéristiques permettent aux SCV d’entrer et de

persister a ’intérieur des cellules phagocytaires non professionnelles, telles que les cellules

épithéliales et endothéliales (156). Pour les bactéries, le milieu intracellulaire représente une

voie d’échappement, non seulement du systtme immunitaire, mais également d’éventuels

traitements antibiotiques. Ainsi, une bactérie qui peut survivre dans le milieu intracellulaire

sans induire la mort de la cellule hote ou activer de réponse immune serait avantagée. C’est le

cas des SCV dans lesquelles on retrouve une inhibition de I’expression des facteurs de

virulence (157), ce qui leur confere un avantage pour la survie a long-terme dans le milieu

intracellulaire. Malgré ces informations, les relations entre les bactéries persistantes et les

colonies naines ne sont pas encore tres claires.
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Aspects thérapeutiques

Depuis la découverte du phénomene de persistance bactérienne par Bigger en 1940 et
du gene hipA par Moyed & Bertrand en 1983, plusieurs études récentes ont démontré un lien
direct entre la présence des bactéries persistantes et la nature chronique de certaines infections
bactériennes. Des niveaux tres éleves de persisters ont été retrouvés dans des isolats de
Candida albicans issus d’un portage oral en comparaison a des isolats issus d’infection aigue
(158). Chez E. coli, un nombre important de mutants hipA7 a été retrouve chez des patients
avec une infection urinaire (83). De plus, les isolats UPEC issus d’infections récurrentes
montrent une capacité plus importante a entrer en état de persistance lors de 1’antibiothérapie

par rapport aux isolats issus d’infections aigues (40).

Les infections chroniques en particulier présentent un challenge thérapeutique
important, et I’un des cas le plus préoccupant est celui des patients atteints de mucoviscidose.
La mucoviscidose est une maladie génétique due a une mutation du géne CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) qui conduit a la sécrétion par les poumons
d’un mucus visqueux propice a I’infection. Ainsi, aujourd’hui, la principale cause de mortalité
chez les patients atteint de mucoviscidose est 1’infection des poumons par des bactéries, des
levures et des fungi. Des isolats de P. aeruginosa provenant de patients atteints de
mucoviscidose presentant des infections pulmonaires chroniques et provenant d’infections
nosocomiales ont montré des taux augmentés de persisters pendant toute la durée de

I’antibiothérapie (28,159) ainsi que la présence de mutants hip (159).

Des recherches complémentaires ont montré la présence de bactéries persistantes dans
la plupart des pathogenes associés a des infections chroniques ou difficiles a traiter,
notamment E. coli, Acinetobacter baumannii, Mycobacterium tuberculosis, S. aureus et P.

aeruginosa (160).

En géneéral, les infections bactériennes mortelles peuvent apparaitre chez des patients
immunodéprimés (SIDA, cancers...) ou lorsque des bactéries persistantes sont capables
d’échapper au systéme immunitaire dans les biofilms et dans les cellules de I’hdte. En effet,
ces études corroborent 1’importance de thérapies capables d'éradiquer le réservoir de

persisters, réduisant ainsi 1’évolution de la résistance aux antibiotiques pendant le traitement,
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diminuant la nature récalcitrante des infections chroniques, et prévenant la recolonisation des

tissus lorsque le traitement antibiotique cesse.

Les stratégies anti-persistance peuvent étre divisées en trois groupes (Figure 24) :

- Limiter la formation de cellules persistantes
- Tuer directement les cellules persistantes

- Sensibiliser les cellules persistantes a un antibiotique

Cellule A

I _— see s Fogd i
© HOHHSEES Limiter la différenciation en persisters

- (p)pPGpp
- Réponse SOS

- Quorum sensing
- Phase stationnaire

Cellule
persistante

B C
Sensibiliser les bactéries Cibler les bactéries
persistantes aux antibiotiques | | métaboliqguement inactives

- Stimuler les cibles des

antibiotiques
- Augmenter I'entrée d’antibiotique

dans la cellule
- Combiner plusieurs antibiotiques
- Sortir les bactéries de leur état

persistant

Figure 24 : Strategies permettant de lutter contre les bactéries persistantes :
Limiter la différenciation des cellules en persisters, sensibiliser les bactéries persistantes aux
antibiotiques auxquelles elles sont métaboliquement insensibles et cibler les bactéries

inactives.
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Il est intéressant de noter que, des 1940, Bigger proposait déja des stratégies afin
d’éradiquer les bactéries persistantes lors d’une infection. Sa premiére piste consistait alors a
fractionner le traitement antibiotique de fagon précise afin de permettre la sortie de quiescence
des bactéries persistantes avant de traiter de nouveau la population bactérienne (3). C’est une
stratégie qui est encore d’actualité puisqu’on 1’associe généralement a une autre stratégie telle

que la combinaison d’antibiotiques dont ’action est synergique.

I. Limiter la formation de bactéries persistantes

On sait de plus en plus de choses sur les voies qui potentialisent la formation de
persisters, ce savoir s’accompagne donc de l’identification de plusieurs cibles pouvant
interférer dans ces processus (Tableau VII). Par exemple, on a vu que 1’augmentation du
niveau de (p)ppGpp augmentait également la fréquence des persisters. Ainsi, des inhibiteurs
prévenant I’accumulation de cette alarmone ont été utilisés chez plusieurs bactéries a gram

négatif.

La relacine est une molécule congue pour inhiber la production de (p)ppGpp induite par
I’enzyme bactérienne et ubiquitaire RelA qui est responsable de la réponse stringente. In
vitro, la relacine inhibe RelA, ce qui résulte d’une réduction de la production de (p)ppGpp in
vivo. De plus, la relacine affecte I’entrée en phase stationnaire des bactéries a Gram positif, ce
qui mene a une diminution drastique de la viabilité cellulaire. Quand la relacine est ajoutée a
des colonies de Bacillus subtilis sporulantes, elle perturbe la formation de spores peu importe
le moment ou elle est ajoutée. La formation de spores est également génée dans la bactérie
pathogénique Bacillus anthraxis. La relacine est a présent considérée comme un nouvel
analogue du (p)ppGpp, ce qui en fait un agent antibiotique avec une activité antipersisters
(161).
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De méme, I’inhibition de la réponse SOS ou de la réponse au stress oxydant peut étre
envisagée. Ainsi, des bactériophages peuvent étre congus pour surexprimer des protéines en
particulier et attaquer des réseaux de génes qui ne sont pas directement ciblés par les
antibiotiques. Par exemple, il a été montré que la suppression des genes impliqués dans la
réponse SOS chez E. coli via un bactériophage augmente 1’efficacité des in vitro (156).

In vivo, la suppression des géenes de la réponse SOS par un bactériophage augmente de
facon significative la survie des souris infectées. De plus, il a été démontré que ces
bactériophages pouvaient améliorer 1’élimination des bactéries résistantes aux antibiotiques,
des cellules persistantes, planctoniques ou au sein d’un biofilm ainsi que diminuer
I’apparition de résistances chez les populations bactériennes traitées. En effet, la réponse SOS
est impliquée dans tous ces mécanismes, y compris dans la fréquence d’apparition de
mutations de novo (117). Les bactériophages peuvent donc agir comme un puissant adjuvant
pour augmenter ’efficacité d’antibiotiques bactéricides tels que des aminoglycosides et des

béta-lactamines (156).

