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| a résistance

des biofilms

EN RESUME

Les biofilms microbiens sont souvent trés
déléteres du fait de leur exceptionnelle
tolérance aux traitements, en particulier

a Pantibiothérapie conventionnelle. Les
processus impliqués dans cette faible
efficacité des antimicrobiens sur les cellules
adhérentes ont été largement étudiés

ces derniéres décennies. |1 est aujourd’hui
admis que cette tolérance des cellules
sessiles est multiparamétrique. Elle implique
différents mécanismes, physico-chimiques et
biologiques. Une caractéristique majeure des
microorganismes des biofilms est qu’ils sont
soumis a des conditions environnementales
trés délétéres qui induisent chez eux un grand
nombre de mécanismes de réponse aux stress
dont certains sont a I'évidence impliqués dans
cette tolérance. Par contre, peu de systémes
de résistance spécifiquement exprimés par
les cellules sessiles ont été décrits jusqu’a
maintenant.

Il est bien connu que les infections a biofilm sont diffi-
ciles a éradiquer, les cellules adhérentes (bactéries et
levures) présentant des augmentations de résistance
aux agents antimicrobiens pouvant aller jusgu’a 200
[1, 2]. Ces biofilms sont ainsi la premiére cause des
échecs des implantations des dispositifs médicaux
qui engendrent une forte morbidité et mortalité [3].
Cette résistance est en fait plus une tolérance qu’une
réelle résistance; en effet, elle est essentiellement
induite par une adaptation du microorganisme, phé-
notype réversible si celui-ci repasse en mode planc-
tonigue [4, 5]. La résistance, quant a elle, implique
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généralement une augmentation de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de I'antimicrobien, due a
un changement irréversible chez le microorganisme
a travers une mutation, ou une résistance acquise via
un transfert de géne horizontal.

La faible efficacité des antimicrobiens sur les biofilms
est a I'évidence multiparamétrique [6] et implique a
la fois une tolérance et une résistance des cellules
adhérentes, en particulier du fait de la forte hétéro-
généité de la physiologie des cellules au sein de ces
structures [7].

La Tolérance des biofilms
aux inhibiteurs

Les mécanismes impliqués dans la tolérance des
biofilms sont multiples [8, 9, 10] et incluent la faible
diffusivité des antimicrobiens au sein de la matrice
polymeére [11], la moindre sensibilité a la phagocytose
et autres mécanismes mis en place par le systeme
immunitaire de I’héte [12], le faible taux de croissance
des microorganismes (dormance), des altérations
du meétabolisme, des gradients environnementaux
au sein du biofilm et la présence de cellules « persis-
ters » (Tableau 1).

= La résistance diffusionnelle aux inhibiteurs

Par ses propriétés structurales et mécaniques, la
gangue polymeére constitue le premier rempart face
aux agents antimicrobiens. Elle est constituée majo-
ritairement d'eau, d’ions et d’ExoPolymeéreS (EPS)
aussi bien chez les biofilms fongiques [10] que bacté-
riens [13]. Ces EPS sont essentiellement des exopoly-
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Tableau 1:
Principaux
mécanismes
impliqués dans
1a tolérance

saccharides, des lipides des protéines, mais aussi de  des biofilms
. o fongiques et
I’ADN extracellulaire (eDNA). De par leurs propriétés pactériens
Effet Références
Diminution de la concentration locale en antimicrobien [14, 151
Réduction de l'efficacité de certains antimicrobiens (dormance) 18,19, 21]
| Accumulation de protéines impliguées dans I'adaptation, [ -
S ! [25]
| modifications de cibles : |
Réduction de Fefficacité de certains antimicrobiens (pénétration
. . [29, 30, 31]
|intracellulaire, dormance) = !
Réduction de I'efficacité de certains antimicrobiens (dormance) [33, 34]
Activation de pompes d’efflux [40]
Résistance croisée aux inhibiteurs [44]
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physico-chimiques, les EPS jouent le réle de barriére
filtrante, soit par interaction avec le composé (du fait
de la présence en leur sein de charges négatives),
soit par piégeage. Des antibiotiques chargés positi-
vement tels les aminosides se fixeront ainsi sur une
matrice chargée négativement, ce qui limitera leur
diffusion au sein du biofilm [14] alors que le chlore,
couramment utilisé comme désinfectant, pénétre
faiblement dans un biofilm mixte de Klebsiella pneu-
moniae et Pseudomonas aeruginosa [15]. Néanmoins,
la limitation de la diffusion des inhibiteurs dans
cette gangue ne peut pas expliquer

