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I. Staphylococcus aureus 

A. Caractéristiques générales 

1. Découverte de l’espèce et taxonomie 

 

 La découverte puis l’identification de l’espèce Staphylococcus aureus (S. aureus) a eu 

lieu à la fin du XIXe siècle. A partir de pus de furoncles, S. aureus fut observé au microscope 

comme des bactéries en « amas de grains », premièrement par Robert Koch en 1878, puis par 

Louis Pasteur deux ans plus tard. Ce fut Alexander Ogston qui, à partir d’abcès post-opératoires, 

isola ces bactéries en 1881 et nomma ce genre Staphylococcus, référence aux termes grecs 

« staphyles » et « kokkos » désignant les grappes de raisin et la forme arrondie (Newsom, 

2008). Puis en 1884, Friedrich Julius Rosenbach cultiva le staphylocoque in vitro et en décrivit 

deux premières espèces, Staphylococcus aureus et Staphylococcus albus (aujourd’hui 

S. epidermidis), différenciées par la couleur des colonies obtenues, respectivement dorées et 

blanches. La pigmentation jaune des colonies de S. aureus s’explique par la production de la 

staphyloxanthine, caroténoïde lié à la membrane (Thomer et al., 2016). 

 S. aureus est une bactérie au pouvoir infectieux élevé, du genre Staphylococcus et de la 

famille des Staphylococcaceae. Pour plus de précision taxonomique, le genre Staphylococcus 

appartient au règne des Procaryotes, à la division des Firmicutes, classe des Bacilli, ordre des 

Bacillales. De nos jours, plus de cinquante espèces et sous-espèces sont classées dans le genre 

Staphylococcus. Toutes ces espèces ont en commun un métabolisme aéro-anaérobie facultatif, 

un contenu en guanine et cytosine (%GC) entre 30 et 39 %, une paroi contenant un 

peptidoglycane (PG) protégeant S. aureus d’un choc osmotique et des acides teichoïques jouant 

un rôle dans l’acquisition de métaux par S. aureus (Le Loir & Gautier, 2010).  
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2. Caractéristiques morphologiques et biochimiques de S. aureus 

 

 S. aureus est une bactérie immobile, à coloration de Gram positive, sous forme de coques 

de 0,8 à 1 µm de diamètre, isolés ou en amas (Figure 1). Cultivé en milieu solide, S. aureus 

produit des colonies rondes et lisses de 1 à 3 mm de diamètre. 

 

 La plupart des souches de S. aureus possèdent une capsule polysaccharidique, dont la 

synthèse est hautement régulée et qui leur assure une protection lors de certaines conditions 

environnementales (Lei & Lee, 2015 ; 2018). S. aureus est halophile et mésophile avec des 

conditions de croissance optimales entre 30 et 37 °C à pH 7,0-7,5. Cependant, c’est une bactérie 

capable de s’adapter à des environnements divers, comme des gammes de températures allant 

de 7 à 48,5 °C, de pH allant de 4 à 10 (Valero et al., 2009) ou un milieu contenant une 

concentration jusqu’à β M de NaCl (Price-Whelan et al., 2013). 

 Le métabolisme de S. aureus est de type aéro-anaérobie facultatif avec production de la 

catalase et absence de l’oxydase. Parmi les deux espèces de staphylocoques pouvant coloniser 

l’Homme, S. aureus se distingue par sa capacité à sécréter une coagulase lui conférant un 

caractère pathogène supérieur à S. epidermidis (Cheng et al., 2010). C’est une protéine 

extracellulaire qui se lie à la prothrombine de l’hôte, entraînant la transformation du fibrinogène 

en fibrine et donc la coagulation du sang. En clinique, la recherche de la coagulase est un critère 

permettant la distinction de souches potentiellement pathogènes. 

 L’identification de S. aureus en tant qu’espèce peut reposer à la fois sur des critères 

morphologiques, biochimiques et moléculaires, depuis le développement des méthodes basées 

sur l’amplification d’ADN ou le séquençage. De plus, le séquençage du génome entier de 

Figure 1 : Visualisation de S. aureus en microscopie à balayage à différents grossissements 

(x3000 à x40 000). (Adaptée de Merghni et al., 2017) 
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souches de S. aureus a permis de mettre en lumière la grande variabilité génomique présente au 

sein de cette espèce.  

 

3. Le génome de S. aureus 

3.1. Caractéristiques et définitions 

 

 De manière générale, le génome de S. aureus est composé d’un seul chromosome variant 

de β,7 à β,9 millions de paires de base, avec un %GC d’environ γγ % (donc riche en adénines 

et thymines). Depuis l’avènement du séquençage à l’échelle génomique, de nombreuses 

souches de S. aureus ont été séquencées, les premières furent N315 et Mu50 en 2001 (Kuroda 

et al., 2001 ; Figure 2). A l’heure actuelle, plus de γ00 génomes publiés de S. aureus sont 

complets et annotés soulignant la diversité génétique de ce pathogène (Source NCBI : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/154).  

Figure 2 : Représentation schématique du génome de S. aureus N315 (Kuroda et al., 2001). 
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 Le génome de S. aureus ne peut pas se résumer à celui de certaines souches appartenant 

à cette espèce car un pourcentage significatif du génome est souche-spécifique. Pour englober 

le répertoire de gènes d’une espèce, le concept de pan-génome a été défini comme la somme 

du core génome et du génome accessoire (Tettelin et al., 2008). Ainsi, le pan-génome de 

S. aureus regroupe environ 7500 gènes dont approximativement 1500 appartiennent au core 

génome (Bosi et al., 2016). Celui-ci regroupe tous les gènes conservés au sein d’une espèce 

encodant les fonctions de base pour la croissance de la bactérie comme son métabolisme et la 

synthèse des acides nucléiques (Lindsay & Holden, 2004). Certains facteurs de virulence 

propres à S. aureus, comme les gènes permettant la biosynthèse de la capsule font également 

parti du core génome (Lindsay & Holden, 2004). Le restant du génome est variable, composé 

de gènes dits accessoires que les bactéries acquièrent par transferts horizontaux d’éléments 

génétiques mobiles (EGM). Ce sont les EGM qui participent le plus à la diversité génétique de 

l’espèce S. aureus, conférant un avantage sélectif aux souches qui les possèdent, comme la 

résistance aux antibiotiques, la résistance aux stress environnementaux ou la capacité de 

coloniser de nouveaux hôtes (Bosi et al., 2016). De nombreux facteurs de virulence sont sur 

des EGM et leur transfert horizontal au sein de l’espèce entraîne une augmentation de la 

pathogénicité des souches de S. aureus (Fitzgerald, 2014). 

 

3.2. Les éléments génétiques mobiles présents chez S. aureus 

 

S. aureus possède dans son génome plusieurs types d’EGM : les plasmides, prophages, 

îlots de pathogénie, transposons (Tn) ou séquences d’insertions (IS) et les cassettes 

chromosomiques (Staphylococcal chromosome cassette, SCC ; Malachowa & DeLeo, 2010). 

 

➢  Les plasmides sont des éléments génétiques constitués d’ADN double brin circulaire 

capable de se répliquer de manière autonome. Chez S. aureus, il existe aussi des plasmides 

conjugatifs encodant de multiples gènes de résistance aux antibiotiques comme le plasmide 

pSK41 (Berg et al., 1998). Les plasmides peuvent aussi être le support génétique de gènes de 

virulence comme pETB, codant la toxine exfoliative ETB impliquée dans le syndrome de la 

peau ébouillantée (Staphylococcal Scalded Skin Syndrom, SSSS ; Yamaguchi et al., 2001). 
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➢  Les prophages résultent de l’intégration de l’ADN d’un bactériophage dans le génome 

bactérien. Cette intégration peut avoir un impact positif ou négatif sur l’expression des gènes 

bactériens. Par exemple, le gène codant la -hémolysine est inactivé par l’intégration des phages 

ΦSaγ ou Φ1γ (Goerke et al., 2009). Les prophages sont répliqués en même temps que le 

chromosome bactérien et transmis verticalement. Ils contiennent souvent des gènes conférant 

un avantage sélectif aux bactéries qui les portent dans leur génome tels que l’échappement au 

système immunitaire (Van Wamel et al., 2006) et la production de toxines comme les 

entérotoxines et la toxine exfoliative ETA (Botka et al., 2015). 

 

➢  Les îlots de pathogénie de S. aureus (SaPIs) sont des EGM de 14-17 kb, encodant de 

nombreux gènes de virulence dont les gènes codant pour les entérotoxines-B ou la toxine du 

syndrome de choc toxique staphylococcique TSST-1 (Malachowa & DeLeo, 2010 ; Yarwood 

et al., 2002). Dans une revue en 2010, Novick et al. ont décrit 17 SaPIs chez S. aureus qui 

partagent des gènes conservés codant pour une intégrase (int), une excisionase (xis), une 

protéine régulatrice de la réplication (rep) et une terminase (terS). Les SaPIs sont des EGM 

intégrés au niveau de sites spécifiques du chromosome nommés attS et sont mobilisables via 

des bactériophages ou prophages endogènes dits « helper » comme le phage 80α qui induit 

l’excision, la circularisation et le transfert de SaPI1 à d’autres staphylocoques (Novick et al., 

2010). 

 

➢  Les îlots génomiques de S. aureus sont classés en trois familles : vSaα, vSa  et vSa . Ils 

sont flanqués d’une transposase inactive et d’un système de restriction/modification incomplet. 

Ils ont un %GC différent du reste du génome suggérant leur acquisition par transfert horizontal 

de gènes (Malachowa & DeLeo, 2010). En effet, vSaα encode un cluster de gènes lpl codant 

pour des lipoprotéines et des gènes ssl (staphylococcal superantigen-like) impliqués dans 

l’échappement au système immunitaire (Lina et al., 2004). 

 

➢  Les transposons (Tn) et séquences d’insertions (IS) sont largement retrouvés dans le 

génome de S. aureus, parfois en multiples copies, sur le chromosome ou en association avec 

d’autres EGM comme des plasmides ou des prophages. Les IS sont souvent associées aux 

transposons et leur insertion au niveau des loci peut provoquer des changements dans 

l’expression de gènes du core génome (Fiandt et al., 1972 ; Jansen et al., 2007). Les Tn 
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encodent souvent des gènes de résistance aux antibiotiques et la transposase assure leur 

réplication et intégration dans un ADN étranger (Firth et al., 2018). 

 

➢  Les staphylococcal chromosome cassettes (SCCs) sont de grands fragments d’ADN 

toujours intégrés au niveau du chromosome de S. aureus dans le gène orfX, codant pour une 

méthyltransférase (Boundy et al., 2013). Les SCCs encodent des gènes de résistance aux 

antibiotiques ou de virulence et sont divisées en deux catégories selon la présence du gène de 

résistance à la méticilline mec, SCCmec versus non-SCCmec (Malachowa & DeLeo, 2010). 

Les SCCs ne sont pas autonomes pour leur réplication et les protéines codées par les gènes 

ccrA, ccrB et ccrC permettent leur excision et intégration au niveau d’un site spécifique nommé 

attBSCC, proche de l’origine de réplication du chromosome bactérien (Gill et al., 2005 ; Firth et 

al., 2018). 

 

Chez S. aureus, le transfert horizontal de ces EGM d’une bactérie à une autre peut 

s’effectuer par transduction, conjugaison ou transformation (Lindsay, 2014 ; Figure 3). Lors 

de la transduction, des dommages à l’ADN causés par les UV ou un antibiotique vont provoquer 

la reprise du cycle lytique d’un prophage. Le prophage peut alors déclencher l’encapsidation de 

séquences d’ADN bactérien qui sont alors transférées horizontalement à une autre bactérie. On 

peut citer le cas des SaPIs qui sont d’anciens prophages ayant perdus les gènes permettant le 

cycle lytique (Novick et al., 2010). La transduction généralisée, comme avec les phages Φ11 

ou Φ80, est la méthode majeure de transfert d’ADN entre bactéries chez S. aureus. Φ11 est 

capable d’encapsider 45 kb du génome de son hôte qui peuvent être intégrées au génome d’une 

autre bactérie par recombinaison homologue (Maslanova et al., 2013). La conjugaison nécessite 

que la bactérie donatrice possède un élément conjugatif et la machinerie de conjugaison pour 

transmettre un plasmide ou un transposon à une bactérie réceptrice. C’est un mode de transfert 

horizontal de gènes mineur chez S. aureus. Ensuite, pour la transformation, les bactéries 

rendues compétentes peuvent assimiler de l’ADN libre de l’environnement. 
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 La richesse de son core génome et la grande diversité d’EGM présents dans les génomes 

des souches de S. aureus mettent en avant l’importante plasticité génomique de ce pathogène 

qui lui permet d’acquérir et de conserver des gènes pour s’adapter à de nombreuses conditions 

environnementales et à de nombreux hôtes. 

 

4. S. aureus : bactérie commensale et pathogène 

4.1. Habitat de S. aureus 

 

S. aureus appartient à la flore commensale normale de l’Homme et des animaux à sang 

chaud. C’est une bactérie qui semble capable de coloniser tous les mammifères, ce qui la 

distingue parmi les staphylocoques. S. aureus colonise les muqueuses, la surface et les glandes 

de la peau et principalement les muqueuses nasales chez environ 20-30 % de la population 

humaine (Van Belkum et al., 2009). La colonisation des muqueuses par S. aureus est 

généralement asymptomatique mais permet une dissémination importante de la bactérie 

notamment via les aérosols libérés lors d’un éternuement. Le portage de S. aureus dans les 

fosses nasales augmente fortement la probabilité de développer une infection, la bactérie 

commensale devient alors pathogène opportuniste (Wertheim et al., 2005). Cependant, il a été 

Figure 3 : Mécanismes d’acquisition d’EGM chez S. aureus par transfert horizontal de gènes. 
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montré que les non porteurs développant une infection nosocomiale présentent un taux de 

mortalité supérieur aux porteurs lors d’une bactériémie (Wertheim et al., 2004). Le porteur a 

une réponse immunitaire permanente vis-à-vis de S. aureus et paraît plus à même de se défendre 

au moment d’une infection. De plus, S. aureus résiste bien dans l’environnement sur des sols 

inertes et dans la poussière, en attente d’un nouvel hôte. 

  

4.2 Diversité des infections à S. aureus 

  

 S. aureus est aussi un pathogène responsable d’un spectre d’infections très varié à la fois 

en termes de symptômes et de gravité (Figure 4).  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 On distingue les toxi-infections alimentaires à staphylocoques, les infections suppuratives 

et les syndromes toxiniques. Les toxi-infections alimentaires à staphylocoques sont dues à 

l’ingestion d’aliments contaminés par des entérotoxines produites par S. aureus. En majorité, 

les symptômes régressent de manière spontanée dans les 24 h sans besoin de recourir à un 

Figure 4 : Diversité des infections à S. aureus.  
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traitement spécifique. En France, l’institut de veille sanitaire (InVS) recensait 1310 foyers de 

toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) en 2017 soit 13 010 cas dont 2060 où S. aureus 

était l’agent infectieux suspecté/confirmé. 

 La physiopathologie des infections suppuratives est liée à la multiplication des bactéries 

chez l’hôte et à l’expression de facteurs de virulence responsables de l’invasion et de la 

destruction des tissus. Les infections cutanées comme les impétigos, les furoncles et les 

infections des tissus mous (SSTI pour Skin and Soft Tissues Infections) sont généralement 

bénignes et se manifestent par des exsudats purulents drainés à partir du site de l’infection 

(Thomer et al., 2016). Dans le cas des SSTI, l’infection ne permet pas de développer une 

réponse immunitaire protectrice et environ 20 % des patients ayant suivi une antibiothérapie 

vont développer des infections récurrentes à la même souche de S. aureus (Thomer et al., 2016 ; 

Sreeramoju et al., 2011). Parmi les infections suppuratives, on compte aussi les ostéomyélites 

qui sont souvent des infections difficiles à traiter notamment par un problème de diffusion des 

antibiotiques jusqu’au site d’infection. Les infections suppuratives locales peuvent être le point 

de départ d’une bactériémie, c’est-à-dire le développement de bactéries dans le système 

sanguin. Le taux de mortalité des patients avec bactériémie varie selon le foyer initial de 

l’infection et l’évolution possible en choc septique (Tong et al., 2015).  

 S. aureus a acquis de nombreux facteurs de virulence au cours de son évolution et il peut 

aussi être l’agent étiologique de syndromes toxiniques, où la production de toxines est 

majoritairement responsable des signes cliniques retrouvés chez l’hôte. Le syndrome de choc 

toxique staphylococcique et le syndrome d’exfoliation généralisée (SSSS) appartiennent à cette 

catégorie d’infections. Ces pathologies sont liées à l’action de toxines dites « superantigènes » 

(SAgs), toxine du choc toxique staphylococcique TSST-1 et toxines épidermolytiques ETA ou 

ETB respectivement, qui vont aller stimuler de manière excessive le système immunitaire 

(Tong et al., 2015).  

 En plus d’infections communautaires, S. aureus pose un problème majeur de santé 

publique car c’est également la seconde source d’infections nosocomiales en France avec 16 % 

des cas, derrière Escherichia coli (E. coli). Les infections nosocomiales font parties des 

infections associées aux soins, contractées au cours d’une hospitalisation et se déclarant au 

minimum 48 heures après l’admission. Ces infections sont fréquemment liées à des 

interventions invasives. Par ordre décroissant du nombre de cas, on retrouve le plus souvent des 

infections urinaires, puis des infections de la peau et des tissus mous, des pneumonies, des 



Introduction 
 

 
19 

infections du site opératoire et les bactériémies/septicémies (Source INSERM : 

https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/infections-nosocomiales). 

De plus, une étude rétrospective française a démontré que les infections à staphylocoques 

engendraient environ ββ jours d’hospitalisation supplémentaires par patient ainsi qu’une 

augmentation significative de son coût, dans le cas de chirurgies cardio-thoraciques et 

orthopédiques (Schmidt et al., 2015). Pour limiter ces risques d’infections associées aux soins, 

il est recommandé de réaliser la décolonisation des personnes porteuses de S. aureus avec de la 

mupirocine avant une chirurgie cardio-thoracique ou orthopédique (Allegranzi et al., 2016). La 

mupirocine est un analogue de l’isoleucine qui inhibe l’élongation de la traduction par 

compétition sélective sur l’isoleucyl-ARNt synthétase (Le Loir & Gautier, 2010).  

 

 Du fait de la diversité et la gravité des infections qu’il peut provoquer, S. aureus est un 

pathogène humain majeur développant à la fois des infections d’origine communautaire ou 

associée aux soins. Son portage dans les fosses nasales est le facteur de risque le plus important 

pour l’initiation d’une infection. De plus, la gravité des infections à S. aureus est exacerbée par 

l’expression de facteurs de virulence par la bactérie. 

 

B. Les facteurs de virulence de S. aureus 

 

 La pathogénie de S. aureus repose principalement sur la production d’un arsenal varié de 

facteurs de virulence. Ceux-ci peuvent être définis comme des molécules qui augmentent le 

potentiel d’un pathogène à provoquer une maladie au sens large du terme. Ces facteurs de 

virulence, pour la plupart encodés par des EGM comme les plasmides ou les prophages, peuvent 

être transférés entre souches par transfert horizontal de gènes, facilitant la propagation de ces 

facteurs de virulence au sein de l’espèce S. aureus (Otto, 2014).  

 

1. Les facteurs d’adhésion et de colonisation 
 

L’adhésion constitue l’étape initiale d’une infection et S. aureus possède des protéines 

de surface qui ont la capacité de se fixer par liaison covalente sur les molécules de l’hôte ou à 

des surfaces inertes type cathéter, ce sont des adhésines. Le génome de S. aureus encode de 
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nombreuses adhésines regroupées dans deux familles : les adhésines associées au PG de la 

bactérie par liaison covalente nommées protéines CWA (Cell Wall-Anchored Proteins) et les 

adhésines sécrétées appelées SERAM (Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules) 

(Paharik & Horswill, 2016). 

➢ Les adhésines CWA de S. aureus sont classées en différents groupes selon la présence 

de certains motifs structuraux. On distingue notamment les MSCRAMM (Microbial 

Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules), les protéines avec un 

motif NEAT et les protéines avec un motif répété de cinq résidus Glycine (G5-E) (Foster 

et al., 2014). Selon la définition proposée en 2014 par Foster et al., les MSCRAMM 

sont des adhésines dont la structure comporte au moins deux repliements « IgG-like » 

permettant leur attachement aux composants de la matrice extracellulaire de l’hôte tels 

que le fibrinogène, la fibronectine et le collagène. Les MSCRAMM de S. aureus 

comprennent la famille des protéines Clf-Sdr (ClfA, ClfB, SdrC, SdrD, SdrE), les 

FnBPs (Fibronectin-binding proteins) et la protéine CNA (collagen adhesion). Les 

MSCRAMM emploient un mécanisme commun pour se fixer à leur ligand, appelé 

« Dock, lock and latch » (DLL). Le ligand se fixe dans un premier temps à sa protéine 

MSCRAMM dont la structure est « ouverte ». Cette fixation engendre un changement 

de conformation du MSCRAMM vers une structure dite « fermée » qui va emprisonner 

le ligand (Foster et al., 2014). L’adhésion et l’internalisation de S. aureus dans les 

cellules de l’hôte (cellules épithéliales, ostéoblastes et kératinocytes) sont 

principalement médiées par les deux isoformes FnBPA et FnBPB, capables de se lier au 

fibrinogène, à l’élastine et à la fibronectine. La liaison des FnBPs à la fibronectine 

permet l’adhésion et l’internalisation de S. aureus via une interaction avec les récepteurs 

cellulaires, intégrines α5 1 (Figure 5). Les FnBPs peuvent également se lier 

directement au récepteur Hsp60 (Josse et al., 2017 ; Figure 5). In vivo, la délétion de 

chaque FnBP atténue la capacité de S. aureus à coloniser le rein et à induire un sepsis 

fatal chez la souris (Shinji et al., 2011). L’adhésion de S. aureus aux cellules de l’hôte 

peut également faire intervenir d’autres MSCRAMM telles que SdrD qui se fixe 

directement à la Desmogléine-1 des kératinocytes et des cellules nasales, ClfA qui se 

fixe à l’Annexine-β ou via le fibrinogène au récepteur αV γ des cellules endothéliales 

(Figure 5). Cette liaison au fibrinogène favorise l’agrégation plaquettaire et la 
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formation d’abcès impliqués dans les lésions thromboemboliques du cœur lors du sepsis 

(Malachowa et al., 2016).  

 La famille des protéines comportant une structure avec à un motif NEAT regroupe 

les protéines Isd (Iron-regulated Surface Determinants). Ces adhésines CWA ont pour 

ligand l’hème ou l’hémoglobine et permettent l’adaptation de la bactérie dans un 

environnement pauvre en fer. Dans cette famille de protéines, IsdA est la plus abondante 

chez S. aureus et se fixe à l’hème, au fibrinogène et la fibronectine avec son motif NEAT 

et participe à l’échappement du système immunitaire notamment (Paharik & Horwill, 

2016). De plus, il a été démontré dans un modèle murin de septicémie à S. aureus que 

l’expression de isdB variait selon l’organe dans lequel était localisé S. aureus et que 

IsdB était requise pour la colonisation du cœur (Pishchany et al., 2009). 

 Les adhésines CWA de S. aureus comptent également la protéine SasG qui 

appartient à la famille des protéines au motif répété G5-E, nommée ainsi du fait de la 

conservation de 5 résidus Glycine dans les motifs répétés. SasG participe à l’adhésion 

de S. aureus aux cellules épithéliales des surfaces nasales antérieures mais son ligand 

demeure à identifier (Krismer et al., 2017 ; Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique des mécanismes d’adhésion de S. aureus aux 

cellules de l’hôte impliquant des protéines CWA.  
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➢  Les SERAM sont des protéines sécrétées par S. aureus favorisant l’adhésion des 

bactéries à des molécules ou aux cellules de l’hôte, qui interagissent avec un large spectre de 

ligands et participent notamment à l’échappement aux défenses de l’hôte. Deux SERAM, la 

protéine Eap (Extracellular adherence protein) et la protéine Emp (Extracellular matrix binding 

protein) sont impliquées dans la formation de biofilm (Paharik & Horswill, 2016 ; Yonemoto 

et al., 2019). Eap est une adhésine sécrétée participant à l’adhésion de S. aureus à la matrice 

extracellulaire en se liant à différents ligands tels que le fibrinogène, la fibronectine, la 

vitronectine et la thrombospondine-1 avec différentes affinités. Les études semblent montrer 

que Eap favorise l’adhésion et l’internalisation de S. aureus aux fibroblastes et cellules 

épithéliales dans un contexte d’infection cutanée polymicrobienne (Bur et al., 2013). Emp peut 

se lier aux protéines de la matrice extracellulaire et au fibrinogène (Paharik & Horswill, 2016). 

Efb (Extracellular fibrinogen binding protein) et la coagulase sont aussi des SERAM. Efb se lie 

à la molécule Cγ du complément empêchant l’opsonisation des bactéries (Ko et al., 2013 ; 

2016), et se lie aussi aux plaquettes directement ou via le fibrinogène (Posner et al., 2016). Les 

SERAM possèdent donc des propriétés d’adhésion, immuno-modulatrices et participent 

activement à la pathogénie des infections endo- et extravasculaires. 

 

2. Les facteurs d’invasion et de destruction des tissus 

 

 Les facteurs d’invasion et de destruction des tissus sont des toxines ou des enzymes 

sécrétées par S. aureus, capables d’affecter directement les cellules de l’hôte (Otto, 2014). 

Parmi les toxines, il existe des toxines provoquant des dommages membranaires (membrane-

damaging toxins), des toxines dégradant les molécules de l’hôte comme les toxines exfoliatives 

(ET) ou des toxines affectant de manière importante les défenses de l’hôte, les SAgs. 

 

2.1. Les toxines formant des pores 

 

 Les toxines créant des dommages membranaires, ou PFTs (Pore Forming Toxins), 

provoquent la formation de pores dans les membranes conduisant à l’efflux de molécules 

vitales. Cette libération de molécules, médiée par ces toxines cytolytiques, constitue une source 
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de nutriments favorisant la croissance de S. aureus au sein de l’organisme infecté. Les PFTs se 

divisent en deux catégories et leurs modes d’action sont schématisés en Figure 6 A et B. 

 

➢  Parmi les PFTs récepteur-dépendantes, les toxines ciblant les globules rouges sont les 

hémolysines alors que celles ciblant les globules blancs sont les leucotoxines (Otto, 2014). La 

PFT la plus connue est l’α-hémolysine, produite par 80 à 90 % des souches de S. aureus et 

encodée par le gène hla. Elle possède une structure à feuillet  et a pour récepteur ADAM-10, 

auquel elle est capable de se fixer sous la forme d’un monomère sécrété. Le récepteur ADAM-

10 est présent à la membrane des cellules épithéliales, endothéliales, des globules rouges et des 

cellules immunitaires, excepté les neutrophiles (Inoshima et al., 2011 ; Berube & Bubeck 

Wardenburg, 2013). Cette fixation favorise l’oligomérisation heptamérique de l’α-hémolysine 

et son incorporation dans la membrane cellulaire pour former un pore responsable de la lyse 

cellulaire. Plus récemment, il a été démontré que l’interaction de l’α-hémolysine avec le 

récepteur ADAM-10 induisait l’expression de l’intégrine 1 à la surface des mastocytes et que 

cette dernière favorisait l’internalisation et donc la survie de S. aureus dans ce type de cellules 

(Goldmann et al., 2016).  L’α-hémolysine est ainsi directement impliquée dans l’échappement 

au système immunitaire et dans la dissémination de S. aureus dans l’organisme via son activité 

lytique (Figure 6 A). 

 S. aureus produit également des toxines à deux composants dont la structure est similaire 

à l’α-hémolysine et qui sont également des toxines à feuillet  : la leucocidine de Panton-

Valentine (PVL), les leucocidines LukAB et LukDE et la -toxine ( -hémolysine = HlgA, HlgB 

ou HlgC). Ce sont des toxines constituées de deux composants protéiques, une sous-unité S qui 

confèrent la spécificité de liaison aux récepteurs cellulaires et une sous-unité F, dont 

l’oligomérisation induit la formation d’un pore actif (Otto, 2014 ; Figure 6 B). La découverte 

de leurs récepteurs respectifs, C5aR pour la PVL, C5L2 et CD11b pour LukAB et CCR5 pour 

LukDE, explique la spécificité des cellules ciblées par ces toxines à deux composants de 

S. aureus (Löffler et al., 2010 ; Spaan et al., 2013a ; DuMont et al., 2013 ; Alonzo III et al., 

2013). Ces leucotoxines lysent surtout des cellules de l’immunité favorisant leur apoptose et 

permettant l’échappement de S. aureus au système immunitaire. 

 

➢  Les PFTs récepteur-indépendantes comprennent notamment la famille des Phenol-

Soluble Modulins (PSMs). Ce sont de petits peptides amphipathiques, α-hélicoïdaux avec des 
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propriétés détergentes capables de former des pores transitoires dans les membranes des cellules 

cibles (Figure 6 C). Les PSMs, par leurs propriétés physico-chimiques, ont été démontrées 

comme essentielles à la structuration des biofilms formés par S. aureus, ainsi qu’à l’étape de 

détachement permettant la dissémination des bactéries (Periasamy et al., 2012). In vivo, les 

PSMα sont impliquées dans le développement d’infections cutanées et de bactériémie à 

S. aureus chez la souris contrairement aux PSM  et la δ-hémolysine (Wang et al., 2007). Les 

PSMα1-4 encodés par le locus psmα (surtout PSMαγ) sont fortement cytolytiques et des études 

récentes ont montré leur contribution dans la lyse des neutrophiles après phagocytose de 

souches de S. aureus particulièrement virulentes comme des isolats d’origine communautaire 

et résistants à la méticilline (Surewaard et al., 2013 ; Oliveira et al., 2018). Cependant, il a été 

montré que tous les PSMα participent activement à l’échappement de S. aureus au système 

immunitaire en favorisant sa sortie du phagolysosome. Elles participent également à la 

dissémination de l’infection en permettant la sortie de S. aureus des phagocytes et des cellules 

épithéliales et endothéliales (Grosz et al., 2014 ; Munzenmayer et al., 2016).  

 

Figure 6 : Les modes d’action des toxines formant des pores de S. aureus. A) mécanisme d’action 
de l’α-hémolysine. B) mécanisme d’action des leucotoxines. C) modèle de formation de pores par les 
PSMs.  
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2.2. Les toxines exfoliatives 
 

 Les épidermolysines (toxines exfoliatives = ETs) sont des sérine-protéases très 

spécifiques qui hydrolysent les cadhérines desmosomales de la couche superficielle de la peau, 

notamment la Desmogléine-1 des kératinocytes. Les ETs sont responsables du syndrome de la 

peau ébouillantée lié à S. aureus (SSSS) qui touche particulièrement les enfants du fait de leur 

système immunitaire immature et d’une faible clairance rénale des toxines. Ce syndrome 

provoque la chute de la couche superficielle de la peau, une déshydratation et des infections 

secondaires. Trois sérotypes d’ETs (ETA, ETB et ETD) sont impliqués dans le SSSS chez 

l’Homme et les gènes encodant ces toxines sont tous situés sur des EGM (Bukowski et al., 

2010 ; Oliveira et al., 2018). 

 

2.3. Les enzymes sécrétées par S. aureus 

 

 Le pathogène S. aureus sécrète aussi des enzymes qui lui permettent d’envahir et de 

détruire les tissus de l’hôte. Parmi ces enzymes, on trouve des protéases non spécifiques qui 

dégradent les protéines de l’hôte et conduisent donc à la destruction des tissus (Otto, β014). La 

-toxine est une toxine avec une activité enzymatique sphingomyélinase lui permettant de 

dégrader la sphingomyéline présente à la surface des cellules de l’hôte. Cependant, le gène 

encodant cette toxine à activité enzymatique est interrompu par l’insertion d’un îlot de 

pathogénie chez de nombreuses souches virulentes de S. aureus, elle n’est donc pas considérée 

comme un facteur de virulence majeur. S. aureus produit également des lipases et des nucléases, 

ces dernières seraient impliquées dans l’échappement à l’activité antimicrobienne de pièges 

tendus par les neutrophiles, appelés NETs (Neutrophil Extracellular Traps), et constitués 

d’ADN extracellulaire (Otto, β014). Il existe encore de nombreuses enzymes sécrétées par 

S. aureus, mais leur fonction est directement liée à l’échappement au système immunitaire de 

l’hôte, comme la coagulase, l’auréolysine ou la staphylokinase qui a une double fonction 

puisque qu’elle permet aussi la pénétration de S. aureus à travers la peau (Kwiecinski et al., 

2014).   
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3. Les facteurs d’échappement au système immunitaire 

 

 Plus de 30 toxines superantigènes (SAgs) ont été décrites chez S. aureus comme facteurs 

d’échappement au système immunitaire de l’hôte. La toxine TSST-1 et les entérotoxines SEA 

et SEB (Staphylococcal Enterotoxins) sont les SAgs les plus puissants. Elles provoquent 

l’activation et la prolifération polyclonale des lymphocytes T par interaction non spécifique 

entre la molécule de complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II des cellules 

présentatrices d’antigènes et la région V  du récepteur TCR (T-Cell Receptor) des lymphocytes 

T (Otto, 2014 ; Figure 7). De même, une production massive de cytokines/chimiokines pro-

inflammatoires interleukine-1  (IL-1 ), interleukine-2 (IL-2), interféron-  (IFN- ) et facteur de 

nécrose tumorale α (TNFα) est observée en présence de ces SAgs ce qui résulte en une 

activation des monocytes/macrophages, neutrophiles et des lymphocytes T pouvant conduire à 

leur apoptose (Oliveira et al., 2018 ; Figure 7). Cette stimulation disproportionnée et continue 

du système immunitaire va donc générer d’importants dégâts chez l’hôte. En effet, le TNFα et 

l’IL-1  sont notamment des médiateurs directs de la fièvre, de l’inflammation, de l’hypotension 

et du choc septique. Les cellules de l’hôte activées par un SAg peuvent également produire des 

espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) et des métalloprotéinases de 

matrice (MMP) conduisant à une augmentation de la perméabilité vasculaire et des lésions 

tissulaires responsables de défaillance multi-organes.  
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Figure 7 : Mécanisme d’action des toxines superantigènes. 
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C. S. aureus et adaptation aux stress environnementaux 

 

 S. aureus est une bactérie qui résiste bien dans l’environnement sur des sols inertes et 

dans la poussière, en attente d’un nouvel hôte. Capable de résister à des stress comme la 

dessiccation, un stress osmotique et la carence nutritive, S. aureus est ubiquitaire et se maintient 

dans des environnements très variés, ce qui est problématique dans l’environnement hospitalier 

ou agro-alimentaire (Clements & Foster, 1999). 

 Au cours de l’infection, S. aureus subit de nombreux stress, notamment à l’intérieur du 

phagolysosome qui possède un pH acide de 4,5 avec présence de ROS comme le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et l’oxyde nitrique (NO) par exemple (Horn et al., 2018). Face à ce « burst 

oxydatif », S. aureus a développé des stratégies de lutte pour résister, notamment en produisant 

des enzymes comme la catalase, la réductase et la superoxyde dismutase (SOD) pour détoxifier 

les ROS (Fraunholz & Sinha, 2012 ; Horn et al., 2018 ; Figure 8.1). Afin de s’adapter au stress 

exercer par le système immunitaire, S. aureus a aussi développé des mécanismes de résistance 

aux molécules du complément. L’inhibition de la prise en charge de S. aureus par le 

complément est médiée notamment par la protéine SCIN (Staphylococcal Complement 

INhibitor) qui est un inhibiteur de la C3 convertase, la plasmine qui clive les molécules du 

complément, tout comme la glutamyl endopeptidase SspA et la staphopaine A/B. La capsule 

empêche la fixation du complément par encombrement stérique et les CHIPS (CHemotaxis 

Inhibitory Protein of Staphylococci) rentrent en compétition avec le complément pour sa 

fixation sur leur récepteur au niveau des neutrophiles (Horn et al., 2018 ; Figure 8.2).  

