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Synergie entre pompes a efflux

Role d’AcrAB-TolC dans linitiation
de la résistance aux antibiotiques

Manuela Lizarralde-Guerrero, Florian Taraveau

> La multiplication des souches bacté-
riennes résistantes aux antibiotiques
constitue un enjeu sanitaire majeur dans
nos sociétés modernes. Ces résistances
peuvent €tre acquises par transfert hori-
zontal de genes depuis une bactérie résis-
tante. Le transfert horizontal se fait le
plus souvent par conjugaison, un proces-
sus durant lequel une bactérie donneuse
transfere un ADN circulaire simple brin issu
d’un plasmide a une bactérie receveuse. La
bactérie receveuse reforme ensuite le plas-
mide complet en synthétisant le brin com-
plémentaire d’ADN. Cependant, plusieurs
points restent a élucider concernant le réle
de ce transfert d’ADN pour la mise en place
de résistances aux antibiotiques [1].

Dans leur travail, Nolivos et al. [2]
cherchent a révéler les dynamiques d’ac-
quisition de la résistance a la tétracy-
cline par transfert horizontal du gene tetA.
Ce géne code une pompe a efflux (TetA)
capable d’exporter "antibiotique hors de la
cellule bactérienne. Néanmoins, la pompe
TetA seule est insuffisante pour la mise en
place de la résistance. €n conséquence,
I’intervention de la pompe a efflux non
spécifique AcrAB-TolC a aussi été étudiée
par les auteurs, apportant de nouvelles
informations sur les mécanismes d’acqui-
sition de résistance aux antibiotiques [2].

Le systeme de marquage ParABS
permet de suivre en temps réel
’acquisition du plasmide de résistance
Dans cette étude, Nolivos et al. ont mis en
place un ingénieux systeme chez la bactérie
Escherichia coli permettant de suivre par
microscopie le transfert par conjugaison
bactérienne d’un plasmide contenant les
genes tetA et tetR (codant la pompe TetA et
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son inhibiteur TetR). Cette méthode utilise
un couplage de la protéine SSB avec le du
systeme ParABS. D’une part, la protéine SSB
se lie a ’ADN simple brin et permet donc
de marquer le plasmide au moment de son
entrée dans la cellule receveuse. D’autre
part, ParB a la capacité de se lier avec une
affinité tres forte a un site parS de ’ADN
double brin [3]. Le site parS est ici inséré
dans le plasmide dont on cherche a suivre le
transfert, pres du site d’origine de transfert,
ori. Les cellules receveuses produisent le
systeme SSB marqué par la Yellow Fluores-
cent Protein (YFP), ainsi que ParB fusionnée
a la protéine fluorescente mCherry. Ainsi, le
transfert du plasmide peut étre visualisé par
Iapparition de foyers SSB-YFP a la mem-
brane plasmique de la cellule receveuse.
Quand la synthése d’ADN double brin du
plasmide a ensuite lieu dans la cellule rece-
veuse, ParB-mCherry est alors recrutée au
site par$ et forme des foyers détectables au
microscope a fluorescence (Figure 1).

Dans une deuxieme expérience, la pompe
TetA a été marquée avec mCherry, et ParB
avec la GFP. Initialement, seules les cellules
donneuses produisent mCherry au niveau
de leur membrane alors que les cellules
receveuses produisent de la GFP de maniére
diffuse dans leur cytoplasme. Au cours de
I’expérience, on observe I'apparition de
bactéries transconjugantes — des cellules
receveuses ayant désormais le plasmide —
produisant de la GFP de maniere localisée :
ce sont les foyers ParB/parS. Ces trans-
conjugants produisent également mCherry,
marqueur de 'expression du géne tetA, et
donc de Pacquisition de la résistance a
I’antibiotique.