Un autre traitement qui peut étre utilisé pour limiter la formation de bactéries
persistantes est le traitement d’une culture avec du monoxyde d’azote (NO) qui inhibe
également la respiration en phase stationnaire chez E. coli. Récemment, il a été établi qu’en
ciblant la respiration de E. coli non métaboliqguement actives, on pouvait viser les bactéries
persistantes. Le NO diminue la dégradation de protéines et d’ARN pendant la phase
stationnaire. De plus, en présence de NO, les populations produites sont plus promptes a
produire des protéines et rentrer en phase de croissance exponentielle en cas de transfert dans
un milieu frais. Ainsi, la présence de NO conditionnerait les bactéries pour rester

métaboliquement actives et limiterait ainsi la différenciation en persisters (162,163).

Plusieurs autres molécules ont montré des effets inhibiteurs sur la formation de

bacteries persistantes (Tableau VII).
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Tableau VII : Résumé des molécules décrites dans la littérature connues pour avoir un
effet sur la formation des bactéries persistantes

Mécanismes d'action

Molécule Espéce Référence
connus
Contréle de la formation de persisters
Benzamide, _ , Starkey et al.

. . Inhibition d'un régulon du 4
composes P. aeruginosa Quorum sensin (2014), Allegretta
benzimidazole g etal. (2017)

) ) Manuel et al.
Cadaverine P. aeruginosa

(2010)

Bactériophages
congus par ingénierie

E. coli

Répression de la réponse
SOS par un bactériophage

Lu and Collins
(2009)

Mesalamine

E. coli, P. aeruginosa

Augmentation de la

sensibilité au stress oxydant

Dahl et al. (2017)

MOPS, osmolytes
(tréhalose, bataine,
glycérol et glucose)

E. coli

Inhibition de
I'accumulation d'agrégats
protéiques

Leszczynska et al.
(2013)

Conversion de la cystéine

, . . en cystine : active la Vilcheze et al.

N-acétylcysteine M. tuberculosis .

respitarion et le (2017)

métabolisme

I I Orman and
. Inhibition de la respiration .

NO E. coli . . Brynildsen

en phase stationnaire

(2015,2016)

Relacine, inhibiteurs
de RelA

E. coli, B. subtilis, B.
anthracis,Groupe A
streptococci

Diminution de
I'accumulation de
I'alarmone (p)ppGpp

Wexselblatt et al.
(2010,2012)
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Tuer directement les bactéries persistantes

La majorité des antibiotiques agissent en bloguant ou en empéchant le fonctionnement

normal d’une fonction spécifique essentielle a la bactérie.

Pour tuer les bactéries chez lesquelles ces mécanismes ne sont pas actifs, donc les
bactéries dormantes dont font parties les bactéries persistantes, il faut alors trouver des cibles
alternatives telles que la dépolarisation ou la destruction de la membrane, 1’inhibition

d’enzymes essentielles, la génération de ROS ou le alkylants de I’ADN.

Bien que dormantes, les bactéries ayant un métabolisme réduit ont besoin d’une
membrane intégre pour survivre, ainsi des études ont montré que certaines molécules visant a
détruire la paroi cellulaire et a dépolariser la membrane seraient efficaces a la fois contre les

cellules en division et contre les cellules quiescentes (Tableau VIII).

Par exemple, le HT61 (4-methyl-8-phenoxy-1-phenethyl-2,3-dihydro-1Hpyrrolo[3,2-c]
quinoline) est un petit dérivé de quinolone dont la masse moléculaire avoisine les 400 Da et
qui est actif contre les bactéries métaboliquement inactives, y compris les bactéries résistantes
a la méticilline ainsi que les bactéries résistantes a la mupirocine qui représentent une menace

au niveau des infections a Staphylococcus aureus (164,165).

Le HT61 agit en dépolarisant la membrane et en détruisant la paroi cellulaire en environ
deux heures. Elle est active dans in vivo comme in vitro et est beaucoup plus efficace que les
molécules traditionnelles pour tuer les bactéries quiescentes (6 logs contre 1 log) (164). De
plus, elle n’interagit pas avec la mupirocine qui agit en inhibant la synthese des protéines
bactériennes en se fixant de fagon réversible et spécifique a 1’isoleucyl t-RNA synthétase. De
ce fait, la combinaison de HT61 avec de la mupirocine permettrait une efficacité augmentée
ainsi qu’une diminution de 1’émergence de résistances a la mupirocine qui est trés surveillée

du fait de I’apparition rapide de résistances peu apres sa mise sur le marché (165).

Le HT61 a montré son efficacité lors d’essais cliniques de phase II dans lesquels il

augmentait 1’effet des antibiotiques conventionnels dans le cadre d’une décolonisation des
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voies nasales (2010-021193-11). Il est également actuellement en cours d’essais cliniques de
phase Il pour comparer les effets de la combinaison HT61/Chlorexidine avec ceux de la
mupirocine (2009-017398-39).

Dans la recherche de molécules pouvant affecter 1’intégrit¢é de la membrane, des
screening sont effectués pour identifier des molécules pouvant étre actives seules ou en
combinaison avec un antibiotique afin de cibler les bactéries persistantes. Ainsi, une sélection
sur une librairie de petites molécules a permis de mettre en évidence une molécule SP1009
qui, en combinaison avec I’ofloxacine (une fluoroquinolone) réduit le nombre de
Pseudomonas aeruginosa persistantes par rapport au nombre de cellules lors d’un traitement

avec ’antibiotique seul.

Le 1-((2,4-dichlorophenethyl)amino)-3-phenoxypropan-2-ol (SP1009) a été sélectionné
pour une caractérisation plus avancée. La combinaison de SP1009 avec plusieurs antibiotiques
de familles ayant des mécanismes d’actions différents réduit le nombre de persisters d’environ
10° fois et ce, chez les souches de laboratoire comme sur les isolats cliniques de Pseudomonas
aeruginosa. Une caractérisation plus avancée a révélé que SP1009 avait un effet direct sur la
mort de cellules persistantes, et que cet effet ne dépend pas de la présence d’ofloxacine. Il est

alors considére comme un anti-persisters (166).

Le mécanisme d’action du SPI009 a ensuite été étudié plus précisément : il est capable
de tuer les bactéries a Gram négatif et a Gram positif et son activité antibiotique est retrouvée
a la fois in vivo et in vitro chez plusieurs modéles d’infections. Il compromet également
I’activité biofilmisante des bactéries. Cette activité antibiotique serait due a des dommages

importants au niveau de la membrane (42).

L’une des stratégies de screening utilisées pour découvrir de nouveaux anti-infectieux
est de se focaliser sur des molécules déja existantes. Des chercheurs ont trouvé des similarités
entre les infections bactériennes et des tumeurs en cours d’expansion. C’est ainsi que
plusieurs anticancéreux ont montré des effets sur une souche d’Acenitobacter baumannii
responsable d’infections récalcitrantes. Il s’agit de I’antimétabolite 5-fluorouracile et de trois

alkylants de I’ADN : le cisplatine, la mitomycine C (MMC), et le merphalane (167).
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Ces molécules ont été testées sur des isolats cliniques, et la plus efficace de ces trois
molécules est la mitomycine C avec une inhibition compléte a 25 pg/ml. Elle est également
capable de tuer des bactéries en phase stationnaire, des bactéries persistantes ainsi que des
bactéries incluses dans un biofilm (167). Les tests ont été effectués sur de nombreuses
souches, y compris des souches multi-résistantes notamment a la colistine, et la mitomycine C

a un effet similaire sur toutes ces souches.

La colistine est un antibiotique polypeptidique de la famille des polymyxines, elle agit
par interaction avec les groupes polysaccharides de la membrane bactérienne ce qui rend la
membrane perméable : il y a alors une fuite du contenu intracellulaire. Les résistances a la
colistine sont encore rares mais ont une capacité de propagation importante, ainsi des
politiques de santé publique ont qualifié cet antibiotigue comme étant de derniére intention.
La découverte de molécules permettant de tuer des bactéries multi-résistantes portant la

résistance a la colistine donne un nouvel espoir a I’antibiothérapie.