 In vivo, S. aureus est également soumis à l’assaut des peptides antimicrobiens (PAMs), 

composants de l’immunité innée. Ce sont des peptides qui endommagent les membranes 

bactériennes et qui entrainent l’expression de mécanismes de défense par les bactéries. Chez S. 

aureus, la résistance aux PAMs comprend la production de lysyl-phosphatidylglycérol, qui 

incorporé dans les membranes bactériennes, diminue la sensibilité de S. aureus aux PAMs, la 

D-alanylation des acides téichoïques pour diminuer l’attraction des PAMs par les surfaces 

bactériennes ou encore l’utilisation de transporteurs pour expulser les PAMs dans le milieu 

extracellulaire. S. aureus possède également des enzymes d’inactivation des PAMs comme 

DltA qui détourne les PAMs par répulsion électrostatique, la staphylokinase qui permet la 

dégradation des défensines ou encore l’enzyme OatA qui modifie le PG pour épaissir la paroi 

et mieux résister au lysozyme (Laarman et al., 2010 ; Dastgheyb & Otto ; Figure 8.3). De plus, 
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grâce à la coagulase sécrétée et à l’auréolysine inhibant les inhibiteurs de protéases, S. aureus 

détourne les mécanismes de la coagulation pour former un caillot sanguin protecteur via 

l’activation de la prothrombine et le clivage du fibrinogène en fibrine pour structurer le caillot 

(Cheng et al., 2010 ; Figure 8.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De plus, S. aureus résiste efficacement au stress acide avec la production d’enzymes de 

désacidification. La limitation en oxygène, la carence en fer et la carence nutritive sont des 

stress également rencontrés par S. aureus lors d’une infection ou de la colonisation d’une 

nouvelle niche écologique. Un pH acide et une carence nutritive sont spécifiquement rencontrés 

par S. aureus lorsqu’il colonise la peau de l’hôte. Comme S. aureus possède un métabolisme 

aéro-anaérobie facultatif, la transition du métabolisme vers la respiration anaérobie permet 

l’adaptation à une limitation en oxygène (Le Loir & Gautier, β010). La réponse à une carence 

nutritive est complexe et fait intervenir de nombreux acteurs. Lors de la carence nutritive, la 

concentration de la molécule signal guanosine penta- ou tetra-phosphate (p)ppGpp produite par 

Figure 8 : Représentation schématique des stratégies employées par S. aureus pour échapper au 

système immunitaire.  
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l’enzyme RSH augmente, induisant une cascade de réactions dans le but d’activer l’expression 

de gènes de la biosynthèse des acides aminés notamment. Cette réponse mise en œuvre par les 

bactéries est appelée réponse stringente (Hauryliuk et al., 2015). La réponse stringente est 

régulée par un régulateur transcriptionnel global nommé CodY qui réprime une centaine de 

gènes en absence de stress. CodY est activé par les acides aminés branchés tels l’isoleucine, la 

leucine et la valine et même le Guanosine-triphosphate (GTP). Leur fixation sur CodY 

augmente son affinité pour l’ADN et permet ainsi sa fixation au niveau d’un motif spécifique 

sur le promoteur des gènes qui seront réprimés. Une carence en acides aminés induit la levée 

de la répression par CodY et l’expression des gènes permettant l’adaptation à ce stress nutritif 

comme par exemple l’expression de transporteurs membranaires d’acides aminés (Hauryliuk et 

al., 2015). Les moyens mis en œuvre par S. aureus pour s’adapter à des stress spécifiques sont 

regroupés dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 : Adaptation de S. aureus aux stress environnementaux

Stress Moyens de résistance Références 

Espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) : 
phagolysosome et 

compétition bactérienne 

détoxification par superoxyde 
dismutase, catalase et réductase 

Le Loir & Gautier, 2010  

gradient en oxygène : 
agro-alimentaire, peau ou 
tissus/organes d’un hôte, 

biofilm 

fermentation Le Loir & Gautier, 2010  

stress osmotique : agro-
alimentaire, forte 

concentration en NaCl 

accumulation molécules 
osmoprotectrices dont les ions K+, 

résistance mécanique par 
raccourcissement ponts 
interpeptidiques du PG 

Le Loir & Gautier, 2010 ; 
Price-Whelan et al., 2013   

stress acide : estomac, 
peau, phagolysosome, 
agro-alimentaire avec 

bactéries lactiques 

désacidification avec uréase, 
mécanismes de réparation des 

macromolécules par des 
chaperonnes 

Le Loir & Gautier, 2010 

stress thermique chaud 

dégradation des protéines mal 
repliées avec protéase Clp, 

induction de chaperonnes pour 
maintenir la conformation des 

protéines 

Le Loir & Gautier, 2010 

stress thermique froid 

induction protéase Clp, 
chaperonnes à ARN comme CspA 

pour défaire les structures 
secondaires 

Le Loir & Gautier, 2010 

carence en fer : contexte 
d’infection 

captation du fer extérieur et 
transport dans la bactérie, 

production de lactate 
Le Loir & Gautier, 2010 

carence en acides 

aminés : niches 
écologiques pauvres en 

acides aminés libres 

activation de la réponse stringente 
par accumulation de(p)ppGpp, de 
protéases et de transporteurs de 

peptides à vocation nutritionnelle  
Opp3 et DtpT 

Le Loir & Gautier, 2010 ; 
Geiger et al., 2012 ; 

Hauryliuk et al., 2015 
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D. S. aureus et adaptation aux antibiotiques 

  

 En plus de mesures d’hygiènes accrues, les infections à S. aureus nécessitent un 

traitement avec des antibiotiques. Ce sont majoritairement des substances hémi-synthétiques à 

activité antibactérienne, issues de la modification chimique de molécules naturelles produites 

par les microorganismes du sol. Les antibiotiques actifs sur S. aureus sont classés en cinq 

grandes familles selon leur mécanisme d’action (schématisées en Figure 9).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 A doses thérapeutiques, les antibiotiques peuvent être bactériostatiques ou bactéricides. 

Si un antibiotique agit seulement en inhibant la croissance bactérienne sans perte de viabilité, 

il est bactériostatique. La bactériostase se mesure par la concentration minimale inhibitrice 

(CMI) qui est la plus faible concentration d’antibiotique inhibant la croissance bactérienne. Par 

opposition, un antibiotique bactéricide peut lui, à dose thérapeutique, provoquer la mort des 

bactéries. On peut alors déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB), plus faible 

concentration permettant de tuer 99,99 % d’un inoculum bactérien (Le Loir & Gautier, 2010). 

Pour faire face au stress antibiotique, les souches de S. aureus, tout comme les autres espèces 

Figure 9 : Les modes d’action des principaux antibiotiques.  
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bactériennes, ont mis en œuvre différentes stratégies allant de la résistance, la tolérance et la 

persistance aux antibiotiques.  

 

1. La résistance aux antibiotiques 

 

 La résistance aux antibiotiques est un terme utilisé pour décrire la capacité héritable d’un 

micro-organisme à continuer de croître à des concentrations élevées d’un ou de plusieurs 

antibiotiques. On a alors une augmentation de la CMI pour cet antibiotique chez la souche 

résistante par rapport à la souche sensible. Les mécanismes moléculaires de résistance aux 

antibiotiques sont variés et incluent des mutations de la cible, une activité enzymatique 

inactivant l’antibiotique ou l’efflux de l’antibiotique hors de la bactérie. La résistance à un 

antibiotique peut être naturelle ou acquise. Quelques antibiotiques n’ont aucune action sur 

S. aureus, comme l’aztréonam, les quinolones de première génération comme l’acide 

nalidixique, et des peptides cycliques (polymixine B par exemple). En revanche, la résistance 

acquise signifie que la bactérie a acquis un mécanisme de résistance dont le support génétique 

peut-être chromosomique (si mutations) ou porté par un EGM. De manière générale et pour 

toutes les classes d’antibiotiques, l’émergence de souches de S. aureus résistantes à un 

antibiotique s’effectue dans les années qui suivent l’introduction de cet antibiotique en 

thérapeutique (Le Loir & Gautier, 2010). 

 

1.1. La résistance aux antibiotiques agissant sur la paroi et la membrane 

cytoplasmique 

➢ La résistance à la méticilline 

 Chez les staphylocoques, la paroi bactérienne est formée d’une épaisse couche de PG, 

structure réticulée de N-acétyl glucosamine, N-acétyl muramique et de tétrapeptides linéaires 

L-alanine-D-glutamine-L-lysine-D-alanine. La synthèse de la paroi est un phénomène continu 

chez les bactéries impliquant des réactions de transglycosylation et de transpeptidation. Les β-

lactamines sont des antibiotiques bactéricides pour S. aureus comprenant les pénicillines, les 

céphalosporines et les carbapénèmes. Leurs cibles sont des enzymes impliquées dans les 

réactions de transglycosylation et transpeptidation, nommées protéines liant les pénicillines 

(PLP). Les -lactamines inhibent la synthèse de la paroi via l’acylation des PLP essentielles à 

la survie de S. aureus (Bush & Bradford, 2016).  
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 Après les débuts de l’utilisation de la pénicilline G contre les infections à S. aureus en 

1940, des souches résistantes sont identifiées dès 1942. Ces isolats résistants portaient le gène 

blaZ codant pour une pénicillinase (ou -lactamase) hydrolysant l’antibiotique (Peacock & 

Paterson, 2015). Comme le gène blaZ est sur un transposon plasmidique (Lyon & Skurray, 

1987), celui-ci est maintenant présent dans plus de 90 % des isolats de S. aureus ce qui rend 

obsolète l’usage de la pénicilline. En réponse à l’émergence de ces souches résistantes, une 

pénicilline semi-synthétique et résistante à la pénicillinase, appelée méticilline, est utilisée à 

partir de 1959. Les premiers isolats résistants apparurent en 1960 au Royaume-Uni (Peacock & 

Paterson, 2015). La Figure 10 est une carte indiquant le pourcentage de souches de S. aureus 

résistantes à la méticilline (SARM) en Europe en 2017 (source ecdc : 

https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx). Contrairement aux Etats-Unis où la résistance 

à la méticilline pose un réel problème de santé publique, celle-ci diminue de manière 

significative en Europe depuis 2014 (ecdc, 2017). 

 

 La résistance à la méticilline résulte de l’utilisation par la bactérie d’une enzyme PBP 

(Penicillin-Binding Protein ou PLP) de moindre affinité pour l’antibiotique, la PBPβa, dont le 

mécanisme de résistance est schématisé en Figure 11 A. La PBP2a est codé par le gène mecA, 

Figure 10 : Pourcentage d’isolats invasifs de S. aureus résistants à la méticilline dans les pays 

européens en 2017 (ecdc). 
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localisé sur le chromosome au sein d’un EGM, la SCCmec, absente chez les souches sensibles 

à la méticilline (Peacock & Paterson, 2015). En plus de mecA, deux autres gènes mec ont été 

identifiés, mecB et mecC (Liu et al., 2016a). La transcription du gène mec est induite en 

présence de méticilline. La cassette SCCmec est de composition variable (11 types décrits à ce 

jour), comprenant un ou deux gènes codant une recombinase et les gènes de régulation mecI, 

mecR1 et mecA. MecR1 est une protéine membranaire qui permet la transduction du signal 

détectant la présence de l’antibiotique alors que MecI est un répresseur de l’expression du gène 

mec en absence de méticilline (Liu et al., 2016a). D’autres EGM peuvent également être 

incorporés dans la SCCmec, notamment le Tn554 contenant des gènes de résistance aux 

macrolides (Tillotson et al., 1989). 

 

➢ La résistance à la vancomycine 

 Les glycopeptides, dont la vancomycine, ont également pour cible la paroi bactérienne 

mais de manière indirecte, en ciblant ses précurseurs. La vancomycine est un antibiotique 

capable de diffuser à travers la paroi des bactéries à Gram positif pour atteindre sa cible, le 

dipeptide D-Ala-D-Ala, à l’extrémité du PG. La vancomycine est une grosse molécule qui ne 

pénètre pas à l’intérieur du cytoplasme. Elle n’atteint sa cible que lorsque les dipeptides sont 

transloqués à la surface extérieure de la membrane bactérienne (Santos-Beneit et al., 2017).  

 La vancomycine est un antibiotique utilisé dans le cas d’infections causées par des 

souches de S. aureus SARM. Son utilisation à l’échelle planétaire a exercé une pression de 

sélection sur S. aureus entraînant l’émergence de clones résistants. Cependant, en Europe, la 

résistance à la vancomycine n’est présente qu’à son niveau intermédiaire (VISA) et concerne 

moins de 1 % des souches hospitalières (Le Loir & Gautier, 2010). Les souches de S. aureus 

sont classées en trois catégories selon leur sensibilité à la vancomycine, reflétée par la 

détermination de la CMI. Ainsi, on distingue les S. aureus sensibles à la vancomycine (VSSA) 

avec une CMI < 2 mg/L, les staphylocoques avec une résistance intermédiaire à la vancomycine 

(VISA) avec une CMI comprise entre 4 et 8 mg/L et les souches résistantes à la vancomycine 

(VRSA) avec une CMI ≥ 16 mg/L. Parmi les souches VISA, certaines expriment la résistance 

à la vancomycine de manière hétérogène, c’est-à-dire qu’une sous-population est résistante 

alors que la souche parentale est sensible. On parle alors de souches hétéro-VISA (hVISA ; 

Howden et al., 2014). En 2014, Roch et al. ont démontré que l’exposition in vitro pendant 18 

jours de souches SARM à des concentrations sub-inhibitrices des -lactamines, ceftazidime, 

ceftriaxone et imipenem, induisait une résistance à la vancomycine h-VISA via le locus trfA 



Introduction 

 

35 

encodant un facteur de résistance aux glycopeptides dont le mécanisme d’action exact est 

encore inconnu (Roch et al., 2014). L’expression de l’ARNm trfA est induite par les 

glycopeptides et le gène trfA de S. aureus est homologue au gène mecA de Bacillus subtilis 

(B. subtilis) impliqué dans la protéolyse et la compétence bactérienne (Jousselin et al., 2013). 

 Deux mécanismes de résistance ont été identifiés chez les souches résistantes à la 

vancomycine, expliquant les différents phénotypes de résistance observés (Figure 11 B). La 

résistance VISA résulte d’une accumulation de mutations sous la pression de sélection 

antibiotique provoquant une anomalie dans la biosynthèse du PG avec surproduction de la cible 

D-Ala-D-Ala, présente en abondance dans la paroi (et non uniquement sur les précurseurs), ce 

qui bloque l’antibiotique dans le milieu extérieur (Courvalin, 2006). Le second mécanisme de 

résistance à l’origine de l’émergence des souches VRSA est plus rare car il s’agit de 

l’acquisition par S. aureus du Tn1546 présent chez les entérocoques et contenant un opéron de 

gènes de résistance avec vanH codant une déshydrogénase réduisant le pyruvate en lactate et 

vanA codant la ligase qui va aller lier le D-lactate au D-Ala (Clark et al., 2005). Les 

glycopeptides n’ont qu’une affinité très faible pour ce nouveau précurseur d’où de fortes 

augmentations de la CMI. 

 

➢ La résistance à la daptomycine 

 

 Les lipopeptides, dont la daptomycine, sont des antibiotiques naturels produits par les 

Streptomyces. Ce sont des molécules comportant un cœur peptidique avec une queue lipidique. 

Bien que le mécanisme précis d’action de la daptomycine ne soit pas encore connu, sa cible est 

la membrane bactérienne où elle provoque une série de réactions entraînant la mort des 

bactéries. La daptomycine est chargée négativement et s’oligomérise avec les ions calcium pour 

former des micelles capables de pénétrer à travers la paroi et de se lier à la membrane 

cytoplasmique via le phospholipide anionique phosphatidylglycérol (Muraih et al., 2011). Cette 

liaison à la membrane induit des dommages responsables d’une dépolarisation, d’une 

perméabilisation et d’une libération d’ions potassium, entraînant la mort de la bactérie (Miller 

et al., 2016).  

 S. aureus emploie différentes stratégies pour résister à la daptomycine représentées en 

Figure 11 C. La plus commune est de charger positivement la membrane pour repousser 

l’antibiotique par répulsion électrostatique. Ce phénotype est associé à une mutation dans le 

gène mprF (multiple peptide resistance factor) encodant une « flippase » permettant 
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l’incorporation dans la paroi d’un lysyl-phosphatidylglycérol. Ces mutations ont pour 

conséquence la production par S. aureus d’un PG chargé positivement qui repousse la 

daptomycine (Miller et al., 2016). La surexpression de l’opéron dlt est également impliquée 

dans la résistance aux lipopeptides. Il encode les enzymes responsables de l’attachement de 

l’acide aminé alanine au niveau des acides téichoïques de la paroi qui est alors plus épaisse et 

avec une charge positive augmentée. Cependant, malgré la démonstration de l’implication des 

gènes mprF et dlt dans l’augmentation de la charge positive de la paroi, ces modifications 

génétiques ne sont pas corrélées avec une augmentation de la CMI pour la daptomycine chez 

toutes les souches (Miller et al., 2016). Une autre stratégie de résistance à la daptomycine a été 

mise en évidence, il s’agit de l’altération de la composition en phospholipides et de la fluidité 

de la membrane. Pour cela, des mutations présentes dans les gènes pgsA (enzyme de synthèse 

du phosphatidylglycérol) et cls2 (cardiolipine synthase) sont corrélées avec la résistance à la 

daptomycine. Des changements de la production de staphyloxanthine, responsable de la 

pigmentation dorée mais aussi impliquée dans la fluidité membranaire, sont observés chez des 

souches résistantes à la daptomycine (Miller et al., 2016). Enfin, la dernière stratégie mise en 

œuvre par S. aureus pour résister aux lipopeptides est le relargage de phospholipides 

membranaires, mais les acteurs moléculaires de ce mode de résistance ne sont pas encore 

connus (Pader et al., 2016). 

 

Figure 11 : Mécanismes moléculaires de résistance de S. aureus à la méticilline, la vancomycine et la 

daptomycine. 
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1.2. Autres résistances aux antibiotiques de S. aureus 

 

 Sous la pression de sélection des antibiotiques et pour assurer sa survie, S. aureus a aussi 

acquis des mécanismes de résistance à tous les antibiotiques utilisés contre lui. Les résistances 

non développées dans la partie précédente de ce manuscrit sont évoquées dans le Tableau 2. 

 

Tableau 2 : Nombreuses résistances aux antibiotiques chez S. aureus 

 

Antibiotiques 
Cibles des 

antibiotiques 

Support 

génétique de la 
résistance 

Mécanismes de 

résistance 
Références 

Antibiotiques inhibant la biosynthèse des acides nucléiques 

Fluoroquinolones 

ADN gyrase et 
Sous-unité C de 

la topo-isomérase 
IV (parC) 

Chromosome : 
gènes parC et 

norA/B/C 

Mutations dans parC 
entraînant une 

modification de la cible et 
efflux des antibiotiques 
avec les pompes NorA, 

NorB et NorC 

Foster, 2017 

Rifamycines 

Sous-unité B de 
l’ARN 

polymérase 
(rpoB) 

Chromosome : 
gène rpoB 

Mutations sur le gène 
rpoB réduisant l’affinité 
de l’antibiotique pour la 

cible 

Schmitz et 

al., 2000 

Association 

thriméthoprime et 
sulfamides 

Métabolisme des 
folates par 

inhibition des 
enzymes 

dihydrofolate 
réductase DHFR 

et 
dihydroptéroate 

synthétase DHPS 

Chromosome : 
gènes dhfr et 
dhps ; EGM : 

Tn4001 (dfrA), 
pKKS2187 (dfrK) 

et, Tn916-1545 
(dfrG)  

Mutations dans les gènes 
dhfr et dhps inhibant la 

fixation de l’antibiotique 
sur sa cible et enzymes 

DHFR résistantes 
encodées par les gènes 

dfrA/K/G 

Foster, 
2017 ;  

Kadlec & 
Schwarz, 

2009 ; 
Haubert et 

al., 2017 

Antibiotiques ciblant la sous-unité 30S du ribosome, inhibiteurs de la traduction 

Cyclines 
Sous-unité 30S 

du ribosome 

EGM : pT181 
intégré dans la 

SSCmecIII (tetK), 
Tn916 (tetO) et 
Tn1545 (tetM) 

 

Efflux actif par la pompe 
TetK/L et protection de la 

cible avec les protéines 
TetO/M pour expulser 

l’antibiotique du site A du 
ribosome 

Foster, 2017 

Aminoglycosides 
Sous-unité 30S 

du ribosome 

EGM : Tn4001 
(aacA-aphD), 

Tn5405 (aphA),  
pUB110 intégré 

dans la SCCmecII 
(aadD) 

Enzymes inactivant des 
aminoglycosides : 

Acétyltransférease-
phosphotransferase (aacA-

aphD), 
phosphotransférase 

(aphA), adényltransferase 
(aadD) 

 

Le Loir & 
Gautier, 

2010 
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Tableau 2 suite : Nombreuses résistances aux antibiotiques chez S. aureus 

 

 

 

 

 

Antibiotiques 
Cibles des 

antibiotiques 

Support génétique 

de la résistance 

Mécanismes de 

résistance 
Références 

Antibiotiques ciblant la sous-unité 50S du ribosome 

Phénicolés 
Sous-unité 50S 

du ribosome 

EGM : plasmide 
(cat) ; 

chromosome : norA 

inactivation de 
l’antibiotique par une 

chloramphénicol 
acétyltransférase CAT et 

efflux avec la pompe 
d’efflux multiple NorA 

Le Loir & 
Gautier, 

2010 

Macrolides, 

Lincosamides, 

Synergystines 
(MLS) 

Sous-unité 50S 
du ribosome 

EGM : Tn554 
(ermA) intégré dans 

les SCCmecII et 
III ; 

chromosome : msrA 

Modification de la cible 
par méthylation de l’ARN 

ribosomique 23S 
(méthylation par enzyme 
Erm), efflux actif par la 

pompe MsrA 

Oliveira et 

al., 2002 ; 
Le Loir & 
Gautier, 

2010 

Oxazolidinones 
Sous-unité 50S 

du ribosome 

Chromosome : gène 
codant l’ARN 

ribosomique 23S ; 
EGM : plasmide 

codant une 
méthyltransférase 

(cfr) 

Mutations sur le gène 
codant pour l’ARN 
ribosomique 23S, 

méthylation par l’enzyme 
Cfr et mutations sur les 

gènes des protéines 
ribosomales L3 et L4 

 

Foster, 2017 

Antibiotiques ciblant le facteur d’élongation de la traduction EF-G 

Mupirocine EF-G 

Chromosome : gène 
de l’isoleucyl-ARNt 

synthétase (ileS) 
EGM : plasmide 
codant l’enzyme 

modifiée 

Mutation dans le gène ileS 
ce qui modifie la cible, 

acquisition d’une 
isoleucyl-ARNt 

synthétase modifiée 

Hurdle et 

al., 2004, 
2005 

Acide fusidique EF-G 

Chromosome : gène 
fusA codant EF-G ;  

EGM : plasmide 
gène fusB 

Mutation de la cible et 
acquisition d’une enzyme 
FusB libérant le ribosome 

de l’antibiotique   

Foster, 2017 

Antibiotique inhibant les étapes cytoplasmiques de la synthèse du peptidoglycane 

Fosfomycine 
Enolpyruvyl-

transférase 
EGM : plasmide 

(fosB) 
Dégradation de 

l’antibiotique par FosB 

Le Loir & 
Gautier, 

2010 
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2. La tolérance aux antibiotiques 

 

 La tolérance aux antibiotiques est la capacité d’une population bactérienne dans sa 

globalité à survivre à une exposition transitoire à un antibiotique bactéricide, même de 

concentration supérieure à la CMI. Pour un antibiotique donné, la CMI demeure la même que 

pour les bactéries sensibles mais il faudra une durée de traitement plus longue pour obtenir la 

même mortalité bactérienne qu’avec une souche sensible (Brauner et al., 2016). Un indicateur 

récemment décrit pour mesurer quantitativement la tolérance est la MDK (minimum duration 

for killing). Ainsi, la MDK99 désigne la durée minimum de traitement requise pour tuer 99 % 

d’une population bactérienne. La valeur de MDK99, déterminée à partir des courbes de survie 

permet de différencier les bactéries sensibles et tolérantes (Figure 12 A, Brauner et al., 2016). 

 Deux principaux types de tolérance bactérienne ont été répertoriés : la tolérance par 

croissance lente et la tolérance par retard (par « lag »). Dans les deux cas, on observe une 

augmentation de la MDK par rapport à une souche sensible. 

➢  La tolérance par croissance lente (Figure 12 B) implique la présence de conditions 

diminuant le taux de croissance des bactéries. Cette forme de tolérance peut être un caractère 

héritable ou non. Par exemple, Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) possède un taux 

de croissance 40 fois supérieur à E. coli ce qui augmente également sa MDK99 pour un 

antibiotique donné d’un facteur 40 (Manina et al., 2015). Lors de la tolérance par croissance 

lente, plus le temps de génération est élevé, plus la capacité d’un antibiotique à tuer 99 % des 

bactéries en un minimum de temps (MDK99) sera réduite (Figure 12 B) (Brauner et al., 2016). 

 

➢  La tolérance par retard (« par lag ») est observée lorsque les bactéries ne sont pas en 

croissance. Le terme de « retard » désigne alors le temps pris par la population bactérienne pour 

atteindre la phase exponentielle en présence de conditions favorables à la reprise de la 

croissance (Brauner et al., 2016). C’est donc un phénotype transitoire (Fridman et al., 2014). 

Lors de la tolérance par retard, on a une répartition plus homogène des valeurs de MDK99 en 

fonction du temps de génération des bactéries (Figure 12 C). 
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 Chez S. aureus, des phénotypes de tolérance en réponse aux antibiotiques ont été 

démontrés par différents laboratoires. Les autolysines LgrA et LgrB qui inhibent l’activité 

extracellulaire des hydrolases des muréines de la paroi, permettent à S. aureus de tolérer les -

lactamines (Groicher et al., 2000 ; Bronner et al., 2004). Sandberg et al. ont également 

démontré l’implication de la tolérance à la dicloxacilline dans la difficulté d’éradiquer une 

infection lorsque S. aureus a une localisation intracellulaire où la MDK99 est alors 5 fois plus 

élevée que pour les bactéries extracellulaires (Sandberg et al., 2010). Plus récemment, une 

mutation ponctuelle dans le gène pitA codant un transporteur putatif de phosphate inorganique 

(Pi) a été mise en évidence chez une souche de S. aureus rendue tolérante in vitro à la 

daptomycine par des cycles d’exposition à cet antibiotique. Cette forme de tolérance serait liée 

à la phase stationnaire de croissance et à une augmentation de la concentration intracellulaire 

de Pi pour ralentir des fonctions cellulaires critiques (Mechler et al., 2015). 

 La tolérance aux antibiotiques est aussi retrouvée dans un phénomène ne touchant qu’une 

partie de la population bactérienne : la persistance. 

Figure 12 : La réponse aux antibiotiques des bactéries tolérantes. A) Représentation schématique de 
souches sensibles et tolérantes aux antibiotiques avec les indicateurs de CMI qui restent les mêmes et la 
MDK99 qui est plus élevée chez les bactéries tolérantes. B) et C) Représentation de la MDK99 en fonction 
du temps de génération lors de la tolérance par croissance lente (B) et tolérance par retard (C) (adaptée 
de Brauner et al., 2016). 
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3. Les bactéries persistantes 

3.1. Historique et définitions 

 

 En plus des phénomènes de résistance et de tolérance aux antibiotiques, la présence de 

bactéries persistantes fait partie des phénomènes expliquant l’établissement à long terme 

d’infections bactériennes sous traitement antibiotique. On parle alors d’infection persistante 

(Fisher et al., 2017). Tout comme la résistance aux antibiotiques, la persistance a suivi de près 

les débuts de l’utilisation des antibiotiques et le terme de bactéries persistantes, en anglais 

« persisters », a été utilisé pour la première fois en 1944 par Joseph Bigger pour la description 

d’une culture de S. aureus qui n’était pas sensible (rendue stérile) par de fortes doses de 

pénicilline. Son hypothèse était qu’une partie minoritaire de la culture survivait à l’antibiotique 

du fait de son absence de croissance et non par acquisition d’un mécanisme de résistance (Fisher 

et al., 2017). Puis, par absence de techniques capables de confirmer cette hypothèse, la 

persistance est tombée dans l’oubli pendant 60 ans jusqu’à ce qu’une étude utilisant la micro-

fluidique et l’imagerie de bactéries vivantes démontre qu’après l’ajout de l’antibiotique, les 

bactéries survivantes n’étaient pas en croissance (Balaban et al., 2004).  

 A la différence de la résistance et la tolérance aux antibiotiques qui touchent la globalité 

d’une population bactérienne, la persistance aux antibiotiques désigne une sous-population qui 

survit à une exposition d’antibiotique à une dose létale pour la majorité de la population qui est 

sensible (Gefen & Balaban, 2009). La fréquence d’apparition de « persisters » est de 1/106 

bactéries et souligne le développement d’une population bactérienne hétérogène. Certains 

termes appartenant au domaine de la persistance sont à définir pour bien comprendre ce champ 

de la recherche en bactériologie (Fisher et al., 2017 ; Balaban et al., 2019). 

➢  Une infection persistante s’établit durablement chez un hôte, indépendamment de la 

réponse immunitaire ou d’un traitement antibiotique prolongé. Les causes de la persistance de 

l’infection peuvent être, chez les bactéries incriminées, une tolérance ou une persistance aux 

antibiotiques (Fisher et al., 2017). 

 

➢  La persistance aux antibiotiques désigne un phénomène attribué à une sous-population 

bactérienne appelée « persisters » qui survivent malgré un traitement antibiotique à des doses 

létales pour la majorité de la population. La CMI de la population bactérienne globale reste 

celle de bactéries sensibles à l’antibiotique (Figure 13). L’aptitude de ces bactéries à survivre 

aux antibiotiques est transitoire et ne se transmet pas aux générations suivantes qui peuvent être 
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soit sensibles au même antibiotique soit « persister ». In vitro, les « persisters » sont mis en 

évidence par une courbe de survie en fonction du temps à deux phases où les bactéries sensibles 

meurent rapidement alors que les « persisters », hautement tolérants aux antibiotiques, 

survivent (Balaban et al., 2019). L’indicateur permettant de quantifier la persistance est la 

MDK99,99, soit la durée minimum de traitement requise pour tuer 99,99 % des bactéries. C’est 

une valeur déterminée à partir des courbes de survie et qui différencie les bactéries tolérantes 

et persistantes. Les « persisters » ont la même CMI et la même MDK99 que les bactéries 

tolérantes mais la durée nécessaire pour tuer 99,99 % de la population bactérienne est supérieure 

(Figure 13 ; Brauner et al., 2016). L’ajout de stress comme les antibiotiques favorise 

l’apparition de cette sous-population mais celle-ci peut rester en dormance malgré l’arrêt du 

stress, ce qui la différencie de la tolérance (Fisher et al., 2017). 

 

➢  La dormance désigne l’état d’une bactérie qui ne se divise plus et possède une activité 

métabolique ralentie ce qui dans la majorité des cas, provoque une tolérance aux antibiotiques 

(Balaban et al., 2019). Ces caractéristiques peuvent être partagées par les « persisters » mais ce 

n’est pas toujours le cas (Amato et al., 2014 ; Helaine et al., 2014). 

 

 Il existe différents types de persistance bactérienne parmi lesquels la persistance ciblée et 

la persistance spontanée englobant la persistance induite par les antibiotiques et les 

« persisters » formés spontanément dans une culture non soumise à un stress (Figure 13 ; 

Balaban et al., 2019). La persistance ciblée désigne les bactéries persistantes formées lors de 

l’exposition à un stress rencontré dans leur environnement comme une carence nutritive, un 

stress acide, la phase stationnaire de croissance ou les cellules de l’immunité. Chez ce type de 

« persisters », l’arrêt du stress n’induit pas la reprise de la croissance de toutes les bactéries. 

Une fraction des bactéries persistantes induites par le stress demeure dans une phase de latence 

de longue durée (Balaban et al., 2019). 

 La persistance induite par les antibiotiques ne dépend pas des événements rencontrés par 

la culture avant d’être soumise à un stress antibiotique. C’est pour cela qu’elle est classée parmi 

la persistance spontanée. Cependant, elle peut dépendre de la dose d’antibiotique utilisé ou de 

la famille de celui-ci, ce qui lui confère une certaine spécificité. La persistance spontanée 

comprend également les bactéries persistantes formées spontanément et à fréquence constante 

dans une culture en phase exponentielle de croissance dont les conditions de culture sont fixes 

(Balaban et al., 2019 ; Figure 13).  
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 La persistance aux antibiotiques est un phénomène décrit chez de nombreuses bactéries 

pathogènes comme E. coli, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), M. tuberculosis, 

Salmonella enterica et S. aureus (Michiels et al., 2016). En lien avec l’échec d’un traitement 

antibiotique, certaines études ont d’autant plus démontré l’implication de la persistance dans 

l’émergence de résistance aux antibiotiques renforçant l’impact de la persistance sur la santé 

publique (Cohen et al., 2013 ; Levin-Reisman et al., 2017).  

 

3.2. La persistance des infections à S. aureus 

 

 Les conditions environnementales rencontrées par S. aureus, dans le milieu extérieur ou 

à l’intérieur d’un hôte, déclenchent chez celui-ci une réponse adaptatrice qui se traduit par la 

formation de bactéries persistantes retrouvées dans le phénotype de SCVs lié à la persistance 

intracellulaire, ou à l’intérieur d’un biofilm. Ces bactéries persistantes peuvent être formées à 

faible fréquence de manière stochastique et spontanée au cœur d’une population bactérienne 

(donc pré-existantes). Ces bactéries persistantes sont directement impliquées dans la chronicité 

et la rechute des infections à S. aureus (Tuchscherr et al., 2010 ; Bui et al., 2017).  

 

 

Figure 13 : Caractéristiques des bactéries persistantes (adaptée de Brauner et al., 2016 ; 
Balaban et al., 2019). 
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3.2.1. Les small colony variants (SCVs)  

 

 Par définition, le terme de SCVs désigne des colonies de petite taille, à croissance lente, 

peu pigmentées, avec une paroi peu épaisse, non hémolytiques et non cytolytiques (Kahl et al., 

2016). Leur étude est complexe car leur formation est un phénomène dynamique et que la 

plupart des SCVs obtenues in vitro ou à partir de modèles murins retrouvent une taille normale 

après quelques passages en culture dans un milieu riche. Ces SCVs instables sont formées à 

basse fréquence dans la population bactérienne mais leur formation peut être induite par 

exposition à des stress comme le milieu intracellulaire, un pH acide et l’H2O2 (Edwards, 2012 ; 

Leimer et al., 2016 ; Tranchemontagne et al., 2016 ; Painter et al., 2015). 