Grdce a ce modele, les auteurs ont pu
suivre I’entrée du plasmide porteur des
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genes tetA-tetR, puis la transcription et
la traduction de ces genes. Ils ont ainsi
observé que la production de la pompe TetA
chez les transconjugants est significati-
vement plus élevée que chez les cellules
donneuses. Ce résultat inattendu suggere
que I’absence de TetR (inhibiteur de I’ex-
pression de tetA) dans la cellule receveuse
donne lieu a la production incontrolée de
TetA, avant que TetR ne soit également
produit et que I"inhibition ne se mette
en place. Pour vérifier cela, le transfert
de plasmide a été testé sur des cellules
receveuses exprimant constitutivement
TetR. La production de TetA apres transfert
du plasmide est alors totalement inhibée,
ce qui vient confirmer I"hypothese avan-
cée. Cet effet, aussi nommé induction
zygotique, est fréquent lors des transferts
d’ADN entre bactéries [4]. Pabsence d’in-
hibiteur chez la cellule receveuse permet
alors expression rapide de I’ADN recu.

€n bref, le systéeme ParB/parS permet de
suivre le transfert conjugatif du plasmide
contenant les genes tetA-tetR. Chez les
transconjugants, la production de TetA
est forte, suggérant que I’acquisition de
la résistance a la tétracycline est bien
effective.

€n présence de tétracycline, la mise

en place de la pompe TetA est ralentie
mais reste possible

Une des questions essentielles abordée par
les auteurs est I’étude des processus qui
peuvent mener des bactéries receveuses,
initialement sensibles a la tétracycline,
a acquérir une résistance par conjugai-
son dans un milieu contenant déja I'anti-
biotique. La tétracycline est un antibio-
tique dit bactériostatique, c’est-a-dire
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Figure 1. Schéma explicatif du systéme ParB/parS permettant de marquer en temps réel [’acquisition du plasmide conférant la résistance a la tétra-

cycline. €n jaune, YFP (marquant SSB). €n rouge, mCherry (marquant ParB).

qui ne tue pas les bactéries mais inhibe
leur croissance de maniere réversible. La
pompe a efflux TetA offre aux bactéries un
mécanisme de résistance a la tétracycline
en excrétant 'antibiotique hors de la cel-
lule. Néanmoins, si la tétracycline est déja
présente dans la cellule, la mise en place
de la pompe TetA pourrait étre affectée.

Pour étudier ce phénomene, les auteurs ont
réalisé plusieurs séries de conjugaisons en
présence ou en absence de tétracycline. La
premiere observation rapportée est que la
présence de tétracycline diminue fortement
la production de TetA chez les transcon-
jugants, sans I’empécher complétement.
Grace au systeme de suivi de la conjugaison
ParB/parS, il a pu étre établi que la tétra-
cycline n’influence pas le taux de réussite
de la conjugaison. Une hypothese peut
alors étre avancée en prenant en compte le
mode d’action de la tétracycline. La tétra-
cycline est un inhibiteur réversible de la
traduction qui vient se fixer aux sous-unités
ribosomiques [5] et peut donc, de cette
maniere, inhiber la traduction de toute
nouvelle information génétique obtenue par
la bactérie par transfert horizontal. Néan-
moins, dans ce cas, pourquoi la présence de
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tétracycline ne suffit-elle pas a empécher
la traduction de TetA ? Une boucle positive
d’activation pourrait étre envisagée ici.
Selon cette hypotheése, la production de
quelques exemplaires de TetA permettrait
d’exporter un peu de tétracycline hors de
la cellule, laissant alors la possibilité de
produire davantage de TetA et ainsi de
lever progressivement I’inhibition. Néan-
moins, grace a |utilisation de mutants de
tetA (AtetA), les auteurs ont montré que
la pompe a efflux TetA n’était impliquée
ni dans sa propre traduction, ni dans le
maintien de la traduction dans 'ensemble
de la cellule : chez les mutants AtetA, la
traduction est toujours maintenue a un
niveau basal en présence de tétracycline. La
réponse se trouve donc chez un autre acteur
moléculaire de 'arsenal d’€scherichia coli.