Bien qu’il existe de nombreuses molécules ayant montré une activité antibiotique sur
les bactéries persistantes (Tableau VIII), seulement quelques-unes d’entre elles ont passé la
phase des essais cliniques chez I’humain, et en particulier celles qui ont une activité
cytolytique (Tableau IX).

La lysine encodée via un bactériophage CF-301 (168,169) a complété la phase | des
essais cliniques et est en cours de recrutement pour la phase Il, pour évaluer la sécuriteé,
I’efficacité et la pharmacocinétique de CF-301 dans le traitement des infections systémiques a
S. aureus (NCT03163446) (Tableau 1X).

La molécule XF-73, qui est active a la fois sur les cellules métaboliquement actives et
sur les cellules dormantes (170) a validé avec succes les tests cliniques de phase I/1-11 pour
étudier activité du principe actif dans des gels a application nasale afin de diminuer la
colonisation par S. aureus chez le sujet sain (NCT01592214 and NCT02282605) (Tableau
1X).
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Le PA-824 (ou prétomanide) est une prodrogue du nitroimidazole (171,172) et a

récemment passé la phase II des essais cliniques permettant de tester I’activité antibactérienne

lors d’un traitement oral de la tuberculose a un stade précoce (NCT00567840) (Tableau IX).

De plus, la combinaison PA-824/moxifloxacine/pyrazinamide a été étudiée sur

certains cas de tuberculose pendant 8 semaines, et les résultats semblent avoir été concluants
(NCT01498419) (173) (Tableau IX).

Tableau VIII : Résume des molécules décrites dans la littérature connues pour avoir un
effet direct de mort cellulaire sur les bactéries persistantes

Molécule

Espéce

Meécanismes d'action
connus

Référence

Effet direct de mort cellulaire

2D-24

P. aeruginosa

Perturbe la membrane
bactérienne
Augmente l'activite de
ciprofloxacine,
tobramycine,
carbeniciline

Bahar et al. (2015a)

5-lodoindole

E. coli, S. aureus

Formation de persisters
Formation de biofilms

Lee et al. (2016)

ADC111-ADC113
Analogues de :

. . E. coli Fleck et al. (2014)
nitrofurantoine et
tiloroquinol
Active la protéase ClpP
ADEP4 S. aureus Activité protéase non Conlon et al. (2013)
spécifique
Dommages au niveau de
M.tuberculosis, |la membrane interne Zou et al., (2013),
AM-0016

M. bovis

Spectre d'activité : Gram
positif

Mukherjee et al. (2016)

Anthracyclines

B. burgdorferi

Feng et al. (2015a)




Peptides
antimicrobien
contenant Trp et Arg

E. coli
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Pénétration a travers la
membrane bactérienne

Chen et al. (2011)

A. baumannii, P.

Briers et al. (2014),

Art-175 . :
aeruginosa Defraine et al. (2016)
M. tuberculosis, , "

_ Dépolarisation de la
M. bovis,
. membrane :
Boromycine S.aureus, S. , . Moreira et al. (2016)
. . chute de I'ATP et fuite des
epidermidis, E. rotéines cytoplasmiques
faecalis P P f
Phase stationnaire
Carvacrol B. burgdorferi | corruption de la Feng et al. (2017)
membrane
. _ E.coli, S. aureus, , Chowdhury et al.

Cisplatine . Alkylant de I'ADN

P. aeruginosa (2016)
. M.tuberculosis, . .

Clofazimine . Stimulation de ROS Grant et al. (2012)
M. smegmatis

D157070/D155931

(rhodanine)

M. tuberculosis

Bryk et al. (2008)

DG70

M. tuberculosis

Inhibition de MenG
Synergie avec d'autres
antituberculose

Sukheja et al. (2017)

Courant électrique

P. aeruginosa

Atteinte de I'intégrité de la
membrane, synergie avec
la tobramycine

Niepa et al. (2012,
2016,2017)

H généré
électrochimiquement

P. aeruginosa

Augmentation des ROS
intracellulaires

Atteinte de I'intégrité de la
membrane

Synergie avec la
tobramycine

Sultana et al. (2016)

Phénazines
halogénées

S. aureus
(MRSA),
M.tuberculosis

Garrison et al. (2015,
2016)




HT61

S. aureus
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Dépolarisation de la
membrane cellulaire
Destruction de la paroi
cellulaire

Augmente I'activité de
Gentamicine,
Mupiromyine,
Neomycine,
Chlorhexidine in vitro et
in vivo

Hu et al. (2010), Hu
and Coates (2013),
Hubbard et al. 2017

Lassomycine

M tuberculosis

Liaison a la ClpC1
ATPase : augmentation de
I'activité ATPase et
inhibition de l'activité
protéolytique de ClpP1/P2

Gavrish et al. (2014)

Lipidated lysine 9

E. coli, S. aureus

Ghosh et al. (2016)

Gutieérrez et al. (2014),

S. epidermidis, | Lyse cellulaire via une
LysH5; CF-301 P Y ) Schuch et al. (2014,
S. aureus endolysine
2017)
E. coli, S.
Sharma et al. (2015),
aureus, P.
. . . Kwan et al. (2015),
Mitomycine C aeruginosa B. Alkylants de 'ADN ..
. Cruz-Muiiiz et al.
burgdorferi, A.
.. (2016)
baumannii,
Dépolarisation de la
membrane
NCK-10 S. aureus T Ghosh et al. (2015)
Perméabilisation
membranaire
Perméabilisation )
NH125 S. aureus . Kim et al. (2015, 2016)
membranaire
Basak et al. (2017),
NH125 analogues S. aureus Abouelhassan et al.
(2017a)
nTZDpa S. aureus Dommages membranaires | Kim et al. (2018)
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Abouelhassan et al.

Nitroxoline S. aureus Chélation du fer et du zinc
(2017b)
. | Donneur de NO Lenaerts et al. (2005),
PA-824 M. tuberculosis | . . .
intracellulaire Singha et al. (2008)
- . Dommages membranaires | .
Piscidine p3 P. aeruginosa 9 Libardo et al. (2017)

Activité endonucléasique

Pyrazinamide, KKL-

35

M. tuberculosis

Corruption de la
traduction

Shi et al. (2011),
Alumasa et al. (2017)

QACs (QAC-10)

S. aureus
(MRSA), E.
faecalis

Dommages membranaires

Jennings et al. (2014)

SP1009

P. aeruginosa,
E. coli, ESKAPE
pathogens, B.
cenocepacia, S.
Typhimurium

Perméabilisation
membranaire

Liebens et al. (2017),
Defraine et al. (2017)

Extrait de feuille
entiére de Stévia

B. burgdorferi

Entrée de produits
phytochimiqus

Atteinte a la structure du
biofilm

Theophilus et al. (2015)

Diminution de la syntheése

TCA1l M. tuberculosis i ] Wang et al. (2013)
de la paroi cellulaire
E. coli, P. Interaction avec la
TN-5 ) L. Bahar et al. (2015b)
aeruginosa membrane bactérienne ?
. . Dommages membranaires | Niu et al. (2015a), Dorr
Colistine E. coli

?

et al.2010

Tosufloxacine

E. coli, S. aureus

Niu et al. (2015a,b)

XF-70 and XF-73

S. aureus

Atteinte de I'intégrité de la
membrane

Ooi et al. (2009a,b)

Métronidazole

M. tuberculosis
et B.burgdorferi

Liaison covalente a
I'ADN, a des protéines, a
la membrane bactérienne

Keren et al. (2012),
Wayne and Sramek
(1994)




82

Tableau IX : Tableau non exhaustif des essais cliniques les plus récents de molécules prometteuses