Afin de les caractériser, des SCVs sélectionnées pour leur petite taille par cultures 

successives sous pression de sélection antibiotique (aminoglycosides, gentamycine, 

kanamycine, streptomycine, amikacine) ont pu être étudiées et les mutations génétiques à la 

base de leur phénotype identifiées. Les SCVs partagent des mutations sur des gènes du 

métabolisme impliqués notamment dans la synthèse de la thymidine, de la ménadione (menD) 

et de l’hémine (hemB) (Tableau 3). Des mutations dans le gène encodant la thymidine 

perturbent le bon fonctionnement du cycle de Krebs et ont pour conséquence un défaut dans le 

transport d’électrons. Des mutations impactant la production de ménadione et d’hémine par 

S. aureus inhibent la biosynthèse des cytochromes et de la ménaquinone, essentiels au système 

de transport des électrons. Le transport des électrons est le processus principal impacté chez 

toutes les SCVs et cela entraîne chez celles-ci une diminution de la production d’ATP requise 

pour la biosynthèse de la paroi, un ralentissement de la croissance, une pigmentation moins 

importante et un potentiel membranaire réduit. De plus, leur croissance lente explique leur 

petite taille mais a aussi l’avantage de rendre les SCVs tolérantes aux antibiotiques (Kahl et al., 

2016). D’autres mutations ont été mises en évidence, plus spécifiques à certaines SCVs, comme 

la présence d’une mutation supplémentaire sur le gène rfl (aussi fusE) encodant la protéine 

ribosomale L6 (Tableau 3). La synthèse des protéines est alors réduite, ce qui augmente la 

résistance de ces SCVs aux aminoglycosides (Bui et al., 2017). 

 Les SCVs sont classées en différentes catégories selon leur auxotrophisme (hémine, 

ménadione et/ou thymidine) et selon l’antibiotique utilisé pour les sélectionner. On a les SCVs 

ménadione ou hémine-dépendantes sélectionnées par les aminoglycosides prescrits dans le cas 

d’infections pulmonaires chroniques, d’endocardites, d’ostéomyélites et de bactériémies par 

exemple. On distingue également les SCVs thymidine-dépendantes sélectionnées par 

l’association triméthoprime-sulfaméthoxazole utilisée dans le traitement des infections 
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pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose, et les SCVs CO2-dépendantes formées 

sous l’action d’un composé encore inconnu (Kahl et al., 2016). 

 D’autres facteurs peuvent induire la formation de SCVs in vivo, pendant une infection. 

La co-culture de S. aureus avec un autre pathogène est l’un de ces facteurs. Chez les malades 

atteints de mucoviscidose, la prévalence des SCVs de S. aureus est associée à des infections 

pulmonaires graves (Wolter et al., 2013). Cependant, les voies pulmonaires de ces malades sont 

colonisées dès l’enfance par S. aureus et P. aeruginosa (Schneider et al., 2008). Il a été 

démontré que S. aureus forme alors des SCVs déficientes pour la chaîne respiratoire en réponse 

à la pyocyanine et au 4-hydroxy-2-heptylquinoline-N-oxide (HQNO) produits par 

P. aeruginosa. Donc en favorisant la formation de SCVs, P. aeruginosa facilite la survie de 

S. aureus pendant l’antibiothérapie par les aminoglycosides, souvent utilisés pour traiter les 

infections respiratoires à P. aeruginosa (Kahl et al., 2016). De plus, un nouveau mécanisme de 

formation de SCVs via la réponse stringente a été décrit chez un patient souffrant de 

bactériémies chroniques à une souche de SARM. La caractérisation de ces SCVs a révélé la 

présence d’une mutation dans le gène relA ayant pour conséquence une activation constante de 

la réponse stringente, mesurée par la quantité de (p)ppGpp présente dans les bactéries (Gao et 

al., 2010 ; Tableau 3). 

 Afin de persister à long terme à l’intérieur des cellules de l’hôte (phagocytaires ou non), 

les SCVs diminuent l’expression de ces principaux facteurs d’invasion des tissus de l’hôte et 

augmentent l’expression des gènes impliqués dans l’adhésion (Tableau 3) (Kahl et al., 2016). 

Cette persistance intracellulaire va ainsi permettre à S. aureus d’échapper aux défenses 

immunitaires de l’hôte et de mieux tolérer les antibiotiques. Ainsi, S. aureus peut survivre 3-4 

jours dans les cellules phagocytaires et jusqu’à 7 jours dans les ostéoblastes avant d’induire la 

mort de sa cellule hôte par apoptose (Kahl et al., 2016).  

 La présence de SCVs dans des prélèvements cliniques a été mise en évidence par Proctor 

et al (1997) chez des patients atteints d’ostéomyélite. La formation de ces SCVs engendre de 

réelles implications cliniques sur la chronicité des infections à S. aureus qui peuvent rechuter 

après une longue période asymptomatique. Dans un contexte d’infections récurrentes, la 

fréquence de formation des SCVs est estimée à 29 % dans le cas des ostéomyélites et à 17-46 

% dans les infections du tractus respiratoire chez les patients atteints de mucoviscidose ce qui 

explique les difficultés rencontrées pour traiter ces infections persistantes (Bui et al., 2017).  
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Tableau 3 : Caractéristiques génétiques retrouvées parmi les sous-populations de SCVs 

de S. aureus 

 

Gènes cibles Fonctions touchées Références 

Mutations dans la séquence du gène 

menD 
biosynthèse de la ménaquinone et transport 

d’électrons 
Bates et al., 2003 

menB 
biosynthèse de la ménaquinone et transport 

d’électrons 
Lannergärd et al., 

2008 

hemB 
Biosynthèse de l’hémine et transport 

d’électrons 
von Eiff et al., 

1997 

hemH 
Biosynthèse de l’hémine et transport 

d’électrons 
Schaaff et al., 2003 

hemA 
Biosynthèse de l’hémine et transport 

d’électrons 
Schaaff et al., 2003 

hemG 
Enzyme tronquée bloquant la biosynthèse 

de l’hémine et le transport d’électrons 
Köser et al., 2012 

ctaA blocage biosynthèse de HemA 
Clements et al., 

1999 

thyA conversion de l’uracile en thymidine Besier et al., 2007 

rfl 
Diminution de la synthèse protéique par 
inactivation de la protéine ribosomale L6 

Bui et al., 2017 

relA 

activité hydrolase de RelA réduite avec 
activation permanente de la réponse 

stringente 
Gao et al., 2010 

rexAB 
induction par la réponse SOS de la catalase 

et résistance au stress oxydatif H2O2 
Painter et al., 2015 

mgrA et rsbU 
résistance aux stress chimiques produits 

par les défenses de l’hôte 
Bui & Kidd, 2015 ; 

Bui et al., 2015 

Modification de l’expression des gènes par activation ou réduction de la transcription 

surexpression opéron 

arcABDC 

production d’ATP à partir du catabolisme 
de l’arginine en anaérobie ou par 

compensation du défaut en transport 
d’électrons 

Kohler et al., 2003, 
2008 

expression réduite de 

acnA 

inhibition ou absence du cycle TCA (acide 
tricarboxylique) 

Kohler et al., 
2003 ; Kriegeskorte 
et al., 2011, 2014 

inhibition des gènes agr 
et de la production 

d’ARN III 

inhibition de la production des facteurs de 
virulence ARN III-dépendants comme les 

toxines hémolytiques et expression des 
adhésines accrue 

Vaudaux et al., 
2002 ; Kohler et 

al., 2003 ; Kahl et 

al., 2005 

surexpression de sigB et 

adhésines 

persistance à long terme dans les cellules 
hôtes et formation des SCVs 

Mitchell et al., 
2008 ; Tuchscherr 
& Löffler, 2015 
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3.2.2. Le biofilm, un environnement favorable à la persistance de S. aureus 

 

 Une des raisons augmentant l’impact des staphylocoques sur la santé publique est leur 

capacité à former des « biofilms ». Les biofilms sont des communautés bactériennes enchâssées 

dans une matrice exopolymérique, adhérentes à une surface et résistantes aux antimicrobiens et 

au système immunitaire (Paharik & Horswill, 2016 ; Figure 14). 

 Le cycle de vie d’un biofilm a pour étapes principales l’attachement initial à une surface, 

la maturation du biofilm et la phase de dispersion. Les moyens employés par les bactéries pour 

l’attachement initial varient selon la surface sur laquelle le biofilm va se former. S’il s’agit 

d’une surface inerte comme un polymère, son caractère hydrophobe est suffisant pour permettre 

l’attachement de S. aureus, même si l’autolysine Atl et les acides téichoïques de la paroi 

peuvent être impliqués. In vivo, ce sont les protéines de surface de S. aureus capables de se fixer 

sur les protéines de matrice des cellules hôtes qui sont impliquées dans la phase d’attachement, 

et plus particulièrement les adhésines ancrées dans la paroi bactérienne comme les MSCRAMM 

ou les SERAM avec la protéine Eap (Otto, 2018 ; Figure 14). Une particularité des biofilms 

formés par S. aureus est la présence d’une étape « d’exode » entre la première accumulation de 

bactéries et la maturation du biofilm (Figure 14). En effet, Moormeier et al. ont démontré que 

des portions de S. aureus se détachaient du site initial d’attachement et servaient de support 

pour la formation d’un biofilm mature en forme de tour. De plus, ils ont mis en évidence que 

cet « exode » entrant dans le cycle des biofilms à S. aureus est modulé par une nucléase 

(Moormeier et al., 2014 ; Figure 14). Ensuite, survient la maturation du biofilm, ou aussi 

appelée étape d’accumulation. Elle implique la prolifération des bactéries et la formation de la 

matrice du biofilm, composée de polysaccharides et d’ADN extracellulaire (Figure 14). Chez 

S. aureus, le principal composant de la matrice est un polysaccharide nommé PIA pour 

Polysaccharide Intercellular Adhesin, dont la biosynthèse est permise grâce aux produits des 

gènes de l’opéron icaADBC, qui permettent l’assemblage et l’export du PIA (Heilmann et al., 

1996). L’expression de l’opéron ica est sous le contrôle du répresseur IcaR (Conlon et al., 

2002). Cependant, des études récentes sur des isolats de S. aureus résistants et sensibles à la 

méticilline reportent que ceux-ci formaient majoritairement un biofilm dépendant de protéines 

et non du PIA (Pozzi et al., 2012 ; Loughran et al., 2014). Dans ce type de biofilm, il a été 

démontré que la protéine SasG participe aux interactions entre bactéries permettant la 

structuration du biofilm. En effet, SasG possède la capacité de s’auto-assembler en fibrilles 

permettant l’adhésion des bactéries entre elles (Geoghegan et al., 2010). L’étape finale et 

déterminante dans le cycle de vie d’un biofilm est sa dispersion, permettant la dissémination de 
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l’infection chez l’hôte. La dégradation de la matrice du biofilm nécessite l’action d’enzymes, 

nucléases et protéases, produites par la bactérie ou présentes dans l’environnement. De plus, les 

PSMs, en perturbant les interactions non covalentes, participent activement au détachement et 

à la dispersion du biofilm (Otto, 2018 ; Figure 14).  

 Les biofilms forment un environnement protecteur pour S. aureus contre la phagocytose, 

le complément et lui permettent également de tolérer les antibiotiques grâce à la formation de 

bactéries persistantes (Conlon, 2014). Un modèle proposé par Kim Lewis indique qu’un 

antibiotique bactéricide est capable de tuer la majorité des bactéries du biofilm, sauf les 

« persisters » (Lewis, 2001). A l’arrêt de l’antibiothérapie, ces « persisters » peuvent reprendre 

leur croissance et repeupler le biofilm causant le retour de l’infection (Figure 14). La capacité 

de S. aureus à former des biofilms présentant des bactéries persistantes, donc tolérantes aux 

antibiotiques, peut expliquer les difficultés rencontrées dans le traitement de nombreuses 

infections. Présent comme bactéries commensales sur la peau, les staphylocoques sont la 

première source d’infections associées à un biofilm sur le matériel médical implanté 

chirurgicalement. Souvent, il s’agit d’infections graves comme des endocardites ou des 

infections de prothèses articulaires qui peuvent évoluer en sepsis (Otto, 2018). 

 Outre la formation de SCVs et de bactéries persistantes à l’intérieur des biofilms, une 

importante formation stochastique de « persisters » chez S. aureus a été mise en évidence 

lorsque les bactéries sont en phase stationnaire de croissance. Chez ces bactéries persistantes, 

induites par une dose de ciprofloxacine de concentration supérieure à la CMI, l’entrée en état 

de persistance a été démontrée comme étant liée à une chute du taux intracellulaire d’ATP, 

augmentant la tolérance à la ciprofloxacine (Conlon et al., 2016). 

 Figure 14 : Modèle du cycle de vie d’un biofilm de S. aureus avec rechute de l’infection 
(Adaptée de Paharik & Korswill ; 2016 et Conlon 2014).  
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 Les infections à S. aureus produisant des bactéries persistantes sont des infections 

complexes où dans certains cas, formation de SCVs et de biofilm sont liés. Ainsi, Schwartbeck 

et al. sont parvenus à établir un lien entre la persistance d’infections pulmonaires à S. aureus 

chez des malades atteints de mucoviscidose et la présence de colonies mucoïdes ayant un 

important taux de mutations dans l’opéron ica (Schwartbeck et al., 2016).  

 Le point commun des bactéries persistantes chez S. aureus, en SCVs ou dans un biofilm, 

est un taux d’ATP intracellulaire très bas qui in vivo, est rencontré dans des sites d’infections 

anaérobies comme les os ou l’environnement pulmonaire des patients atteints de mucoviscidose 

(Bui et al., 2017). Eradiquer une infection chronique à S. aureus, avec présence de bactéries 

persistantes sous forme de SCVs ou de biofilm, reste un problème majeur de santé publique 

avec la nécessité de développer de nouveaux antibiotiques. La molécule ADEP4, développée 

récemment, est un antibiotique qui agit quel que soit le taux d’ATP de la bactérie et qui active 

les protéases Clp afin de stimuler la protéolyse. Son efficacité, en co-administration avec la 

rifampicine, a été démontrée contre les SCVs et dans l’éradication totale d’une infection 

associée à un biofilm dans un modèle murin (Conlon et al., 2013).  

 

E. Les régulateurs de la pathogénie de S. aureus 

 

 La pathogénie de S. aureus est hautement régulée et sous le contrôle d’un réseau 

complexe de régulateurs. On distingue les systèmes à deux composants, les facteurs de 

transcription et les ARNs régulateurs. 

 

1. Les systèmes à deux composants 
 

 Les systèmes de régulation à deux composants (TCS) sont des systèmes de transduction 

de signaux capables de détecter des changements environnementaux et de déclencher une 

réponse adaptée chez la bactérie au niveau transcriptionnel. Ils sont constitués de deux 

protéines : une histidine kinase transmembranaire, senseur du signal, et un régulateur de 

réponse. Suite à la fixation d’un ligand extracellulaire sur le senseur, une cascade de 

phosphorylations conduit à la fixation de la protéine régulatrice au niveau des promoteurs des 

gènes cibles. Chez S. aureus, cinq TCS ont été caractérisés comme impliqués dans la régulation 

de la virulence : le système Agr, SaeRS, SrrAB, ArlRS et LytRS (Bronner et al., 2004).  
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➢  Le système Agr (Accessory gene regulator) 

 Le quorum-sensing est un système de régulation de gènes par communication entre 

bactéries dépendant de la densité de population bactérienne et de l’environnement (Waters & 

Bassler, 2005). Le locus agr a une taille de 3,5 kb et consiste en deux unités de transcription, 

RNAII et RNAIII sous le contrôle des promoteurs P2 et P3 respectivement. Le locus RNAII 

comporte quatre gènes, agrB, agrD, agrC et agrA. Le gène agrD encode le peptide AIP (Auto-

Inducer Peptide) de 7 à 9 acides aminés, précurseur du signal extracellulaire du système de 

quorum sensing Agr. S. aureus synthétise la molécule de signalisation AIP qui s’accumule dans 

l’environnement jusqu’à atteindre une concentration seuil, dépendante de la densité bactérienne 

(Le & Otto, 2015, Figure 15 A). Le gène agrB code pour une endopeptidase transmembranaire 

qui va maturer et exporter l’AIP dans le milieu extracellulaire. Les gènes agrC et agrA codent 

un TCS où AgrC est l’histidine kinase et AgrA est le régulateur de réponse. Une fois la 

concentration seuil atteinte, l’auto-inducteur AIP va aller se fixer sur son récepteur AgrC. 

Phosphorylé par AgrC, AgrA se fixe sur les régions promotrices P2, P3, et sur les promoteurs 

de gènes, comme par exemple les gènes codant les PSMα et PSM , pour activer leur 

transcription (Figure 15 B). La fixation de AIP sur AgrC entraîne donc une cascade de réactions 

afin de moduler l’expression des gènes de virulence et favoriser l’entrée de S. aureus dans une 

stratégie d’invasion des tissus (Le & Otto, 2015, Figure 15).  

   

 En plus des AIP, le système Agr peut être activé par d’autres régulateurs comme le facteur 

de transcription SarA, le système à deux composants SrrAB ou des facteurs environnementaux 

tels que la concentration en glucose et le pH (Le & Otto, 2015). Il peut réguler la virulence de 

manière directe avec AgrA qui va induire l’expression des PSMs et inhiber des gènes du 

Figure 15 : Rôle joué par le système de quorum-sensing Agr dans la régulation de la virulence de S. aureus. 
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métabolisme, ou indirecte avec l’ARN régulateur ARN III qui favorise l’expression de toxines 

et enzymes sécrétées par S. aureus pour envahir les tissus de l’hôte et inhibe l’expression des 

adhésines. On compte plus d’une centaine de facteurs de virulence dont l’expression est régulée 

positivement ou négativement par le système Agr qui est le système de régulation majeur de la 

virulence de S. aureus (Le & Otto, 2015). En plus de promouvoir la phase d’invasion d’une 

infection à S. aureus, le système Agr est impliqué dans la survie en intracellulaire et la 

formation des biofilms. En effet, l’expression des gènes du système agr est diminuée chez les 

SCVs mais elle est augmentée au moment de la sortie du phagolysosome ou de la lyse de la 

cellule par l’α-hémolysine et les PSMα. Alors que dans le biofilm, les PSMs participent 

activement à sa structuration et à la phase de dispersion, pendant laquelle le système Agr est 

activé. Par les gènes qu’il régule, le système de quorum sensing Agr est directement lié à la 

pathogénie de S. aureus dans les infections cutanées et tissulaires, via l’expression de toxines, 

mais aussi dans les endocardites, les pneumonies et les ostéomyélites via son implication dans 

le cycle de vie du biofilm (Oliveira et al., 2018 ; Otto, 2018).  

 

➢ Autres TCSs participant à la régulation de la pathogénie de S. aureus 

 D’autres TCSs permettent aussi à S. aureus d’intégrer les signaux de son environnement 

et d’adapter l’expression de ses gènes de virulence. Ces TCSs sont regroupés dans le Tableau 

4. Le TCS SaeRS est particulièrement impliqué dans la régulation de la virulence de S. aureus 

via l’activation de l’expression de toxines sécrétées favorisant la dissémination du pathogène 

dans les tissus, la formation d’abcès, et via la production de protéines d’évasion du système 

immunitaire augmentant la survie de S. aureus dans le sang (Münzenmayer et al., 2016 ; Spaan 

et al., 2013b ; Thomer et al., 2016). 
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Tableau 4 : Les systèmes à deux composants SaeRS, SrrAB, ArlRS et LytRS 

 

  

2. Les facteurs de transcription 

 

 Afin d’optimiser l’expression des gènes, un réseau de régulation complexe imbriquant 

entre eux les différents systèmes de régulation est mis en œuvre par la bactérie (Figure 16). Les 

facteurs de transcription appartiennent à ce réseau complexe, on distingue le facteur sigma 

alternatif SigmaB et les facteurs de transcription de la famille Sar. 

Composants 
Stimuli 

environnementaux 
Gènes régulés Références 

SaeRS : S. aureus exoprotein expression 

-SaeS : senseur 
-SaeR : régulateur 

-SaeP : lipoprotéine 
-SaeQ : protéine 

transmembranaire 

peptides produits par 
les neutrophiles 

humains (HNPs), 
calprotectine des 

neutrophiles, 
peroxyde 

d’hydrogène H2O2, 
-lactamines, 1M 
NaCl, pH acide 

induit l’expression 
d’adhésines, les hémolysines 
α et , protéines d’évasion du 

système immunitaire 

Liu et al., 
2016b 

SrrAB : Staphylococcal respiratory response 

-SrrB : senseur 
-SrrA : régulateur 

disponibilité en 
oxygène, carence 

nutritive 

-aérobie : stimule expression 
de la toxine TSST-1, de la 

protéine A, du régulateur IcaR 
et de la NOS (nitric oxyde 

synthase)  
-anaérobie : répression des 
gènes tsst, spa et icaR ce qui 
induit la formation de biofilm 

Yarwood et 

al., 2001 
Ulrich et al., 

2007 
James et al., 

2019 

ArlRS : Autolysis related locus 

-ArlS : senseur 
-ArlR : régulateur 

croissance 
bactérienne, stress 

de paroi 

inhibe les autolysines 
permettant à S. aureus de 
casser sa paroi lors de la 

division cellulaire (souches 
sensibles méticilline), active 
l’expression du régulateur 

transcriptionnel MgrA 

Fournier & 
Hooper, 

2000 
Memmi et 

al., 2012 
Walker et 

al., 2013 
Burgui et al., 

2018 

LytRS  

-LytS : senseur 
-LytR : régulateur 

croissance 
bactérienne, stress 

de paroi 

régulation positive des gènes 
lrgA et lrgB qui inhibent 

l’hydrolyse du peptidoglycane 

Bronner et 

al., 2004 
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➢ Le facteur SigmaB (σB) 

 La transcription et la synthèse des facteurs de virulence de S. aureus répondent également 

aux stress environnementaux, que celui-ci peut rencontrer au cours d’une infection, via le 

régulateur transcriptionnel σB. En absence de stimuli environnementaux, σB est inhibé, 

séquestré par l’anti-facteur-σ RsbW. En présence d’un stress environnemental comme un pH 

acide ou un stress oxydant (par exemple dans le phagolysosome), la phosphatase RsbU va 

activer RsbV en le déphosphorylant et RsbV va alors entrer en compétition avec le facteur σB 

pour la fixation sur RsbW. On a alors une augmentation de la concentration de σB libre dans la 

cellule. Associé au core-enzyme de l’ARN polymérase, σB va pouvoir se fixer aux promoteurs 

σB-dépendants des gènes cibles et permettre leur transcription (Sommerville & Proctor, 2009). 

σB participe à l’inhibition de l’expression des gènes de virulence spa et hla, codant 

respectivement pour la protéine A et l’α-hémolysine (Kullik et al., 1998 ; Horsburgh et al., 

2002 ; Figure 16). σB joue aussi un rôle important dans la persistance intracellulaire et les 

infections chroniques. Il a été démontré que des souches délétées de σB étaient incapables de 

former des SCVs lors d’expériences d’infections sur culture cellulaire suggérant que ce 

régulateur est indispensable pour la persistance de S. aureus à long terme dans les cellules de 

l’hôte (Kahl et al., 2016). 

 

➢ Les facteurs de transcription de la famille Sar 

 Le locus sar fait partie lui aussi des grands systèmes de régulation de S. aureus. Un de 

ces acteurs est le facteur de transcription (FT) SarA qui module l’expression d’environ 1β0 

gènes et influence notamment la transcription de l’ARN III (Cheung et al., 2008 ; Jenul & 

Horswill, 2018). A la différence du système Agr, dépendant de la phase de croissance, la 

synthèse de la protéine SarA est constante. Le locus sarA est complexe, avec la production de 

trois transcrits sous le contrôle des promoteurs P1, P2 et Pγ. La régulation de l’expression des 

facteurs de virulence de S. aureus par SarA a lieu de manière dépendante du système Agr via 

sa fixation sur le promoteur P2 du locus agr ou de manière indépendante. En effet, il a été 

montré que SarA régule positivement la transcription de l’ARN III et donc régule le système 

Agr de quorum sensing (Arya & Princy, 2013 ; Figure 16). SarA régule aussi l’expression 

d’autres gènes de la famille Sar tels sarS et sarV (Figure 16). De plus, SarA agit également en 

stabilisant les ARNm des protéines A et CNA pendant la phase exponentielle de croissance en 

se fixant directement aux ARNm pour inhiber leur dégradation par les RNases (Roberts et al., 
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2006 ; Morrison et al., 2012a). Au niveau transcriptionnel, SarA stimule l’expression de la 

leucocidine PVL et en synergie avec SarS, inhibe la production de protéases extracellulaires se 

traduisant par une adhésion augmentée de S. aureus et une plus grande capacité à former des 

biofilms (Bronner et al., 2000 ; Mrak et al., 2012). 

 

 SarA possède 8 paralogues fonctionnels dans le génome de S. aureus : SarS, SarV, SarR, 

SarT, SarU, SarX, Rot et MgrA. Tous ces paralogues agissent de concert pour réguler de 

manière positive ou négative leur expression mais aussi celle de nombreux gènes cibles 

impliqués dans la virulence, la formation de biofilm, la résistance aux antibiotiques, l’autolyse 

et des voies métaboliques (Arya & Princy, 2013 ; Jenul & Horswill, 2018 ; Figure 16).  

 

 SarS participe activement à la régulation de la protéine A puisque le gène sarS est situé 

en amont du gène spa. Dans un mutant de délétion des loci agr et sarA, SarS induit une 

surexpression de spa, expression qui se retrouve diminuée dans un mutant de délétion de sarS 

(Cheung et al., 2001). L’expression de SarS est fortement inhibée par SarA, et induite par SarT. 

SarS inhibe l’expression de la toxine exfoliative ETA et de l’α-hémolysine. SarS participe 

également à la régulation d’EGM en activant l’expression des gènes encodant les recombinases 

A et B responsables de l’excision des cassettes SCCmec suggérant l’implication de SarS dans 

le transfert horizontal de gènes de résistance aux antibiotiques (Jenul & Horswill, 2018 ; Zhang 

et al., 2015 ; Figure 16). 

 

 SarV régule les gènes de l’autolyse encodant des hydrolases du PG qui participent au 

renouvellement de la paroi, à la division cellulaire et à la lyse des cellules bactériennes. Il a été 

montré que la délétion de sarV rendait S. aureus plus résistant à la lyse par le triton-X100 et à 

l’action des pénicillines par diminution de l’activité hydrolase des muréines extracellulaires 

alors que sa surexpression provoquait une hypersensibilité de S. aureus à cette lyse (Manna et 

al., 2004).  

 SarR a plutôt un rôle de répresseur (Figure 16) car il réprime l’expression des gènes sarA, 

agr, hla, hlb et spa (Arya & Princy, 2013). De même, SarT, dont l’expression est réprimée par 

SarA, inhibe la transcription de l’ARN III et de l’α-hémolysine. A proximité de sarT mais sur 

le brin opposé d’ADN, se trouve le gène sarU, dont l’expression est réprimée par SarT (Manna 

& Cheung, 2003 ; Figure 16). Au contraire de SarT, SarU stimule la transcription de l’ARN III 

et atténue l’expression des gènes contrôlés par le système Agr. Il a été démontré par des analyses 
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transcriptionnelles et par Northern blot une diminution des niveaux d’ARN II et d’ARN III dans 

une souche délétée de sarU (Liu et al., 2006).  

 

 SarX est aussi un répresseur du système Agr et donc d’exoprotéines impliquées dans la 

virulence. De plus, SarX est aussi impliqué dans la formation de biofilm dépendant de l’opéron 

icaADBC par l’intermédiaire d’un autre FT de la famille AraC/Xyl nommé Rbf. En effet, 

l’expression de sarX est activée par Rbf, SarX va alors réprimer l’expression du répresseur 

icaR, activant l’expression de l’opéron icaADBC et stimulant la formation de biofilm par 

S. aureus (Gallegos et al., 1997 ; Cue et al., 2013). SarX est aussi lui-même régulée 

positivement par MgrA qui régule donc de manière indirecte l’expression du système Agr et la 

production de biofilm (Manna & Cheung, 2006 ; Figure 16). 

 

 MgrA est un autre régulateur global de S. aureus qui stimule la production du 

polysaccharide 8 de la capsule, de la nucléase et empêche la production d’α-hémolysine, de la 

coagulase, de protéases et de la protéine A (Luong et al., 2003). Indépendamment du système 

Agr, MgrA peut se lier directement aux promoteurs des gènes hla et sarS pour moduler 

l’expression de l’α-hémolysine et de la protéine A (Ingavale et al., 2005). MgrA se fixe aux 

promoteurs des gènes norA et norB encodant des pompes d’efflux non spécifiques impliqués 

dans la résistance aux fluoroquinolones et aux phénicolés, afin d’activer leur expression sous 

forme déphosphorylée ou de la réprimer sous forme phosphorylée (Truong-Bolduc et al., 2005, 

2010 ; Figure 16). Pour la régulation de la formation de biofilm, l’effet de MgrA semble 

souche-dépendant car la délétion de mgrA n’a pas d’effet sur l’accumulation de PIA, un des 

composants du biofilm, dans la souche LAC, alors que chez la souche UAMS-1, la production 

de PIA est augmentée (Trotonda et al., 2008 ; Atwood et al., 2015). Plus récemment, Jin et al. 

ont démontré que MgrA et le régulateur de réponse ArlR pouvaient se lier directement au 

promoteur de l’opéron ica pour induire l’expression de l’opéron et la production de PIA (Jin et 

al., 2018). 

 

 Rot (Represseur of toxins) est un autre FT homologue de SarA dont l’expression est 

inhibée par l’ARN III, et qui agit en amont du système Agr pour stimuler la synthèse de la paroi 

(Figure 16 ; Arya & Princy, 2013). En se fixant sur les promoteurs de ces gènes cibles avec 

une affinité plus ou moins grande, Rot stimule l’expression de 86 gènes dont la protéine A (spa) 

et lui-même par une boucle d’auto-régulation alors qu’il réprime l’expression de 60 gènes 
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comme ceux codant certaines protéases, la lipase, l’entérotoxine B (seb) et les hémolysines α 

et  (hla et hlb) au niveau transcriptionnel (Jenul & Horswill, 2018). 

  

 

 

Les FT sont donc des acteurs majeurs de la régulation de la virulence de S. aureus. Ils 

agissent directement en se fixant sur les promoteurs des gènes cibles pour induire, ou réprimer, 

leur expression ou indirectement en régulant un autre régulateur. 

 

Figure 16 : Circuits de la régulation de l’expression des gènes impliqués dans la pathogénie de 
S. aureus comprenant le système Agr, les TCSs et les FTs.  Ce schéma est représentatif 

d’informations extraites d’articles scientifiques concernant la régulation de la pathogénie de S. aureus. 

Les deux TCS représentés ici sont en noir, le FT alternatif Sigma B en bleu, les FTs de la famille Sar en 

violet, l’ARN III en jaune et les cibles régulées sont en bleu. Les flèches noires correspondent à une 

régulation au niveau transcriptionnel et celles en bleu à une régulation post-transcriptionnelle. Les 

flèches symbolisées par un trait plein correspondent aux régulations positives et celles en pointillés aux 

régulations négatives.  
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3. Les ARN régulateurs impliqués dans la pathogénie de S. aureus 

 

 Les ARN régulateurs (ARNreg) font également parti de la boîte à outils des bactéries pour 

s’adapter aux changements rapides de leur environnement et contrôler l’expression de leurs 

facteurs de virulence. Différents types d’ARNreg ont été identifiés chez les bactéries et les plus 

étudiés sont ceux régulant leur ARN cible par appariement de bases afin de moduler 

l’expression des gènes, parmi lesquels on trouve les ARNreg agissant en cis (ARN antisens, 

asARN) et ceux agissant en trans (taARN). Les asARN sont des ARNreg transcrits à partir du 

brin complémentaire de leur gène cible et ont donc une complémentarité parfaite et étendue 

avec celui-ci. Au contraire, les taARN n’ont pas de grandes régions chevauchantes avec leur 

cible et ils sont situés au niveau d’un autre locus dans le génome bactérien. La définition 

communément admise des taARN est basée sur un ensemble de caractéristiques. Elle indique 

que ces ARNreg sont transcrits sous le contrôle du promoteur du gène encodant l’ARNreg, 

qu’ils exercent leur fonction régulatrice par appariement de bases avec leur ARNm cible au 

niveau de zones complémentaires de 7 à 12 nucléotides avec une complémentarité parfois 

partielle et qu’ils forment un groupe d’ARN de taille hétérogène allant d’environ 50 à 500 

nucléotides. Certains de ces ARN dépendent de la présence d’une protéine chaperonne pour 

assurer leur stabilité et les assister dans leur fonction de régulateur (Carrier et al., 2018). 

 La famille des ARNreg compte également des ARNs particuliers nommés riboswitches 

et thermosenseurs. Les riboswitches sont des ARNreg formés à partir de régions 5′-UTR 

structurées d’un ARNm. Ils détectent des métabolites ou produits de voies de biosynthèse 

bactérienne et exercent un rétrocontrôle de ces voies de biosynthèse. Ils sont généralement 

composés de deux domaines structurés indépendants, l’un déterminant la sensibilité au signal 

(aptamère), et l’autre permettant la régulation. La fixation d’un ligand spécifique sur le domaine 

aptamère va entraîner un changement de la structure du riboswitch affectant la structure du 

domaine adjacent et permettant l’expression de l’ARNm (Svensson & Sharma, 2016). Les 

régions 5′-UTR structurées peuvent aussi réguler l’expression de gènes en réponse à des 

changements de température. C’est le cas des ARNreg thermosenseurs qui, en fonction des 

changements de température, possèdent une structure secondaire différente permettant soit 

d’exposer soit de séquestrer le site de fixation du ribosome (RBS) pour réguler la traduction 

(Svensson & Sharma, 2016). 

 Les ARNreg agissent à travers différents mécanismes d’action pour réguler leur cible. La 

Figure 17 présente les mécanismes d’action les plus classiques utilisés par les ARNreg pour 

activer ou réprimer la traduction de leur ARNm cible. Ainsi, les ARNreg peuvent, par 
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appariement de bases, rendre accessible le RBS ou protéger un site de clivage de l’ARNm cible 

dans le but d’activer la traduction de l’ARNm (Figure 17, partie gauche). Au contraire, dans 

les cas d’ARNreg inhibant la traduction de leur cible, le contrôle de la traduction des ARNm 

s’effectue en bloquant l’accès du RBS au ribosome ou en recrutant des RNases qui vont 

dégrader l’ARNm (Figure 17 partie droite ; Svensson & Sharma, 2016). De plus, les ARNreg 

ont une structure secondaire comportant des tiges-boucles nécessaires à leur fonction 

régulatrice. 

 

 

 

 

 S. aureus exprime une centaine de ces ARNreg, qui sont compilés dans la base de 

données SRD pour Staphylococcal regulatory RNA Database (Tomasini et al., 2014 ; Sassi et 

al., 2015 ; Bronsard et al., 2017). Certains de ces ARNreg participent activement à la régulation 

des facteurs de virulence de S. aureus, notamment l’ARN III, transcrit sous le contrôle du 

promoteur P3 du système de quorum sensing Agr. 

Figure 17 : Mécanismes de régulation directe par les ARNreg de l’expression de leurs ARNm 
cibles.  L’interaction avec l’ARN cible s’effectue par appariement de bases au niveau d’une région 

complémentaire soit pour activer (1- en vert) ou réprimer (3- en rouge) la traduction de l’ARNm cible 

ou augmenter sa stabilité (2- en vert) ou favoriser sa dégradation (4- en rouge) par le recrutement de 

RNases. RBS désigne le Ribosome Binding Site. 
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3.1. L’ARN III 
 

 L’ARN III est un ARNreg agissant en trans car il n’est pas codé au niveau du même locus 

que ces ARNm cibles. C’est un ARN de 514 nucléotides, hautement structuré avec 14 tiges-

boucles et qui est l’effecteur du système de « quorum sensing » Agr (Novick et al., 1993). C’est 

un ARN bifonctionnel, codant pour une PSM appelée δ-hémolysine (gène hld). Ces fonctions 

régulatrices sont présentées dans la Figure 18.  