Cependant, des différences significatives ont été
observées au niveau quantitatif entre les approches
protéomiques et transcriptomiques. Ainsi, alors que
la protéomique suggére gu'un grand nombre de
protéines sont différemment exprimées chez les
bactéries des biofilms soit entre 15 et 50 % de modi-
fications du protéome, les résultats obtenus par
transcriptomigue montrent gu’une faible proportion
du génome (entre 1 et 15 %) présente des modifi-
cations significatives d’expression. Ces différences
peuvent bien sir s’expliguer par la faible corrélation

entre la quantité d’ARNm et de protéine,

a elle seule la formidable résistance

mais pourraient aussi indiquer 'existence

des biofilms. Ainsi, par exemple, un AU SEIN DES de protéines clés qui ne seraient pas
antibiotique tel que la vancomycine, BIOFILMS, encore identifices parce que modifiées
qui diffuse correctement au sein du ON TRQUVE qualitativement et non quantitativement,
biofilm, est tout aussi inefficace sur les EGALEMENT via des modifications post-traduction-
bactéries sessiles [16]. UNE FORTE nelles comme les phosphorylations et/

PROPORTION ou acétylations, par exemple [26]. Ainsi,

u Un faible taux de croissance

Au sein des biofilms, existent aussi des
microenvironnements correspondant
a des zones carencées en nutriments,
en oxygeéne ou présentant des valeurs
locales de pH extrémement basses

DE CELLULES
PERSISTANTES
DITES
« PERSISTERS »

Massier et al [27] ont montré des dif-
férences significatives dans les taux de
phosphorylation des protéines extracel-
lulaires chez des cellules d’Acinetobacter
baumanni planctoniques et sessiles. Ces
auteurs ont aussi mis en évidence que

[17]. De nombreuses études montrent

que les microorganismes (levures [18] et bactéries
[19]) affichent au sein des biofilms, un faible taux de
croissance et un phénotype proche (mais différent
[201) des cellules en phase stationnaire de croissance
[19]. Cette dormance explique partiellement lineffi-
cacité de certains antifongiques [18] et antibiotiques
[19, 21] sur les cellutes des biofilms.

u Altération du métabolisme

Il est aujourd’hui admis que le phénotype « biofilm »
reflete des altérations de I'expression génique des
cellules adhérentes conduisant & Factivation de cer-
taines voies métaboliques, en particulier dans les
zones profondes du biofilm alors que ces altérations
sont plus faibles dans les régions plus périphériques
[21, 22]. Ces modifications du métabolisme reflétent
des adaptations des microorganismes aux conditions
environnementales qu'ils rencontrent et expliquent
certaines tolérances aux inhibiteurs. Ainsi les carences
locales en certains acides aminés, comme la leucine,
la cystéine et la lysine, ont été montrées comme res-
ponsable de la tolérance de biofilms d'Escherichia coli
a l'ofloxacine [23]. Le développement des approches
dites « post-génomiques », telles que la transcrip-
tomique (consistant a identifier et & quantifier les
ARNmM exprimés).et la protéomique (consistant a
identifier et a quantifier les protéines exprimées par
une cellule & un moment donné), ont permis de dres-
ser ces derniéres années un inventaire des différences
d’expression génique chez les bactéries organisées
en biofilm et les bactéries en suspension [24, 25 et
reférences citées].
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certains phosphosites étaient localisés
dans des régions clés de protéines impliquées dans
la résistance aux antibiotiques, comme par exemple
chez certaines bétalactamases [27].

= Gradients en oxygéne

La tension en oxygéne est faible dans certaines zones
du biofilm bactérien situées en profondeur. Il a ainsi
été montré que l'oxygéne pénétre les 50 premiers
microns des biofilms [28]. Ces zones carencées en
oxygéne contribuent a l'inefficacité de certains anti-
biotiques sur les biofilms [29, 30, 31]. Ces microenvi-
ronnements anaérobies impactent ainsi directement
I'efficacité des aminosides dont le transport intracel-
lulaire qui nécessite la présence d’'une force proto-
motrice [32].

u Présence de cellules persistantes

Au sein des biofilms, on trouve également une
forte proportion de cellules persistantes dites « per-
sisters », correspondant & une sous-population de
cellules dormantes, ne se divisant pas, et forte-
ment adaptées pour résister a différents stress. On
retrouve ces persisters aussi bien dans des biofiims
bactériens [33] que fongiques [34]. Ces cellules
représentent moins de 1% de la population originale
et leur génome est identique & celui de leurs congé-
néres. Différents mécanismes sont impliqués dans
leur formation [8 et références citées]. Le métabo-
lisme ralenti de ces cellules les rend moins sensibles
aux antibiotiques comparativement aux cellules en
phase de croissance exponentielle voire stationnaire
[35]. Ces cellules contribuent de fagon significative &



la difficulté rencontrée pour éradiguer les infections &
biofilm comme les infections urinaires et pulmonaires
chroniques. Le biofilm constitue en fait une niche pro-
tectrice trés favorable pour les persisters [36]. Lors
de l'arrét du traitement, la sortie de dormance de ces
bactéries conduit a la reformation du biofilm et a la
récidive de linfection [37].