Composé

HT61

Essais

Gel contenant 1% de HT61 appliqué une a

trois fois

Gel contenant 2% de HT61 et de la

chlorhexidine pour application externe

Gel contenant 1% de HT61 et de la

chlorhexidine pour application externe

Comparaison du HT61 avec :

- Nasaseptine
- Neomycine
- Chlorhexidine hydrochloride

Nombre de Type

Type d’essai clinique )
patients d’infection

Simple aveugle

. ) Infection
contr6lé par placébo .
12 nasale & S.
sur un seul centre
) aureus
pendant une semaine
Essai ouvert, )
. Infection
randomisée, avec .
_ 33 nasale a S.
doses multiples de
aureus
HT61
Double aveugle Infection
randomise, contolé 56 nasale & S.
par placébo aureus
) Infection
Essai ouvert, doses .
) 96 nasale a S.
multiples
aureus

Date du
début des

essais

18/06/2008

14/09/2010

02/02/2010

21/02/2012

Etat des essais

cliniques

Phase Il

complétée

Phase Il

complétée

Phase 111

En cours

Phase arrété

prématurément



CF-301

Mannitol

PA-824

Solution concentrée pour infusion

Inhalation sur le long terme de poudre de

manitol

Inhalation sur le long terme de poudre de

manitol

Administration par voie orale de doses de
200, 600, et 1200 mg par jour PA-824 en

comprimes

Comparaison des combinaisons :

- PA-824 (200mg ) + rifampine (600

mg)
- PA-824 (200mg ) + rifabutine (300

mg)
- Rifampine + Ethambutol

83

Double aveugle
contr6lé par placébo

sur plusieurs centres

Essai ouvert
randomisé a double
aveugle contrdlé par

placébo

Essai ouvert
randomisé a double
aveugle contrdlé par

placébo

Essai randomisé a
dose unique , en

quadruple aveugle

Essai ouvert, sur un
seul site, randomisé,
trois groupes de

patients

115 (dans
les 5 pays)

69

183

Infection
systémique

a S. aureus

Mucovisci-

dose

Mucovisci-

dose

Tuberculose
pulmonaire

récente

Tuberculose

02/22/2017

27/09/2007

14/03/2017

Aout 2007

29/04/2015

Phase 11

En cours

Phase 111

complétée

Phase 111
arrétée

prématurément

Phase Il

complétée

Phase 11

En cours



XF-73

Comparaison de combinaisons de PA-824 +
Bedaquiline + pyrazinamide +
Isoniazide/Rifampicine/pyrazinamide/etham
butol & des doses variées

Administration orale de PA-824 pendant 14

Gel contenant 2% de XF-73 et de la

chlorhexidine pour application externe

Gels contenant 2% et 4% de XF-73 appliqué

une a trois fois

84

Essai ouvert,
partiellement
randomisé sur
plusieurs centres et
quatre groupes de

patients

Essai randomisé, a

quadruple aveugle

Essai randomisé a
double aveugle,
contrdlé par placébo

sur un seul centre

Essai randomisé a
double aveugle sur

plusieurs centres

240

69

60

Tuberculose

résistante

Tuberculose

Colonisa-
tion nasale
par S.

aureus

Colonisa-
tion nasale
par S.

aureus

23/10/2014

Aout 2009

Septembre
2014

Aout 2012

Phase Il

complétée

Phase Il

complétée

Phase I/11

complétée

Phase |

complétée
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Sensibiliser les bactéries persistantes aux antibiotiques

A. Stimuler les cibles des antibiotiques et stimuler la sortie de quiescence

L’activité diminuée des principales fonctions vitales des bactéries persistantes diminue,
voire fait totalement disparaitre 1’abondance des cibles des antibiotiques. Des études ont
identifié des molécules capables de stimuler 1’activité métabolique de P. aeruginosa et de E.
coli (Tableau X).

Le 3-[4-(4-methoxyphenyl)piperazin-1-yl]piperidin-4-ylbiphenyl-4-carboxylate (C10)
a été découvert par screening, et cible sélectivement les bactéries persistantes sans affecter les
autres bactéries. Le C10 stimule le métabolisme des bactéries persistantes sans affecter la
croissance des bactéries « normales ». Ainsi, cette molécule a pour effet de sortir les bactéries
persistantes de leur étant quiescent et de les rendre de nouveau sensible aux antibiotiques.
Ainsi, le C10 ajouté a un traitement par fluoroquinolone diminue drastiquement la fréquence
de bactéries persistantes au sein des copies traitées (174).

Une autre molécule capable de stimuler le métabolisme de bactéries quiescentes est
’acide cis-2 décanoique, qui est un acide gras impliqué dans la signalisation. L’acide cis-2-
décanoique est capable de changer le statut de P. aeruginosa et de E. coli persistants d’un état
dormant vers un état métaboliquement actif sans pour autant augmenter le nombre de cellules.
Ce réveil des cellules dormantes est dii a une augmentation de [’activité respiratoire des
cellules persistantes ainsi qu’un changement de 1’abondance de protéines et une augmentation
des niveaux d’expression de plusieurs marqueurs métaboliques tels que ’ARN 16S. La
plupart des antibactériens étant actifs sur des cellules métaboliquement actives, 1’ajout de
I’acide cis-2-décanoique & des antibiotiques a été testé et ces combinaisons diminuaient

drastiquement la survie des cellules ainsi que le nombre de persisters (175).

Alors que la présence d’acide cis-2-décanoique est corrélée a une augmentation de
I’activité respiratoire chez les persisters, il n’est pas utilis¢é comme source de carbone et ce

chez E. coli comme chez P. aeruginosa. De plus, il n’induit pas d’effet anti-biofilm, ce qui est
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plutdt rare chez les molécules anti-persisters. L’acide cis-2-décanoique serait alors une
molécule signal permettant d’activer le métabolisme des bactéries en état de dormance.
Cependant, il n’a jamais été montré que la sortic de quiescences des bactéries persistantes

était due a une molécule signal (175).

Pourtant dans le méme temps, des peptides signaux ont été decrits comme étant
également capables de sortir des bactéries de leur état de quiescence. Cette étude, effectuée
sur S. aureus, montre que les cellules peuvent sortir de quiescence lors de 1’addition de
surnageant de culture de la méme bactérie (provenant de la fin de la phase exponentielle).
Apres analyse des effets de ce surnageant, il s’est avéré que son activité de sortie de

quiescence était due a des peptides secrétés par les bactéries en croissance (125).

On peut penser que la découverte de ces peptides signaux ou d’autres molécules
sécrétées par les bactéries elles-mémes permettrait de réguler la fraction de persisters au sein
de la population. Une mise en contexte de ces molécules au sein de voies metaboliques
permettrait également une meilleure compréhension de la sortie de quiescence des bactéries

persistantes.

B. Stimuler I’entrée d’antibiotique dans la cellule

Beaucoup d’antibiotiques nécessitent un transport actif pour entrer dans les bactéries,

d’ou leur inefficacité face a des cellules dormantes.

La Gentamicine est un antibiotique de la famille des aminoglycosides. Il agit en se liant
a I’ARN ribosomique 16S au niveau du site A qui est le site de décodage des codons de
I’ARN messager. La fixation de la Gentamicine corrompt donc la traduction et méne a la

synthése de protéines anormales dont I’accumulation est 1étale pour la bactérie.

I a été montré qu’un signal métabolique particulier pouvait permettre aux
aminoglycosides de tuer des bactéries E. coli et S. aureus persistants. Cette potentialisation de
I’effet des aminoglycosides est active en conditions aérobies comme anaérobies, et serait due

a la génération d’une force proto-motrice qui facilite I’entrée des aminoglycosides. Ainsi, la
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combinaison d’aminoglycosides avec des métabolites spécifiques tels que le glucose, le
mannitol, le fructose et le glycérol permettrait d’augmenter 1’efficacité du traitement sur le

cellules dormantes (176).