Crucial pour la virulence de S. aureus, l’ARN III permet à la bactérie d’effectuer une 

transition entre l’expression de nombreuses protéines de surfaces comme les adhésines, et la 

synthèse de toxines sécrétées (Bronesky et al., 2016). La structure complexe de l’ARN III lui 

permet d’interagir avec les ARNm rot et coa via les tiges-boucles 7 et 1γ, l’ARNm sbi avec les 

tiges-boucles 1 et 10-11 et l’ARNm spa par l’intermédiaire de la boucle 1γ. La fixation de 

l’ARN III sur les ARNm cibles rot, coa, sbi et spa réprime l’initiation de la traduction et aboutit 

à la dégradation des complexes ARN III-ARNm cible par l’endoribonucléase III (RNase III), 

enzyme dégradant les ARN doubles brins (Boisset et al., 2007 ; Chabelskaya et al., 2014 ; 

Chevalier et al., 2010 ; Huntzinger et al., 2005 ; Figure 18). Ainsi, l’ARN III inhibe 

directement la production de protéines de surfaces majeures comme la protéine A, la coagulase 

et Sbi, impliquées dans l’adhésion et l’échappement au système immunitaire. L’ARN III 

réprime également l’expression de lytM qui code pour une autolysine associée au 

renouvellement du PG, la division cellulaire, l’export de protéines et la formation de biofilms 

(Bronesky et al., 2016). Les fonctions activatrices de l’ARN III ciblent les gènes hla et mgrA 

(Figure 18). L’interaction de l’ARN III, via sa tige-boucle 2, avec la partie 5′-UTR de l’ARNm 

hla libère la séquence Shine-Dalgarno (SD) et permet donc le recrutement des ribosomes et 

l’initiation de la traduction. Pour l’ARNm mgrA, son interaction avec les tiges-boucles 2 et 13 

de l’ARN III au niveau de la partie 5′-UTR de mgrA le stabilise et inhibe sa dégradation 

(Bronesky et al., 2016). 

L’ARN III est donc un régulateur aux multiples cibles connues, et qui possède également 

de nombreuses autres cibles, pour lesquelles l’interaction nécessite encore une démonstration 

expérimentale. De plus, son action régulatrice sur Rot et MgrA qui sont eux-aussi des 
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régulateurs globaux de l’expression des gènes chez S. aureus met en lumière la complexité et 

la présence de différents niveaux pour réguler la pathogénie de S. aureus. 

 

 

3.2. Autres ARN régulateurs impliqués dans la pathogénie de S. aureus 

 

 Initialement détectés par des analyses bio-informatiques et transcriptomiques, sept 

ARNreg exprimés par S. aureus ont été découverts sur des SaPI, nommés de SprA à SprG pour 

small pathogenicity island RNA (Pichon & Felden, 2005). Certains de ces ARN Spr ont été 

démontrés comme impliqués dans la pathogénie de S. aureus. Par exemple, SprD réprime 

l’expression de l’ARNm sbi pendant la phase exponentielle de croissance. SprD contribuent 

également à la mise en place de l’infection dans un modèle murin de septicémie (Chabelskaya 

et al., 2010 ; 2014). Si SprD est impliqué dans la virulence de S. aureus, SprC est, quant à lui, 

plus favorable à la colonisation de l’hôte par la bactérie. En effet, des expériences ont montré 

que la délétion du gène sprC augmente la virulence et la dissémination de S. aureus chez des 

animaux colonisés (Le Pabic et al., 2015). La régulation de l’ARNreg SprC a fait l’objet d’une 

étude démontrant que SarA réprime l’expression de SprC en se fixant sur son promoteur (Mauro 

et al., 2016). 

 L’ARNreg SprX1 participe à la résistance de S. aureus aux antibiotiques de la famille des 

glycopeptides en réprimant la traduction de la protéine SpoVG dont la fonction est de réguler 

Figure 18 : Mécanismes d’action de l’ARN III sur ces ARNm cibles, (Adaptée de Bronesky et al., 2016). 
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différents processus liés à la paroi bactérienne (Eyraud et al., 2014). De plus, il a été démontré 

que SprX1 activait l’expression des facteurs de virulence hld encodant la δ-hémolysine et clfB 

encodant une adhésine (Kathirvel et al., 2016). En plus de la résistance aux antibiotiques, 

d’autres ARNreg agissant en trans peuvent aussi participer à la tolérance aux antibiotiques et à 

la formation de SCVs chez S. aureus. Ainsi, la surexpression des ARNreg RsaA et RsaE a été 

mise en évidence chez les SCVs. Romilly et al. ont démontré que lors de conditions de stress 

activant le FT σB, RsaA réprimait l’expression du régulateur MgrA et par conséquent favorisait 

l’adhésion et la formation de biofilms. Sur modèle murin, il a été mis en évidence dans cette 

même étude que RsaA favorise une infection chronique et réduit la gravité d’une infection 

systémique (Romilly et al., 2014). La participation de RsaE dans le phénotype des SCVs serait 

plus en lien avec ses fonctions régulatrices de gènes du métabolisme et notamment la répression 

de gènes impliqués dans le cycle métabolique de l’acide tricarboxylique (TCA) et la 

biosynthèse des folates. Les SVCs ont une production d’ATP réduite et ont besoin de ralentir 

leur métabolisme. RsaE serait impliqué dans cette adaptation, d’autant plus qu’il est régulé par 

le TCS SrrAB induit par une diminution de la synthèse de ménaquinone (Mashruwala et al., 

2017 ; Rochat et al., 2018). Un autre ARNreg nommé RsaI favorise l’adaptation de S. aureus 

aux conditions de son environnement. Dans un environnement pauvre en glucose, RsaI favorise 

une réorientation du métabolisme en inhibant l’expression des gènes glcU et fn3K, encodant 

respectivement une glucose perméase et une enzyme de protection contre les fortes 

concentrations de glucose. Mais indépendamment de ses cibles métaboliques, Bronesky et al. 

ont démontré que RsaI stabilisait l’ARNm icaR ce qui inhibe l’expression de l’opéron ica et 

donc la formation de biofilms (Bronesky et al., 2019).        

 Dans tous ces exemples, l’étape clé est la formation de complexes entre ARNreg et leurs 

ARNm cibles, codant pour des facteurs de virulence, impliqués dans la formation de biofilms 

ou dans l’adaptation de S. aureus aux stress environnementaux et aux antibiotiques. Ces 

ARNreg importants pour la pathogénie de S. aureus sont regroupés dans le Tableau 5.   
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Tableau 5 : Principaux ARNreg impliqués dans la pathogénie de S. aureus 

 

 Parmi les ARNreg identifiés par Pichon et al. en 2005, SprA et SprG sont associés à un 

ARN antisens codé en cis, SprAAS et SprF respectivement. Leur étude a démontré qu’ils 

formaient des systèmes toxine-antitoxine (STA) de type I (Sayed et al., 2011, Pinel-Marie et 

al., 2014). 

ARNreg 
Cibles connues Fonctions Références 

SprC 
inhibe l’ARNm atl de 

l’autolysine 

diminution de la phagocytose 
et de la dissémination de 

S. aureus 

Le Pabic et al., 
2015 

SprD 
réprime la traduction de 

sbi en phase exponentielle 
de croissance 

régulation de Sbi en 
coopération avec l’ARN III 

Chabelskaya et al., 
2010 ; Chabelskaya 

et al., 2014 

SprX1 

réprime la traduction de 
spoVG, stimule la 

traduction de clfB et hld 

résistance aux antibiotiques, 
virulence 

Eyraud et al., 
2014 ; Kathirvel et 

al., 2016 

RsaA 

réprime l’expression de 
mgrA, de gènes codant des 
hydrolases de la paroi et 

une molécule 
immunomodulatrice (FIR) 

régulation de la virulence, 
favorise une infection 
chronique, stimule la 
formation de biofilm 

Romilly et al., 
2014 ; Tomasini et 

al., 2017 

RsaE 

inhibe les gènes du cycle 
métabolique de l’acide 

tricarboxylique (TCA) et 
de la biosynthèse des 

folates, inhibe l’ARNm 
rocF codant une arginase 

Adaptation du métabolisme, 
surtout chez les SCVs 

Geissmann et al., 
2009, Bohn et al., 
2010 ; Rochat et 

al., 2018 

RsaI 

inhibe les ARNm glcU et 
fn3k, stabilise l’ARNm 

icaR  

adaptation du métabolisme et 
inhibition de la formation de 

biofilm 

Bronesky et al., 
2019 

RsaOX 
transposase hypothétique 

SA0062 
stabilité du génome Bohn et al., 2010  

SSR42  
hémolyse, échappement au 

complément en phase 
stationnaire de croissance 

Morrison et al., 
2012b 

ArtR 
active l’expression de 

l’hémolysine α, 
ARNm sarT 

virulence, favorise la 
dégradation de sarT 

Xue et al., 2014 
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II. Les systèmes toxine-antitoxine de 

type I 
 

 Les STA sont de petits modules génétiques codant une toxine stable, dont la surexpression 

induit la mort ou la stase bactérienne, et son antitoxine labile, qui neutralise l’activité de la 

toxine (Van Melderen & Saavedra De Bast, 2009). De nombreux STA sont présents dans les 

génomes des bactéries et des archaebactéries. Ils sont classés en six types selon la nature de 

l’antitoxine et son mode d’action. Alors que la toxine est toujours une protéine, l’antitoxine est 

soit un ARN (type I et III), soit une protéine (type II, IV, V et VI). Quel que soit la nature de 

l’antitoxine, son action a toujours pour but d’inhiber la synthèse de la toxine, de la séquestrer 

ou de contrebalancer son activité toxique (Lobato-Marquez et al., 2016).  

 

A. Classification des systèmes toxine-antitoxine 

1. Les systèmes toxine-antitoxine avec une antitoxine de nature ARN 

 

 Chez les STA de type I et de type III, la toxine est une protéine et l’antitoxine un petit 

ARN non codant. Les STA de type I sont les mieux caractérisés parmi les STA ayant une 

antitoxine de nature ARN. Dans ces systèmes, l’antitoxine est un ARN antisens interagissant 

par appariements de bases avec l’ARNm codant la toxine afin d’inhiber sa traduction et/ou 

d’induire sa dégradation. Des STA de type I ont été découverts chez les bactéries Gram positive 

et négative, sous la forme de deux gènes chevauchants transcrits de manière convergente ou 

sous la forme de deux unités de transcription divergentes et n’appartenant pas au même locus. 

Du fait de ces différentes organisations génomiques retrouvées chez les STA de type I, on 

distingue les antitoxines qui sont des ARN antisens codés en cis et les antitoxines codées en 

trans par rapport au gène de la toxine (Brantl, 2012). A l’exception des peptides cytoplasmiques 

SymE et de RalR, les toxines de type I sont de petits peptides hydrophobes possédant un 

domaine transmembranaire putatif et capables de former des pores dans les membranes 

cellulaires ou d’induire la condensation du nucléoïde (Brielle et al., 2016).  

 Contrairement à l’antitoxine de type I qui s’apparie avec l’ARNm de la toxine pour 

favoriser la dégradation de l’ARN duplex et/ou inhiber sa traduction, l’antitoxine de type III 
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interagit directement avec la toxine protéique pour la séquestrer grâce à une structure avec des 

pseudo-nœuds (Page & Peti, 2016 ; Figure 19). Le premier STA de type III découvert, et aussi 

le plus étudié, est le système toxIN du phytopathogène Pectobacterium atrosepticum (aussi 

appelé Erwinia carotovora sous-espèce atroseptica) impliqué dans la protection de la bactérie 

contre les bactériophages (Fineran et al., 2009 ; Short et al., 2013). Le locus toxIN comporte 

certaines particularités. Il est précédé par des répétitions nucléotidiques en tandem en amont du 

gène de l’antitoxine toxI et il possède une courte séquence répétée de palindromes entre le gène 

toxI et le gène toxN codant la toxine. La toxine ToxN est une RNase qui clive notamment le 

transcrit toxIN et permet la maturation de l’antitoxine ARN ToxI. L’antitoxine ARN ToxI peut 

alors aller s’associer à la toxine au niveau du site actif, inhibant son activité (Page & Peti, 2016, 

Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Les systèmes toxine-antitoxine avec une antitoxine protéique 

➢ Les STA de type II 

 

 Ce sont de loin les STA les plus répandus dans les génomes bactériens avec plus d’une 

centaine de STA identifiés, et donc les plus étudiés. Les antitoxines de type II possèdent deux 

domaines, un domaine N-terminal très structuré avec des motifs de liaison à l’ADN et un second 

domaine plus désorganisé en C-terminal impliqué dans l’interaction avec la toxine et sa 

Figure 19 : Représentation schématique des STA avec une antitoxine ARN. Les toxines sont 
représentées en jaune et les antitoxines en orange à la fois pour les STA de type I en A et pour les STA 
de type III en B. 
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neutralisation (Lobato-Marquez et al., 2016). Dans la plupart des cas, les STA de type II 

fonctionnent avec une boucle d’autorégulation assurée par l’antitoxine qui avec son domaine 

de liaison à l’ADN, va se fixer sur le promoteur de l’opéron pour réprimer la transcription du 

STA, avec parfois la toxine comme co-répresseur. Pour beaucoup de STA de type II, cette 

répression de l’expression du STA est dépendante du ratio de toxine et d’antitoxine présentes 

dans la bactérie. Lorsque l’antitoxine est en excès, elle est complexée avec la toxine, inhibant 

son activité toxique et l’expression de l’opéron. Mais lorsque la quantité de toxines augmente, 

la stœchiométrie du complexe change et la répression est levée pour permettre la production 

d’antitoxines (Lobato-Marquez et al., 2016 ; Figure 20 A). Les toxines et antitoxines de type 

II diffèrent par leur sensibilité à être dégradées par des protéases ATP-dépendantes comme les 

protéases Lon ou Clp. Les toxines sont stables alors que les antitoxines sont hautement sensibles 

à la protéolyse. Les antitoxines de type II ont une structure tridimensionnelle partiellement 

organisée, ce qui les exposerait de manière plus importante à l’action des protéases que les 

toxines de type II. Cette différence de stabilité explique en partie l’organisation génomique de 

la plupart des opérons des STA de type II où le gène de l’antitoxine est transcrit en premier 

pour assurer un pool constant d’antitoxines pour neutraliser les toxines plus stables (Chan et 

al., 2016 ; Figure 20 A). 

 L’action toxique des toxines de type II entraine la perturbation de processus cellulaires 

essentiels comme la réplication et la traduction. Les toxines inhibant la réplication peuvent agir 

par inhibition de l’ADN gyrase et c’est le cas des toxines CcdB et ParE (Bernard et al., 1993 ; 

Jiang et al., 2002). La traduction des protéines est affectée à différents niveaux par les toxines 

de type II. Par exemple, les toxines RelE, MazF et MqsR sont des RNases clivant leurs ARNm 

cibles au niveau de sites spécifiques (Pedersen et al., 2003 ; Yamaguchi et al., 2009). D’autres 

toxines comme TacT chez Salmonella, ItaT et AtaT chez E. coli inhibent la traduction 

bactérienne en acétylant les ARN de transfert aminoacylés (Cheverton et al., 2016 ; Jurenas et 

al., 2017 ; Wilcox et al., 2018). Le facteur d’élongation ribosomique EF-Tu est également 

inhibé par la toxine Doc du STA phd-doc (Castro-Roa et al., 2013). Cependant, la grande 

majorité des toxines de type II sont des endoribonucléases (RNases) dépendantes ou non des 

ribosomes, inactivant la traduction des ARNm cibles. Certaines toxines comme RelE, YoeB, 

YafO et HigB chez E. coli se fixent directement au niveau du site A du ribosome où elles clivent 

les ARNm présents au ribosome. En revanche, les RNases MqsR et MazF sont ribosomes 

indépendantes (Page & Peti, 2016). 
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➢ Les nouveaux types de STA : types IV, V et VI 

 Les STA de type IV sont aussi formés d’une toxine et d’une antitoxine de nature 

protéique. Cependant, la neutralisation de la toxine par l’antitoxine ne s’effectue pas par 

interaction directe entre les deux partenaires mais en bloquant l’accès de la toxine à sa cible 

cellulaire (Figure 20 B). Le premier STA de type IV découvert est yeeUV chez E. coli. La 

toxine YeeV inhibe la croissance de la bactérie en se fixant sur les protéines MreB et FtsZ 

impliquées dans la polymérisation du cytosquelette, bloquant alors la division cellulaire. De 

son côté, l’antitoxine YeeU contrebalance l’activité toxique de YeeV en stabilisant 

l’assemblage des protéines du cytosquelette MreB et FtsZ (Masuda et al., 2012). 

 

 Seulement un seul STA de type V est connu à ce jour, nommé ghoST, présent chez E. coli 

et Shigella spp. Pour ce STA, l’antitoxine GhoS est une RNase qui, en conditions de croissance 

normale, clive l’ARNm de la toxine GhoT, inhibant sa traduction (Figure 20 C). Cependant, 

en conditions de stress, l’ARNm de l’antitoxine GhoS est dégradé par la toxine MqsR, 

appartenant à un STA de type II. La dégradation de l’antitoxine permet la traduction de la toxine 

GhoT, petit peptide hydrophobe qui perturbe le potentiel membranaire et donc la production 

d’ATP par la bactérie. GhoT est donc régulée à la fois par l’antitoxine GhoS mais aussi par le 

STA de type II MqsRA qui agissent de manière coordonnée pour contrôler la traduction de 

GhoT (Wang et al., 2012, 2013). 

 

 Plus récemment, c’est chez Caulobacter crescentus qu’a été mis en évidence un nouveau 

type de STA (type VI). La toxine SocB inhibe l’étape d’élongation de la réplication de l’ADN 

par fixation directe sur sa cible DnaN. L’antitoxine SocA est une protéine adaptatrice qui 

neutralise la toxicité de SocB en favorisant sa dégradation par la protéase ClpXP (Aakre et al., 

2013 ; Figure 20 D). 



Introduction 

 

67 

 

B.  Les systèmes toxine-antitoxine de type I 

1. Historique 

 

 Les STA de type I ont été initialement découverts dans les années 80 sur des plasmides 

comme étant impliqués dans leur maintenance. Ainsi, la stabilité des plasmides R1 et pAD1 au 

cours des divisions bactériennes est assurée entre autres, par les STA de type I hok/Sok (locus 

parB) pour le plasmide R1 de E. coli, et par fst/RNAII pour le plasmide pAD1 d’Enterococcus 

faecalis (E. faecalis) (Gerdes et al., 1986 ; Weaver et al., 1996). La fonction de ces STA dans 

le maintien de ces plasmides s’exerce par un mécanisme de post-segregational killing (PSK). 

Lorsqu’une copie du plasmide n’est pas transmise à la bactérie fille, l’antitoxine labile est 

rapidement dégradée. La toxine est alors traduite amenant à la mort de la bactérie qui a perdu 

le plasmide. Les bactéries possédant toujours le plasmide ne sont pas affectées par l’effet de la 

toxine grâce à la synthèse de novo et continue d’antitoxine (Van Melderen, 2010 ; Figure 21). 

La présence de tels éléments stabilisateurs sur des plasmides porteurs de gènes de résistance 

Figure 20 : Représentation schématique des STA avec une antitoxine de nature protéique. Les 
toxines sont représentées en jaune et les antitoxines en orange à la fois pour les STA de type II en A, de 
type IV en B, de type V en C et de type VI en D. 
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aux antibiotiques participe à leur maintien au cours des générations bactériennes en absence de 

pression de sélection et augmente leur prévalence chez les bactéries par rapport à un plasmide 

dépourvu de STA (Wang et al., 2015).  

 Par la suite, des homologues de ces STA plasmidiques ont été identifiés dans le 

chromosome bactérien, notamment lors d’études visant à découvrir de petits ARN exprimés par 

les bactéries (Sharma et al., 2010 ; Fozo et al., 2010). Pour beaucoup de ces STA 

chromosomiques, leur fonction est encore inconnue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Régulation de l’expression de la toxine  

 

Afin d’éviter leur autodestruction ou le ralentissement de leur croissance, les bactéries 

encodant des STA ont besoin de réprimer en permanence la production de toxines. 

L’organisation génomique des STA de type I est une exception car contrairement aux autres 

types, les deux gènes ne sont pas dans un opéron, mais ont chacun leur promoteur. Les 

antitoxines de types I neutralisent la production des toxines en inhibant la traduction de leur 

ARNm, en induisant la dégradation des ARNm des toxines par des RNases spécifiques ou via 

Figure 21 : Effet de « post-segregational killing » (PSK) lors de la non transmission verticale d’un 
plasmide codant un STA. La partie gauche de la figure représente les bactéries filles récupérant le 
plasmide encodant le STA lors de la division cellulaire. La partie droite correspond à une bactérie fille 
n’héritant pas de ce plasmide et subissant l’effet PSK. 
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les deux mécanismes (Brantl & Jahn, 2015). Mais indépendamment des antitoxines, il existe un 

premier niveau de contrôle de l’expression des toxines de type I avec la structure secondaire et 

la maturation des ARNm. 

 

2.1. Inhibition de l’expression des toxines grâce à la structure des ARNm 
 

Les ARNm des toxines de type I sont très structurés afin de prévenir l’expression du peptide 

toxique par différents mécanismes : la séquestration de la séquence SD, le besoin d’étapes de 

maturation de l’ARNm ou le blocage de la charge du ribosome au niveau d’une séquence 

additionnelle spécifique (Standby RBS) (Masachis & Darfeuille, 2018).  

 

➢ La séquestration de la séquence SD au niveau de l’ARNm de la toxine 

 Classiquement, l’efficacité de l’initiation de la traduction est liée à deux éléments de 

l’ARNm : son accessibilité pour les ribosomes et sa structure au niveau de la région d’initiation 

de la traduction (TIR). Bloquer cette accessibilité est donc un moyen de contrôler l’expression 

de gènes toxiques, d’autant plus que transcription et traduction sont souvent couplées chez les 

procaryotes. Ainsi, la formation d’un transcrit primaire non traductible à cause de sa structure 

interne emprisonnant la SD via une séquence anti-SD a été mis en évidence pour les toxines de 

type I Fst, TxpA, BsrE et BsrG chez les bactéries Gram positive (Masachis & Darfeuille, 2018 ; 

Figure 22). 

De plus, la structure secondaire de ces ARN non traductibles est essentielle à leur stabilité. 

En effet, contrairement à d’autres ARNm bactériens, ces transcrits primaires ont des demi-vies 

très élevées suggérant que la structure très compacte des ARNm des toxines de type I diminue 

leur dégradation par les RNases (Masachis & Darfeuille, 2018). Des exceptions existent à ce 

repliement emprisonnant la SD de l’ARNm de la toxine. Chez Bacillus subtilis (B. subtilis), 

l’ARNm de la toxine YonT (STA yonT/SR6) ne possède pas une structure masquant la SD mais 

possède un codon d’initiation de la traduction non canonique (GUG) qui réduit le taux de 

traduction de la toxine en diminuant l’affinité de l’ARNtfmet pour le codon d’initiation de la 

traduction (Reif et al., 2018). 
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➢ Présence d’une étape d’activation pour la traduction de l’ARNm des toxines 

 Certains ARNm de toxines nécessitent une étape d’activation pour permettre leur 

traduction. Ainsi, les ARNm aapA1 et hok appartenant respectivement aux STA aapA1/IsoA1 

d’Helicobacter pylori (H. pylori) et hok/Sok chez E. coli ont besoin d’un clivage au niveau de 

leur extrémité 3′-UTR. Cette maturation des ARNm aapA1 et hok induit un réarrangement de 

la partie 5′-UTR. Cependant, pour l’ARNm hok, l’activation de la traduction dépend aussi de 

la traduction couplée d’un cadre ouvert de lecture (ORF) situé en amont, et encodant le peptide 

Mok (Masachis & Darfeuille, 2018). Dans le cas de STA de type I dont les deux gènes sont non 

chevauchants comme tisB/IstR1, dinQ/AgrAB, shoB/OhsC et zorO/OrzO, le clivage de 

l’ARNm de la toxine conduisant à sa traduction s’effectue au niveau de son extrémité 5′-UTR. 

Ce clivage induit un changement structural de l’ARNm permettant à la fois la fixation du 

ribosome pour la traduction de la toxine et celle de l’antitoxine pour inactiver l’ARNm de la 

toxine (Masachis & Darfeuille, 2018). Par exemple, pour le système dinQ/AgrAB, le clivage 

au niveau de l’extrémité 5′-UTR de l’ARNm dinQ induit d’importants réarrangements et 

notamment l’ouverture d’une structure tige-boucle libérant la SD et permettant ainsi la 

traduction de la toxine DinQ (Kristiansen et al., 2016). 

 

➢ Présence d’un site de standby du ribosome 

 Pour certains STA de type I, le réarrangement structural induit par le clivage de 

maturation ne permet pas l’accessibilité de la SD sur l’ARNm de la toxine. Ces ARNm, par 

exemple tisB et zorO, nécessitent la présence d’un site de standby du ribosome (Standby RBS), 

une région simple brin permettant le chargement de la sous-unité 30S du ribosome (Masachis 

Figure 22 : Exemples de structures secondaires séquestrant la séquence SD chez des ARNm de 

toxines de type I. Les séquences antisens de la SD sont surlignées en noir alors que les séquences SD 
sont surlignées en rouge (Adaptée de Meissner et al., 2016 et Masachis & Darfeuille, 2018). 
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& Darfeuille, 2018). Le transcrit primaire tisAB est clivé en 5′ formant un transcrit plus court 

mais pour lequel la SD est toujours emprisonnée dans une structure en tige-boucle. Cependant, 

ce clivage expose une région au niveau de la 5′-UTR de l’ARNm permettant l’accès de la sous-

unité 30S du ribosome (Darfeuille et al., 2007). Un mécanisme similaire est également suggéré 

pour l’ARNm de la toxine ZorO (Wen et al., 2017) 

 

 La régulation de la traduction des toxines de type I peut être résumée par le modèle 

suivant. Au cours de la transcription, la traduction du transcrit en formation et la fixation de 

l’antitoxine sont réprimées par la formation de structures secondaires de l’ARNm de la toxine 

séquestrant la séquence SD. A la fin de la transcription, l’ARNm de la toxine n’est pas 

traductible à cause d’une conformation emprisonnant le RBS. Puis un clivage intervient 

entraînant un changement de structure de l’ARNm de la toxine rendant possible l’interaction 

avec les ribosomes et avec l’antitoxine. Si un ribosome se fixe, le peptide toxique est traduit, 

entraînant un arrêt de la croissance ou la mort des bactéries alors que si l’antitoxine se fixe, la 

toxicité est neutralisée (Masachis & Darfeuille, 2018). 

 

2.2. Les antitoxines inhibant la traduction des toxines 

 

 Par définition, chez les STA de type I, l’inhibition de la synthèse de la toxine est effectuée 

grâce à un ARN antisens à l’ARNm de la toxine, qui s’apparie au niveau de séquences 

complémentaires. Selon la localisation génomique de l’antitoxine encodée en cis ou en trans de 

la toxine, la région et la longueur de l’appariement peuvent varier.  

 L’exemple type d’antitoxine inhibant la traduction de la toxine est SymR de E. coli qui 

en s’appariant au niveau de sa région complémentaire sur l’ARNm de la toxine SymE, bloque 

directement l’accès du ribosome à la séquence SD (Figure 23 A). Dans le cas de hok/Sok, 

l’inhibition de la traduction de Hok par l’antitoxine est indirecte. En effet, l’antitoxine Sok 

s’apparie au niveau de la SD de l’ARNm codant le peptide leader Mok, nécessaire à la 

traduction de l’ARNm hok (Figure 23 B). L’inhibition de la traduction peut aussi s’effectuer 

par appariement de l’antitoxine au niveau du RBS de l’ARNm de la toxine, c’est le cas pour le 

STA tisB/IstR1 (Figure 23 C ; Brantl & Jahn, 2015). 
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 Chez les bactéries Gram positive, les antitoxines sont majoritairement encodées en cis, 

de manière chevauchante avec la région 3′ de l’ARNm de la toxine. Bien que cette organisation 

suggère un appariement étendu entre l’antitoxine asARN et son ARNm cible, l’appariement 

initial est souvent médié par des régions simple brin formées après la maturation des ARN, via 

des interactions « kissing-loop » (Durand et al., 2012 ; Arnion et al., 2017). Après cette 

première interaction, un appariement plus étendu survient, formant un long ARN duplex stable 

qui dans la plupart des cas masque la SD et inhibe la traduction de la toxine (Masachis & 

Darfeuille, 2018).  

 Par exemple, l’antitoxine SR4 partage une région complémentaire d’environ 1β0 paires 

de bases avec l’ARNm de la toxine BsrG. L’interaction entre les deux ARN provoque un 

changement de la structure de l’ARNm bsrG qui obstrue la SD et donc inhibe la traduction de 

BsrG (Jahn & Brantl, 2013 ; Figure 24 A).  

 Contrairement aux exemples donnés précédemment, l’antitoxine RNAII et l’ARNm de la 

toxine Fst (RNAI) possèdent deux régions complémentaires (nommées Site 1 et Site 2 sur la 

Figure 24), à proximité de la SD, toutes les deux impliquées dans la régulation du système 

fst/RNAII d’E. faecalis. L’antitoxine RNAII se fixe d’abord en γ′ de l’ARNm fst puis à une 

région complémentaire plus étendue en 5′ afin de former un ARN duplex stable inhibant la 

traduction de la toxine Fst (Greenfield et al., 2001 ; Figure 24 B).   

Figure 23 : Exemples de mécanismes d’action employés par des antitoxines de type I chez les 

bactéries Gram négative. A) Exemple du système symE/SymR, B) Exemple du système hok/Sok et C) 
Exemple du système tisB/IStR1 (Adaptée de Brantl & Jahn, 2015). 
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2.3. Les antitoxines favorisant la dégradation de l’ARNm de la toxine 

 

 En plus de l’inhibition de la traduction, la fixation de l’antitoxine peut également conduire 

à la dégradation de l’ARNm de la toxine. Ainsi, le clivage de l’ARN duplex toxine-antitoxine 

par la RNase III a été démontré pour les ARNm des toxines AapA1, Hok, TisB, BsrG et BsrE 

(Masachis & Darfeuille, 2018). Pour l’antitoxine SR6, l’appariement de SR6 en 3′ de l’ARNm 

de la toxine YonT ne suffit pas à inhiber la synthèse de la toxine. Le clivage de l’ARN duplex 

yonT-SR6 est donc l’étape permettant finalement la neutralisation de l’expression de la toxine 

YonT (Reif et al., 2018). 

 La RNase III n’est pas la seule RNase impliquée dans ces dégradations d’ARN ciblées 

par les antitoxines de type I. Chez B. subtilis, l’endoribonucléase Y (RNase Y), les 

exoribonucléases PnpA et J1 puis la RNase III participent toutes à la dégradation du complexe 

txpA-RatA soulignant un schéma complexe de dégradation de l’ARNm txpA induit par 

l’antitoxine RatA (Durand et al., 2012). C’est aussi le cas pour le STA bsrE/SR5, toujours chez 

B. subtilis, car la demi-vie de l’antitoxine SR5 n’est pas impactée par la RNase III. Là encore, 

Müller et al. ont démontré que la RNase J1 est la principale RNase responsable de la 

dégradation de bsrE et SR5 alors que la RNase Y dégrade les deux ARN en présence d’un stress 

éthanol (Müller et al., 2016). Enfin, il existe des antitoxines qui agissent via plusieurs 

Figure 24 : Exemples de mécanismes d’action employés par les antitoxines de type I SR4 (A) et 
RNA II (B) chez des Bactéries Gram positive. (Adaptée de Brantl & Jahn, 2015). 
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mécanismes. L’antitoxine SR4 inhibe la traduction de l’ARNm bsrG, mais elle conduit 

également à sa dégradation (Jahn & Brantl, 2013). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. Les fonctions biologiques des STA de type I 

 

 Les premiers STA de type I découverts sont impliqués dans la stabilité des éléments 

génétiques qui les encodent, soit le plasmide pAD1 d’E. faecalis pour fst/RNA II et le plasmide 

R1 d’E. coli pour hok/Sok. Ce sont deux EGM conjugatifs retrouvés dans des isolats cliniques 

et encodant des gènes impliqués dans la résistance aux UV et l’hémolyse pour pAD1, et la 

résistance aux antibiotiques de la famille des sulfamides et des aminoglycosides pour le 

plasmide R1 (Francia et al., 2001 ; Cox & Schildbach, 2017). 

 L’implication des STA plasmidiques dans le maintien de l’EGM qui les porte au cours 

des divisions bactériennes semble claire, mais les rôles joués par les STA chromosomiques 

demeurent flous pour la plupart d’entre eux. Encodés dans le chromosome bactérien, les STA 

exercent des fonctions plus diverses même si dans le cas du système txpA/RatA codé au sein du 

prophage skin chez B. subtilis, celui-ci permettrait le maintien de cet élément génétique lors de 

la sporulation lorsqu’il s’excise du chromosome (Silvaggi et al., 2005). Il a aussi été montré 

que l’activation du système txpA/RatA permet d’éliminer les bactéries défectueuses et de 

maintenir la symétrie du biofilm chez B. subtilis, via l’action de la toxine TxpA en synergie 

avec une toxine d’un STA de type II (Bloom-Ackermann et al., 2016). D’autres STA 

chromosomiques de type I ont une fonction suggérée dans l’homéostasie de la bactérie, via 

Figure 25 : Exemple d’antitoxine ciblant la 
dégradation de l’ARNm de la toxine par des 
RNases. (Adaptée de Brantl & Jahn, 2015). 
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différentes voies métaboliques. Ainsi, Kawano et al. ont démontré que l’expression de gènes 

de l’opéron pur permettant la synthèse de novo des purines est induite lors de la surexpression 

de la toxine LdrD, suggérant une implication de ldrD/RdlD dans le métabolisme des purines 

chez E. coli (Kawano et al., 2002). La surexpression de ShoB entraîne quant à elle l’expression 

de plusieurs gènes de réponse au stress et de transport des sucres, suggérant également une 

implication du système shoB/OhsC dans le métabolisme de E. coli (Fozo et al., 2008). L’activité 

RNase de la toxine SymE et l’induction de son expression lors de la réponse SOS permettent à 

Kawano et al. de proposer une fonction originale pour le système symE/SymR dans le recyclage 

d’ARN endommagés chez E. coli en conditions de réponse SOS (Kawano et al., 2007). Les 

stress rencontrés par la bactérie dans son environnement seraient les éléments déclencheurs de 

l’activation des STA. Par exemple, pour le STA bsrG/SR4 de B. subtilis, la dégradation de 

l’ARNm de la toxine BsrG est favorisée après un choc thermique à 48 °C (Jahn et al., 2012). 

Chez E. coli, Chukwudi et al. ont démontré l’implication de hok/Sok dans la réponse de la 

bactérie aux stress exercés par des températures élevées et par les antibiotiques de la famille 

des -lactamines (Chukwudi & Good, 2015).  

Certains STA chromosomiques pourraient être impliqués dans la pathogénie des 

bactéries, en lien avec la formation de biofilms et de bactéries persistantes. L’expression de la 

toxine RalR est induite dans un biofilm mature de E. coli (biofilm à 24 h versus 4 h). De plus, 

le STA ralR/RalA pourrait participer à la résistance à la fosfomycine puisqu’un mutant délété 

de ralR ou du système entier semble plus sensible à cet antibiotique comparé à la souche 

sauvage (Domka et al., 2007, Guo et al., 2014). Chez Salmonella Typhimurium, une bactérie 

pathogène fréquemment retrouvée en intracellulaire, la production des toxines de type I LdrAST, 

HokST et TisBST entre autres, permettrait à Salmonella de pouvoir survivre en état de dormance 

dans les fibroblastes (Lobato-Marquez et al., 2015). 

 De nombreuses investigations sur la persistance bactérienne s’intéressent au rôle joué par 

les STA dans ce phénomène, étroitement lié à la chronicité des infections bactériennes. 