Intervention de la pompe a efflux
AcrAB-TolC dans I’acquisition de
résistances aux antibiotiques en
milieu défavorable

Suite aux expériences précédentes, I’hy-
pothese de I'intervention d’une autre
pompe a efflux au sein de la cellule a été
avancée. Chez €. coli, un tel complexe pro-

téique existe et son role est déja partielle-
ment connu : la pompe AcrAB-TolC [6]. Il
s’agit d’une pompe a efflux non spécifique
dont Iactivité est finement régulée et qui
prend en charge une trés grande variété de
xénobiotiques.

Afin d’analyser le réle d’AcrAB-TolC, des
mutants des différentes sous-unités du
complexe ont été obtenus (AacrA, AacrB,
AtolC et des combinaisons des trois) et
testés dans des conditions similaires a
celles utilisées précédemment, en pré-
sence et en absence de tétracycline. Les
résultats obtenus sont tres clairs : lors de
P'utilisation d’un mutant AcrAB-TolC (quel
qu’il soit), la traduction, et donc la pro-
duction de TetA, cesse complétement dans
la cellule en présence de tétracycline.
Cette action d’AcrAB-TolC a été étudiée
de maniere plus poussée par les auteurs,
permettant de conclure que cette pompe
a efflux, en participant a la sécrétion
d’une partie de la tétracycline hors de la
cellule bactérienne, permet de retarder et
diminuer I'inhibition de la traduction. De
cette manieére, la production de TetA peut
démarrer et 'acquisition de la résistance
se met en place.
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Figure 2. Les pompes a efflux AcrAB-TolC (jaune) et TetA (rouge) agissent ensemble pour éliminer la tétracycline hors de la cellule bactérienne.

La production de TetA est inhibée par le répresseur TetR, tandis que celle de AcrAB-TolC est inhibée par différents régulateurs de la transcription

ciblant au moins 'une des sous-unités de la pompe.

Il est finalement intéressant de noter que
la production d’AcrAB-TolC est finement
contrdlée, et est, en particulier, inhibée
par des régulateurs de la transcription
(Figure 2). Une mutation artificielle ciblant
un de ces régulateurs provoque une aug-
mentation de la quantité d’AcrAB-TolC, ce
qui permet aux bactéries concernées d’élimi-
ner rapidement des molécules antibiotiques.
Cela faliciterait grandement I'apparition de
résistances si une mutation semblable venait
a se produire naturellement.

Conclusion

€n conclusion, les transferts horizontaux
permettent aux bactéries d’acquérir des
résistances a une ou plusieurs molécules
antibiotiques. Dans ce cadre, Nolivos et
al montrent comment la pompe a efflux
AcrAB-TolC facilite 'acquisition de ces
résistances, comme c’est le cas avec la
mise en place de la pompe TetA et I'acqui-

sition de la résistance a la tétracycline.
La concentration d’antibiotiques présente
dans la bactérie est réduite par des pompes
non spécifiques (AcrAB-TolC), permettant
I’initiation de mécanismes de résistance
spécifiques (pompe TetA). Il est intéres-
sant de noter qu’AcrAB-TolC est un systeme
couramment retrouvé chez les bactéries
multirésistantes aux antibiotiques [7]. Ce
systeme reste spécifique aux bactéries du
genre Escherichia mais des systemes simi-
laires existent chez de trés nombreux genres
bactériens. Dans son ensemble, cette étude
permet d’élucider un nouveau mécanisme
que les bactéries utilisent pour contourner
I’action des antibiotiques, ouvrant égale-
ment de nouvelles pistes pour combattre
ces phénomenes d’acquisition de résistance
a ces derniers. ¢

Role of AcrAB-TolC multidrug efflux
pump in drug-resistance acquisition by
plasmid transfer
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