D’autre part, il a également été montré que la combinaison de Gentamicine et de I’acide
aminé L-arginine augmente in vitro la sensibilité & la Gentamicine des bactéries planctoniques
comme biofilmisées. In vivo, les tests sur une application locale de Gentamicine supplémenté
de L-arginine ont également montré une éradication quasi compléte des bactéries. Cet effet de

la L-arginine est d0 a la modification du gradient de pH au niveau de la membrane (137).

Les effets de la Gentamicine dépendent de la force proto-motrice qui est composée du
potentiel de membrane et de la différence transmembranaire de pH. Alors que le mannitol et
le fructose meénent a la formation de NADH, ce qui permet la stimulation de la force proto-
motrice a travers une augmentation du potentiel de membrane (176), la L-arginine a un effet
sur la différence transmembranaire de pH (137).

L’argent a été utilisé comme antimicrobien depuis I’antiquité, et bien que les
mécanismes d’action des ions argent restent encore peu connus, il a été prouvé que 1’argent
était capable de corrompre plusieurs mécanismes bactériens tels que les ponts disulfures ou
I’homéostasie du fer et son métabolisme. L’action de 1’argent méne alors a la formation de
ROS et augmente la perméabilité membranaire des bactéries Gram négatif. De cette fagon,
elles sont rendues plus sensibles a I’action de certains antibiotiques. Les ions argent
permettraient donc d’augmenter le spectre d’activité des antibiotiques aussi bien in vivo qu’in

vitro et d’ainsi éradiquer les bactéries persistantes ainsi que les biofilms (177).

Plusieurs molécules ont a ce jour montré une activité sur la sensibilisation des bactéries

persistantes aux antibiotiques (Tableau X).
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Tableau X : Résumé des molécules décrites dans la littérature connues pour avoir un
effet de sensibilisation des bactéries persistantes

Molécule Espéce Meécanismes d'action connus Référence
Sensibilisation
. Sensibilité augmentée a Pan et al.
BF8 P. aeruginosa . . J .
Ciprofloxacine, Tobramycine (2012, 2013b)
E. coli, P. ) . Kim et al.
C10 . Sortie de quiescence
aeruginosa (2011)
Acide cis-2- P. aeruginosa, E. ) ) Marques et al.
. . Sortie de quiescence
decenoique coli (2014)
- . Q. Adams et al.
Inhibiteurs de la . . Combinaison avec des antibiotiques
E. coli, M. marinum . L ., (2011), Pu et
pompe d’efflux aux mécanismes d‘actions variés
al.2016
Bactériophages
prag . . .. Lu and
congus par E. coli Surexpression d'une protéine :
o Collins (2009)
ingénierie
Sensibilité augmentée a la Prax et al.
Glucose S. aureus .
daptomycine (2016)
. Sensibilité augmentée a la Choudhary et
GM-CSF P. aeruginosa . . g . . /
ciprofloxacine et a la trobramycine |al. (2015)
Augmentation de l'entrée .
Choc hypo- . L . . |Jiafeng et al.
o E. coli d'aminoglycosides par les canaux a
ionique ) (2015)
ions
) Augmentation de la sensibilité a la
. P. aeruginosa, S. . e Lebeaux et al.
L-arginine Gentamicine par modification du

aureus, E. coli

gradient de pH membranaire

(2014b)
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Augmentation de la sensibilité a la
Gentamicine par inhibition de la
synthese d'acides amines et

augmentation de I'entrée Shan et al.
(s . d'antibiotiques. (2015),
L-sérine E. coli . .
Combinaison avec I'ofloxacine et la | Duan et al.
moxifloxacine : (2016)
Atteinte des clusters Fe-S et
augmentation de la production de
ROS
Métabolites : . e
Augmentation de la sensibilité a la .
Glucose, fructose, . L Allison et al.
E. coli, S. aureus Gentamicine via une force proto-
pyruvate, . . (20114a)
. motrice au niveau de la membrane.
mannitol
. . . . Barraud et al.
Mannitol P. aeruginosa Sortie de quiescence
(2013)
Moxifloxacine et | M. tuberculosis, E. Hu et al.
gatifloxacine coli (2003)
S. aureus, S. . e s
P14LR- ) . Augmentation de la sensibilité a la
) epidermidis, ] ) Mohamed et
kanamycine . Kanamycine par atteinte de la
P.aeruginosa, A. . al. (2017)
(P14KanS) . membrane cellulaire
baumannii
. Augmentation de I'entrée Schmidt et al.
Pentobra E. coli, S. aureus o
d'antibiotiques (2014)
Augmentation de la sensibilité a
, o .. . Morones-
) I'ampiciline, a la Gentamicine et a i
lons argent E. coli , . Ll Ramirez et al.
I'ofloxacine par permeabilisation de
(2013)
la membrane
Milieu de culture . . Pascoe et al.
S. aureus Sortie de quiescence

non-frais

(2014)
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C. Combiner plusieurs antibiotiques

Des recherches ont montré que les bactéries persistantes aux antibiotiques étaient en
réalité composees de plusieurs sous-populations tolérantes a un ou plusieurs antibiotiques
(176). L’utilisation simultanée de plusieurs antibiotiques visant des mécanismes différents

pourrait reduire considérablement le nombre de persisters (Tableau XI).

La doxycycline ou I’amoxicilline peuvent étre utilisées pour tuer Borrelia burgdorferi,
la bactérie responsable de la maladie de Lyme. Une étude a montré que quatre traitements
espaces au ceftriaxone permettaient d’éradiquer les B. burgdorferi persistantes in vitro en
cours de croissance. Cette stratégie antibiotique n’étant pas efficace sur les cultures en phases
stationnaires (qui sont plus riches en persisters), il s’est avéré que la combinaison d’un
traitement fractionné et d’une autre molécule telle que la daptomycine était efficace. Par
ailleurs, la combinaion daptomycine-doxycycline-ceftriaxone est efficace pour tuer les B.
burgdoferi persistantes, planctoniques comme incluses dans un biofilm, et ce, sans utiliser de

stratégie de fractionnement du traitement (178,179).

La colistine est un antibiotique qui cible la membrane bactérienne et qui est tres active
contre les E. coli persistantes a concentrations élevees (25ug/ml). Au niveau clinique et a plus
faible concentration (10 pg/ml), la colistine ne semble pas avoir d’effet sur les E. coli
persistantes. Cependant, en la combinant avec d’autres molécules telles que la Gentamicine
(180), on retrouve une activité anti-persister augmentée par rapport a celle de la Gentamicine
seule. Cet effet serait d0 a une entrée accrue de la Gentamicine en présence de la colistine.
Dans le modéle murin, on retrouve cet effet avec les combinaisons colistine-ofloxacine et

colistine-nitrofurantoine, mais pas avec la Gentamicine.

L’érythromycine est un antibiotique agissant au niveau de la traduction bactérienne
capable d’inhiber la mobilité et le quorum sensing de P. aeruginosa. Des études ont montré
que cette molécule peut augmenter 1’efficacité de I’éradication d’un biofilm par la colistine

(181).

Ces expériences montrent que 1’association d’un antibiotique ciblant une fonction
intracellulaire essentielle avec un antibiotique qui atteint a I’intégrité de la membrane peut

augmenter significativement ’activité anti-persister (180).
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Par ailleurs, I’association de plusieurs antibiotiques de classes mécanistiques différentes

permet de limiter I’émergence de nouvelles résistances.