L’implication dans la formation de bactéries persistantes en réponse à une carence nutritive a 

été recherchée pour la toxine HokB chez E. coli. Il a été démontré que la réponse stringente 

associée à une accumulation de la concentration intracellulaire de (p)ppGpp augmente la 

concentration intracellulaire de la protéine Obg, ce qui induit l’expression de la toxine HokB. 

Puis, l’activité toxique de HokB entraîne la formation de pores dans la membrane bactérienne 

et sa dépolarisation, ce qui provoquerait une stase permettant à E. coli de tolérer l’ofloxacine et 

la tobramycine (Verstraeten et al., 2015; Wilmaerts et al., 2018). L’implication dans la 

formation de bactéries persistantes a également été démontrée pour le système tisB/IstR1 chez 
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E. coli, induit lors de la réponse SOS. Lors de l’activation de la réponse SOS, l’action de la 

toxine TisB au niveau de la membrane des bactéries entraîne la formation de pores et la 

diminution de la force proton-motrice, ce qui induirait l’état de dormance des bactéries et leur 

permettrait de tolérer les fluoroquinolones et les -lactamines (Dörr et al., 2010 ; Gurnev et al., 

2012). Le Tableau 6 ci-dessous permet de compléter cette liste non exhaustive de fonctions 

biologiques occupées par des STA de type I, à l’exception des STA de type I de S. aureus, 

détaillés dans le contexte de ma thèse. 

 

Tableau 6 : Distribution des STA de type I identifiés chez les bactéries selon leur fonction 

Systèmes 

 TA 

Localisation 

génomique 

Nombre de 

systèmes 

Localisation et 
mécanisme de 

la toxine 

Références 

Maintien d’un EGM par effet PSK 

fst/RNAII 
Plasmide pAD1 

d’E. faecalis 
1 

Membrane, 
condensation 
du nucléoïde 

Greenfield et 

al., 2000 ; 
Weaver et al., 

2009 

ipt/RNAII* 
Plasmide de 

Lactobacillus 

rhamnosus 
1 ? 

Folli et al., 
2017 

hok/Sok Plasmide R1 d’E. coli 1 

Membrane, 
formation de 

pores 
 

Gerdes et al., 
1986 

srnB’/SrnC-RNA Plasmide F d’E. coli 1 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 
 

Nielsen et al., 
1991 

pndA/PndB-RNA 
Plasmide R483 

d’E. coli 
1 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 

Nielsen et al., 
1991 

Adaptation de la bactérie à des stress multiples 

bsrH/as-bsrH* 

Elément skin 
(prophage) de 

B. subtilis 
1 ? 

Durand et al., 
2012 

bsrG/SR4* 

Prophage SP  dans le 
chromosome de 

B. subtilis 
1 

Membrane, 
invaginations 
membranaires 

induisant 
l’autophagie 

Jahn & Brantl, 
2013 ; Jahn et 

al., 2015 

bsrE/SR5* 
Région P6 prophage-

like chromosomique de 
B. subtilis 

1 
Membrane, 
mécanisme 

inconnu 

Müller et al., 
2016 ; 

Meissner et 

al., 2016 

yonT/SR6* 

Prophage SP  dans le 
chromosome de 

B. subtilis 
1 ? 

Reif et al., 
2018 
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Tableau 6 suite : Distribution des STA de type I identifiés chez les bactéries selon leur 

fonction 

 

 

 

 

Systèmes 
 TA 

Localisation 
génomique 

Nombre de 
systèmes 

Localisation et 

mécanisme de 

la toxine 

Références 

Immunité de la bactérie (colocalisation avec système CRISPR) 

CDS2517.1/RCd8* 

Chromosome de 
Clostridium difficile jusqu’à 6 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 

Maikova et al., 
2018 

Implication dans la persistance bactérienne aux antibiotiques 

fst-Sm /SrSm*a 
Chromosome de 

Streptococcus mutans 
1 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 

Koyanagi & 
Lévesque, 

2013 
 

hok/Sok*b
 

Chromosome des 
Entérobactéries 

jusqu’à 15 
Membrane, 

formation de 
pores 

Pedersen & 
Gerdes, 1999 

 

hokB/SokBb
 

Chromosome de E. coli 
K-12 

1 
Membrane, 

formation de 
pores 

Verstraeten et 
al., 2015 ; 

Wilmaerts et 

al., 2018 
 

tisB/IstR1b, c
 Chromosome de E. coli 1 

Membrane, 
dépolarisation 
membranaire 

Gurnev et al., 
2012 ; 

Berghoff et 

al., 2017 

Implication dans le métabolisme énergétique et des acides nucléiques 

ldr/Rdl* 

Chromosome E. coli K-
12, des Salmonella et 

des Shigella 

 

jusqu’à 10 
Membrane, 

condensation 
du nucléoïde 

Kawano et al., 
2002 

shoB/OhsC* 
Chromosome E. coli et 

des Shigella 

 
1 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 
 

Fozo et al., 
2008 

symE/SymR*c
 Chromosome E. coli 1 

Cytoplasme, 
RNase 

 

Kawano et al., 
2007 

dinQ/AgrAB*c
 Chromosome E. coli 1 

Membrane, 
condensation 
du nucléoïde 

Weel-Sneve et 

al., 2013 

Implication dans la pathogénie des bactéries 

ralR/RalA* 
Prophage rac dans le 
chromosome d’E. coli 

1 
Cytoplasme, 

DNase 
Guo et al., 

2014 
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Tableau 6 suite : Distribution des STA de type I identifiés chez les bactéries selon leur 

fonction 

 

* : La fonction biologique des systèmes marqués avec un astérisque nécessite des expériences 

complémentaires pour être clairement démontrée. 

a : Inhibition de la persistance lors d’une légère surexpression du système. 
b : La formation de bactéries persistantes serait favorisée par ces systèmes. 

c : Systèmes dont l’expression est induite par la réponse SOS. 

 

 

C. Abondance des STA dans les génomes bactériens 

 

 Les STA sont largement répandus dans les génomes (core génome et EGM) des bactéries 

et archaébactéries. De plus, le Tableau 6 permet de mettre en avant un point sur les STA de 

type I, c’est leur présence parfois en plusieurs copies dans le génome des bactéries, jusqu’à 15 

copies pour hok/Sok chez les Entérobactéries par exemple. Les STA de types II sont aussi 

parfois en copies multiples dans les génomes et l’exemple le plus flagrant est M. tuberculosis 

Systèmes 

 TA 

Localisation 

génomique 

Nombre de 

systèmes 

Localisation et 

mécanisme de 
la toxine 

Références 

Implication dans le cycle de vie d’un biofilm 

txpA/RatA 
Elément skin (prophage) 

de B. subtilis 
jusqu’à 6 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 

Silvaggi et 

al., 2005 ;  
Bloom-

Ackermann 
et al., 2016 

Fonction inconnue 

ibs/Sib 

Chromosome des 
Entérobactéries et  

d’H. pylori 
jusqu’à 7 

Membrane, 
mécanisme 

inconnu 

Fozo et al., 
2008 ; 

Sharma et 

al., 2010 
 

zorO/OrzO Chromosome E. coli 2 ? 

Wen et al., 
2014, Wen et 

al., 2017 
 

aapA1/IsoA1 
Chromosome 

d’H pylori 
jusqu’à β ? 

Arnion et 

al., 2017 

aapA/IsoA 

Chromosome et 
plasmide d’H. pylori 

et de Campylobacter 

 

jusqu’à 9 ? 
Arnion et 

al., 2017 
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avec au moins 79 STA dont 50 de la famille VapBC et 10 de la famille MazEF (Sala et al., 

2014). Une telle redondance pourrait expliquer la difficulté de trouver leurs fonctions 

biologiques pour la bactérie. La multiplicité des STA dans les génomes des bactéries suggère 

que des interactions croisées peuvent avoir lieu entre plusieurs copies de STA appartenant à 

une même famille. A ce sujet, nous avons voulu regrouper les études considérant cette 

thématique de la recherche sur les STA dans une revue en cours de rédaction et intitulée « 

Cross-interactions between bacterial toxin-antitoxin systems: an interconnected network », par 

Camille Riffaud, Marie-Laure Pinel-Marie et Brice Felden.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction 

 

80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Article 1 
 

Cross-interactions between bacterial toxin-antitoxin systems: an 

interconnected network 

 

 

 

 

Camille Riffaud, Marie-Laure Pinel-Marie and Brice Felden 
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S. aureus est une bactérie, à la fois commensale et pathogène de l’Homme, responsable 

d’infections bénignes de la peau, des tissus mous mais aussi d’infections plus graves comme 

des endocardites infectieuses, caractérisées par la présence de bactéries dans le sang. Second 

pathogène responsable d’infections nosocomiales en France, l’impact de S. aureus sur la santé 

publique est majoré par l’expression d’un arsenal de facteurs de virulence et le développement 

de résistance aux antibiotiques. 

 S. aureus, comme bien d’autres bactéries pathogènes, possède dans son génome des 

gènes encodant des STA de types I, II et III, dont l’étude a commencé à la fin des années β000 

(Fernandez-Garcia et al., 2016). Huit STA exprimés par S. aureus ont été caractérisés 

expérimentalement : sprA1/SprA1AS, sprA2/SprA2AS et sprG1/SprF1 pour les STA de type I et 

MazEF, PemIKSA, YefM-YoeB-sa1, YefM-YoeB-sa2 et Omega/Epsilon/Zeta pour les types II 

(Schuster & Bertram, 2016 ; Germain-Amiot et al., 2019).  

 

 Concernant les loci encodant les STA de type I sprA1/sprA1AS (système Fst-like) et 

sprG1/sprF1 (famille txpA/RatA), ils sont localisés dans des îlots de pathogénie, alors que 

sprA2/sprA2AS est dans le core génome. Les gènes sprA1, sprA2 et sprG1 encodent des peptides 

toxiques capables de lyser à la fois les bactéries mais aussi des cellules de l’hôte comme les 

érythrocytes. De plus, il a été démontré que les toxines SprA1 et SprG1 sont localisées à la 

membrane bactérienne. L’expression de ces toxines est inhibée par leur antitoxine ARN 

respective, SprA1AS, SprA2AS et SprF1 (Sayed et al., 2011, 2012 ; Pinel-Marie et al., 2014 ; 

Germain-Amiot et al., 2019).  

 Les antitoxines SprA1AS et SprA2AS possèdent un mode de régulation particulier, elles 

agissent en trans pour inhiber la traduction des toxines SprA1 et SprA2. En effet, bien que 

possédant une région 3′ complémentaire des ARNm des toxines (encodées en cis), ce sont les 

régions 5′ de SprA1AS et de SprA2AS qui vont se fixer sur les ARNm des toxines pour prévenir 

la fixation du ribosome (Sayed et al., 2011 ; Germain-Amiot et al., 2019). Il a été également 

démontré que la structure secondaire de l’ARN sprA1 ajoute un niveau supplémentaire dans le 

contrôle de l’expression de la toxine. L’ARN sprA1, long de 208 nucléotides, possède une 

structure formant deux pseudo-nœuds incluant l’ORF encodant la toxine. Ainsi, la séquence SD 

de sprA1 est emprisonnée dans cette structure secondaire et la traduction du peptide toxique est 

naturellement défavorisée.  

 L’ARN sprG1 a la particularité de coder pour deux peptides membranaires et sécrétés 

dont l’expression est inhibée par l’antitoxine SprF1. SprF1 interagit en cis avec sprG1 par 
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appariement de bases au niveau de la région de chevauchement en 3′ des deux ARN. Bien que 

cette interaction ne soit pas au niveau de la séquence SD de sprG1, l’antitoxine SprF1 possède 

une double fonction régulatrice puisqu’elle est capable d’inhiber la traduction de sprG1 et de 

favoriser sa dégradation (Pinel-Marie et al., 2014). 

  

 Plusieurs STA de type II ont également été caractérisés chez S. aureus. Dans le cas du 

système MazEF, l’expression de l’opéron est inhibée par le facteur de transcription σB qui est 

le régulateur de réponse aux stress environnementaux. La toxine MazF est une RNase clivant 

les ARNm au niveau de sites spécifiques reconnaissables par leur séquence UACAU, dont 

l’activité est empêchée par interaction directe avec l’antitoxine protéique MazE. Le rôle 

physiologique de MazEF n’est pas encore clairement identifié chez S. aureus, mais des études 

récentes ont mis en évidence que la délétion de mazEF augmente la sensibilité de S. aureus aux 

antibiotiques de la classe des -lactamines et que la délétion de la toxine mazF conduit à une 

augmentation de la formation de biofilms (Donegan & Cheung, 2009 ; Schuster et al., 2015 ; 

Kato et al., 2017). Le STA PemIKSA est codé par plusieurs plasmides de S. aureus dont le 

plasmide pAvX de la souche CH91 et un méga-plasmide de la souche MRSA-118. Ce sont des 

EGM importants pour la pathogénie et l’adaptation de S. aureus à son environnement puisque 

pAvX encode le gène de la staphopaine A2 permettant le clivage des molécules du complément 

et que le méga-plasmide MRSA-118 porte des gènes de résistance à l’arsenic, à la pénicilline 

et un gène codant un transporteur ABC. PemIKSA participerait au maintien de ces plasmides, 

par un mécanisme de PSK (Bukowski et al., 2013, 2017). La toxine PemKSA est une RNase 

neutralisée par l’antitoxine PemISA par interaction protéine-protéine. Les séquences protéiques 

des toxines MazF et PemKSA sont différentes mais leur activité RNase est proche car PemKSA 

clive les ARNm cibles au niveau d’une séquence spécifique UAUU (Bukowski et al., 2013).  

 

 Un autre STA de type II exprimé par S. aureus est YefM-YoeB, composé de la toxine 

YoeB et de l’antitoxine YefM. C’est un système encodé dans le chromosome, sous la forme de 

deux systèmes paralogues partageant un haut degré de conservation, nommés « YefM-YoeB-

sa1 » et « YefM-YoeB-sa2 » (aussi retrouvés dans la littérature sous les noms de « Axe-Txe1 » 

et « Axe-Txe2 »). Cependant, ce sont des systèmes spécifiques puisque à la fois la neutralisation 

de l’activité de la toxine et l’auto-régulation de l’opéron sont bien spécifiques à chaque module 

(Yoshizumi et al., 2009). Comme la toxine YoeB étudiée chez E. coli, la RNase YoeB produite 

chez S. aureus semble aussi devoir s’associer aux ribosomes pour cliver les ARNm cibles à 

proximité du site d’initiation de la traduction (Zhang et Inouye, 2009 ; Larson & Hergenrother, 
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2014). Toutefois, les conditions activant ce STA et les conséquences de l’action de la RNase 

YoeB sur la traduction de S. aureus demeurent à déterminer. Un STA de type II, fortement 

homologue à « yefM-yoeB-sa2 » mais renommé savRS, a été récemment caractérisé dans la 

souche NCTC8325 de S. aureus. Au niveau moléculaire, il a été mis en évidence qu’à la fois 

l’antitoxine SavR et le complexe TA SavRS étaient capables de se fixer sur les promoteurs des 

gènes hla et efb, codant pour l’α-hémolysine et une protéine extracellulaire de liaison au 

fibrinogène, pour réprimer leur expression. De plus, l’implication de ce STA dans la virulence 

de S. aureus a été étudiée in vivo avec un modèle murin d’abcès sous-cutané. Il a été démontré 

que la délétion de ce STA augmentait les capacités hémolytiques de S. aureus suggérant que 

SavRS régulerait négativement l’expression des gènes hla et efb in vivo, diminuant ainsi la 

virulence de S. aureus (Wen et al., 2018).  

 Le STA de type II Omega/Epsilon/Zeta est formé de trois composants, le régulateur 

Omega, l’antitoxine Epsilon et la toxine Zeta. Il est retrouvé chez la souche CM05 de S. aureus, 

résistante à la méticilline, au niveau du plasmide pSM19035 qui est intégré au chromosome. Le 

STA permet alors d’assurer le maintien de cette région instable du génome lors des divisions 

bactériennes (Schuster & Bertram, 2016). 

 

 Comme de nombreuses espèces bactériennes, S. aureus possède de nombreux STA 

candidats dans son génome, beaucoup d’entre eux identifiés avec des outils bio-informatiques 

par des homologies de séquences avec les différentes familles de STA connues. Ainsi, trois 

STA putatifs, homologues du STA de type III tenIP, initialement découvert chez Photorhabdus 

luminescens, ont été prédits sur le chromosome de la souche A9754 et sur différents plasmides 

de staphylocoques appelés pPR9, VRSAp, pSK41 et pGO1 (Schuster & Bertram, 2016). 

Récemment, une vaste étude conduite sur la souche MW2 prédit 67 STA appartenant à 13 

familles différentes chez cette souche. Toutefois, des investigations plus poussées sont 

nécessaires au sujet de ces STA putatifs (Habib et al., 2018).  

 

 Pour en revenir aux STA de type I, ils sont fréquemment présents en plusieurs copies dans 

les génomes bactériens (Fozo et al., 2010). Par exemple, j’ai précédemment évoqué le système 

sprA/SprAAS, présent en au moins deux copies fonctionnelles chez S. aureus Newman. Le 

système sprG/SprF n’échappe pas à cette observation, puisque trois copies de ce STA ont été 

détectées dans le core génome de nombreuses souches de S. aureus (Pichon et al., 2005 ; Pinel-

Marie et al., 2014). Ces couples d’ARN ont été nommés sprG2/SprF2, sprG3/SprF3 et 
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sprG4/SprF4, ou bien srn_2230/srn_2240, srn4100/srn_4090 et srn_2250/srn_2260 selon la 

classification proposée dans la base de données SRD (Sassi et al., 2015).  

 

 C’est dans ce contexte que débute mon travail de thèse dans l’unité INSERM U1βγ0 

« Bacterial Regulatory RNAs and Medicine », où les STA de type I sprA1/SprA1AS et 

sprG1/SprF1 ont préalablement été caractérisés. Il s’inscrit dans la poursuite de l’identification 

de STA de type I chez S. aureus. Deux grands axes de travail seront mis en œuvre dans le but 

d’étudier les ARN sprG et SprF localisés dans le core génome. La première partie de mon 

travail porte sur la caractérisation de nouveaux STA chez S. aureus avec notamment l’étude des 

régulations croisées puisque nous sommes en présence de STA homologues. La seconde partie 

de cette thèse concerne la recherche de la fonction biologique des différentes copies de 

sprG/SprF chez S. aureus et s’appuie sur un panel de fonctions attribuées aux STA de type I : 

adaptation aux stress environnementaux, implication dans la persistance aux antibiotiques et la 

virulence bactérienne. 
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Article 2: Functionality and cross-regulation of the four SprG/SprF type I 

toxin–antitoxin systems in Staphylococcus aureus 

 

 Les travaux initiés au laboratoire ont permis l’identification d’un STA de type I 

fonctionnel et exprimé par S. aureus, nommé sprG1/SprF1 (Pinel-Marie et al., 2014). D’autres 

copies des gènes sprG et sprF ont été identifiées par des outils bio-informatiques (Pinel-Marie 

et al., β014). L’organisation génomique et les identités de séquence des ARN et des peptides 

putatifs avec le couple sprG1/SprF1 nous suggèrent que ces trois copies coderaient pour des 

STA de type I. Ainsi, la première partie de mon travail de thèse a pour objectifs l’identification 

de nouveaux STA de type I chez S. aureus, leur caractérisation et l’étude de leur régulation.  

 

 La souche HG003 de S. aureus, utilisée lors des expériences dont les résultats sont 

présentés ici, est dérivée de la souche NCTC8325 de S. aureus, une souche clinique de sepsis 

isolée dans les années 1960 (Novick & Richmond, 1965). La souche HG00γ présente l’intérêt 

de posséder des gènes tcaR et rsbU encodant des protéines régulatrices fonctionnelles. Elle est 

ainsi considérée comme la souche de référence pour étudier les mécanismes de régulation chez 

S. aureus (Herbert et al., 2010). De plus, son génome a été entièrement séquencé en 2014. Il 

contient β,8 millions de paires de bases avec les trois prophages Φ11, Φ1β et Φ1γ, ainsi que 

quatre îlots génomiques/de pathogénie nommés νSaα, νSaß, νSa  et SaPI2 (Baba et al., 2008 ; 

Sassi et al., 2014 ; Figure 26). De plus, il contient les trois copies de sprG1 et sprF1 appartenant 

au core génome (Figure 26). La construction d’outils génétiques a également été réalisée avec 

succès dans cette souche de S. aureus au laboratoire (Mauro et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus aureus HG003
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Figure 26 : Représentation schématique du génome de S. aureus HG003. La présence de 
bactériophages intégrés est indiquée en vert et celle des loci sprG/sprF en orange. 
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Nous avons débuté les recherches par l’étude de l’organisation génomique des différents ARN 

sprG et SprF dans la souche HG003 de S. aureus. Cette organisation génomique, comprenant 

la position des extrémités 5′ et γ′ des ARN et la région chevauchante entre chaque couple 

sprG/SprF, est présentée dans la Figure 1A de l’article 2. Les alignements des séquences 

nucléotidiques des gènes sprF et sprG nous indiquent que seulement sprF2 et sprF4 peuvent 

être considérés comme des copies avec un pourcentage d’identité de séquence de 9γ % et que 

les autres gènes sprG et sprF peuvent être considérés comme des homologues puisque les 

identités de séquence sont comprises entre 36 à 64 % (Figures 1B, 1C et figures 

supplémentaires Tableau 4, article 2). De plus, les alignements des séquences peptidiques 

des deux peptides encodés par sprG1 et des peptides putatifs encodés par sprG2, sprG3 et sprG4 

indiquent que ceux-ci coderaient pour de petits peptides de γ5, β6 et 19 résidus d’acides aminés 

respectivement, avec une plus grande conservation des séquences peptidiques au niveau de la 

région C-terminale (Figure 1D, article 2). 

 

 Afin d’étudier la fonctionnalité des STA putatifs composés des couples d’ARN 

sprG2/SprF2, sprG3/SprF3 et sprG4/SprF4, nous avons construit des souches de surexpression 

des antitoxines putatives SprF2, SprF3 et SprF4 sous le contrôle de leur propre promoteur 

endogène à l’aide du vecteur à fort taux de copies pCNγ5 (Charpentier et al., 2004), et des 

toxines putatives sprG2, sprG3 et sprG4 à l’aide du vecteur pALC sous le contrôle d’un 

promoteur inductible à l’anhydrotétracycline (aTc ; Bateman et al., 2001). La surexpression de 

chaque ARN dans les souches à doubles plasmides, en condition d’induction ou non, a été 

validée par la technique de Northern blot (Figure 2A, article 2). En présence d’aTc, le suivi de 

croissance des souches à doubles plasmides par mesure de la densité optique à 600 nm (DO600) 

montre que la surexpression des ARN sprG2, sprG3 et sprG4 induit une forte inhibition de la 

croissance de S. aureus. Cette toxicité est neutralisée par les antitoxines respectives SprF2, 

SprF3 et SprF4 (Figure 2B, article 2). Ces résultats ont pu être confirmés en mesurant la 

viabilité de ces mêmes souches par dépôt de dilutions successives sur des géloses contenant de 

l’aTc (Figure 2C, article 2). L’ensemble de ces résultats et l’organisation génomique des loci 

sprG2/sprF2, sprG3/sprF3, sprG4/sprF4 nous indiquent que les paires sprG2/SprF2, 

sprG3/SprF3 et sprG4/SprF4 constituent des STA de type I fonctionnels.  

 

 Nous avons poursuivi les recherches en analysant l’expression des ARN sprG et SprF au 

cours de la croissance de la souche HG003 de S. aureus par la technique de Northern blot. Nous 

avons mis en évidence que tous les ARN sprG et SprF sont exprimés en milieu riche, à 
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l’exception de sprG4 (Figure 3A, article 2). La quantification du niveau d’expression de ces 

ARN, rapporté à celui de l’ARNtm (transcrit de référence), montre que sprG2, SprF2, SprF3 et 

SprF4 sont principalement transcrits lors de la phase exponentielle de croissance alors que 

sprG3 est majoritairement transcrit pendant la phase stationnaire de croissance (Figure 3B, 

article 2). Ce différentiel d’expression entre sprG3 et SprF3 nous a été confirmé lorsque nous 

avons estimé les quantités de sprG3 et de SprF3 en comparant leur expression chez S. aureus à 

une gamme de concentrations d’ARN synthétisés in vitro. En effet, les résultats obtenus lors de 

ces expériences indiquent qu’en phase exponentielle de croissance, sprG3 et SprF3 sont en 

quantité équivalente alors que pendant la phase stationnaire, sprG3 est presque 3 fois plus 

abondant que SprF3 (Figure 3D, article 2). De manière plus attendue, nous avons mis en 

évidence, avec la même méthodologie, qu’il y a toujours plus d’antitoxine SprFβ que de toxine 

sprG2 à chaque phase de croissance (Figure 3C, article 2). L’analyse de l’expression des ARN 

sprG et SprF s’est poursuivie par la détermination de leur demi-vie. En effet, il a été montré 

précédemment au laboratoire que SprF1 a une demi-vie plus courte que celle de sprG1 dans la 

souche N315 de S. aureus (Pinel-Marie et al., 2014). Nous avons voulu vérifier si cette 

différence de stabilité était conservée pour les copies de sprG1 et SprF1. Après culture de la 

souche HG003 de S. aureus en présence de rifampicine, un antibiotique inhibant la 

transcription, nous avons confirmé une plus grande stabilité des toxines sprG2 et sprG3, par 

rapport aux antitoxines, SprF2, SprF3 et SprF4 (Figures 3E et 3F, article 2). 

 

 Afin de mettre en évidence la traduction des peptides putatifs codés par sprG2 et sprG3, 

nous avons cloné sprG2 et sprG3 en ajoutant une étiquette FLAG en amont du codon stop et 

en phase par rapport à la séquence des peptides putatifs (Zeghouf et al., 2004). Après avoir 

validé la surexpression de l’ARN sprG2-FLAG par Northern blot, nous avons mis en évidence, 

à l’aide d’un anticorps anti-FLAG, la traduction du peptide codé par sprG2 lors de la croissance 

de la souche HG003 de S. aureus (Figure 4, article 2). De plus, après un fractionnement 

cellulaire, nous avons montré que le peptide codé par sprG2 est un peptide majoritairement 

localisé à la membrane bactérienne (Figure 4, article 2), comme cela a déjà été démontré pour 

les deux peptides codés par sprG1 (Pinel-Marie et al., 2014). Cette méthodologie ne nous a 

malheureusement pas permis de mettre en évidence la traduction du peptide encodé par sprG3 

chez S. aureus, malgré plusieurs tentatives et en positionnant également l’étiquette FLAG en 

aval du codon d’initiation du peptide putatif. De plus, la séquence de l’ARN sprG3 comporte 

quatre codons d’initiation de la traduction prédits par bio-informatique, un codon UUG et trois 

codons AUG. La recherche du cadre ouvert de lecture permettant la traduction de la toxine 
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sprG3 s’est donc poursuivie in vitro par la technique de toeprint. Nous avons ainsi identifié le 

codon d’initiation de la traduction A85UG87 utilisé pour la traduction du peptide encodé par 

sprG3, confirmée par la technique de traduction in vitro (Figures 4D et 4E, article 2).   

  

Afin de démontrer que la toxicité des ARN sprG2 et sprG3 est liée à la production des 

peptides toxiques, nous avons remplacé les codons d’initiation de la traduction putatifs de 

sprG2 et de sprG3 par des codons stop. Nous avons confirmé que la toxicité de la surexpression 

de sprG2 et de sprG3 est dépendante de la traduction d’un peptide toxique par la mesure de la 

DO600 des différentes souches de S. aureus induites à l’aTc (Figures 5A, 5B et 5C, article 2). 

De plus, en utilisant des sondes fluorescentes nous permettant de discriminer les bactéries 

vivantes des bactéries mortes, nous avons observé, par microscopie à fluorescence, que la 

surexpression des peptides encodés par sprG2 et sprG3 induit une stase bactérienne après une 

heure d’induction à l’aTc, contrairement à la surexpression des peptides encodés par sprG1 

(Figure 5D, article 2) (Pinel-Marie et al., 2014).  

 

 Nous nous sommes ensuite intéressés à la régulation de l’expression des toxines sprG2 et 

sprG3 par leurs antitoxines respectives, SprF2 et SprF3. Dans un premier temps, nous avons 

réalisé des expériences de retard sur gel où nous avons mis en évidence la formation de 

complexes ARN-ARN entre sprG2 et SprF2 puis entre sprG3 et SprF3, au niveau de leur zone 

de chevauchement en 3′ (Figures 6A et 6B, article 2). Dans un second temps, nous avons 

montré par Northern blot que la surexpression de SprF2 et SprF3 induit une forte réduction du 

taux des ARN sprG2 et sprG3 et inversement (Figure 6C, article 2). Nous avons démontré que 

la surexpression de SprF2 induit également une inhibition de la traduction du peptide encodé 

par sprG2 (Figure 6D, article 2). Enfin, nous avons mis en évidence que la régulation de 

l’expression de la toxine sprG2 est effectuée au niveau ARN puisque l’ajout de SprFβ n’altère 

pas la traduction de sprG2 lors d’expériences de traduction in vitro, à la différence de SprF1 

(Pinel-Marie et al., 2014) (Figure 6E, article 2). 

 

 Comme mon sujet de thèse porte sur des STA homologues, nous avons voulu étudier la 

possibilité d’interactions croisées entre ces systèmes, tout d’abord, du point de vue du contrôle 

de la toxicité, puis ensuite de la régulation de l’expression des ARN. A l’aide de souches à 

doubles plasmides surexprimant sprG1, sprG2 ou sprG3 en présence d’aTc, nous avons 

démontré que leur toxicité est spécifiquement neutralisée par leur antitoxine respective SprF1, 

SprF2 ou SprF3. De façon surprenante, SprF4 ne permet pas de neutraliser la toxicité de sprG2, 
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malgré une identité de séquence importante (Figure 7, article 2). Nous avons ensuite montré 

in vitro par retards sur gel la présence d’une interaction entre les ARN sprG2 et SprF4 et entre 

les ARN sprG3 et SprF1, mais avec une affinité moindre que pour leur antitoxine respective 

(Figure 8A et Figures supplémentaires 5 et 6 de l’article 2). Afin de vérifier l’impact de ces 

résultats obtenus in vitro, nous avons utilisé les souches de surexpression de SprF1, 

sprG1/SprF1, SprF2, sprG2, sprG2/SprF2, SprF3, sprG3, sprG3/SprF3 et SprF4 pour analyser 

par Northern blot le niveau de chacun de ces ARN. En rapportant le niveau de chaque ARN à 

celui obtenu avec la souche possédant le vecteur pCN35 vide, les résultats indiquent la présence 

de modulations du niveau de certains ARN sprG et SprF dans les souches de surexpression de 

SprF1, sprG2 et SprF4. Ces variations de niveaux d’ARN semblent être spécifiques puisqu’elles 

ne sont plus observées dans les souches HG003 délétées des loci sprG1/sprF1 et sprG2/sprF2 

(Figures 8B, 8C, 8D et 8E et Figure supplémentaire 7, article 2). 

 

 Afin d’identifier la fonction biologique des STA sprG/SprF, nous avons étudié 

l’expression de ces ARN lorsque S. aureus est soumis à des stress rencontrés lors de l’infection 

d’un hôte comme les stress oxydant et hyperosmotique. En effet, des études ont déjà montré 

l’implication de STA de type I dans l’adaptation de B. subtilis à son environnement (Jahn & 

Brantl, 2013 ; Müller et al., 2016 ; Meissner et al., 2016 ; Reif et al., 2018). Nous avons montré 

par Northern blot une diminution importante du niveau des antitoxines SprF en présence de ces 

deux stress (Figure 9A et Figure supplémentaire S8, article 2). Puisque le phagolysosome 

est connu pour provoquer un environnement oxydant nécessitant l’adaptation de S. aureus pour 

sa survie (Horn et al., 2018), nous avons quantifié les niveaux des ARN sprG et SprF par RT-

qPCR après deux heures d’internalisation de la souche HG00γ de S. aureus dans les 

macrophages humains (lignée THP-1 de monocytes humains différenciés en macrophages par 

le PMA (Phorbol-Myristate Acetate)). Les résultats que nous avons obtenus indiquent que seul 

le STA sprG1/SprF1 présente une expression significativement différente au cours de la 

phagocytose, avec une diminution plus importante du niveau d’ARN de sprG1 que de SprF1 

(Figure 9B, article 2). 

 

 En conclusion de cette étude, nous avons démontré que les couples d’ARN sprG2/SprF2 

et sprG3/SprF3 constituent des STA de type I fonctionnels exprimés par S. aureus et 

homologues du système sprG1/SprF1 caractérisé au laboratoire. Nous avons montré que les 

antitoxines SprFβ et SprFγ inhibent l’expression des toxines sprG2 et sprG3 qui codent pour 

des peptides toxiques capables d’induire la stase de S. aureus en condition de surexpression. 
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Nous avons également démontré que le contrôle de la toxicité engendrée par l’induction de 

l’expression des toxines sprG est spécifique à chaque couple sprG/SprF (Figure 27). En 

revanche, nous avons identifié des régulations croisées entre les ARN sprG et SprF au niveau 

ARN (Figure 27). Enfin, nous avons observé des variations du niveau des ARN sprG et SprF 

au cours de stress oxydant et hyperosmotique et après la phagocytose de S. aureus par des 

macrophages humains, observations essentielles pour la compréhension de la fonction 

biologique de ces STA.  