Ces « persisters » difféerent des « small colony
variants » (SCVs) gue l'on retrouve également en
forte proportion au sein des biofilms bactériens [33].
Les SCVs sont des variants adaptés qui poussent
difficilement sur les milieux de culture standard et qui
produisent donc de trés petites colonies. Les SCVs
ont été impliqués dans la récurrence et la persistance
des infections chroniques [33, 36] et présentent une
plus grande capacité d’adhésion par rapport aux bac-
téries « sauvages » chez Staphylococcus aureus [33].

u Quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est un systéme de commu-
nication entre microorganismes lié a la densité cellu-
laire. Il repose sur la synthése et 'accumulation dans
le milieu extracellulaire de petites molécules, appe-
lées auto-inducteurs, jouant le réle de phéromones.
Le QS est fortement impligué dans la formation et la
dispersion des biofilms bactériens [38 et références
citées] et fongiques [39 et références citées] mais
moins dans leur résistance. Il a cependant été montré
comme jouant un réle dans la tolérance biofilm de P.
aeruginosa a travers l'activation de pompes d’efflux
[40]

= Réponse au stress

Il est connu gue de nombreux stress environne-
mentaux induisent chez les microorganismes une
résistance aux antimicrobiens [41]. Les conditions
environnementales défavorables prévalant au sein
des biofilms vont engendrer d’importants stress sur
les microorganismes. II a été ainsi montré que de
nombreux génes impliqués dans la réponse aux stress
étaient fortement sur-exprimés chez les bactéries
[42] et levures [43] sessiles. Chez Candida glabrata,
par exemple, la résistance des biofilms au stress oxy-
datif a été corrélée avec 'accumulation de protéines
impliguées dans la réponse au stress oxydatif [44].

# Surexpression des pompes d’efflux

Les pompes d’efflux permettent aux cellules d’expul-
ser les inhibiteurs hors de leur cytoplasme [45].
L’'implication des pompes d’efflux dans la tolérance
des microorganismes sessiles est relativement
controversée. Ainsi, certains travaux ont mis en
évidence aucune corrélation entre la tolérance des
biofilms a P. aeruginosa et I'expression des pompes
d’efflux [46, 47]. A l'inverse les travaux de Liao et
al. suggérent un possible lien entre I'expression des
pompes d’efflux et la baisse de sensibilité des biofilms

de P. aeruginosa [48]. De méme, la surexpression de
pompes d’efflux a été décrite comme impliquée dans
la tolérance de biofilms de C. albicans [8 et références
citées]. Cependant cette implication pourrait étre
temporaire et ne pas concerner les biofilms matures
[9], suggérant I'implication d’autres mécanismes.

u Génes et opérons spécifiquement impliqués

dans la résistance des biofilms

Peu de mécanismes de résistance spécifiquement
mis en place par les bactéries adhérentes ont été
décrits. Parmi ceux-ci, il a été mis en évidence chez
P. aeruginosa la production et I'accumulation dans
le périplasme des bactéries du biofilm, de petits
polyméres cycliques de sucre capables de piéger les
aminosides [49]. La production de ces polyméres est
sous le contréle du géne ndvB qui code une gluco-
syltransférase, et qui est spécifiguement sur-exprimeé
des les premiéres minutes suivant I'adhésion des bac-
téries. Les protéines PAQ756-PAO757
sont quant a elle les deux éléments
du premier systéme a deux compo-
sants (TCS) décrit comme spécifi-
quement impliqué dans la résistance
aux antibiotiques, en particulier la
ciprofloxacine [50] alors que ces
TCS étaient déja fortement connus
comme étant impliqués dans la for-
mation du biofilm [51 et référence
citées] De méme, toujours chez P.
aeruginosa, il a été identifié un cluster
de 4 génes, dénommés bac pour biofilm associated
cluster, codant des protéines de fonctions inconnues,
qui est impligué dans la formation du biofilm, la viru-
lence mais également dans la résistance des bactéries
sessiles a la tobramycine [52].

IL EST CONNU QUE DE
NOMBREUX STRESS
ENVIRONNEMENTAUX
INDUISENT CHEZ LES
MICROORGANISMES
UNE RESISTANCE AUX
ANTIMICROBIENS

CONCLUSION

La résistance des microorganismes des
biofilms est 3 I’évidence complexe et
multiparamétrique méme si on peut
considérer que 'existence de différents stress
rencontrés par les cellules sessiles est un
dénominateur commun. Les doses massives
d’agents antimicrobiens qui seraient requises
pour les éradiquer sont incompatibles avec
I'exigence environnementale et la réalité
médicale. La lutte contre les biofilms passe
donc par de nouvelles stratégies de lutte
antibactérienne. Parmi celles-ci, on peut

citer !a recherche de nouvelles molécules
plus efficaces sur les bactéries adhérentes.
Cette approche nécessite en amont de mieux
connaitre les mécanismes moléculaires
spécifiqguement mobilisés dans cette
résistance, qui constitueraient de nouvelles
cibles thérapeutiques.
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