Tableau XI : Résumé des combinaisons de molécules décrites dans la littérature connues
pour avoir montré leur efficacité dans I’éradication de bactéries persistantes

Molécule Espece Mécanismes d'action Réference
connus
Combinaison de molécules
Les dommages
membranaires provoques
Colistine et Gentamicine, E coli par la colistine augmentent |Cui et al.
ofloxacine ' les effets de la Gentamicine |(2016)
et de l'ofloxacine chez les
E.coli uropathogenes.
La combinaison de colistine
. . . P. avec I'erythromycine Chua et al.
Colistine et érythromycine , éradique complétement les
aeruginosa : ) (2016)
populations tolérantes de P.
aeruginosa
La combinaison d'un
antibiotique actif contre les
bactéries métaboliquement
actives (doxycycline) et
d'un antibiotique actif sur
Daptomycine ou céfoperazone/ B. les cellules quiescentes Feng et al.
doxycycline burgdorferi | (daptomycine, (2015b)
céfoperazone) éradique
totalement les cultures en
phase stationnaire, y
compris les cellules
persistantes
Ciprofloxacine / vancomycine S'. - Yang etal.
epidermidis (2016)
Artémisinine/
cefoperazone/doxycycline B, Diminu_tion de la formation Feng et al.
et . : burgdorferi de persisters par (2016)
Sulfachlorpyridazine/daptomycine/ I'amoxicilline
doxycycline
Gallo et al.
Polymyxine B / méropenéme A. baumannii (2017)
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Conclusion

La menace représentée par I’antibiorésistance est a présent clairement établie et
fortement étudiée, ce qui n’est pas le cas des bactéries persistantes. Pourtant 1’insuffisance des
antibiotiques modernes devient de plus en plus visible en particulier chez les patients dont le
systeme immunitaire est déficient (patients infectés par le VIH, en cours de chimiothérapie...)
et du fait de I’utilisation de matériel invasif tel que des cathéters, des prothéses ou des valves
cardiaques. La raison de cette différence entre ces cas particuliers et celui d’une personne
saine est un systéme immunitaire capable d’éliminer les bactéries qui ne sont pas atteintes par
les antibiotiques, & savoir des bactéries ancrées dans un biofilm ou alors des bactéries
persistantes (ou persisters). Les antibiothérapies actuelles sont efficaces contre des bactéries
en cours de croissance mais sont, pour la plupart, inefficaces pendant la phase stationnaire,
c’est alors a ce niveau-la que le systeme immunitaire fait la différence. Les patients
immunodéprimés représenteraient environ la moitié des cas d’infections dans les pays

développés.

Par ailleurs, les phénoménes de résistance et de persistance ne peuvent étre dissociés ;
en effet, méme au sein des mutants résistants, on retrouve un phénomene de sélection, cette
fois pour les colonies produisant le plus haut niveau de bactéries persistantes chez les
pathogénes testés : P. aeruginosa (159), E. coli (83) et M. tuberculosis (182). Cependant, une
différence flagrante entre la résistance et la persistance est que ’antibiorésistance est trés
étudiée et que ses phénomenes sont plutdét bien connus, ce qui n’est pas le cas de la

persistance.

Les persisters peuvent souvent étre tolérants aux antibiotiques via des modes d’actions
variés. Selon le paradigme classique de la persistance, cette tolérance est principalement due a

un état de dormance et de disparition des cibles des antibiotiques.

La plupart des antibiotiques ciblent des mécanismes propres a la phase de croissance

bactérienne tels que I’inhibition de la synthése protéique, de la synthése de la paroi
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bactérienne ou de la synthese et de I'utilisation des acides nucléiques. En cas d’arrét de la
croissance, ces cibles sont donc inatteignables voire n’existent qu’en trop faible quantité
(comme la topoisomérase 4, cible des quinolones). C’est pourquoi une souche capable de
survivre longtemps dans un milieu sans se multiplier devient de fait résistante sans pour
autant avoir développé de mécanisme de résistance a proprement parler (c’est-a-dire
génétiquement acquise ou innée). Ceci meéne a une diminution de 1’efficacité des
antibiothérapies en particulier dans le cadre de traitements longs, et la prolongation de ces

traitements mene a 1’acquisition de résistances par transfert horizontal.

Les connaissances concernant les bactéries persistantes se sont largement étendues, en
particulier ces dernieres décennies, probablement du fait que ce soit devenu une
préoccupation de santé publique et de santé vétérinaire importante, au méme titre que les
bactéries multi-résistantes. En effet, il s’est avéré que la persistance pouvait avoir un role dans
I’accroissement des résistances acquises et que les antibiothérapies a répétition pouvaient
induire un accroissement de 1’abondance en persisters d’une population. La distinction entre

résistance et persistance a méme été mise a mal dans certains cas (6,183).

L’importance de la problématique que représente la capacité des bactéries a se mettre
ainsi en dormance a mené a 1’étude des mécanismes impliqués dans la formation de bactéries
persistantes, dans leur sortie de dormance, mais également les processus par lesquels les
bactéries persistantes sont de fait tolérantes a de nombreux stress. Les informations
fondamentales obtenues ont également aidé les chercheurs a approfondir leur étude des

conséquences cliniques de I’existence de persisters au sein d’une infection.

Les expériences menées sur les bactéries persistantes ont été faites dans des conditions
trés variées, ce qui a permis de mettre en exergue des caractéristigues communes aux
bactéries persistantes. Par ailleurs, il s’est avéré qu’il n’y avait pas de mécanismes propres
aux bacteries persistantes : les bactéries persistantes sont hétérogénes. En effet, bien qu’il
existe des persisters tolérants a un antibiotique en particulier, la sous-population représentée

par les persisters reste hétérogene en termes de tolérance (Figure 25).

Un persister n’a pas besoin d’étre totalement dormant pour étre tolérant. Ceci est

d’ailleurs cohérent avec 1’idée de plus en plus largement répandue selon laquelle la présence
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de bactéries persistantes au sein d’une population répond a une stratégie de « bet-hedging »,
c’est-a-dire une stratégie qui consiste a toujours prévoir une sous-population multi-tolérante

afin de survivre en cas de survenue d’un stress.

Persisters
tolérants a
I'antibiotique A

Persisters
tolérants a
I"antibiotique
C

Persisters
tolérants a
I'antibiotique
B

Figure 25 : Représentation de I’hétérogénéité des persisters.

Les bactéries sont persistantes a un antibiotique car le mécanisme ciblé par cet antibiotique est
en dormance. Ainsi au sein d’une sous-population de bactéries persistantes, on retrouve
plusieurs types de tolérances différents et la population en elle-méme est multi-tolérante bien

que ce ne soit pas forcément le cas des bactéries persistantes qui la composent.

Par ailleurs, bien que cette stratégie de survie soit communément admise, il a également
¢té montré que les persisters ne sont pas toujours formés de fagcon stochastique mais qu’ils
pouvaient également étre induits par un signal environnemental. La différenciation de cellules
en bactéries persistantes dépend d’un processus actif (48,162), et elle est fortement activee

lors de la réponse stringente, mais également lors du stress oxydatif ou de la réponse SOS.
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La nature hétérogene des persisters permet de découvrir sans cesse de nouveaux genes
impliqués dans la persistance et de mieux comprendre les mécanismes impliqués. C’est
également une difficulté rencontrée dans 1’étude des bactéries persistantes. En effet, méme si
certains mécanismes sont impliqués de fagon indéniable dans les processus de persistance,
tels que la toxine de type Il HipA, la protéase Lon et I’alarmone (p)ppGpp (111), d’autres

mécanismes sont actifs chez certaines bactéries persistantes et pas chez d’autres.