L’ensemble de ces résultats a permis la publication d’un article intitulé « Functionality 

and cross-regulation of the four SprG/SprF type I toxin–antitoxin systems in Staphylococcus 

aureus », par Camille Riffaud, Marie-Laure Pinel-Marie, Gaëtan Pascreau et Brice Felden, 

publié dans Nucleic Acids Research en février 2019.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Représentation schématique résumant les connaissances actuelles sur les 

interactions croisées entre les 4 homologues du STA sprG/SprF de S. aureus.  
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Article 2 
 

Functionality and cross-regulation of the four SprG/SprF type I 

toxin–antitoxin systems in Staphylococcus aureus 

 

 

 

 

 

Camille Riffaud, Marie-Laure Pinel-Marie, Gaëtan Pascreau and Brice Felden 
 

 

 

 

 

 

Nucleic Acids Research, 28 February 2019, 47 (4): 1740–1758. 
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Partie II :  

Identification de la fonction biologique 

des STA de type I sprG/SprF exprimés 

par S. aureus  
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Afin de déterminer la fonction biologique des STA sprG/SprF, nous avons construit une 

souche de délétion du STA sprG1/SprF1 (ΔG1F1) obtenue par recombinaison homologue à 

l’aide du plasmide thermosensible pBTβ (Brückner, 1997) à partir des souches HG00γ et Nγ15 

de S. aureus (WT). Ces souches de délétion ont été complémentées ou non avec les plasmides 

pCN35 à fort taux de copies (Charpentier et al., 2004) surexprimant SprF1 (pCNγ5ΩsprF1) ou 

le STA complet (pCN35 ΩsprG1/sprF1) sous le contrôle de leur promoteur endogène. En ce 

qui concerne les STA sprG2/SprF2 et sprG3/SprF3, les souches de délétion nous ont été 

gracieusement données par l’équipe du Dr Philippe Bouloc (Equipe « Signalisation et Réseaux 

de Régulations Bactériens », Institut de Biologie Intégrative de la Cellule, Gif sur Yvette, 

France) (Le Lam et al., 2017). Nous avons également construit une souche de délétion des deux 

STA localisés au sein de la même région intergénique, les STA sprG2/SprF2 et sprG4/SprF4, 

par recombinaison homologue en utilisant le plasmide thermosensible pYMAY 

(ΔG2F2ΔG4F4 ; Monk et al., 2012). Pour réaliser la souche de délétion de nos quatre STA, 

nous sommes partis de la souche délétée du STA sprG3/SprF3 que nous avons transformé par 

le plasmide pBTβΔsprG1/sprF1 afin d’obtenir la souche délétée de ces deux STA 

(ΔG1F1ΔG3F3). Enfin, nous avons transformé cette souche par le plasmide 

pYMAYΔG2F2ΔG4F4 afin d’obtenir notre souche délétée des quatre STA (Δ4TA). La 

construction de ces souches de délétion a été vérifiée par Northern blot afin de valider que les 

ARN sprG et SprF n’étaient plus exprimés (Figure 28A, 28B et 28C). Une précaution 

supplémentaire a été prise avec la souche délétée pour les 4 loci sprG/sprF, obtenue la plus 

récemment. Nous avons souhaité procéder au séquençage de son génome afin de confirmer nos 

délétions puis de vérifier l’absence de mutations qui pourraient donner lieu à des variations 

phénotypiques et fausser nos analyses. Ce séquençage est actuellement en cours d’analyse. 
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Figure 28 : Analyse par Northern blot des souches HG003 sauvage (WT) et délétées pour les STA 

sprG/SprF. Niveau des ARN sprG et SprF dans les souches HG003 : A) WT, délétée pour sprG2/SprF2, 
délétée pour la région comportant sprG2/SprF2, sprG4/SprF4. B) WT, délétée pour sprG3/SprF3, délétée 
pour sprG1/SprF1, délétées pour sprG3/SprF3 et sprG1/SprF1. C) WT, délétée pour sprG1/SprF1, 
délétée pour sprG2/SprF2, délétée pour sprG3/SprF3 et délétées pour les quatre STA sprG/SprF. 
L’ARNtm a été utilisé comme contrôle de dépôt. 
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I. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans l’adaptation de 
S. aureus aux stress environnementaux   

 

 Dans le milieu extérieur, comme bactérie commensale lors de la colonisation des sites de 

portage ou comme bactérie pathogène lors de l’infection, S. aureus est soumis à de nombreux 

stress environnementaux auxquels il doit s’adapter pour survivre. La plupart des STA de type I 

chromosomiques possèdent une expression constitutive en milieu riche, à 37 °C, qui varie en 

présence de stress environnementaux conduisant à des modifications du ratio toxine:antitoxine 

dans la bactérie. Chez les bactéries Gram positive, l’influence des stress sur les STA de type I 

est bien documentée chez l’organisme modèle B. subtilis. Par exemple, il a été démontré que 

lors d’un choc thermique à 48 °C, l’ARN de la toxine bsrG est plus dégradé que son antitoxine 

SR4 indiquant une moins grande stabilité de cet ARN suite à un choc thermique (Jahn et al., 

β01β). De plus, l’expression des ARN bsrE et SR5 du STA bsrE/SR5 est influencée par des 

chocs température froid ou chaud, des variations de pH, une limitation de la disponibilité en 

oxygène ou en fer (Müller et al., 2016). Plus récemment, il a été montré que le STA yonT/SR6 

répond à des stress comme l’ajout de vancomycine, de manganèse, d’éthanol, un stress oxydatif, 

nutritif ou un choc température chaud avec notamment pour celui-ci une diminution de 

l’antitoxine SR6 et une augmentation de l’ARNm yonT suggérant la possible production de la 

toxine YonT dans ces conditions (Reif et al., 2018). Chez S. aureus, l’expression de l’antitoxine 

SprA1AS est inhibée lors d’un stress acide et oxydant favorisant ainsi l’expression du peptide 

toxique (Sayed et al., 2012). De même, le niveau de l’antitoxine SprAβAS est également diminué 

lors d’un stress stringent et d’un stress hyperosmotique (Germain-Amiot et al., 2019). Suite à 

ces exemples, nous avons voulu poursuivre nos expériences de stress avec notamment les stress 

acide, nutritif et températures. 

 

A. Etude de l’impact de stress environnementaux sur le niveau des ARN 

sprG et SprF 

 

 Dans un premier temps, nous avons testé l’impact d’un stress acide à pH 5,5 rencontré 

par S. aureus dans le phagolysosome et d’un milieu carencé SNMγ qui mime l’environnement 

nasal rencontré par S. aureus lors de la colonisation (Krismer et al., 2014, composition en 

Annexe) sur l’expression des ARN sprG et SprF. Nous avons cultivé la souche HG003 en 

milieu TSB dilué au 1/10 (TSBd) jusqu’à atteindre une DO600 d’environ 0,5 correspondant à la 
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phase exponentielle de croissance. Puis la culture initiale est divisée en quatre cultures. Le stress 

acide est appliqué par ajout d’acide chlorhydrique (HCl) à γ7 %. Pour le stress nutritif, après 

élimination du milieu TSBd par centrifugation, les bactéries sont resuspendues soit dans le 

milieu TSBd comme contrôle ou le milieu SNM3. Les différentes cultures sont incubées 1 h, à 

37 °C, 160 rpm, les ARN totaux de S. aureus sont récupérés par une extraction au 

phénol/chloroforme puis analysés par Northern blot (Figure 29). Les résultats de ces 

expériences ne nous ont pas permis de mettre en évidence des variations significatives du niveau 

des ARN sprG et SprF, malgré une tendance vers une augmentation de l’expression des ARN 

sprG2 et SprFβ lors d’un stress acide (Figure 29). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’effet de chocs de température sur le 

niveau d’expression des ARN sprG et SprF. Nous avons choisi de réaliser un choc thermique 

froid (18 °C) subit par S. aureus lors de la colonisation de la peau et un choc thermique chaud 

(42 °C) rencontré par S. aureus lors d’une infection chez l’hôte. Pour cela, les cultures diluées 

à DO600 égale à 0,1 et issues d’une pré-culture de la souche HG003 à 37 °C dans le milieu BHI, 

sont incubées à 37 °C pour le contrôle, à 18 °C pour le stress froid et à 42 °C pour le stress 

chaud. Des prélèvements bactériens sont effectués au bout de 2 h et de 6 h de culture afin 

d’obtenir des ARN totaux de la souche HG00γ de S. aureus extraits en phase exponentielle de 

Figure 29 : Influence d’un pH à 5,5 et du milieu carencé SNM3 sur le niveau des ARN sprG et 

SprF. Quantification du niveau des ARN sprG et SprF par Northern blot après 1 h d’exposition de la 
souche HG003 de S. aureus à un stress acide avec un pH à 5,5 ou à un stress nutritif avec le milieu 
pauvre SNMγ mimant l’environnement nasal. Les résultats sont exprimés en variation moyenne du 
niveau de chaque ARN sprG et SprF obtenu pendant les stress, comparé à celui mesuré pour la souche 
HG003 cultivée dans le milieu TSBd, arbitrairement fixé à 1. Les écart-types représentent la variation 
des résultats de trois expériences indépendantes. 
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croissance pour le choc à 18°C puis en phase exponentielle et stationnaire de croissance pour 

le choc à 42 °C (Figure 30A). L’analyse du niveau d’expression des ARN sprG et SprF lors 

d’une croissance à 4β °C ou à 18 °C est effectuée par Northern blot (Figures 30B et 30C). Nous 

avons montré que les niveaux d’expression des ARN sprG1 et SprF1 diminuent 

significativement lors du choc thermique à 42 °C en phase stationnaire de croissance (Figure 

30B). De plus, le niveau d’expression de SprFγ diminue lors du choc thermique à 18 °C et à 4β 

°C en phase stationnaire de croissance suggérant la production du peptide toxique encodé par 

sprG3 dans ces conditions (Figures 30B et 30C).      

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Etude de l’effet des stress thermiques chaud et froid sur le niveau d’expression des 
ARN sprG et SprF chez S. aureus HG003. (A) Cinétiques de croissance de la souche HG003 en milieu 
liquide BHI aux trois températures testées, 37 °C, 42 °C et 18 °C. (B et C) Quantification du niveau des 
ARN sprG et SprF par Northern blot pendant la croissance de la souche HG003 de S. aureus lors d’un 
stress chaud à 42 °C (B) et d’un stress froid à 18 °C (C). Les ARN totaux sont extraits à partir des phases 
exponentielle (Expo) et stationnaire (Stat) de croissance. Les résultats sont exprimés en variations 
moyennes du niveau de chaque ARN sprG et SprF obtenu à 42 °C et 18 °C, comparées à ceux déterminés 
pour la souche HG003 cultivée à 37 °C. La moyenne de trois expériences indépendantes (+/- écart-type) 
a été représentée (t-test de Welch : * : p-value<0,05 ; ** : p-value<0,01) 
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B. Etude de l’influence de stress environnementaux sur la traduction du 

peptide codé par sprG2  

 

 L’influence des stress environnementaux sur la traduction des toxines de type I peut être 

directe via la modulation du niveau des ARNm codant pour les toxines ou indirecte via la 

diminution du niveau des antitoxines. Ceci a été démontré chez S. aureus où lors d’un stress 

acide et d’un stress oxydatif, la traduction du peptide encodé par sprA1 est induite par la 

diminution du niveau d’antitoxine SprA1AS (Sayed et al., 2012). 

 Nous avons donc analysé l’impact des stress acide, oxydatif et hyperosmotique sur la 

traduction du peptide SprG2-flaggé puisque nous avons démontré une diminution significative 

du niveau d’expression de SprFβ lors des stress oxydant et hyperosmotique (Figure 9A, article 

2). Une culture de la souche HG003 surexprimant le peptide SprG2-flaggé a été exposée ou non 

à un pH de 5,5, à 10 mM d’H2O2 ou à 2 M de NaCl pendant 1 h à 37 °C. Les protéines totales 

et extracellulaires ont été extraites pour suivre la production de la toxine encodée par sprG2 par 

Western blot, à l’aide d’un anticorps anti-FLAG. De façon surprenante, nous n’observons pas 

d’augmentation significative de la traduction de sprG2 au cours de ces stress, ni d’augmentation 

de sa sécrétion dans le milieu extracellulaire (Figures 31A et 31B).  
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 Malgré le fait que nous ayons observé une diminution significative du niveau 

d’expression de l’ARN SprFγ lors des stress oxydant, hyperosmotique et thermique, nous 

n’avons pas été en mesure d’étudier la régulation de la traduction de sprG3 dans ces différentes 

conditions de stress puisque nous n’avons pas réussi à mettre en évidence la production du 

peptide SprG3-flaggé.  

 

 

 

Figure 31. Etude de l’effet des stress acide, oxydatif et hyperosmotique sur la traduction 
du peptide encodé par sprG2. 
Analyse par Western blot de l’effet de stress environnementaux sur la traduction du peptide 
SprGβ-flaggé chez la souche HG00γ pCNγ5ΩsprG2-FLAG en phase exponentielle de 
croissance, dans les protéines totales (A) et les protéines extracellulaires (B). Les protéines 
sont extraites au bout de 1 h d’exposition des bactéries à un pH de 5,5, à 10 mM d’HβOβ ou β 
M de NaCl. Avant le transfert sur membrane PVDF, une coloration au zinc est effectuée pour 
vérifier la quantité de protéines déposées. Les résultats sont représentatifs de trois expériences 
indépendantes +/- écart-type avec le contrôle sans stress arbitrairement mis à 1. Les 
quantifications obtenues après incubation avec l’anticorps anti-FLAG sont normalisées par 
rapport à la quantité de protéines déposées.  
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C. Etude de l’influence de stress environnementaux sur la croissance de la 

souche HG003 de S. aureus sauvage ou délétée des STA sprG/SprF    

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la croissance de la souche HG003 sauvage et des 

souches isogéniques délétées des différents STA sprG/SprF en présence des stress oxydant et 

hyperosmotique pour lesquels nous avons observé une variation des niveaux d’expression des 

ARN sprG et SprF (Figure 9A, article 2). Nous avons donc cultivé les bactéries dans le milieu 

TSBd à γ7 °C sous agitation jusqu’à atteindre la phase exponentielle de croissance. Les 

bactéries ont été soumises aux stress oxydant (10 mM H2O2) ou osmotique (2 M NaCl). Les 

cinétiques de croissance ont ensuite été effectuées en microplaques 96 puits par mesure de la 

DO600 toutes les γ0 min à γ7 °C sous agitation à l’aide d’un lecteur de plaques « Synergy 2 

multi-mode reader » (Biotek).  Aucune variation de croissance significative n’a été mise en 

évidence entre ces différentes souches malgré la présence de variations du niveau des ARN 

sprG1, sprG3 et SprF lors de ces conditions (Figure 32 A-C).  

 

 

 

 

 

 

Figure 32. Influence d’un stress oxydant et hyperosmotique sur la croissance de la 
souche HG003 de S. aureus sauvage ou délétée pour les STA sprG/SprF. 
Cinétiques de croissance des souches HG00γ WT (bleu), délétée pour le STA sprG1/SprF1 
(gris), délétée pour le STA sprG2/SprFβ (orange), délétée pour le STA sprG3/SprFγ (jaune) 
et délétée pour les 4 STA sprG/SprF (violet). Les cultures de nuit ont été diluées de manière 
à ensemencer la plaque avec des cultures à DO600 0,1. Après une première phase de culture 
à γ7 °C avec agitation sans stress pour atteindre le début de la phase exponentielle de 
croissance, les cultures sont réincubées à γ7 °C avec agitation soit en milieu TSBd (A : 
contrôle), en milieu TSBd avec β M de NaCl (B : stress osmotique) ou 10 mM d’HβOβ pour 
créer un stress oxydant (C). La DO600 est mesurée toutes les γ0 min et les écart-types 
représentent les variations entre trois expériences indépendantes.    
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Nous avons également testé l’influence d’une carence nutritive sur la croissance de nos 

souches. Des pré-cultures en milieu TSB sont diluées de manière à ensemencer les cultures à 

DO600 0,1 dans les différents milieux testés. Le milieu TSB est un milieu riche qui sert de 

contrôle, les bactéries ayant tous les nutriments nécessaires à leur croissance. Ensuite, nous 

avons testé différents milieux pauvres : un milieu TSB dilué au 1/100, le milieu NZM qui 

favorise la réponse stringente et le milieu chimiquement défini SNMγ mimant l’environnement 

nasal donc pauvre en nutriments (composition en Annexe). Les cinétiques de croissance dans 

ces différents milieux ciblant une carence nutritive n’ont pas révélé de variation phénotypique 

entre les souches testées (Figure 33 A-D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. Influence de la carence nutritive sur la croissance de la souche HG003 de 
S. aureus sauvage ou délétée pour les STA sprG/SprF. 
Cinétiques de croissance des souches HG00γ sauvage (bleu), délétée pour le STA 
sprG1/SprF1 (gris), délétée pour le STA sprG2/SprFβ (orange), délétée pour le STA 
sprG3/SprFγ (jaune) et délétée pour les 4 STA sprG/SprF (violet) cultivées en milieu TSB 
(A), TSB dilué au 1/100 (B), NZM (C). Cinétiques de croissance des souches HG00γ 
sauvage (bleue), délétée pour le STA sprG2/SprFβ (orange) et délétée pour le STA 
sprG3/SprFγ (jaune) cultivées en milieu SNMγ (D). La DO600 est mesurée toutes les γ0 min 
et les écart-types représentent les variations entre trois expériences indépendantes.    
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Pour finir, nous avons suivi la cinétique de croissance des souches HG003 sauvage ou 

délétées pour les STA sprG/SprF lors d’un stress thermique chaud et lors d’un stress thermique 

froid, 37 °C servant de température de contrôle. Les cultures de nuit en milieu BHI sont diluées 

de manière à ensemencer à DO600 0,1 50 mL de milieu BHI déjà incubé à la température voulue. 

La croissance des bactéries est alors suivie par mesure de la DO600 à intervalles réguliers de 1 

h pendant 10 h avec agitation soit à 37 °C, 42 °C (stress chaud) ou 18 °C (stress froid ; Figure 

34 A-C). Lors d’un stress chaud, nous observons, à partir de γ h de culture à 4β °C, une 

différence de croissance entre la souche HG003 sauvage et les souches mutées qui ont une 

quantité de biomasse produite moins importante (Figure 34 B). Lors d’un stress chaud, la 

croissance de la souche HG003 sauvage semble donc favorisée. Cependant, nous observons que 

toutes les souches mutées ont le même profil de croissance nous laissant supposer un effet 

secondaire lié à la construction de nos mutants à l’aide de plasmides thermosensibles plutôt 

qu’un effet redondant de nos STA. 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. Influence de la température sur la croissance de la souche HG003 de S. aureus 
sauvage ou délétée pour les STA sprG/SprF. 
Cinétiques de croissance des souches HG00γ sauvage (bleu), délétée pour le STA 
sprG1/SprF1 (gris), délétée pour le STA sprG2/SprFβ (orange), délétée pour le STA 
sprG3/SprFγ (jaune) et délétée pour les 4 STA sprG/SprF (violet) cultivées en milieu BHI à 
γ7 °C (A), à 4β °C (B) ou à 18 °C (C). La DO600 est mesurée toutes les heures et les écart-
types représentent les variations entre trois expériences indépendantes.    

A B

0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 4 6 8 10

D
O

6
0

0

temps (h)

37 °C

WT ∆G1F1 ∆GβFβ ∆GγFγ ∆4TA

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 2 4 6 8 10

D
O

6
0

0

temps (h)

42°C

WT ∆G1F1 ∆GβFβ ∆GγFγ ∆4TA

C

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

0 2 4 6 8 10

D
O

6
0

0

temps (h)

18°C

WT ∆G1F1 ∆GβFβ ∆GγFγ ∆4TA



Résultats 

 

169 

II. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans l’adaptation de 
S. aureus aux antibiotiques 

A. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans la résistance de S. aureus 

aux antibiotiques 

 

 Certains STA chromosomiques peuvent avoir un rôle dans la résistance aux antibiotiques, 

c’est le cas du STA de type I ralR/RalA et des STA de type II MazEF et PezAT. En effet, il a 

été démontré chez E. coli que la délétion de la toxine ralR ou du locus entier augmente la 

sensibilité des bactéries à la fosfomycine (Guo et al., 2014). Chez S. aureus, la délétion de 

mazEF augmente la sensibilité de ce pathogène aux antibiotiques de la famille des -lactamines 

(Schuster et al., 2015). A l’inverse des autres STA qui favorisent la résistance, le STA PezAT 

augmente la sensibilité de Streptococcus pneumoniae aux antibiotiques appartenant aux -

lactamines (Chan & Espinosa, 2016). Les STA plasmidiques encodés par des plasmides 

porteurs de gènes de résistance participent indirectement à la résistance aux antibiotiques. Ils 

permettent le maintien de ces plasmides dans les populations bactériennes en absence de 

pression de sélection, grâce à un effet PSK (Wang et al., 2015). Ces exemples nous laissaient 

envisager que les STA sprG/SprF pourraient participer à la résistance de S. aureus aux 

antibiotiques. 

 Nous avons donc poursuivi notre identification de la fonction biologique des STA 

sprG/SprF par l’étude de leur implication dans l’adaptation de S. aureus aux antibiotiques, en 

commençant par la résistance. Face à la pression de sélection des antibiotiques, S. aureus a 

développé des mécanismes de résistance pour survivre, se traduisant par une augmentation de 

la CMI pour ces antibiotiques. Nous avons ciblé notre étude sur 4 antibiotiques utilisés pour 

traiter les infections à S. aureus et appartenant à différentes familles : la ciprofloxacine 

(fluoroquinolone), la vancomycine (glycopeptide), la céfazoline et la cloxacilline ( -

lactamines). Nous avons déterminé la CMI des souches HG003 sauvage et des mutants simples 

pour les STA sprG1/SprF1, sprG2/SprF2 et sprG3/SprF3 pour ces différents antibiotiques en 

milieu Mueller-Hinton (MH) dans des microplaques. Les bactéries ont été cultivées dans le 

milieu MH jusqu’à la DO600 de 0,2 correspondant à une concentration de 0,2.109 ufc/mL, puis 

diluées pour obtenir la concentration de 5.105 ufc/mL et incubées en présence de ciprofloxacine 

(0,1-1,6 µg/mL), vancomycine (0,125-2 µg/mL), céfazoline (0,0625-1 µg/mL) et cloxacilline 

(0,03125-0,5 µg/mL) pendant 24 h à 37 °C. La détermination des CMI s’effectue en mesurant 

la DO600 à intervalles réguliers dans le lecteur de microplaques Biotek. La valeur de la CMI 
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correspond alors à la plus faible concentration d’antibiotique pour laquelle aucune croissance 

visible des bactéries n’est observée. Les valeurs de CMI que nous avons déterminées sont 

regroupées dans le Tableau 7. Nous n’avons pas observé pas de différence de CMI pour les 

souches HG003 sauvage, ∆G1F1, ∆G2F2 et ∆G3F3 pour la ciprofloxacine, la vancomycine, la 

céfazoline et la cloxacilline.  

 

Tableau 7 : Valeurs de CMI obtenues avec les souches HG003 de S. aureus sauvage et 

délétées des STA sprG/SprF (en µg/mL). 

 

 

Pour confirmer ces résultats, nous avons également réalisé des gradients de 

concentrations d’antibiotiques en milieu solide. Pour les expériences de gradients 

d’antibiotiques, nous avons comparé la souche HG00γ de S. aureus sauvage et tous les mutants 

de délétion que nous avons construits : les mutants simples ∆G1F1, ∆G2F2, ∆G3F3, les mutants 

doubles ∆G1F1∆GγFγ, ∆GβFβG4F4 et la souche délétée des 4 STA sprG/SprF nommée ∆4TA. 

A l’issue d’une culture de nuit, un inoculum des différentes souches à DO600 égale à 10 a été 

ensemencé par une strie sur gélose BHI en allant de la zone la moins concentrée en antibiotiques 

vers celle où la concentration d’antibiotiques est la plus forte. Les boîtes ont été ensuite mises 

à l’étuve à γ7 °C pendant β4 h avant d’être prises en photo (Figure 35 A-D). Ces expériences 

ne nous ont pas permis de mettre en évidence des variations significatives du niveau de 

sensibilité des souches testées que ce soit en présence de ciprofloxacine, de vancomycine, de 

céfazoline et de cloxacilline.  

 

 

 

 

 WT ∆G1F1 ∆G2F2 ∆G3F3 

Ciprofloxacine 0,4 0,4 0,4 0,4 

Vancomycine 0,6 0,6 0,6 0,6 

Céfazoline 0,375 0,375 0,375 0,375 

Cloxacilline 0,25 0,25 0,25 0,25 
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 Les deux approches que nous avons utilisées nous permettent de conclure que les STA 

sprG/SprF ne sont pas impliqués dans la résistance de S. aureus aux antibiotiques testés. En 

effet, nous n’observons pas de variation de la CMI ou du niveau de résistance aux antibiotiques 

dans un panel de mutants de délétion des STA sprG/SprF, comparés à la souche HG003 

sauvage. Nous nous sommes ensuite intéressés à l’étude de leur implication dans la formation 

de bactéries tolérantes et persistantes aux antibiotiques chez S. aureus. 

 

B. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans la formation de 

bactéries persistantes aux antibiotiques chez S. aureus 

 

Ces expériences ont été réalisées sur les souches HG003 et N315 de S. aureus sauvages 

et délétées des STA sprG/SprF. 

 

1. Etude chez la souche HG003 de S. aureus 

 

 Comme les STA sprG/SprF ne semblent pas impliqués dans la résistance de S. aureus 

aux antibiotiques, nous avons voulu étudier leur rôle dans la tolérance aux antibiotiques testés, 
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Figure 35. Etude de la résistance aux antibiotiques en présence ou absence des STA 
sprG/SprF. 
Des inoculums de 10 µL des souches HG00γ sauvage, ∆G1F1, ∆GβFβ, ∆GγFγ, 
∆G1F1∆GγFγ, ∆GβFβG4F4 et ∆4TA à DO600 égale à 10 ont été ensemencés par une strie 
sur des géloses BHI contenant les gradients de concentration d’antibiotiques suivant : 0 à 
1,β µg/mL de ciprofloxacine (A), 0 à β µg/mL de vancomycine (B), 0 à 0,γ µg/mL de 
céfazoline (C) et 0 à 0,β5 µg/mL de cloxacilline (D). 
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et plus particulièrement la persistance. Beaucoup d’études, y compris chez S. aureus, se sont 

focalisées sur l’implication des STA de type II dans la formation de bactéries persistantes 

(Conlon et al., β016). L’étude de la participation des STA de type I dans la persistance 

bactérienne est plus avancée chez E. coli où il a été démontré que les toxines membranaires 

TisB et HokB augmentaient la persistance aux antibiotiques en créant des dommages 

membranaires affectant la force proton-motrice et le niveau d’ATP intracellulaire (Dörr et al., 

2010 ; Verstraeten et al., 2015 ; Wilmaerts et al., 2018). Chez S. aureus, Conlon et al. ont 

également démontré que la chute du taux intracellulaire d’ATP est nécessaire pour la formation 

de bactéries persistantes aux antibiotiques et que les STA de type II de S. aureus n’influencent 

pas la formation de bactéries persistantes (Conlon et al., 2016). En se basant sur ces études, 

nous avons émis l’hypothèse que les toxines de type I SprG1, SprG2 et SprG3 pourraient 

favoriser la persistance de S. aureus aux antibiotiques. 

 

 Les souches utilisées pour cette étude sont les souches HG003 sauvage, délétées de 

chaque STA (∆G1F1, ∆G2F2 et ∆G3F3), ainsi que la souche délétée des quatre STA sprG/SprF 

(∆4TA). L’implication des STA sprG/SprF dans la persistance de S. aureus dans nos différentes 

souches a été étudiée sur des cultures en phases exponentielle et stationnaire de croissance, en 

milieu MH. Nous avons mesuré le taux de survie de nos souches après exposition à un 

antibiotique à une concentration supérieure à la CMI, à différents temps et pendant au moins 

24 h. Les antibiotiques testés ont été ajoutés aux concentrations suivantes : 8 µg/mL de 

ciprofloxacine (20 fois la CMI), 15 µg/mL et 30 µg/mL de vancomycine (20 fois et 40 fois la 

CMI respectivement) et 7,5 µg/mL de céfazoline (20 fois la CMI). 

 Pour les expériences de survie en phase stationnaire de croissance, nous n’observons pas 

de courbe biphasique caractéristique de la sous-population des bactéries persistantes, capables 

de tolérer l’antibiotique (Figure 36 A-C). Ces résultats nous suggèrent que le taux de bactéries 

dormantes, c’est-à-dire à avec une croissance lente et un métabolisme ralenti, est important dans 

la phase stationnaire de croissance. Leur présence limiterait l’efficacité des antibiotiques 

bactéricides utilisés.  
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En revanche, pour les expériences de survie en phase exponentielle de croissance, nous 

avons bien observé pour la souche HG003 sauvage une courbe biphasique soulignant la 

présence d’une sous-population de bactéries persistantes à la ciprofloxacine et à la céfazoline 

(Figures 37A et 37C). Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative dans la 

formation de bactéries persistantes entre la souche HG003 sauvage et les souches délétées des 

STA sprG/SprF exposées à la ciprofloxacine (Figures 37A et 37B). En revanche, nous avons 

montré que la souche HG003 sauvage possède une meilleure survie comparée à celle des 

souches délétées des STA sprG/SprF suite à une exposition de à la céfazoline (Figures 37C et 

37D). Pour la vancomycine, nous observons que toutes les souches de S. aureus se comportent 

de la même manière et semblent demeurer sensibles à la vancomycine, suggérant que la dose 

utilisée (40 fois la CMI) est insuffisante pour induire la formation de bactéries persistantes par 

S. aureus (Figure 37E).  

6

8

10

0 10 20 30 40 50

lo
g 1

0
(u

fc
/m

L
)

Temps après ajout de la vancomycine (h)

WT

∆G1F1
∆GβFβ
∆GγFγ
∆4TA

6

8

10

0 10 20 30 40 50

lo
g 1

0
(u

fc
/m

L
)

Temps après ajout de la ciprofloxacine (h)

WT

∆G1F1
∆GβFβ
∆GγFγ
∆4TA

A B

6

8

10

0 10 20 30 40 50

lo
g 1

0
(u

fc
/m

L
)

Temps après ajout de la céfazoline (h)

WT

∆G1F1
∆GβFβ
∆GγFγ
∆4TA

C

Figure 36. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans la formation de bactéries 
persistantes sur des cultures de S. aureus en phase stationnaire de croissance. 
Des cultures en phase stationnaire de croissance des souches HG00γ sauvage, ∆G1F1, 
∆GβFβ, ∆GγFγ et ∆4TA en milieu MH sont exposées à des concentrations d’antibiotiques 
correspondant à β0 fois la CMI : 8 µg/mL de ciprofloxacine (A), 15 µg/mL de vancomycine 
(B) ou 7,5 µg/mL de céfazoline (C). Avant ajout de l’antibiotique puis à β4 h et à 48 h, des 
prélèvements de chaque culture sont effectués, puis lavés avec du milieu MH dépourvu 
d’antibiotique. Après dilutions, les bactéries sont étalées sur géloses BHI pour dénombrer 
les bactéries survivantes. La moyenne de quatre expériences indépendantes (+/- écart-type) 
a été représentée. 
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Figure 37. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans la formation de bactéries 
persistantes sur des cultures de S. aureus en phase exponentielle de croissance. 
Les souches HG00γ sauvage, ∆G1F1, ∆GβFβ, ∆GγFγ et ∆4TA sont mises en culture en milieu MH 
pendant 1 h γ0 à γ7 °C, 160 rpm. Lorsqu’elles sont en phase exponentielle de croissance, les bactéries 
sont exposées à des concentrations d’antibiotiques correspondant à β0 fois la CMI pour la 
ciprofloxacine (8 µg/mL, A-B), β0 fois la CMI pour la céfazoline (7,5 µg/mL, C-D) et 40 fois la CMI 
pour la vancomycine (γ0 µg/mL, E). Des prélèvements sont effectués aux temps suivants : 0, β, 4, 6, 
β4 et 48 h avec arrêt après β4 h pour la céfazoline. Les bactéries sont lavées, diluées puis étalées sur 
géloses BHI pour dénombrer les bactéries survivantes. La moyenne de trois expériences 
indépendantes (+/- écart-type) a été représentée. Les diagrammes en B et E représentent le taux de 
survie des souches de S. aureus testées après 48 h d’exposition à 8 µg/mL de ciprofloxacine (B) et 
β4 h d’exposition β0 fois la CMI de céfazoline (D).  
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Les courbes de survie nous permettent de déterminer graphiquement les paramètres MDK 

(Minimum Duration for Killing) (Brauner et al., 2016, Balaban et al., 2019). Le paramètre 

MDK99 est représentatif de la tolérance aux antibiotiques et correspond à la durée minimale de 

traitement pour tuer 99 % des bactéries c’est-à-dire pour un taux de survie de 10-2 sur l’axe des 

ordonnées de la courbe de survie. Pour nos expériences, les valeurs de MDK99 sont identiques 

pour toutes nos souches de S. aureus exposées aux trois antibiotiques testés (Tableau 8). La 

MDK99 de la ciprofloxacine est de 1 h, ce qui est une durée relativement courte. La 

vancomycine et la céfazoline, qui sont deux antibiotiques ciblant la paroi, partagent la même 

valeur de MDK99. Le paramètre MDK99,99 est représentatif de la persistance aux antibiotiques 

et correspond à la durée minimale de traitement pour tuer 99,99 % des bactéries c’est-à-dire 

pour un taux de survie de 10-4 sur l’axe des ordonnées de la courbe de survie. Les valeurs de 

MDK99,99 sont identiques entre les souches de S. aureus exposées à la ciprofloxacine et à la 

vancomycine (Tableau 8). Pour les expériences réalisées avec la céfazoline, nous avons 

déterminé une valeur de MDK99,99 entre 15 et 18 h pour les souches délétées des STA sprG/SprF 

tandis que la valeur de MDK99,99 pour la souche HG00γ sauvage n’a pas pu être déterminée du 

fait d’un taux plus important de bactéries survivantes (Tableau 8).  

 

Tableau 8 : Valeurs de MDK99 et MDK99,99 obtenues à partir des courbes de survie des 

souches HG003 de S. aureus sauvage et délétées des STA sprG/SprF (en h) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Des expériences supplémentaires de complémentation du phénotype observé avec la 

céfazoline seront nécessaires pour confirmer une implication des STA sprG/SprF dans la 

formation de bactéries persistantes par la souche HG003 de S. aureus. Le STA sprG1/SprF1 a 

 WT ∆G1F1 ∆G2F2 ∆G3F3 ∆4TA 

MDK99 

Ciprofloxacine 1 1 1 1 1 

Céfazoline 6 6 6 6 6 

Vancomycine 6 6 6 6 6 

MDK99,99 

Ciprofloxacine 2 2 2 2 2 

Céfazoline - 15 18 17 17 

Vancomycine 18 18 18 18 18 
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été initialement caractérisé dans la souche N315 de S. aureus, souche dans laquelle l’étude du 

lien entre ce STA de type I et la persistance de S. aureus est plus approfondie. 

 

2. Etude chez la souche N315 de S. aureus 

 

Article 3: An RNA antitoxin associates with ribosomes in Staphylococcus 

aureus to modulate protein synthesis and increase antibiotic persister cell 

formation 

 

Les travaux présentés dans cet article constituent la suite de la caractérisation du STA de 

type I sprG1/SprF1 dans la souche N315 de S. aureus. La souche N315 présente l’intérêt d’être 

une souche clinique de S. aureus résistante à la méticilline (SARM) et d’être entièrement 

séquencée (Kuroda et al., 2001). Des études préliminaires de séquençage à haut débit effectuées 

sur des ribosomes purifiés de S. aureus en collaboration avec le Pr Norbert Polacek de 

l’Université de Bern en Suisse ont été réalisées afin d’identifier une nouvelle classe d’ARN 

régulateurs (ARNreg) capables de cibler et de réguler le ribosome de S. aureus. Parmi ces 

ARNreg, nous avons retrouvé l’antitoxine SprF1 associée aux ribosomes de S. aureus.  

Fort de cette découverte, la première étape de nos recherches a été de vérifier que SprF1 

peut effectivement moduler la traduction de S. aureus. L’ensemble des expériences ont été 

conduites sur les 4 souches suivantes : N315 sauvage possédant le plasmide pCN35 (WT), 

délétée du STA sprG1/SprF1 et transformée avec le plasmide pCNγ5 (∆∆), délétée de 

sprG1/SprF1 et complémentée avec le plasmide pCN35ΩsprF1 (∆∆ + SprF1) et la souche 

délétée de sprG1/SprF1 et complémentée avec le plasmide pCNγ5ΩsprG1/sprF1 (∆∆ + SprF1 

+ SprG1). Nous avons, tout d’abord, vérifié que SprF1 n’affecte pas le phénomène de 

transcription des ARN en mesurant l’incorporation de l’uridine tritiée ([3H]-uridine) au cours 

de la croissance de S. aureus. Comme attendu, nous n’avons pas observé de variation de 

l’incorporation de l’uridine tritiée dans les souches testées, indiquant que la transcription n’est 

pas affectée par le STA sprG1/SprF1 (Figure 1a, article 3). En parallèle, nous n’avons 

démontré aucun impact de SprF1, in vitro, sur la transcription de l’ARNm sarA codant pour le 

facteur de transcription SarA (Figure supplémentaire 2a, article 3). En revanche, nous avons 

montré que SprF1 inhibe la traduction de l’ARNm sarA par des essais de traduction in vitro 

(Figure supplémentaire 2b, article 3). Nous avons ensuite réalisé le marquage métabolique 
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en mesurant l’incorporation de la méthionine-[35S] dans les protéines nouvellement synthétisées 

au cours de la croissance de S. aureus. Nous avons montré une augmentation significative de 

l’incorporation de la méthionine-[35S] dans la souche ∆∆ par rapport à la souche sauvage (WT), 

phénotype complémenté avec les souches surexprimant SprF1 ou le STA sprG1/SprF1 entier 

(Figure 1b, figure supplémentaire 1d article 3). Pour confirmer ces résultats, nous avons 

également montré que SprF1 est capable d’inhiber significativement et de manière dose 

dépendante la traduction de la luciférase et de la -lactamase par traduction in vitro (Figure 1c, 

figure supplémentaire 2c, article 3). Pour mieux comprendre comment SprF1 atténue la 

traduction globale de S. aureus, nous avons recherché in vivo la présence de SprF1 au niveau 

des polysomes, c’est-à-dire les ribosomes traductionnellement actifs, dans la bactérie. Après un 

enrichissement des différentes fractions ribosomales, nous avons démontré par RT-qPCR que, 

contrairement à sprG1, SprF1 est associée aux polysomes et dans une moindre mesure aux 

ribosomes au cours de la croissance de S. aureus (Figure 1d, article 3). Nous avons également 

mis en évidence la capacité de SprF1 à s’associer aux ribosomes de S. aureus in vitro par Dot 

blot (Figure 1e, figure supplémentaire 3b, article 3). Ces expériences montrent que SprF1 

fixe préférentiellement le ribosome 70S avec une constante de dissociation comparable à un 

ARNm, mais peut également se fixer aux deux sous-unités dissociées (Figures 

supplémentaires 3c et 3d, article 3). La présence d’un cadre ouvert de lecture précédé d’une 

séquence riche en purines (A7GAAAA12) dans la partie 5′ de SprF1 nous a laissé penser que 

SprF1 pouvait coder pour un peptide putatif de 17 acides aminés. Nous avons confirmé la nature 

non-codante de l’ARN SprF1 par les techniques de traduction in vitro et de Western Blot, 

suggérant que celui-ci ne s’associait pas aux ribosomes pour être traduit mais pour exercer une 

fonction régulatrice (Figures 1f et 1g, article 3). 