Au début de 1’étude des persisters, des tentatives de classifier les bactéries persistantes
ont vu le jour, en particulier une classification qui consistait & diviser les persisters en deux
types. Le type Il correspondait aux bactéries persistantes apparues de fagon stochastique et le
type I, a celles qui apparaissaient en réponse a un stimulus. Cette classification est encore
utilisée lorsque 1’on veut techniquement différencier ces deux types de persisters. On pourrait
également envisager une classification des persisters en fonction des mécanismes qui sont en
dormance, ce qui se recouperait avec un spectre de tolérance particulier en fonction des
mécanismes Vvisés. Une telle classification permettrait de simplifier la prise en charge

thérapeutique.

La quantit¢ d’information concernant les bactéries persistantes est en constante
augmentation, néanmoins, les difficultés présentées par leur étude rendent ces connaissances
lacunaires. Cependant, 1’étude des stratégies anti-persisters apporte egalement des
informations fondamentales. En effet, beaucoup de molécules anti-persisters ont été
découvertes par screening, et leur mode d’action a ensuite été ¢tudié. Ces modes d’actions ont
parfois pu apporter des informations utiles concernant les métabolismes des bactéries
persistantes ou leur entrée en quiescence. De nombreuses molécules ont d’ores et déja montré
une activité anti-persisters. Pour la plupart d’entre elles, il s’agit de porter atteinte a I’intégrité
de la membrane. Beaucoup d’entre elles ciblent également toutes les bactéries et pas

seulement les bactéries persistantes.

Par ailleurs, les mécanismes qui permettent aux bactéries persistantes de sortir de leur
phase de quiescence sont encore peu connus, cependant une stratégie qui consisterait a viser
les facteurs favorisant ce processus pourrait étre envisagée. En effet, une inhibition
irreversible de la sortie de quiescence ne tuerait pas les bactéries persistantes mais inhiberait

le processus infectieux.



96

Une question qui continue de se poser, et ce dans tous les domaines de recherche
biomédicale, est celle de la place des modeéle expérimentaux in vivo, et en particulier, en
microbiologie celle des modéles d’infection expérimentaux pour aider a optimiser le
traitement des états infectieux graves chez ’homme. En effet, on pourrait considérer que les
données in vitro intégrées aux données pharmacocinétiques de phase I chez I’homme puissent
suffire pour définir la meilleure stratégie d’utilisation des antibiotiques et de traitement des
infections bactériennes séveres qui mettent en jeu le pronostic vital. C’est une tendance qui
est apparue d’autant plus clairement que les conditions d’utilisation de tels modeles sont
devenues complexes et contraignantes, tant au niveau éthique que logistique. Il devient donc
nécessaire d’analyser de fagon critique les apports de ces modéles et leur significativité. Les
modeles in vivo ont I’avantage d’intégrer la totalité des effets potentiels d’une modification

donnée dans un contexte physiologique (Tableau XII).

Tableau XII : Résumé des différents modéles d'infection utilisés dans la recherche anti-
persisters

mposé anti- Espé -
co _pose antl Spelc e. Type d’infection Référence
persisters bactérienne
Souris
S. MRSA) | Infecti fonde de |
ADEP4 aureus ( ) | Infection profondedela | - o ot o (2013)
cuisse
S. aureus (MRSA i
CF-301 ureus ( ) | Bactériémie Schuch et al. (2014)
listine + ) Infecti :
Co |st|n_e E coli n_ecpon du tractus Cui et al. (2016)
ofloxacine urinaire
Infection cutanée Huetal. (2010),
HT61 S. aureus (MRSA) superficielle Hu and Coates
P (2013)
: Infection d’ 1
M64 P. aeruginosa e }On dune brulure Starkey et al. (2014)
cutanée
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E coli Infection chronique due & | Allison et al.
Mannitol ' . un biofilm sur cathéter (2011a)
Uropathogénique .
dans le tractus urinaire
i ’ si hosh et al. (201
NCK-10 S. aureus (MRSA) Infect}on d’une lésion Ghosh et al. (2015)
cutanée
Stover et al. (2000),
PA-824 M. tuberculosis Infection pulmonaire Lenaerts et al.
(2005)
Infection chronique due & | Morones-Ramirez et
lons argent E. coli un biofilm sur cathéter al. (2013)
Péritonite
. Infecti I i
TCAl M. tuberculosis ntec .|on puimonaire Wang et al. (2013)
chronique
Rat

Gentamicine + L-
arginine

E. coli

Infection chronique due a
cathéter veineux

Lebeaux et al.
(2014b)

Cochon d’inde

PA-824 M. tuberculosis Infection pulmonaire Stover et al. (2000)
C. elegans
P. aeruginosa; S.
P14KanS 2‘?';9:5%&””“; ('j’:;zztt:?n du systéme l(\glgf;?;ned etal.
S. epidermis
SP1009 P. aeruginosa Infection du systéme Defraine et al.

digestif

(2017)

La plupart des thérapies anti-persisters présentées jusqu’a présent ont été testées sur des
modeéles in vivo afin de démontrer leur efficacité, leur comportement pharmacodynamique et
pharmacocinétique et leur toxicité. Cependant, il n’existe toujours pas, a ce jour, de modéle

animal spécifique a 1’étude de bactéries persistantes. Cependant, des persisters ont éte
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identifiés chez plusieurs modeles d’infection, ce qui permet d’étudier I’efficacité de nouvelles

molécules anti-persisters.

La majorité des modeles étudiés 1’ont ét¢ chez la souris, mais des thérapies anti-
persisters ont également été testées chez le rat, chez le cochon d’inde et chez C. elegans (un
nématode). Alors que le modéle murin reste populaire, C. elegans semble étre la pierre
angulaire avec des mod¢eles animaux plus complexes. C’est un mod¢le facile d’utilisation qui
n’est pas concerné par les regles éthiques et qui peut donner une premicre indication de
I’efficacité anti-persister d’un composé. De plus, il s’agit d’un modele qui peut étre utilisé

pour plusieurs especes bactériennes.

D’autres modéles in vivo sont utilisés pour étudier les caractéristiques des cellules
persistantes (184). Il ne s’agit alors pas de 1’étude de I’efficacité de nouvelles thérapies mais
bien de I’étude du comportement in vivo des cellules persistantes afin de mieux comprendre
certains mécanismes. C’est le cas des modeéles murins pour 1’étude de S. Typhimurium
(129,185,186) ou le poisson zebre pour 1’étude de M. marinum (48). Par exemple, il a été
montré que I’hétérogénéité de ’activité de M. tuberculosis dans les poumons d’une souris

étaient dus a une tolérance interféron-y-dépendante a 1’isoniazide (187).

Les essais cliniques chez I’humain répondent, en Europe et aux Etats-Unis, a des
régulations trés strictes, rendant difficile le passage aux tests cliniques. Lors de ces essais, il
est par exemple nécessaire de décrire tres précisément les affections pour lesquelles les
nouvelles molécules sont testées, c’est-a-dire dans le cas des bactéries persistantes, le site de
I’infection, le type d’infection, la bactérie par laquelle elle est causée etc. En dépit du
challenge que représente le développement cliniqgue de composés ayant une activité anti-
persisters, plusieurs molécules ou combinaisons de molécules sont actuellement en cours
d’essais cliniques pour I’humain. C’est le cas de la prodrogue PA-824 (171,172), des
bactériophages CF-301 (168,169), ou de la molécule XF-73 (170), par exemple. Les résultats
prometteurs de ces différents essais en phases cliniques ont donnent un nouvel espoir a I’essor

de nouvelles thérapeutiques antibiotiques capables d’éradiquer les bactéries persistantes.
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Une corrélation a souvent été faite entre les tumeurs cancéreuses et les bactéries
persistantes du fait de leur caractére persistant in vivo. De fagon surprenante, il s’est avéré que
certains anticancéreux tels que la mitomycine C avaient une activité anti-persisters au-dela de
leur activité antibactérienne connue. Ainsi, la résistance a une chimiothérapie peut évoluer de
deux fagons : le cancer ou I’infection. Les cellules cancéreuses n’ont pas de mémoire, elles
évoluent au sein de cellules somatiques et ne se transmettent pas. Les bactéries pathogenes en
revanche, ne se contentent pas de développer leurs propres résistances car elles peuvent
s’approprier celles d’autres bactéries qui ont évolué pendant des milliers d’années dans
I’environnement. De plus, I’infection d’un individu par une bactérie ne menace pas seulement
I’individu infecté, mais toute la communauté qui I’entoure, ce qui fait de I’infection

bactérienne un challenge mondial / global contre lequel il est important de lutter.
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Qu’est-ce qu’une bactérie persistante ?

Les bactéries persistantes, a ne pas confondre avec des bactéries résistantes ou avec des bactéries
tolérantes, sont une sous-population de bactéries tolérantes au sein d’une population de bactéries
sensibles. Généralement, ce sont des bactéries au moins partiellement quiescentes, leur métabolisme

est ralenti, mais parfois, il s’agit de bactéries chez lesquelles se déclenche un mécanisme de tolérance a

partir d’une certaine dose d’antibiotiques.

Les bactéries persistantes sont :

= Peu nombreuses au sein d’une population bactérienne
= Quiescentes c’est-a-dire qu’elles de ne se multiplient

pas
= Tolérantes aux antibiotiques

= Capables de se multiplier de nouveau a la fin d’une

antibiothérapie

Bactéries résistantes : portent une
modification génétique qui leur permet de
survivre aux antibiotiques

Bactéries sensibles : meurent en cas
d’exposition a des antibiotiques

Bactéries tolérantes : sont capables de
survivre aux antibiotiques, mais ce n’est pas
le fait d’'une mutation

Bactéries persistantes : sous-population de
bactéries tolérantes

Comment sont-elles persistantes ?

Deux principaux types de persistance

Bactéries persistantes
Dose-dépendantes

Si la bactérie est exposée a une
dose seuil d'antibiotique, elle

activera un mécanisme de tolérance

Bactéries persistantes
Temps-dépendantes

Les antibiotiques ciblent des mécanismes
qui ne fonctionnent pas chez la bactérie
puisqu’elle est en quiescence
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Quelles implications, en pratique ?

Lors d’un traitement antibiotique, les bactéries meurent et on peut voir la population décroitre au fil du
temps. Cependant, dans le cas de bactéries persistantes, lorsque le traitement antibiotique est terminé et
que la population est en contact avec un milieu moins hostile, les bactéries persistantes se multiplient a
nouveau. En clinique, on assistera alors a des infections chroniques récurrentes.

Contrairement aux bactéries résistantes, si une population contenant des bactéries persistantes est de

nouveau en contact avec un antibiotique, alors on verra de nouveau la population décroitre. Ceci est di
au fait qu’en 1’absence d’antibiotique, la population est redevenue sensible aux antibiotiques.

Ajout de Ajout d’antibiotique

A AR milieu frais
/d’antibiotique / /

/_,7f7”—ﬁ 2 .
— ' Résistance

Persistance

()

Logyo (CFU ml?Y)

Sont-ils toujours présents ?

I1y a toujours quelques bactéries persistantes dans une population bactérienne, mais il existe quelques
facteurs environnementaux qui favorisent la formation de bactéries persistantes :

- La phase stationnaire de croissance

- Les traitements sublétaux d’antibiotiques

- La phagocytose

- La formation de biofilm
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Pourquoi représentent-ils une menace de santé publique ?

La déficience des antibiotiques modernes devient de plus en plus visible, en particulier chez les patients
dont le systéme immunitaire est déficient (patients infectés par le VIH, en cours de chimiothérapie...) et
du fait de I"utilisation de matériels invasifs tel que des cathéters, des prothéses ou des valves cardiaques.
La différence entre ces cas particuliers et celui d’une personne saine est due a un systéme immunitaire
capable d’¢liminer les bactéries qui ne sont pas atteintes par les antibiotiques, & savoir des bactéries
ancrées dans un biofilm ou alors des bactéries persistantes. Les antibiothérapies actuelles sont efficaces
contre des bactéries en cours de croissance mais sont pour la plupart inefficaces pendant la phase
stationnaire, c’est alors a ce niveau-la qu’un systéme immunitaire actif fait la différence. Les cas
particuliers ol une déficience immunitaire méne a une maladie chronique représentent environ la moitié
des cas d’infections dans les pays développés.

Une corrélation a souvent été faite entre les tumeurs cancéreuses et les bactéries persistantes du
fait de leur caractére persistant in vivo. De fagon surprenante, il s'est avéré que certains
anticancéreux tels que la mitomycine C avaient une activité anti-persisters au-dela de leur activité
antibactérienne connue. Ainsi, la résistance a une chimiothérapie peut évoluer de deux fagons : le
cancer ou l'infection. Les cellules cancéreuses n’ont pas de mémoire, elles évoluent au sein de
cellules somatiques et ne se transmettent pas. Les bactéries pathogénes, en revanche, ne se
contentent pas de développer leurs propres résistances car elles peuvent s'approprier celles
d’autres bactéries qui ont évolué pendant des milliers d’années dans |’environnement.

Existe-t-il des traitements pour les éradiquer ?

La recherche de stratégies antibiotiques pour éradiquer les bactéries persistantes est trés active. A ce
jour, bien qu’il existe des antibiotiques qui ont une activité anti-persistance, la grande majorité des
nouvelles molécules identifiées ciblent la membrane bactérienne, et il semble difficile de trouver des
molécules actives in vivo capables de cibler les bactéries persistantes via d’autres mécanismes.

Deés la découverte des bactéries persistantes par Joseph Bigger en 1944, des stratégies ont été mises
en place pour limiter ce phénoméne. La premiére stratégie proposée par Bigger afin d’éradiquer les
bactéries persistantes lors d’une infection consistait a fractionner le traitement antibiotique de facon
précise afin de permettre la sortie de quiescence des bactéries persistantes avant de traiter de
nouveau la population bactérienne.
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Les stratégies thérapeutiques des antibiothérapies anti-persisters en développement sont basées sur
trois principaux mécanismes :

Limiter la formation de bactéries persistantes

Stratégies Tuer directement les bactéries persistantes
Anti-persistance

Sensibiliserles bactéries persistantes aux
antibiotiques existants

L’infection d’un individu par une bactérie ne menace pas seulement 'individu lui-
méme, mais toute la communauté, ce qui fait des infections bactériennes un
challenge mondial / global contre lequel il est important de lutter.
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Résumé francais

Le terme « persisters » a été utilisé pour la premiere fois dans les années 1940
pour qualifier des sous-populations bactériennes de variants phénotypiques
capables de survivre a divers chocs tels que des antibiotiques, un stress oxydant
ou une variation brutale de pH ou de température. Avec la notion de persisters
est apparue l'idée selon laquelle la plupart des antibiotiques ne permettaient pas
de stériliser totalement une culture bactérienne, et de ce fait, des stratégies

thérapeutiques ont émerg¢ afin d’éradiquer totalement ces persisters.
Résumé anglais

The term of « persisters » has been used for the first time in the early 1940s to
qualify sub-populations of bacterial phenotypic variants that are able to survive
to many stresses such as antibiotics, oxidative stress or a sudden variation of pH
or temperature. With the notion of persisters, appeared the idea that most of the
antibotics are not efficient to sterilize completely a bacterial culture. That's why
many therapeutic strategies arose to find a way to fully eradicate these bacterial

persisters cells.
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