 

 Pour aller plus loin dans l’étude des mécanismes moléculaires permettant à SprF1 

d’atténuer la traduction de S. aureus, il a été nécessaire de déterminer la structure secondaire 

de SprF1 (Figure 2, article 3). L’analyse des clivages effectués par une nucléase S1 qui clive 

l’ARN simple brin et une RNase V1 coupant au niveau des structures en tige-boucle, nous a 

permis de déterminer que SprF1 comporte trois tiges-boucles ainsi qu’une région ARN simple 

brin étendue (Figures 2a et 2b, article 3). De plus, nous avons montré par traduction in vitro 

et Dot blot que c’est la partie 5′ de SprF1, comportant deux structures en tige-boucle, qui 

interagit avec les ribosomes pour atténuer la traduction (Figures 2c et 2d, article 3).  

Afin d’identifier la séquence nucléotidique de SprF1 responsable de sa fixation sur les 

ribosomes, nous avons réalisé un toeprint sur le complexe ternaire d’initiation de la traduction 
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qui inclut les ribosomes purifiés, l’ARNtfmet initiateur et SprF1. Nous avons ainsi identifié un 

toeprint au niveau du nucléotide G23 situé dans la partie 5′ de SprF1 suggérant que SprF1 

s’associe aux ribosomes via sa séquence riche en purines. Comme attendu, nous avons montré 

par Dot blot et traduction in vitro que cette région riche en purines très conservée est bien 

requise pour la fixation de SprF1 aux ribosomes 70S et pour l’inhibition de la traduction 

(Figures 3a, 3b et 3c, figure supplémentaire 4, article 3). SprF1 peut également rentrer en 

compétition avec un ARNm comme sarA et inhiber de presque moitié sa fixation aux ribosomes 

à un ratio molaire de 100:1 (SprF1 versus sarA). De la même manière, lorsque SprF1 est associé 

au ribosome, un excès d’ARNm diminue de manière significative et dose-dépendante cette 

fixation de SprF1 aux ribosomes (Figures 3d et 3e, article 3). Nous avons voulu ensuite 

déterminer l’étape de la traduction ciblée par SprF1. Nous avons donc testé l’effet de SprF1 sur 

la formation du complexe d’initiation de la traduction en utilisant des extraits ribosomaux 

d’E. coli, de la méthionine-[35S] et de l’ARNtfmet. La fixation de l’ARNtfmet, liée à la 

méthionine-[35S], au niveau du site P du ribosome a été analysée par Dot blot. Les résultats 

montrent que SprF1 inhibe la formation du complexe d’initiation de la traduction suggérant que 

SprF1 inhibe l’étape d’initiation de la traduction. Pour plus de relevance biologique, nous avons 

déterminé la quantité de SprF1 dans la bactérie. Elle a été estimée à 2.109 et 4.109 molécules de 

SprF1 pour 5 µg d’ARN totaux en phase exponentielle et stationnaire de croissance 

respectivement. Cela semble être compatible avec son effet d’inhibition de la traduction en 

condition normale de croissance, bien que cette quantité soit 10 fois moins importante que celle 

de l’ARN transfert-messager (Figure supplémentaire 5, article 3).  

 

 Sur la base de l’ensemble de ces résultats, nous nous sommes demandé quel était l’intérêt 

pour S. aureus de moduler ainsi son niveau de synthèse protéique, d’autant plus que les signaux 

initiant la fixation de SprF1 aux ribosomes sont inconnus. Nous avons posé l’hypothèse que 

cette diminution de la traduction pourrait permettre à S. aureus d’entrer en état de persistance. 

En effet, les bactéries persistantes correspondent à une sous-population bactérienne hautement 

tolérante aux antibiotiques pour laquelle la traduction globale est fortement inhibée (Cho et al., 

2015). Cette hypothèse a été testée sur deux antibiotiques utilisés pour traiter les infections à 

S. aureus, la ciprofloxacine (inhibant la réplication de l’ADN) et la vancomycine (inhibant la 

synthèse de la paroi). Nous avons, dans un premier temps, montré que les souches N315 WT, 

∆∆, ∆∆ + SprF1 et ∆∆ + SprF1 + SprG1 possèdent toutes la même CMI pour ces antibiotiques. 

Nous avons ensuite étudié la formation de bactéries persistantes à partir de cultures en phase 

exponentielle de croissance de nos souches de S. aureus exposées à la ciprofloxacine et la 



Résultats 

 

179 

vancomycine. Dans ces conditions, nous avons bien observé la formation de bactéries 

persistantes caractérisées par une courbe de survie biphasique chez toutes les souches testées 

(Figure 4a, article 3). Nous avons également observé une diminution importante du nombre 

de bactéries survivantes en absence du STA sprG1/SprF1 comparé à celui de la souche sauvage 

ou des souches surexprimant SprF1 ou le STA sprG1/SprF1 (Figure 4a, article 3). La 

détermination de la durée minimale de traitement permettant de tuer 99 % (tolérance) et 99,9 

% (persistance) des bactéries confirme nos premières observations et suggère une implication 

de SprF1 dans la persistance de S. aureus puisque la MDK99,99 est réduite en absence de SprF1 

contrairement à la souche sauvage et aux souches de complémentation (Figure supplémentaire 

6, article 3). 

 

 En conclusion, les résultats présentés dans cet article démontrent donc que dans le cas du 

STA sprG1/SprF1, c’est l’antitoxine de type I SprF1 qui semble favoriser la formation de 

bactéries persistantes aux antibiotiques chez S. aureus. Nos expériences mettent également en 

évidence la dualité de l’antitoxine SprF1 qui, grâce à son extrémité γ′, neutralise la toxicité des 

peptides encodés par sprG1 envers les bactéries compétitrices et les cellules de l’hôte et, grâce 

à son extrémité 5′, comportant une région riche en purines, interagit avec les ribosomes pour 

diminuer la traduction de S. aureus et favoriser la persistance aux antibiotiques (Figure 4b, 

article 3). Ce travail fait l’objet d’un article intitulé « An RNA antitoxin associates with 

ribosomes in Staphylococcus aureus to modulate protein synthesis and increase antibiotic 

persister cell formation », qui est soumis dans la revue Nature Microbiology. 
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C. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans l’internalisation et la 

persistance de S. aureus dans les macrophages humains 

 

 S. aureus est un pathogène capable de persister dans les cellules de l’hôte lui permettant 

d’échapper au système immunitaire. S. aureus peut survivre 3-4 jours dans les cellules 

phagocytaires et jusqu’à 7 jours dans les ostéoblastes avant d’induire la mort de sa cellule hôte 

par apoptose (Kahl et al., 2016). Cette persistance intracellulaire est largement impliquée dans 

la récurrence de certaines infections à S. aureus comme les ostéomyélites et les infections des 

voies pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose (Bui et al., 2017). Un autre pathogène 

adoptant un mode de vie intracellulaire au cours de l’infection est Salmonella qui possède dans 

son génome un nombre important de STA. Il a été mis en évidence que la délétion de chacun 

des 14 STA de type II diminuait la formation de « persisters » après l’internalisation par des 

macrophages humains (Helaine et al., 2014 ; Ronneau et al., 2019). Parmi les toxines de ces 

STA, celles appartenant à une famille de toxines atténuant la traduction de Salmonella par 

acétylation des ARN de transfert aminoacylés (TacT, TacT2 et TacT3) semblent 

particulièrement impliquées dans la persistance intracellulaire. En effet, des études ont 

démontré que la surproduction de ces trois toxines conduit à une augmentation de la sous-

population des « persisters » et que leur délétion réduit la persistance après internalisation par 

les macrophages humains (Helaine et al., 2014 ; Cheverton et al., 2016 ; Rycroft et al., 2018). 

 Dans ce contexte, nous avons débuté notre étude par la mise au point de l’internalisation 

de S. aureus par les macrophages humains en culture primaire. Nous avons choisi ce modèle 

cellulaire pour se rapprocher des conditions physiologiques d’internalisation de S. aureus 

puisque ce modèle permet l’étude chez différents sujets et l’analyse des facteurs de variabilité 

individuelle. Les bactéries à la MOI (Multiplicity of infection) de 25 (β5 bactéries pour 1 

macrophage) ont été incubées pendant 2 h à 37 °C sous 5 % de CO2 avec les macrophages 

humains en présence de sérum AB afin de favoriser l’opsonisation des bactéries, et ainsi leur 

internalisation par les macrophages. Les cellules infectées ont été ensuite traitées pendant 1 h 

30 à 37 °C sous 5 % de CO2 par la gentamycine à la concentration de 150 µg/mL pour tuer 

toutes les bactéries extracellulaires non phagocytées. L’internalisation de S. aureus dans les 

macrophages a été analysée par le dénombrement sur gélose des bactéries internalisées après la 

lyse des macrophages par une solution de triton-X100 à 0,025 %. Les résultats ont été exprimés 

en effectuant le rapport du nombre d’UFC pour 105 macrophages calculé pour les souches 

délétées des STA sprG/SprF sur celui déterminé pour la souche HG003 sauvage. Nous 
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n’observons pas de variation du nombre de bactéries internalisées entre les souches HG00γ 

WT, ∆G1F1, ∆G2F2, ∆G3F3 et ∆G2F2G4F4. Dans le cas de la souche ∆4TA, nos résultats 

semblent indiquer que la quantité de bactéries internalisées est légèrement plus importante après 

β h de phagocytose. Nous pouvons remarquer que la quantité de bactéries internalisées semble 

différer uniquement lorsque tous les STA sprG/SprF sont délétés, suggérant une action 

redondante de ces STA qui empêcherait la phagocytose de S. aureus par les macrophages 

humains et pourrait ainsi participer à l’échappement de S. aureus au système immunitaire de 

l’hôte, par un autre mécanisme que la survie en intracellulaire (Figure 38).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour conclure cette seconde partie de résultats, nous avons identifié une fonction 

biologique pour le STA sprG1/SprF1 dans la souche N315 de S. aureus. En effet, Pour le 

premier STA sprG/SprF caractérisé, sprG1/SprF1, il semble impliqué dans la formation de 

bactéries persistantes à la ciprofloxacine et à la vancomycine chez la souche N315 de S. aureus. 

Nous avons mis en évidence que cette fonction serait exerçait par l’antitoxine SprF1, et plus 

particulièrement par son extrémité 5′, qui lui permettrait d’interagir avec les ribosomes 

traductionnellement actifs de S. aureus dans le but d’atténuer la traduction.  
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Figure 38. Etude de l’implication des STA sprG/SprF dans l’internalisation de S. aureus 
dans les macrophages humains. 
 Les souches HG003 de S. aureus sauvage et délétées des STA sprG/SprF ont été mises en 
contact avec les macrophages pendant 2 h à une MOI de 25. Les bactéries non internalisées 
sont tuées par un traitement à la gentamycine de 1 h 30 à une concentration de 150 µg/µL. 
Puis les macrophages ont été lysés avec une solution de triton-X100 à 0,025% et les bactéries 
internalisées sont dénombrées. Le graphique représente la proportion de bactéries vivantes 
après β h de phagocytose, en attribuant arbitrairement la valeur de 1 au nombre d’UFC pour 
105 macrophages dénombré pour la souche sauvage. Les données représentent la moyenne 
de trois expériences indépendantes +/- écart-type. 
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En revanche, en ce qui concerne les autres STA sprG/SprF exprimés par la souche HG003 

de S. aureus, les différentes pistes explorées nous ont permis d’initier et d’orienter les 

recherches dans le but d’identifier leur fonction biologique. Les variations observées du niveau 

des ARN sprG et SprF en condition de stress, ainsi que de la toxine encodée par sprG2 ne 

semblent pas avoir d’impact sur la croissance de S. aureus lors d’un stress hyperosmotique, 

oxydant et nutritif. Seul le stress chaud à 42 °C nous montre une différence de croissance entre 

les souches HG003 sauvage et délétées des STA sprG/SprF, quel que soit le STA délété. Les 

études sur une fonction hypothétique des STA sprG/SprF comme systèmes de réponses aux 

stress physico-chimiques doivent être poursuivies, mais nos résultats semblent plutôt indiquer 

que les STA sprG/SprF appartenant au core génome puisse également avoir une fonction 

d’adaptation au stress antibiotique, comme cela a été identifié pour le STA sprG1/SprF1. 

Lors de notre étude de l’adaptation au stress antibiotique, nous avons démontré que les 

STA sprG/SprF ne sont pas impliqués dans la résistance de S. aureus à la ciprofloxacine 

(fluoroquinolone) et à trois antibiotiques ayant pour cible la paroi bactérienne : la vancomycine, 

la céfazoline et la cloxacilline. Nous avons également initié l’étude de leur implication dans la 

persistance à ces antibiotiques dans la souche HG003, en déterminant les conditions dans 

lesquelles devront être poursuivies les expériences de survie, en termes de concentration 

d’antibiotique et de temps de prélèvements. Nous avons identifié un antibiotique, la céfazoline, 

pour lequel les expériences de survie avec les souches de complémentation des STA sprG/SprF 

devront être conduites afin de confirmer le phénotype observé.  

 Enfin, l’analyse de l’internalisation des souches HG00γ sauvage et délétées pour les STA 

sprG/SprF nous a permis d’observer que la souche ∆4TA semble être plus internalisée que la 

souche sauvage. Cette observation nous permet d’envisager l’étude de l’implication de ces STA 

dans l’échappement au système immunitaire de l’hôte et la persistance intracellulaire de 

S. aureus. L’ensemble des résultats que nous avons obtenus dans le but d’identifier la fonction 

biologique des STA sprG/SprF va nous permettre d’approfondir l’étude de l’implication des 

STA sprG/SprF dans la tolérance/persistance de S. aureus, en particulier sur la persistance 

intracellulaire. 
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 Ma thèse s’inscrit dans la suite d’un projet ayant mené à la caractérisation du STA de type 

I sprG1/SprF1, exprimé par la bactérie pathogène S. aureus (Pinel-Marie et al., 2014). Ce 

nouveau STA est encodé dans l’îlot de pathogénie ΦNγ15 comportant des gènes de facteurs de 

virulence comme le gène sak encodant la staphylokinase et le gène sep encodant une 

entérotoxine (Pichon & Felden, 2005). Le STA sprG1/SprF1 n’est pas le seul STA de type I 

exprimé par S. aureus puisque parmi les ARN Spr, les ARN chevauchants sprA1 et SprA1AS 

ont également été démontrés comme appartenant à un STA de type I (Sayed et al., 2011). Les 

STA de type I sont fréquemment retrouvés en plusieurs copies dans les génomes bactériens 

(Fozo et al., 2010 ; Sharma et al., β010) et c’est notamment le cas pour sprA/SprAAS qui 

présente deux copies fonctionnelles dans la souche Newman de S. aureus (Germain-Amiot et 

al., β019). D’autres copies des gènes sprG et sprF ont été identifiées par des outils bio-

informatiques (Pinel-Marie et al., 2014). Ces copies sont conservées parmi tous les génomes 

séquencés de S. aureus et appartiennent au core génome de ce pathogène. Ainsi, la présence ou 

l’absence de l’îlot de pathogénie ΦNγ15, et donc de sprG1/SprF1, est la différence majeure 

observée quant à la conservation des ARN sprG et SprF dans les génomes des souches de 

S. aureus. Mon travail de thèse a consisté dans un premier temps en l’identification puis la 

caractérisation de nouveaux STA de type I chez le pathogène S. aureus.  

 

Les locus sprG2/sprF2 et sprG3/sprF3 expriment des STA de type I fonctionnels. 

  

 L’identification de nouveaux STA, quel que soit le type, est souvent basée sur des 

analyses bio-informatiques mettant en avant la présence d’homologies de séquences 

nucléotidiques ou peptidiques avec des STA connus. Cette identification peut être facilitée par 

des bases de données permettant de comparer des séquences d’intérêt aux STA connus chez un 

grand nombre de bactéries. Certaines bases de données, comme RASTA-bacteria (Rapid 

Automated Scan for Toxins and Antitoxins in Bacteria) et TADB2 (Toxin-Antitoxin DataBase 

2.0), sont plutôt consacrées aux STA de type II (Sevin & Barloy-Hubley, 2007 ; Xie et al., 

β018). Très récemment, le développement d’une base de données ambitieuse permettant 

l’identification bio-informatique de STA appartenant à tous les types a été initiée. Elle est d’ores 

et déjà disponible pour les TA de type I à IV (Akarsu et al., 2019). 

 Concernant les copies de sprG1 et SprF1 présentes dans le core génome, l’organisation 

génomique et les identités de séquences des ARN et des peptides putatifs avec le couple 

sprG1/SprF1 suggéraient que ces trois copies codaient pour des STA de type I. Les identités de 

séquences déterminées entre les différents gènes sprG et sprF révèlent que seuls sprF2 et sprF4 
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peuvent être considérés comme de vraies copies, avec une identité de séquences de 93 %. 

L’analyse de l’expression des homologues de sprG1 et SprF1 par la technique de Northern blot 

a démontré que sprG2, SprF2, sprG3, SprF3 et SprF4 sont exprimés au cours de la croissance 

de la souche HG003 de S. aureus, contrairement à sprG4. L’absence d’expression de sprG4 

chez S. aureus HG003 semble être une particularité de cette souche, puisque sprG4 est exprimé 

chez les souches N315, COL et Newman (Pinel-Marie et al., 2014). L’analyse de la demi-vie 

des homologues exprimés de sprG1 et SprF1 a mis en évidence que sprG2 et sprG3 sont des 

ARN stables contrairement à SprF2, SprF3 et SprF4 qui sont instables. sprG2 et sprG3 encodent 

un peptide dont la surexpression est toxique pour S. aureus. Les ARN antisens SprF2 et SprF3 

sont capables de neutraliser cette toxicité. Ces résultats nous ont permis d’identifier deux 

nouveaux STA de type I exprimés par S. aureus, en plus des STA sprG1/SprF1, sprA1/SprA1AS 

et sprA2/SprA2AS (Pinel-Marie et al., 2014 ; Sayed et al., 2011 ; Germain-Amiot et al., 2019). 

 Le couple sprG4/SprF4 code lui aussi pour un STA mais dans la souche HG003 de 

S. aureus, l’absence de promoteur devant le gène sprG4 explique qu’il ne soit pas exprimé, 

contrairement à l’antitoxine SprF4. Une telle situation est aussi retrouvée pour les STA hok/Sok 

présents en multiples copies dans les génomes de E. coli. Dans le cas des copies hokE/SokE et 

hokX/SokX, seule l’expression des antitoxines SokE et SokX a été démontrée par Northern blot 

alors que les gènes des toxines hokE et hokX ne semblent pas exprimés chez la souche MG1655 

d’E. coli (Kawano et al., β005). De plus, l’absence de promoteur excluant l’expression de l’un 

des partenaires du STA putatif est aussi observée pour le couple d’ARN aapA2/IsoA2 chez 

H. pylori où le gène de la toxine aapA2 n’est pas exprimé contrairement à l’antitoxine IsoAβ 

(Arnion et al., 2017). 

  

 Notre étude a démontré qu’il reste encore des STA à identifier dans les génomes de 

S. aureus. Une analyse à large échelle du génome de la souche MW2 de S. aureus prédit la 

présence dans son génome de 67 STA appartenant à différentes familles, dont 7 nouveaux STA 

de type I (Habib et al., 2018). Chez certaines espèces bactériennes, une relation semble exister 

entre le nombre de STA présents dans le génome et la pathogénicité. En effet, chez les 

mycobactéries, certains STA sont conservés dans les génomes des espèces pathogènes, dont M. 

tuberculosis, mais sont absents des génomes de mycobactéries environnementales ou d’espèces 

non pathogènes comme Mycobacterium smegmatis qui ne possède que deux STA. Ces 

observations suggèrent une implication des STA dans la pathogénicité de M. tuberculosis 

(Ramage et al., 2009 ; Frampton et al., β01β). Il serait intéressant d’étudier la relation entre les 

6 STA de type I identifiés au laboratoire et le caractère pathogène de S. aureus. 
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Les peptides encodés par sprG2 et sprG3 sont bactériostatiques pour S. aureus en 

condition de surexpression contrairement aux deux peptides encodés par sprG1. 

  

 En remplaçant les codons d’initiation de la traduction des peptides encodés par sprG2 et 

sprG3, nous avons démontré que la toxicité induite par leur surexpression était liée à la 

production d’un peptide toxique. Nous avons montré que le peptide encodé par sprG2 était 

traduit au cours de la croissance de S. aureus, mais nous n’avons pas réussi à mettre en évidence 

la traduction du peptide encodé par sprG3. Il est possible que l’étiquette γxFLAG que nous 

avons utilisé bloque l’ARNm sprG3 dans une structure secondaire très compacte empêchant sa 

traduction. Nous pourrions envisager d’utiliser un autre type d’étiquette comme une étiquette 

6-Histidine ou 3-Hémagglutinine (3HA). Une autre hypothèse que nous pouvons envisager est 

la dégradation du peptide SprG3-flaggé par des protéases, et en particulier la protéase ClpP, 

essentielle à la dégradation des antitoxines de type II MazE, Axe1 (YefM-SA1) et Axe2 (YefM-

SA2) (Donegan et al., β010). Cela n’a pas été reporté pour les toxines de type I et de type II chez 

S. aureus mais nous pourrions étudier la production du peptide SprG3-flaggé dans une souche 

délétée du gène codant la protéase clpP afin de tester l’hypothèse de la dégradation du peptide 

encodé par sprG3 chez S. aureus. 

Ce résultat peut aussi être dû au fait que l’ARNm sprG3 ait besoin d’une étape de 

maturation pour que celui-ci soit traductible. Les ARNm des toxines de type I AapA1 et Hok 

nécessitent notamment un clivage au niveau de leur extrémité γ′-UTR, et l’ARNm de la toxine 

DinQ un clivage au niveau de son extrémité 5′-UTR. Ces clivages permettent des 

réarrangements structuraux des ARNm et l’accès des ribosomes (Arnion et al., 2017 ; Franch 

et al., 1997 ; Kristiansen et al., 2016). De plus, pour certaines toxines de type I, le clivage de 

l’ARNm ne suffit pas à ce que celui-ci soit traductible car la séquence SD est toujours 

inaccessible, bloquée par une séquence anti-SD. Ainsi pour les ARNm des toxines tisB et zorO 

(STA tisB/IstR1 et zorO/OrzO respectivement), leur traduction est permise grâce à une région 

simple brin formée à la suite d’une première étape de maturation par clivage et servant de site 

de standby permettant le chargement de la sous-unité 30S du ribosome (Darfeuille et al., 2007 ; 

Wen et al., β017). La structure secondaire de l’ARNm sprG3 prédite avec l’outil Mfold (Zuker, 

β00γ) semble indiquer que l’ARNm sprG3 possèderait une structure presque circulaire, avec 7 

tiges-boucles. A la fois la séquence SD et le codon d’initiation de la traduction seraient 

inaccessibles, séquestrés dans une structure en tige-boucle (Figure 39). Cette prédiction de la 

structure secondaire de sprG3 suggère que des étapes de maturation soient nécessaires pour la 

traductibilité de la toxine SprG3 chez la bactérie. Déterminer la structure secondaire de l’ARNm 
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sprG3 en solution par probing à l’aide notamment de la nucléase S1 clivant l’ARN simple brin 

et de la RNase V1 clivant les structures tiges-boucles permettrait de mieux comprendre les 

réarrangements structuraux nécessaires à la traduction de la toxine SprG3 in vivo. Nous 

pourrons par ailleurs poursuivre cette analyse en identifiant les RNases impliquées in vivo dans 

les clivages permettant la maturation de l’ARNm sprG3 en sa forme traductible. 

 

 

 

 

 La localisation des toxines des STA de type I peut être cytoplasmique ou membranaire. 

Il n’existe à ce jour que deux exemples de toxines de type I cytoplasmiques, qui se caractérisent 

par une action RNase pour SymE et DNase pour RalR. La majorité des toxines de type I sont 

des petits peptides hydrophobes, à localisation membranaire dont le mode d’action est la 

formation de pores ou la condensation du nucléoïde (Brielle et al., 2016). Chez S. aureus, les 

toxines SprA1 et les deux peptides encodés par sprG1 (respectivement γ1 et 44 résidus d’acides 

aminés) sont des petits peptides hydrophobes et bactéricides, majoritairement localisés à la 

membrane bactérienne (Sayed et al., 2012 ; Pinel-Marie et al., β014). L’étude du mécanisme 

Figure 39. Structure secondaire de sprG3 déterminée avec l’outil Mfold. La séquence 
SD est matérialisée par un crochet bleu le codon d’initiation de la traduction est indiqué par 
un crochet vert et le codon STOP du peptide encodé par sprG3 est indiqué par un trait gris. 
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d’action de la toxine SprA1 a démontré que celle-ci possède une structure hélicoïdale et exerce 

sa toxicité en s’accumulant à la membrane bactérienne qu’elle perméabilise (Sayed et al., 2012). 

Pendant mon travail de thèse, nous avons démontré que la toxine SprG2 est majoritairement 

localisée à la membrane plasmique, conformément aux autres toxines de type I exprimées par 

S. aureus. Les alignements des séquences peptidiques des peptides encodés par sprG2, sprG3 

avec les peptides encodés par sprG1 indiquent que SprG2 et SprG3 seraient également des 

peptides hydrophobes. De plus, la conservation de certains résidus d’acides aminés cationiques 

parmi les toxines SprG suggère que ceux-ci sont importants pour leur mécanisme d’action par 

formation de pores ou par condensation du nucléoïde.  

Certaines toxines de type I exprimées par S. aureus présentent des propriétés hémolytiques et 

cytolytiques vis-à-vis de bactéries compétitrices. Les deux peptides encodés par sprG1 sont 

capables de lyser les érythrocytes et les bactéries Gram positive tous les deux mais de manière 

inégale car le peptide court possède une plus grande activité antibactérienne et le peptide long 

est plus hémolytique (Pinel-Marie et al., 2014). Pour les toxines SprA1 et SprA2, SprA2 semble 

surtout cytotoxique, même à l’égard des cellules de l’hôte comme les érythrocytes, alors que 

SprA1 présente une plus grande activité antibactérienne vis-à-vis des bactéries Gram positive 

et Gram négative (Sayed et al., 2012 ; Solecki et al., 2015 ; Germain-Amiot et al., 2019). 

 Lors de l’analyse de la viabilité cellulaire par microscopie à fluorescence en condition de 

surexpression des toxines, nous avons montré que les peptides encodés par sprG2 et sprG3 

induisaient une stase bactérienne au bout d’1 h d’induction de leur expression. Ce résultat 

suggère que ceux-ci seraient moins toxiques que SprG1, SprA1 et SprA2 qui induisent la mort 

de S. aureus, et possèderaient un mode d’action et une fonction biologique différents. Des 

expériences supplémentaires doivent être menées afin de vérifier si la stase de S. aureus induite 

par les toxines SprGβ et SprGγ est durable et si l’arrêt de l’induction de l’expression de ces 

toxines permet à S. aureus de reprendre sa croissance. De plus, ces expériences étant menées 

en conditions de surexpression des toxines, il est possible que l’action bactéricide des toxines 

des STA soit « dose-dépendante ». Verstraeten et al. ont démontré que des concentrations 

différentes de la toxine HokB induisaient soit la stase soit la mort d’E. coli, suggérant que les 

effets des toxines observés en condition artificielle de surexpression ne soient pas représentatifs 

de l’effet produit chez une souche sauvage (Verstraeten et al., 2015). SprG2 et SprG3 ne 

seraient pas les seules toxines bactériostatiques de S. aureus puisque la surexpression de la 

toxine de type II MazF induit également la stase de ce pathogène. MazF est une RNase qui clive 

de manière spécifique les ARNm au niveau de séquences riches en uracile. Cependant, une 

étude a démontré que son action était sélective puisque certains ARNm clivés par MazF in vitro 
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ne l’étaient pas in vivo, suggérant l’existence d’un mécanisme de protection qui expliquerait 

que cette toxine ne soit pas bactéricide (Fu et al., 2009).  

 

 L’analyse de la capacité des peptides encodés par sprG2 et sprG3 à lyser les bactéries 

compétitrices ou les cellules de l’hôte peut être menée afin de mieux caractériser ces toxines. 

De plus, la détermination de leur structure tridimensionnelle et de leur mode d’action pourrait 

être une piste permettant d’orienter les recherches de leur fonction biologique. Pour rechercher 

le mode d’action de ces peptides, ainsi que des peptides encodés par sprG1, nous pourrons 

réaliser des tests de perméabilité membranaire selon la méthodologie déterminée par Solecki et 

al. en utilisant une souche déficiente en lactose perméase (Solecki et al., β015). L’utilisation de 

la microscopie électronique ou à fluorescence est aussi envisagée pour détecter la présence de 

dommages membranaires putatifs liés à la surproduction de ces peptides toxiques et 

hydrophobes. 

 

L’expression des toxines encodées par sprG2 et sprG3 est régulée au niveau ARN. 

 

 Nous avons démontré que la surexpression des toxines SprG2 et SprG3 est toxique pour 

S. aureus. L’expression des gènes dont le produit est toxique pour l’organisme qui les produit 

doit être fortement régulée. Pour de nombreux STA de type I, l’ARNm de la toxine possède 

une structure secondaire complexe qui via la présence d’une séquence anti-SD, forme une 

structure en tige-boucle emprisonnant la SD et inhibant ainsi la traduction (Masachis & 

Darfeuille, β018). C’est le cas pour l’ARNm sprA1 où la séquence SD est emprisonnée dans un 

pseudo-nœud empêchant la fixation des ribosomes et donc la traduction de la toxine (Sayed et 

al., 2011). Les prédictions de structure des ARNm sprG1, sprG2 et sprG3 suggèrent qu’ils 

obéissent eux aussi à ce premier niveau de régulation de leur expression (Figures 39 et 40).  

Lors des expériences de traduction in vitro, nous avons observé que les peptides encodés 

par sprG2 et sprG3 étaient moins traduits que les peptides encodés par sprG1. Pour la toxine 

SprGβ, le codon d’initiation de la traduction est un codon non canonique GUG ce qui pourrait 

diminuer l’affinité de l’ARNtfmet et réduire la traduction de sprG2. Cela a déjà été démontré 

pour l’ARNm de la toxine YonT du STA yonT/SR6 de B. subtilis qui ne possède pas de structure 

séquestrant la SD mais un codon d’initiation de la traduction non canonique GUG, comme 

sprG2 (Reif et al., 2018). Là encore, déterminer la structure secondaire des ARN sprG1, sprG2 

et sprG3 en solution par probing permettra de mieux comprendre la maturation de ces ARN et 

les mécanismes permettant à la bactérie de limiter l’expression de ces toxines. 
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En conditions normales de croissance, l’expression des toxines SprGβ et SprGγ est inhibée par 

leur antitoxine respective SprF2 et SprF3. SprF2 et SprF3 interagissent en cis avec les ARNm 

sprG2 et sprG3, par appariement de bases au niveau de la région chevauchante en γ’ de chacun 

des ARN. Ainsi, les antitoxines SprFβ et SprFγ interagissent avec l’ARNm de leur toxine 

respective de manière similaire à l’antitoxine SprF1 (Pinel-Marie et al., β014). L’expression 

des toxines de type I est régulée par l’antitoxine via différents mécanismes comprenant 

l’inhibition de la traduction, la promotion de la dégradation de l’ARNm de la toxine par des 

RNases, ou les deux mécanismes (Brantl & Jahn, β015). Deux exemples d’antitoxines de type 

I encodées en cis mais agissant en trans ont été reportés chez S. aureus. Il s’agit des antitoxines 

SprA1AS et SprA2AS qui inhibent la traduction de leur antitoxine respective en se fixant au 

niveau de la séquence SD qui n’appartient pas à leur région de complémentarité (Sayed et al., 

2011 ; Germain-Amiot et al., 2019). Pour les antitoxines permettant le recrutement de RNases, 

un clivage par la RNase III spécifique des ARN duplex a été démontré pour les STA 

aapA1/IsoA1, hok/Sok et tisB/IstR1 (Masachis & Darfeuille, β018). Cependant, ce n’est pas la 

seule RNase impliquée dans ce mode de régulation qui peut aussi employer les RNases J1/J2 et 

la RNase Y. Les RNases impliquées peuvent également varier selon l’environnement de la 

bactérie. En effet, Müller et al. ont démontré que la RNase J1 était la principale RNase engagée 

dans la dégradation des ARN bsrE et SR5, sauf lors d’un stress éthanol où c’est alors la RNase 

Y qui assure cette fonction (Müller et al., 2016). Certaines antitoxines de type I, telle SR4 du 

STA bsrG/SR4 de B. subtilis, régulent l’expression de leur toxine en inhibant leur traduction et 

en ciblant leur dégradation (Jahn & Brantl, 2013). L’antitoxine SprF1 agit également par les 

deux mécanismes (Pinel-Marie et al., 2014). Dans le cas des STA sprG2/SprF2 et sprG3/SprF3, 

notre première hypothèse est que les antitoxines SprFβ et SprFγ pourraient réguler l’expression 

de leur ARNm cible par inhibition de la transcription. Contrairement aux antitoxines de type II 

qui répriment l’expression de l’opéron encodant le STA par fixation au niveau de la séquence 

promotrice (Lobato-Marquez et al., 2016), cela n’a jamais été démontré dans le cas des 

antitoxines de type I. L’autre hypothèse est que les antitoxines SprF, en se fixant sur leur ARNm 

sprG cible, favorisent la dégradation de l’ARNm sprG ou du duplex sprG/SprF par des RNases 

comme la RNase III. Il serait intéressant d’étudier la demi-vie des ARNm des toxines sprG2 et 

sprG3 en condition de surexpression des antitoxines SprF2 et SprF3, et inversement. Cela a été 

fait par Germain-Amiot et al. au sujet du STA de type I sprA2/SprA2AS de S. aureus et en 

condition de surexpression de sprA2, une diminution de la stabilité de l’antitoxine SprAβAS a 

été observée (Germain-Amiot et al., β019). De plus, il parait important d’étudier par probing la 

structure des ARN sprG et SprF lorsqu’ils sont sous forme de complexe, afin d’identifier les 



Discussion et perspectives 

 

229 

réarrangements structuraux provoqués par la fixation d’une antitoxine SprF sur l’ARNm de sa 

toxine sprG. Par la technique de toeprint en présence d’antitoxine, nous pouvons également 

tester si l’ajout de l’ARN SprF diminue la fixation des ribosomes sur les ARNm sprG2 et 

sprG3, comme cela a été démontré pour le couple sprA2/SprA2AS (Germain-Amiot et al., 2019). 

Enfin, analyser l’expression des ARN sprG et SprF dans des souches de S. aureus délétée pour 

la RNase III, les RNases J1/J2, la RNase Y et de plusieurs RNases (si possible) pourrait 

permettre d’identifier si une ou plusieurs RNases sont impliquées dans la régulation de 

l’expression des toxines sprG par les antitoxines SprF. Dans une souche de S. aureus délétée 

pour le gène encodant la RNase III, une diminution du niveau d’ARN de SprF1 est observée, 

alors que le niveau d’ARN de sprG1 est constant, suggérant que la RNase III agit sur la stabilité 

de l’antitoxine SprF1. Il serait aussi intéressant d’utiliser ces souches délétées de RNase pour 

analyser l’expression des ARN sprG et SprF dans des conditions de stress et notamment si une 

diminution de la stabilité des ARN SprF peut conduire à la production des peptides encodés par 

les gènes sprG dans ces conditions. 

 

Des interactions croisées existent entre les STA sprG/SprF. 

 

 Puisque les STA sprG/SprF sont des STA de type I homologues, une attention particulière 

a été donnée à l’étude des interactions croisées entre ces différents systèmes. Les interactions 

croisées peuvent intervenir à deux niveaux. Le premier niveau est celui du contrôle de la toxicité 

des toxines, qui sont alors neutralisées par une antitoxine appartenant à un autre STA. Le second 

niveau est le contrôle de l’expression des toxines ou antitoxines, qui chez les STA de type I, 

s’effectue au niveau ARN. Les STA de types I sont souvent en plusieurs copies dans les 

génomes bactériens, mais ils semblent présenter une certaine spécificité dans le contrôle de la 

toxicité. Ainsi il n’y a pas d’interaction croisée impactant la neutralisation des toxines entre les 

deux copies du STA sprA/SprAAS chez S. aureus Newman, ni entre les deux copies du STA 

zor/Orz présentes chez E. coli, ni entre les STA aapA1/IsoA1 et aapA3/IsoAγ d’H. pylori 

(Germain-Amiot et al., 2019 : Wen et al., 2014 ; Arnion et al., β017). Deux cas d’interactions 

croisées impactant le contrôle de la toxicité semblent exister pour les STA de type I, entre 

l’ARNm de la toxine ibsA et l’antitoxine SibE, parmi les cinq copies du STA ibs/Sib chez 

E. coli et entre l’ARNm de la toxine putative yoyJ et l’antitoxine SR6 chez B. subtilis. Une des 

zones essentielles au contrôle de l’expression de ibsA est identique entre les antitoxines SibA 

et SibE et il a été démontré que la délétion du gène codant l’antitoxine SibA n’était pas létale 

dans une souche exprimant ibsA (Fozo et al., 2008 ; Han et al., 2010). Chez B. subtilis, 
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l’antitoxine SR6 et le gène de la toxine yoyJ sont chevauchants et la région chevauchante 

recoupe notamment la séquence RBS de yoyJ suggérant que par sa fixation au niveau de cette 

séquence, SR6 peut contrôler la production de la toxine YoyJ (Reif et al., 2018). Concernant 

les STA homologues sprG/SprF, nous avons identifié in vitro des interactions croisées entre les 

paires sprG2/SprF4 et sprG3/SprF1 mais nous avons démontré que SprF4 et SprF1 sont 

incapables de neutraliser les toxines SprG2 et SprG3 respectivement, en condition de 

surexpression. sprF2 et sprF4 possédant 9γ % d’identité de séquences (54 % entre sprF1 et 

sprF3), nous nous attendions à une possible interaction croisée permettant à SprF4 de 

neutraliser sprG2. Avec l’outil IntaRNA (Busch et al., 2008), nous avions prédit une interaction 

englobant 15 nucléotides entre sprG2 et SprF4, interaction démontrée par gel retard, mais qui 

ne semble pas suffisante pour neutraliser la toxicité du peptide encodé par sprG2 en condition 

de surexpression (Figure 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40. Représentation schématique de la structure secondaire de sprG2 et des 
interactions entre sprG2 et les antitoxines SprF2 et SprF4.  
Mfold a été utilisé pour modéliser la structure secondaire de sprG2. La séquence SD est 
matérialisée par un crochet bleu le codon d’initiation de la traduction est indiqué par un 
crochet vert et le codon STOP du peptide encodé par sprG2 est indiqué par un trait gris. Les 
flèches rouge et orange matérialisent la zone d’interaction avec SprF2 et SprF4. Les 
prédictions d’interactions ont été effectuées avec l’outil bio-informatique IntaRNA. 
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La spécificité des systèmes zorO/OrzO et zorP/OrzP a été étudiée par Wen et al. car une 

zone de complémentarité avait été mise en évidence entre l’antitoxine OrzP et l’ARNm de la 

toxine zorO. Il s’est avéré que le contrôle de la toxicité était spécifique à chaque système, sauf 

en cas de mutation de l’ARN OrzP au niveau d’une région de trois nucléotides appartenant à la 

zone d’interaction avec zorO, rendant possible un cross-talk entre une antitoxine OrzP mutée 

et l’ARNm zorO (Wen et al., 2014). Avec une souche de surexpression de SprF4, nous avons 

observé par Northern blot une diminution du niveau de l’ARNm de la toxine sprG2. Il serait 

donc intéressant d’étudier si SprF4 parvient à neutraliser la toxicité de SprGβ dans une souche 

délétée du locus sprG2/sprF2 et également voir si l’antitoxine SprF4 peut inhiber la traduction 

du peptide SprG2-flaggé. Nous pourrions aussi envisager de muter la séquence de SprF4 afin 

de la rapprocher de celle de SprF2 et ainsi identifier les nucléotides permettant la spécificité de 

sprG2/SprF2.    

 

 Un autre type d’interactions peut exister entre STA, il s’agit des interactions croisées 

influençant la régulation des toxines ou antitoxines. Ces régulations croisées ont surtout été 

étudiées chez les STA de type II et incluent même des interactions avec des STA appartenant à 

des types différents comme entre le STA de type II MqsR/MqsA et le STA de type V 

GhoT/GhoS chez E. coli et entre le STA de type I txpA/RatA et le STA de type II MazEF chez 

E. faecalis (Wang et al., 2013 ; Wessner et al., 2015). Chez E. faecalis, le fait que les STA 

txpA/RatA et MazEF soient dans la même région intergénique, comme sprG2 et SprF4, a peut-

être encouragé la régulation croisée de ces deux STA au cours de l’évolution de la bactérie. 

Dans ce locus, non seulement l’antitoxine MazE réprime l’expression de l’opéron mazEF 

assurant son auto-régulation mais elle active aussi la transcription de l’antitoxine RatA 

(Wessner et al., 2015). Par exemple, chez le pathogène M. tuberculosis possédant un grand 

nombre de STA de la famille VapBC, des régulations croisées ont été mises en évidence. Une 

étude a démontré que la surexpression des toxines VapC3, 11, 20, 22, 27 et 33 provoquait une 

augmentation du niveau d’ARNm de vapC15, indiquant une la présence d’une régulation 

croisée (Agarwal et al., 2018).  

 Pour les STA sprG/SprF de S. aureus, nous n’avons pas observé de cross-talk mais en 

revanche, nous reportons des régulations croisées au sein d’une famille de STA homologues. 

Grâce à des souches de surexpression, nous avons pu observer une diminution du niveau d’ARN 

de sprG2 et sprG3 lorsque SprF1 est surexprimé et une diminution du niveau des ARNm de 

sprG1 et sprG2 dans une souche de surexpression de SprF4. La surexpression de sprG2 entraîne 

une diminution du niveau d’ARN des antitoxines SprF et une augmentation du niveau d’ARN 
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de la toxine sprG1. Cela suggère que des interactions peuvent avoir lieu entre ARN sprG et 

SprF n’appartenant pas au même couple. Nous avons démontré que pendant la phase 

stationnaire de croissance, l’ARNm sprG3 est γ fois plus présent que l’antitoxine SprFγ. Une 

hypothèse serait que pendant cette phase de croissance, SprF1, dont l’expression est constitutive 

au cours de la croissance de S. aureus (Pinel-Marie et al., β014), puisse également s’apparier 

avec l’ARNm de sprG3 afin d’en moduler la quantité présente dans la cellule. 

 

L’expression des ARN sprG et SprF est modulée par des stress environnementaux. 

 

 L’adaptation aux stress rencontrés par la bactérie est l’une des fonctions attribuées aux 

STA de type I. L’influence des stress environnementaux sur les STA de type I peut être étudiée 

à deux niveaux : sur l’expression des ARN et la traduction des toxines. Ainsi, une augmentation 

de la production d’une toxine en condition de stress peut être liée à une chute de l’expression 

de l’antitoxine. Les exemples de stress influençant l’expression des STA de type I sont 

nombreux. Chez B. subtilis, une diminution du niveau d’ARN de l’antitoxine SR5 a été mise 

en évidence lors de l’exposition des bactéries à un pH alcalin, à une limitation de la disponibilité 

en oxygène et en fer, suggérant que bsrE/SR5 permettrait l’adaptation de B. subtilis dans ces 

conditions (Müller et al., 2016). De même, il a été démontré qu’une carence en fer et un stress 

oxydatif diminuaient uniquement le niveau d’ARN de l’antitoxine SR6, suggérant une 

activation du STA yonT/SR6 en réponse à ces stress (Reif et al., 2018). Chez S. aureus, Sayed 

et al. ont démontré une augmentation de la traduction de la toxine SprA1 lors d’un stress acide 

et d’un stress oxydant, en réponse à une diminution du niveau d’ARN de l’antitoxine SprA1AS 

(Sayed et al., 2012). Pour la copie sprA2/SprA2AS, une diminution significative du niveau 

d’antitoxine SprAβAS a été établie pendant un stress hyperosmotique et une carence nutritive 

(Germain-Amiot et al., 2019) laissant suggérer une possible augmentation de la production de 

toxine SprA2 dans ces conditions. 

 Pour les STA sprG/SprF, nous avons démontré par Northern blot que l’expression des 

ARN sprG et SprF variaient en présence des stress hyperosmotique et oxydant avec notamment 

une diminution significative du niveau d’expression de toutes les antitoxines SprF lors d’un 

stress oxydant provoqué par l’ajout d’H2O2 à la concentration de 10 mM. Cependant, une 

analyse par RT-qPCR de l’expression des ARN sprG et SprF au cours de la phagocytose de 

S. aureus a montré que seul le STA sprG1/SprF1 était affecté par l’environnement du 

phagolysosome. Malgré la diminution du niveau d’expression de l’antitoxine SprFβ, nous 

n’avons pas observé d’augmentation significative de la production de peptide SprGβ-flaggé lors 
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des stress hyperosmotique et oxydant. Il est possible que l’étiquette FLAG utilisée lors de nos 

expériences puisse apporter un biais à nos résultats. 

 Concernant les cinétiques de croissance en présence de stress environnementaux, nous 

n’avons pas mis en évidence de phénotype associé à la délétion des locus sprG/sprF au cours 

des stress oxydant, hyperosmotique et d’un stress thermique froid. Au cours d’un stress 

thermique chaud à 42 °C, nous observons que la quantité de biomasse formée est moins 

importante chez toutes les souches délétées que pour la souche HG003 sauvage. Il faudrait 

analyser le niveau de production du peptide SprG2-flag lors du stress à 42 °C et étudier la 

cinétique de croissance des souches de complémentation des STA sprG/SprF lors de ce stress 

thermique. De plus, nous souhaitons effectuer de nouvelles cinétiques de croissance en 

conditions de stress hyperosmotique, oxydant, acide et nutritif avec des bactéries cultivées dans 

des erlenmeyers comme cela a été fait pour les stress thermiques. En effet, les cinétiques en 

microplaques ne semblent pas adaptées pour étudier l’impact de stress environnementaux sur 

la croissance de S. aureus. De plus, nous souhaitons aussi réaliser des cinétiques de croissance 

en condition de stress des souches HG003 de S. aureus avec le plasmide pCN35 et avec le 

plasmide pCNγ5ΩsprG2-FLAG puisque dans le cas du STA sprG1/SprF1, il a été démontré 

qu’une souche surexprimant sprG1-flaggé avait un retard de croissance significatif lors de la 

carence nutritive (résultats non publiés).  

 

Recherche du rôle putatif des STA sprG/SprF dans l’adaptation de S. aureus aux 

antibiotiques. 

 

 Il est souvent difficile d’attribuer un phénotype aux STA chromosomiques, à cause de 

leur abondance dans les génomes bactériens. De plus, la possibilité de plusieurs STA participant 

à une même fonction biologique fait qu’un mutant pour un STA unique ne possède souvent pas 

de phénotype particulier. La délétion de plusieurs STA semble donc incontournable afin 

d’identifier leur fonction avec précision. 

Le STA ralR/RalA d’E. coli est le seul STA de type I chromosomique impliqué dans la 

résistance aux antibiotiques. La délétion du système entier ou du gène de la toxine ralR 

augmente la sensibilité d’E. coli à la fosfomycine, suggérant une implication de cette toxine de 

type I dans la résistance à cet antibiotique (Guo et al., 2014). Notre étude de l’implication des 

STA sprG/SprF dans l’adaptation de S. aureus aux antibiotiques a débuté avec la résistance aux 

antibiotiques, en choisissant un antibiotique ciblant la réplication de l’ADN (la ciprofloxacine) 

et trois antibiotiques ciblant la biosynthèse de la paroi (la vancomycine, la céfazoline et la 
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cloxacilline). Nous n’avons pas mis en évidence de différence de CMI entre la souche HG00γ 

sauvage et les différents mutants de délétion des STA sprG/SprF, indiquant que les STA 

sprG/SprF ne participent pas à la résistance de S. aureus à ces antibiotiques.  

Nous sommes ensuite passés à l’étude de la formation de bactéries tolérantes et 

persistantes aux antibiotiques puisque l’implication dans ce phénomène de certains STA, et 

notamment de type I, a été décrite. Conlon et al. ont mis en évidence que les STA de type II de 

S. aureus ne permettaient pas la formation de bactéries persistantes puisqu’un mutant de 

délétion de ces STA avait la même capacité à former des « persisters » qu’une souche sauvage 

(Conlon et al., β016). Cependant, l’implication des toxines de type I TisB et HokB dans ce 

phénomène a été mise en évidence dans la persistance aux antibiotiques chez E. coli (Dörr et 

al., 2010 ; Gurnev et al., 2012 ; Verstraeten et al., β015). L’effet bactériostatique des toxines 

SprG2 et SprG3 pourrait suggérer leur implication dans ce phénotype. Nous avons effectué des 

expériences de survie des souches HG003 sauvage et délétées pour les STA sprG/SprF après 

exposition des bactéries à une dose supérieure à la CMI de ciprofloxacine, céfazoline ou 

vancomycine. Nous avons effectué ces expériences à partir de cultures en phase stationnaire et 

exponentielle de croissance, dans le but d’étudier l’implication de nos STA dans la tolérance et 

la persistance de S. aureus aux antibiotiques. Les expériences sur les cultures en phase 

stationnaire de croissance ne nous ont pas permis d’observer des bactéries tolérantes ou 

persistantes pour chaque antibiotique testé, suggérant que la quantité de bactéries dormantes 

était alors trop importante pour permettre l’action des antibiotiques. En revanche, lors de nos 

expériences en phase exponentielle de croissance, nous avons pu observer la présence de courbe 

de survie biphasiques caractéristiques de la sous-population de bactéries persistantes. La 

céfazoline est le seul antibiotique pour lequel nous avons montré une réelle différence de survie 

entre les souches HG003 sauvage et délétées des STA sprG/SprF. Cependant, l’impossibilité 

de déterminer alors le paramètre MDK99,99 représentatif de la persistance nous suggère qu’il 

s’agit d’un phénomène de tolérance. La courbe biphasique obtenue avec la souche HG00γ de 

S. aureus exposée à une dose de céfazoline de concentration 20 fois supérieure à la CMI peut 

aussi être le fruit de l’émergence d’un mutant résistant à la céfazoline (Balaban et al., 2019). 

Des études supplémentaires sont nécessaires pour discriminer entre tolérance/persistance et 

résistance à la ciprofloxacine et la céfazoline, et pour approfondir l’étude du rôle exercé par 

l’ensemble des STA sprG/SprF dans l’adaptation de S. aureus aux antibiotiques. Ces 

expériences devront être menées avec la souche de délétion de tous les STA sprG/SprF, ainsi 

que les souches de complémentation.  
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 En revanche, notre étude avec la souche N315 de S. aureus présente un résultat atypique 

car c’est l’antitoxine SprF1 qui semble impliquée dans l’entrée en persistance de S. aureus, et 

non la toxine SprG1. Par sa capacité à s’associer aux ribosomes actifs, SprF1 atténuerait la 

traduction globale de S. aureus. Nous avons démontré qu’un mutant de délétion du STA 

sprG1/SprF1 chez la souche N315 de S. aureus forme moins de bactéries persistantes que la 

souche sauvage lors d’une exposition à une forte dose de ciprofloxacine et de vancomycine, 

ainsi que la surexpression de SprF1 permet presque le retour au nombre de « persister » formés 

par la souche sauvage. Cependant, afin de valider le phénotype, nous devons confirmer que les 

courbes biphasiques obtenues sont bien représentatives de bactéries persistantes et non de 

bactéries résistantes. Pour éliminer l’hypothèse d’un phénotype lié à un mutant résistant, les 

bactéries survivantes doivent être soumises à nouveau à la même dose d’antibiotique. Si les 

courbes de survie obtenues pour chaque souche sont identiques à celle obtenues lors de la 

première exposition à l’antibiotique, nous pourrons alors envisager que le phénotype identifié 

correspond à la formation de bactéries persistantes aux antibiotiques. En cas d’une meilleure 

survie provoquée par l’émergence d’une résistance lors de l’expérience numéro 1, les courbes 

de survie obtenues lors de la seconde exposition à l’antibiotique montrerait alors une proportion 

de bactéries tuées moins importante en comparaison de celles de l’expérience 1 (Balaban et al., 

β019). Ces expériences de validation sont d’autant plus importantes car nous avons choisi 

d’utiliser la vancomycine, antibiotique très fréquemment utilisé en clinique et notamment 

contre les souches SARM, mais pour lequel le phénomène d’hétéro-résistance est déjà connu 

(Howden et al., 2014). Afin de limiter la résistance hétérogène, il est conseillé d’utiliser des 

doses d’antibiotiques de concentration nettement supérieure à la CMI (Balaban et al., 2019), ce 

que nous avons fait en utilisant une dose de vancomycine de concentration 40 fois supérieure à 

la CMI. Le dernier point que nous n’avons pas étudié est la capacité de re-croissance des 

« persisters » ainsi formés après le retrait de la ciprofloxacine et de la vancomycine 

conformément au consensus méthodologique récemment établi (Balaban et al., 2019). De plus, 

ce consensus conseille l’utilisation des techniques de microfluidique permettant de visualiser le 

phénotype de persistance au niveau de la cellule bactérienne. Il serait intéressant de développer 

ces techniques chez S. aureus afin d’apporter de nouveaux arguments dans l’implication des 

STA sprG/SprF dans la persistance aux antibiotiques de S. aureus. 

 

 Nous souhaitons également développer l’étude de la persistance intracellulaire de 

S. aureus car chez ce pathogène, ce qui pose un problème de santé publique est la présence de 

bactéries persistantes à l’intérieur des cellules de l’hôte sous forme de SCVs et à l’intérieur des 
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biofilms (Conlon et al., 2014). A présent, l’implication des STA dans la persistance 

intracellulaire a surtout été étudiée pour les STA de type II. Chez Salmonella, l’activation de 

14 STA de type II participent à l’entrée en persistance de ce pathogène après leur internalisation 

par des macrophages humains (Helaine et al., 2014 ; Cheverton et al., 2016 ; Rycroft et al., 

2018). Par RT-qPCR, nous avons démontré que l’expression du STA sprG1/SprF1 diminuait 

lors de la phagocytose par des macrophages humains. Nous souhaitons maintenant poursuivre 

les recherches afin de déterminer si la diminution de l’expression du STA sprG1/SprF1 et 

l’absence de variation de l’expression des autres STA pourraient conduire à la formation de 

SCVs. De plus, nous nous sommes intéressés à l’expression des ARN sprG et SprF mais nous 

pourrions aussi étudier la production des peptides codés par les ARN sprG après internalisation 

par les macrophages. Nous savons que les toxines de type SprG partagent toutes un caractère 

hydrophobe et que ses propriétés sont retrouvées chez les PSM, facteurs de virulence sécrétés 

par S. aureus pour sortir du phagolysosome. L’analyse de la production des peptides encodés 

par sprG1 et sprG2 par Western blot après internalisation de S. aureus par des phagocytes 

humains sera utilisée afin de vérifier cette hypothèse.  

 Au cours des expériences d’internalisation, nous avons mis en évidence que la souche 

HG003 de S. aureus délétée pour les 4 STA sprG/SprF semble plus internalisée, après 2 h de 

phagocytose, que la souche sauvage ou que les souches de simple délétion suggérant que tous 

les STA sprG/SprF pourrait participer à l’échappement de S. aureus au système immunitaire de 

l’hôte. Nous souhaitons enfin développer un modèle de persistance intracellulaire de S. aureus 

sur plusieurs jours, en présence de ciprofloxacine ou de vancomycine. Si l’étude de 

l’implication des STA sprG/SprF dans la persistance intracellulaire conclue à des résultats 

encourageants, nous pourrions poursuivre ces recherches en utilisant un modèle in vivo 

d’infection persistante décrit par Conlon et al., qui consiste en un abcès sous-cutané au niveau 

de la cuisse de souris (Conlon et al., 2013).  

 Nous n’avons pas étudié le rôle des STA sprG/SprF dans la formation ou la dissémination 

des biofilms chez S. aureus. Chez B. subtilis, l’expression de la toxine de type I TxpA et de la 

toxine de type II YqcG est induite par la carence nutritive rencontrée par les bactéries au cœur 

du biofilm. Leur activation permet alors d’éliminer les bactéries dont le développement est 

anormal et de maintenir la symétrie du biofilm de B. subtilis (Bloom-Ackermann et al., 2016). 

Les STA de type II MazEF et YefM-YoeB de S. aureus pourrait intervenir dans la formation 

de biofilm. L’opéron icaADBC comporte dans sa séquence 6 sites de clivage spécifique de la 

toxine MazF et sa délétion conduit à une augmentation de la formation de biofilm chez S. aureus 

suggérant l’implication de cette toxine dans la régulation du biofilm (Kato et al., 2017). Une 
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autre étude a montré que l’expression de la toxine YoeB était significativement supérieure après 

γ h de traitement par 1 µg/mL de céfazoline d’un biofilm préformé sur une prothèse 

orthopédique, en comparaison de bactéries au mode de vie planctonique (Urish et al., 2016). 

Nous savons que les PSMs, proches des peptides encodés par les gènes sprG par leur 

hydrophobicité, participent à la dispersion du biofilm. Il serait intéressant d’étudier cette étape 

du cycle de vie des biofilms dans les souches de délétion et de complémentation des STA 

sprG/SprF. De plus, des résultats préliminaires montrent qu’une carence nutritive active le STA 

sprG1/SprF1 chez la souche N315 de S. aureus. Nous pourrions envisager que la carence 

nutritive rencontrée dans les biofilms puisse conduire à la traduction des peptides encodées par 

sprG1 et avoir une fonction biologique dans cet environnement particulier.   

 

L’antitoxine SprF1 est capable de s’associer au ribosome. 
 

 L’étude de l’impact de l’antitoxine SprF1 sur la traduction de S. aureus a débuté lors 

d’une collaboration au cours de laquelle l’antitoxine SprF1 a été retrouvée parmi une nouvelle 

classe d’ARNreg pouvant s’associer aux ribosomes. Chez S. aureus, il a été démontré que 

certaines toxines de type II comme YoeB sont dépendantes de leur association au ribosome 

pour exercer leur toxicité par clivage des ARNm et inhiber l’initiation de la traduction (Larson 

& Hergenrother, 2014), mais cela n’a jamais été démontré pour une antitoxine de type I.  

 Nous avons démontré le caractère non traductible de l’association de SprF1 au ribosome 

et que celui se fixe de manière préférentielle sur les ribosomes 70S. La technique de cryo-

microscopie électronique sera employée pour identifier avec précision la localisation de SprF1 

sur les ribosomes 70S. Nous devons ensuite poursuivre l’étude de l’étape de la traduction 

inhibée par SprF1. Nos résultats semblent indiquer que l’étape ciblée par SprF1 soit l’initiation 

de la traduction mais nous devons tester si SprF1 ne pourrait pas inhiber également l’étape 

d’élongation de la traduction ou favoriser la dissociation des ribosomes et la dégradation des 

protéines et ARN ribosomaux. Cela a été démontré pour la toxine de type II HipA d’E. coli qui, 

lors de la réponse stringente, inhibe la traduction en induisant la dissociation des ribosomes et 

leur dégradation par la protéase Lon, ainsi que par la RNase I pour les ARN ribosomaux (Cho 

et al., 2015). 

 De plus, nous avons montré qu’une séquence riche en purines (A7GAAAA12) dans la 

partie 5′ de SprF1 parait essentielle à sa fixation aux ribosomes. Afin de confirmer l’implication 

de l’antitoxine SprF1 dans l’entrée en persistance de S. aureus via une atténuation de la 

traduction globale de la bactérie, nous devons réaliser une souche N315 délétée de sprG1/sprF1 
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et complémentée avec un plasmide de surexpression de SprF1 délétée de la séquence riche en 

purines. Cette souche sera ensuite utilisée pour reproduire les expériences de survie en présence 

de ciprofloxacine et de vancomycine afin de valider que le phénotype observé lors des 

premières expériences dépend bien de l’action de SprF1 sur la traduction. Nous devons ensuite 

identifier les stress favorisant la fixation de SprF1 au ribosome, et également ceux à l’initiative 

de son décrochage. Finalement, nous devons étudier si cette capacité de fixation aux ribosomes 

est aussi conservée pour les autres antitoxines SprF. Les alignements de séquences des gènes 

sprF de la souche HG003 de S. aureus indiquent que la séquence riche en purines AGAAAA 

est absente chez sprF2 et sprF4, alors que chez sprF3, la guanine est remplacée par une cytosine 

(Figure 41). 

 

 

 

 

 

L’antitoxine SprF1 est une antitoxine à doubles fonctions. 

 

 Notre étude montre pour la première fois qu’une antitoxine de type I a une double 

fonction. En effet, nous avons démontré que l’antitoxine SprF1 possède deux fonctions. Par sa 

région γ′, SprF1 est une antitoxine qui régule l’expression de la toxine sprG1 et par une 

séquence spécifique de sa région 5′, SprF1 est un ARN qui atténue la traduction de S. aureus et 

semble participer à l’entrée en persistance lors d’un stress antibiotique. Dans la littérature, des 

antitoxines à doubles fonctions ont été mises en évidence pour les STA de type II, via leur 

capacité à se fixer aux régions promotrices. Chez S. aureus NCTC8γβ5, l’antitoxine SavR (STA 

SavRS) est capable de se fixer sur les promoteurs des gènes de virulence hla et efb pour réprimer 

leur expression suggérant une implication de cette antitoxine dans la régulation de gènes de 

virulence (Wen et al., 2018). Chez E. coli, l’antitoxine de type II MqsA peut réprimer 

l’expression du régulateur majeur de la réponse au stress chez E. coli σS (gène rpoS), en se 

fixant sur son promoteur et ainsi réprimer de manière indirecte les gènes dont l’expression est 

sprF1 ----------------------ATTTGATATTTATATTATGGTGTGTTAATTTA-TATATAGAAAAAGGGCAACATGCGCAAACATGTTACCCTAATGAGCCCGTTAAAAAGAC                                 

sprF2 ----------------------C-----AATTAAAT--AAAAGATATGTTACTATAAAAATGTAAAAAGACGACATGCAGGAACATGTCG-CCTAATGAGCCCGTTAAAAAGAC

sprF3 GTGTTAAAATATATTTGTAGCAAGTAGAAGCAAAAGATGAAAATCATTAACTCTTGAAACACAAAAAGGGCAACACTCGGAAACATGTTACCCTAATGAGCCCGTTAAAAAGAC

sprF4 ----------------------A-----GTATAATTGTATTATTATTAAATTGTGCAGTGTATAAATAGACGATATGCAGGAACATGTCG-CCTATTGAGCCCGTTAAAAAGAC

*            *         *      ***  * * * *  *   *******   **** ******************

sprF1 GGTGGCTA-TTTT-AGATTAAAGATTAAATTAATAACCATTTAACCATCGAAACCAGCCAAAGTT----AGCGATGGTTATTTTTTATTG

sprF2 GGTGACTA-A-ATGAGATTT-----------------TCTTTAACCATCATTCTATGTCAAAGTTTTGAAATGATGGTTATTT-------

sprF3 GGTGACCTTATATTTTATTTAAAAATA--------GC-CTTCAAA-A--A-TGCCGGTCAAAGC---GAATAGAAGGTTATT--------

sprF4 GGTGACTA—AATGAGATTT------------------TCTTTAACCATCATTCGTTGTCAAAGTTTGGAAATGATGGTTGTTT-------
**** *      *   ***                    ** **  *         * *****      *  ** ****

Figure 41. Alignements des séquences nucléotidiques des gènes sprF de la souche 
HG003 de S. aureus, incluant les séquences promotrices.  
Les boîtes TATA sont surlignées en vert. Sur la séquence de sprF1, la zone riche en purines 
impliquée dans la fixation aux ribosomes est surlignée en jaune. 
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activée par σS (Wang et al., 2011). Enfin, chez P. aeruginosa, l’antitoxine HigA du STA de 

type II HigAB régule l’expression de mvfR qui est un important régulateur de la virulence de 

cette bactérie. Fixée sur le promoteur de mvfR, HigA réprime l’expression de ce régulateur, 

répression levée lorsque la toxine HigB se fixe sur HigA et permettant alors l’expression de 

gènes de virulence dont l’expression est activée par MvfR (Guo et al., 2019). Ces quelques 

exemples illustrent la capacité des antitoxines de type II à participer activement à la régulation 

de processus cellulaire indépendamment de leur action de neutralisation de leur toxine.  

 

 

 Pendant ma thèse, nous avons donc identifié deux nouveaux STA de type I exprimés par 

S. aureus. Notre étude des interactions croisées entre les STA homologues sprG/SprF a révélé 

que des régulations croisées pouvaient avoir lieu entre les ARN sprG et SprF mais que celles-

ci n’avaient pas d’impact sur la neutralisation spécifique de chaque toxine SprG par son 

antitoxine SprF. Comme de nombreux STA de type I, nous avons démontré que l’expression 

des ARN sprG et SprF pouvait varier en réponse à des stress environnementaux. Nous avons 

montré que les toxines SprG2 et SprG3 sont bactériostatiques, contrairement aux peptides 

encodés par sprG1 qui sont bactéricides. Cela suggère que ces toxines exerceraient des 

fonctions biologiques différentes. De plus, nous avons démontré que l’antitoxine SprF1 pourrait 

participer à l’entrée en persistance de S. aureus, en atténuant la traduction globale. Les STA 

sprG/SprF sont d’ailleurs très conservés dans tous les génomes séquencés de S. aureus ce qui 

souligne qu’ils auraient un rôle important. De nombreuses pistes sont encore à l’étude pour la 

recherche de leur fonction biologique mais les résultats obtenus à présent semblent indiquer 

que les STA sprG/SprF pourraient participer à l’adaptation de S. aureus aux antibiotiques et 

donc à sa pathogénie.  
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Annexe : Composition du milieu SNM3. Le milieu SNM3 est obtenu par mélange de volumes 
préétablis des solutions A à H. 
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Etude fonctionnelle et régulations croisées de systèmes toxine-antitoxine de type I 
exprimés par Staphylococcus aureus 

Mots clés : Staphylococcus aureus, systèmes toxine-antitoxine, ARN régulateurs, tolérance et 
persistance aux antibiotiques 
 
Résumé : Staphylococcus aureus (S. aureus) est un pathogène humain majeur dont l’impact sur 
la santé publique est majoré par les phénomènes de résistance et de tolérance aux antibiotiques. 
Au cours de cette thèse, nous avons identifié deux nouveaux systèmes toxine-antitoxine (STA) de 
type I appartenant au core génome et exprimés par S. aureus nommés sprG2/SprF2, 
sprG3/SprF3. Ces nouveaux STA sont homologues au STA sprG1/SprF1 localisé dans un îlot de 
pathogénie. Nous avons montré que des interactions croisées influençant le niveau des ARN sprG 
et SprF pouvaient avoir lieu entre les STA homologues sprG/SprF, mais que celles-ci n’avaient 
pas d’impact sur la neutralisation spécifique de chaque toxine SprG par son antitoxine SprF. Nous 
avons démontré que les peptides encodés par sprG2 et sprG3 sont bactériostatiques, 
contrairement aux peptides encodés par sprG1 qui sont bactéricides. Nous avons démontré que 
l’expression des ARN sprG et SprF pouvait varier en réponse à des stress environnementaux 
comme un stress hyperosmotique ou un stress oxydatif. Pour le STA sprG1/SprF1, nous avons 
démontré que l’antitoxine SprF1 pourrait participer à l’entrée en persistance de S. aureus, en 
atténuant la traduction globale via son association aux ribosomes. Ainsi, SprF1 est le premier 
exemple d’une antitoxine ARN avec une double fonction de neutralisation de la toxine sprG1 via 
son extrémité 3’ et de fixation aux ribosomes pour atténuer la traduction de S. aureus via son 
extrémité 5’. Ensemble, ces travaux de thèse suggèrent que les STA sprG/SprF seraient impliqués 
dans l’adaptation de S. aureus au stress antibiotique ou dans l’échappement au système 
immunitaire. 

 

 

Functionality and cross-regulation of type I toxin-antitoxin systems expressed in 
Staphylococcus aureus 

Keywords : Staphylococcus aureus, toxin-antitoxin systems, regulatory RNA, antibiotic tolerance 
and persistence 

Abstract: Staphylococcus aureus (S. aureus) is a human pathogen that causes nosocomial and 
community-associated infections. The antibiotic resistance and tolerance of S. aureus increase its 
impact on public health. During my PhD thesis, we identified two novel type I toxin-antitoxin 
systems (TAS) located in the core genome and expressed in S. aureus named sprG2/SprF2 and 
sprG3/SprF3. These TAS are homologues of the sprG1/SprF1 TAS, encoded in a pathogenicity 
island. We showed that cross-interactions affecting sprG and SprF RNA level can occur between 
sprG/SprF homologous TAS, but without any impact on the specific neutralization of a sprG toxin 
by its SprF antitoxin. We demonstrated that overexpression of sprG2- and sprG3-encoded peptide 
induce bacteriostasis, as opposed to the sprG1-encoded peptides that induced S. aureus death. 
We showed that sprG and SprF RNA levels can be modulated by environmental triggers such as 
hyperosmotic and oxidative stresses. Concerning sprG1/SprF1, we demonstrated in S. aureus 
strain N315 that the SprF1 antitoxin could be involved in persister cells formation, by a translation 
attenuation mechanism via its association with the ribosomes.  SprF1 is the first example of an 
untranslated RNA antitoxin with a dual function that neutralize sprG1 toxin and that bind to 
ribosome to attenuate S. aureus translation. Altogether, these thesis experiments suggest an 
involvement of the sprG/SprF TAS in S. aureus adaptation to antibiotic stress or in the escape of 
the immune system.  
 

 


